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LISTES DES ABREVIATIONS

Ac: anticorps
ACE: antigéne carcino-embryonnaire

ADCC: antibody dependent cellular cell (Cytotoxicité a médiation cellulaire
dépendante des anticorps)

AICR: american institute for cancer research
Ag: antigene

AMM : autorisation de mise sur le marché
AND: acide désoxyribonucléique

AREG: amphirégulline

ARN: acide ribonucléique

BOND: bowel oncology antibody

C
CAM : complexe d’attaqgue membranaire
CAV : centre Alexis Vautrin de Nancy
CCR: cancer colorectal

CRYSTAL: cétuximab combined with irinotecan in first line therapy for
metastatic colorectal cancer

CCRm: cancer colorectal métastatique
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CL : domaine constante de la chaine légere d’un anticorps
CH: domaine constant de la chaine lourde de I’anticorps
CDR : complementary determining region

D

dNTP: désoxyribonucleotide triphosphate

E
EGFR: epidermal growth factor receptor
EGF: epidermal growth factor

EREG: épirégulline

F
Fab: fragment antigen binding
Fc: fragment crystallizable
FR: framework

G

GAPs: GTP-ase activation protein
GEPs: guanine exchange protein
GTP: guanosine triphosphate
GDP: guanosine diphosphate

G-CSF: granulocyte colony stimuling factor

H

HNPCC: Heriditary NonPolyposis Colorectal Cancer ou syndrome de Lynch
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HER: human epidermal growth factor
|
INCa: Institut National du Cancer
Ig: immunoglobuline
K
KRAS: Kristen ras sarcoma 2 viral oncogene homologue
L
LDH: lactate déshydrogénase
M
MAP Kinase : mitogen-actived protein kinase
MMR : mis match repair
Morpho-TEP : tomographie a émission de positons

MOKAECM : évaluation de la détection des mutations de I'oncogene KRAS
pour le traitement par les anticorps anti-EGFR des patients porteurs d’un
cancer colorectal métastatiques

MSI : instabilité microsatellitaire

N
NFS : numération formule sanguine
NK : natural killer

0]

OMS : organisation mondiale de la santé

P
PAF : Polypose adénomateuse familiale ou syndrome de Gardner

PCR: polymerase chain reaction
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PCR-RFLP: polymerase chai reaction - restriction fragment length
polymorphism

PCR HRM: polymerase chain reaction — high reaction melt
PI3K: phosphatidylinositol-3-kinase

PI3P: phosphatidylinostol-3-phosphate

PI2P: phosphatidylinositol-2-phosphate

PTEN: phosphatase and tensin homolog

RER: replication error
S

STIC : soutien aux technologies innovantes et colteuses

TDM: tomodensitométrie
TGF: transforming growth factor
TK : tyrosine kinase

TNM : propagation de la maladie sur le site de la tumeur primitive (T),
envahissement ganglionnaire (N) et présence de métastases (M) a distance de
la tumeur primitive

\'}
VEGF: vascular endothelial growth factor
VH: domaine variable de la chaine constante

VL: domaine variable de la chaine légere
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w

WCRF: world cancer research fund
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INTRODUCTION

Le cancer colorectal est un probleme majeur de santé publique. C'est la deuxieme
cause de déces par cancer en France, juste aprées le cancer des poumons. La prise en
charge du patient cancéreux est difficile. Elle est dépendante du stade de la maladie,
de I'état général du patient notamment. A un stade précoce, la chirurgie pourra
suffire a la rémission du patient. Mais dans de nombreux cas, il faudra recourir a la
chimiothérapie. Celle-ci peut étre :

- Curative

- Adjuvante a la chirurgie

- Néoadjuvante a la chirurgie
- Palliative.

Les traitements innovants rentrent dans le cadre d’une chimiothérapie. Ce sont des
traitements « a la carte » ne s’utilisant qu’a certaines conditions et que pour certains
types de cancer. Ces thérapies dépendent des altérations cellulaires présentent dans
le tissu tumoral. Deux types de thérapies ciblées sont utilisés dans le cas d’une
chimiothérapie pour un CCRm. Le bévacizumab interagit avec le récepteur au VEGF et
le cétuximab et le panitumumab avec le récepteur a I'EGF. La condition nécessaire au
bon fonctionnement des thérapies ciblées anti-EGFR est la présence d’'une tumeur
non mutée au niveau du géne KRAS. Ce n’est pas le cas du Bévacizumab qui peut étre
utilisé quelque soit le statut KRAS de la tumeur. L'évaluation de cette mutation est
fondamentale dans la prise en charge thérapeutique du patient. Le cétuximab et le
panitumumab sont les seuls anticorps anti-EGFR ayant I’AMM pour ce cancer et sous
cette condition. D’autres facteurs prédictifs de réponse a ces traitements sont en
cours d’études.

Dés 2006, I'Institut National du Cancer (INCa) a labélisé 28 plateformes au niveau
national pour donner acces aux thérapies innovantes a tous les patients. En Lorraine,
la plateforme est commune au CHU et au Centre Régional de Lutte contre le Cancer
Alexis Vautrin et le génotypage KRAS est organisé par l'unité de biologie des tumeurs
du Centre Alexis Vautrin de Nancy. Pour permettre une prise en charge optimale du
patient, la collaboration entre le clinicien (qui prescrit le génotypage),
I’'anatomopathologiste (qui analyse les blocs incluant une partie de la tumeur) et le
laboratoire (qui recherche la mutation KRAS) est primordiale. Afin d’évaluer son
degré d’efficience, l'unité de biologie des tumeurs a envoyé un questionnaire de
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satisfaction a 180 professionnels de santé de Lorraine. Nous en présentons et
analysons les résultats dans cette these.
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PARTIE | :

Généralités
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EPIDEMIOLOGIE

En 2005, 149000 déces par cancer ont été répertoriés en France avec une répartition

inégale selon le sexe : 89000 chez les hommes contre 60000 chez les femmes. Le

cancer colorectal entraina la mort de 8900 hommes et de 8000 femmes (Hill, 2008)

(figure 1).

Localisation CIM10° Hommes Femmes
Bouche, pharynx & larynx CooacCil4 +C32 4 699 879

CEsophage Cis 3 258 668
Estomac Cle 3045 1789

Calon et rectum Cl18aC21 + C26.0 8 887 8 001

Foie C22 5 457 1 882

Vésicule C23+C24 499 725

Pancréas C25 4192 3 857
Poumon C33aC34 21901 5949

Mélanome C43 799 73

Sein C50 201 11 308
Col utérin C53 + x % C55 1578
Endomeétre C54 + {1-x %) C55 1384
Ovaire Cs56 +(C57.0aC57.4 3338
Prostate Col 9 099

Testicule Ca2 102

Rein Ce4 2 C66 +C68 2438 1330
Vessie Co7 3 585 1126
Encéphale C70aC72 1 644 1283
Thyroide C73 132 263
Hodgkin Ca1 166 108
Lymphome non hadgkinien C82aC85+0C9% 2221 2038
Myélome C88 + C90 1:3%5 1341

Leucémies C91aC9s 2929 2433
Autres 12 149 8 111

Tous cancers 88 778 60 104

"CIM10 : classification internationale des maladies, dixieme révision.

Figure 1: Tableau récapitulatif du nombre de déces en 2005 par cancer selon le sexe

(Hill, 2008).

C’est la troisieme tumeur maligne la plus diagnostiquée dans le monde d’apres

I’étude GLOBOCAN (Parkin, 2001) et le deuxieéme cancer le plus meurtrier aprés celui

des poumons dans les pays occidentaux (Parker, 1997). C’est la tumeur du tube

digestif, la plus fréquente.
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Il. PREVENTION PRIMAIRE

Selon la définition de I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), la prévention
primaire est I'’ensemble des moyens mis en ceuvre pour empécher I'apparition d’un
trouble, d’'une pathologie ou d’'un symptome.

Dans le cas de ce cancer, la prévention primaire consiste a trouver des facteurs de
risque entrainant la maladie.

1. Facteurs nutritionnels et comportementaux

La World Cancer Research Fund (WCRF) et I’American Institute for Cancer Research
(AICR) ont fait une étude sur l'influence de la nutrition (comprenant I'activité
physique et I'alimentation) sur la survenue de cancer. Ces conclusions ont été
reprises par INCa (Institut National du Cancer) dans une fiche repére datée du 24
juillet 2009 (figure 2).

Parente Sandra —Juin 2010 Page 27 sur 128



RECOMMANDATIONS POUR LA PREVENTION PRIMAIRE DES CANCERS

Activité physique

& Limiter les activités sédentaires (ordinateur, téléwsion...).

® Chez'adulte, pratiquer au moins 5 jours par semaine au moins 30
minutes d’acovité physique d'intensité modérée comparable a la
marche rapide ou pratiquer 3 jours par semaine 20 minutes d'activité
physique d'intensité élevée comparable au jogging.

® Chez'enfant et I'adolescent, pratiquer un minimum de 60 minutes
par jour d’actvité physique d'intensité modérée a élevée sous forme
de jeux, d’actiités de la vie quotidienne ou de sport.

Fruits et légumes

# Consommer chaque jour au moins 5 fruits et légumes vanés (quelle
que soit la forme : crus, cuits, frais, en conserve ou surgelés) pour
arteindre au minimum 400 g par jour.

® Consommer aussi chaque jour d’autres aliments contenant des fibres
tels que les aliments céréaliers peu ransformeés et les légumes secs.

# Sansfaire les besoins nutrinonnels par une alimentation équilibrée
et diversifiée sans recounr aux compléments alimentaires.

Allaitement

® Pour le bénéfice de la mére et de 'enfant, allaiter son enfant.

® Allaiter si possible de fagon exclusive et idéalement jusqu’a I'age
de 6 mois.

Boissons alcoolisées

® La consommaton d’alcool est déconseillée, quel que soit le type
de boisson alcoolisée (vin, bigre, spiritueux...).

# Ne pas inater les personnes abstinentes a une consommation d'al-
cool réguliére, méme modérée, car toute consommation d'alcool
réguliére est a risque.

® En cas de consommation d’alcool, afin de réduire le nsque de can-
cers, limiter la consommation autant que possible, tant en termes
de quantités consommées que de fréquence de consommation. En
cas de difficulté, envisager un accompagnement et éventuellement
une prise en charge.

® Les enfants et les femmes enceintes ne donvent pas consommer de

boissons alcoolisées.

Surpoids et obésité
® Maintenir un poids normal (IMC entre 18,5 et 25 kg/m2).
® Pour prévenir le surpoids et 'obésité :

. pratiquer au moins 5 jours par semaine au moins 30 minutes
d'acovité physique d'intensité modérée comparable 4 la
marche rapide ou pratiquer 3 jours par semaine 20 minutes
d’acovité physique d’intensité élevée comparable au jogging, et
limiter les actmvités sédentaires (ordinateur, téléwision...) ;

consommer peu d'aliments a forte densité énergénique et privi-
légier les aliments a faible densité énergéuque tels que les fruits
et légumes.

Surveiller le poids de facon régulizre (une fois par mois).

Pour les sujets présentant un surpoids (IMC > 25 kg/mZ), une
obésité (IMC > 30 kg/m?) ou une pnse de poids rapide et impor-
tante a I'age adulte, un accompagnement et éventuellement une

prise en charge sont i envisager.

Viandes rouges et charcuteries

# Limiter la consommartion de viandes rouges & moins de 500 g par
semaine. Pour compléter les apports en protéines, il est conseillé
d’alterner avec des wiandes blanches, du poisson, des ceufs et des
légurmineuses.

® Limiter la consommartion de charcuteries, en particulier celles trés
grasses et/ou trés salées.

® En cas de consommanon de charcutenies, afin de diminuer le nsque
de cancers, réduire autant que possible la taille des pornons et la

fréquence de consommation.

Sel et aliments salés
# Limiter la consommation de sel en réduisant la consommation
d’aliments transformés salés {charcutenes, fromages...) et I'ajout

de sel pendant la cuisson ou dans Passietre.

Compléments alimentaires 2 base de béta-caroténe

® Ne pas consommer de compléments alimentaires a base de béta-
caroténe.

# Sauf cas particulers de déficiences et sous le contréle d’un médecan,
la consommartion de compléments alimentaires n’est pas recom-
mandée. |l est conseillé de satisfaire les besoins nutntionnels parune
alimentation équilibrée et dversifiée sans recounr aux compléments

alimentaires.

Figure 2: Résumé des recommandations pour la prévention primaire des cancers (fiche
repére INCa, 2009)

Il est toutefois difficile d’élaborer une nutrition « anti-cancer ».

Une alimentation équilibrée, la lutte contre le surpoids ainsi que la pratique d’une
activité physique réguliere sont les 3 points a favoriser pour prévenir une maladie
quel qu’elle soit.

(Fiches repéeres INCa, 2009)
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2. Facteurs héréditaires

5% des cancers colorectaux sont a prédisposition génétique.

Le syndrome de LYNCH ou HNPCC (Hereditary NonPolyposis Colorectal Cancer) ainsi
que la polypose adénomateuse familiale (PAF) nommé syndrome de Gardner en font
partis.

a. HNPCC

Ce syndrome est défini cliniquement par les criteres d’Amsterdam Il de 1999 suivant :
-Au moins 3 sujets atteints de cancer appartenant au spectre étroit du
syndrome HNPCC et histologiguement prouvé
-unis 2a 2 par un lien de parenté au 1*" degré sur 2 générations
-un des cancers au moins s’étant révélé avant I’age de 50 ans
La transmission du géne muté de HNPCC est autosomique dominante.
Les mutations affectent des genes du systeme de réparation de I’Acide
désoxyribonucléique (ADN) : géne Mis Match Repair (MMR)

L’inactivation du systéme MMR entraine un phénotype Réplication Error (RER) positif
associé a une instabilité microsatellitaire (MSI). Les cellules tumorales exprimant ce
phénotype sont donc instables. Le diagnostic moléculaire du syndrome de Lynch est
basé sur I'analyse des genes touchés par la mutation : géne MSH2, géne MLH1, géne
MSH6 (Park, 1999). Les patients porteurs de la mutation peuvent développer un
cancer du colon et du rectum, un cancer de I'endomeétre, de I’estomac, de I'ovaire, de
I"'urothélium, ou des voies biliaires (Olschwang, 2004).

b. PAF

Elle se caractérise par une multitude de polypes disséminées sur le colon et le
rectum.
La transmission est autosomique dominante dans le cas du gene APC localisé au
chromosome 5 et autosomique récessive dans le cas du gene MYH.
Deux formes de PAF existent :

e Laforme typique ou APC a une pénétrance de 100%

e Laforme atténuée ou APC ou MYH ont une pénétrance inférieur a 100%.
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La PAF se manifeste par plus de 100 adénomes coliques. Mais la maladie peut étre
atténuée si le nombre de polype est compris entre 10 et 100.

Ill. PREVENTION SECONDAIRE

Selon ’'OMS, la prévention secondaire vise a la détection précoce des maladies, dans
le but de les découvrir a un stade ou elles peuvent étre traitées.

Dans le cas du cancer, le dépistage consiste a détecter a son stade le plus précoce
(guérison 9 fois sur 10 a un stade |) ou a détecter des éventuelles lésions
précancéreuses et cela avant que la personne n’en ressente les symptémes. Le
dépistage peut résulter d’'une demande individuelle, spontanée ou privée. Mais il
peut également se faire dans le cadre d’une action collective de santé publique

1. Dépistage dans la population générale

L'incidence su CCR est réduite grace au dépistage par le test Hemoccult Il ou test au
gaiac (figue 3) (Mandel, 2000). Le principe de ce test est de mettre en évidence la
présence d’un saignement occulte dans les selles.

Quand il y a du sang dans les selles, la présence de péroxydase est révélée

(C. Guldenfels, 1990).

Dépister la population générale est tres important car dans 80% des cas, ce cancer
apparait chez des sujets n"appartenant a aucun groupe a risque.

Ce test est réalisé tous les 2 ans chez des sujets entre 50 et 74 ans asymptomatiques.
D’apres une étude cas-témoin il permet une réduction de 40% de la mortalité par
cancer colorectal chez les sujets participants au dépistage par rapport aux non
participant (Faivre, 2002). La sensibilité de HEMOCCULT se situe entre 50% et 60%
pour les cancers. D’ou I'important de le réaliser tous les 2 ans. La spécificité est de
98% (INCa, 2008). Hemoccult est remis par le médecin au patient qui I'enverra au
laboratoire.
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Figure 3: Hemoccult Il

Comment se déroule Hemoccult :
(http://www.oncoprof.net/Generale2000/g03_Depistage/Index/index_dp11.htm)
Le patient dépose une petite quantité de selles de la taille d’une lentille sur un papier

avec trois ronds imprégnés de gaiac. Le patient doit prélever a deux endroits
différents.

Le préléevement est fait sur trois selles successives. Donc le patient renverra 3
plaguettes au laboratoire. Le sang n’est pas émis en permanence dans les selles, faire
3 prélevements a 2 endroits différents augmente les chances d’en trouver (figure 4).
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ADECA
7.

' Depistage organisé
du cancer colorectal

MODE
D’EMPLOI :

TEST DE RECHERCHE
DE SANG
DANS LES SELLES

Vous avez maintenant

- la lettre d'ADECA 75 avec
Vatre médecin vous a remis vos étiquettes personnalisées Ouvrez le test, il contient
une fiche d'identification - l'enveloppe T pour le laboratoire - trois plaquettes
et une enveloppe Hemoccult - le test Hemoccult

- six batonnets en carton

- la fiche d'identification - une pochette de protection

Installez un sac sur la cuvette
et refermez I'abattant des WC
pour le coincer

Collez une etiquette
sur chacune
des trois plaquettes

CL

Avec |le batonnet, prélevez Déposez I'echantillon sur
un échantillon de selle le cadre A de la plaquette
L'échantillon ne doit pas étre

plus gros qu'un grain de riz.

Figure 4: Mode d'emploi de I'Hemoccult Il pour les patients.

Le papier est envoyé au laboratoire ou il est réhydraté. Vient ensuite I'ajout d’une

solution alcoolique oxygénée. Une réaction positive se traduit par une coloration
bleue (figure 5 et 6).
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Figure 6: Résultat négatif de la recherche de sang dans les selles.

Aprés une réaction positive, une coloscopie sera réalisée (Faivre, 2002) (figure 7).

Certaines personnes sont exclues du dépistage par Hemoccult comme les sujets avec
des symptdmes digestifs, les sujets a risque élevé, ceux ayant eu une coloscopie
depuis mois de 5 ans et ceux atteints d’'une maladie grave extra-intestinale.
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Cible
Sujets de 50 a 74 ans sans facteur
de risque et asymptomatiques

! Test Hémoccult 11
w .y ¥
Selle n° 1 | | Selle n° 2 1 ‘ Selle n° 3

v v v

—_— ) .

Papier réactil | Papier réactif | | Papier réactil

imprégné | | imprégné | impréegne |
de gaiac de gaiac | de gaiac
e 2 I L

Application d'un échantillon de chaque
selle sur chaque papier imprégné a laide
d'une spatule

v

Centre spécialisé
Adjonction d’une solution alcoolique
i d’eau oxygénée

> 4 v

Test négatif | Sensibilité de 50260 % | Test positil !
| Hémoccult Coloscopie de dépistage
x a2 ans ' / ;
i a2 ans ; =>10 % de cancers }

20 % de polypes > 1 cm

Figure 7: Stratégie mise en place suite au dépistage de masse du cancer colo rectal
(Cancéroguide; 2007)

2. Dépistage des populations a risques

Les populations a risque sont exclues des campagnes de dépistage de masse.

La coloscopie est le moyen de dépistage de premier recours chez ces personnes.
Ily a2 types de groupes a risques :

Arisque élevé quand il y a des antécédents familiaux, une maladie de Crohn ou une

rectocolite hémorragique.
Arisque tres élevé quand il y a une HNPCC ou une PAF.
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a. Risque élevé

- Antécédents de cancers colorectaux

C'est-a-dire un cas au premier degré de parenté avant 60 ans ou plusieurs cas au
premier degré quelque soit I’age ou une personne atteinte d’un cancer colorectal
avant 50 ans.

Dans ce groupe la coloscopie est réalisée a partir de 45 ans ou 5 ans avant I'age du
diagnostic du cas index.

- Maladie de Crohn ou Rectocolite hémorragique

La coloscopie est réalisée tous les 2 a 3 ans.

b. Risque trés élevé

Le risque pour ces personnes est trés élevé car dans 80 a 95% des cas il y a apparition
d’un cancer colorectal a 70 ans.
Le dépistage est réalisé sur les membres de la famille d’un sujet trés a risque

- HNPCC

La coloscopie est pratiquée tous les 2 ans a partir de 20-25 ans ou 5 ans avant I'age
du diagnostic le plus précoce dans la famille. Un examen gynécologique est
également réalisé systématiquement a partir de 30 ans.

Une gastroscopie est pratiquée si un cancer gastrique a été diagnostiqué dans la
famille ainsi qu’un examen urologique (Grangjouan, 2002).

- PAF
Si le patient souffre d’'une PAF atténuée la coloscopie est faite tous les ans a partir de

30 ans chez les sujets apparentés (Lecomte, 2006). Une endoscopie est réalisée tous
les ans a partir de 12 ans.
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IV. DIAGNOSTIC

Le probléeme du diagnostic se pose apres un dépistage positif ou si les patients
présentent des symptomes intestinaux.

1. Clinique

Un examen clinique complet est effectué.
Il consiste en un examen de I'abdomen, toucher pelvien, palpation des aires
ganglionnaires et évaluation de |'état général (Guide ALD HAS n°30).

Les signes d’appels d’un cancer colorectal sont :

e Saignement dans les selles

e Douleurs abdominales ne cédant pas a un traitement symptomatique

e Anémie

e Amaigrissement

e Alternance diarrhée/constipation

e QOcclusion intestinale
(www.inserm.fr/thematiques/cancer/dossier/cancer-colorectal)

2. Coloscopie

Le but du diagnostic est de révéler la présence d’anomalies prénéoplasiques. Grace a
la coloscopie, la tumeur devient visible. Un morceau de celle-ci est prélevée (biopsie)
en vue d’une analyse.

A partir de cet examen une stratégie thérapeutique et un suivi adapté seront mis en
place.

La coloscopie est un élément diagnostic important car elle va confirmer ou non le
diagnostic (www.e-cancer.fr).

Dans 30% des cas la coloscopie détecte un polype qui peut étre retiré évitant ainsi
qu’il ne devienne cancéreux un jour. Un cancer est découvert dans 10% des cas (INCa,
2008).
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3. Autres examens

Ceux-ci permettent de voir une éventuelle extension.

a. Examen biologique

Il consiste en un dosage des ACE (Antigene Carcino-embryonnaire), fait
systématiquement lors du bilan initial d’un cancer colorectal.

Evaluation de la fonction rénale (clairance a la créatinine), hépatique.

Dosage des plaguettes, NFS (Numération Formule Sanguine) et bilan lipidique (LDH
(Lactate deshydrogénase)).

b. Imagerie

Le bilan initial prévoit une échographie hépatique et une radiographie pulmonaire ou
un scanner thoraco-abdo-pelevien. L'imagerie va permette de localiser les
métastases.

c. Classifications

Si le diagnostic de cancer est posé, le praticien va évaluer I'extension ou non de la
maladie grace a toutes ces analyses.

A partir de I3, la tumeur sera classée a un certain stade et une stratégie
thérapeutique adaptée sera mise en place.

Plusieurs extensions sont évaluées:

Extension locorégionale. C’est a dire en profondeur au sein de I'épithélium et si
I’extension affecte des organes environnant.

Extension lymphatique. Il est possible que les ganglions péri coliques ou péri rectaux
soient affectés. Les ganglions a distances du colon et du rectum sont également
analysés.

Extension métastatiques. Une métastase est une tumeur maligne secondaire issue
d’un cancer primitif. Les métastases pulmonaires et hépatiques sont fréquentes. Mais
I'os et le cerveau peuvent également étre touchés. Si la présence de métastases est
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avérée, leurs traitements sont laissés a I’évaluation du praticien. En effet, il devra se
poser la question de savoir si leurs traitements sont indispensables, et quelles en
seront les conséquences pour le patient.

Deux classifications existent :
e TNM (figure 8).
e STADE (figure 9).

|Tumeur primitive (T)

Carcinome in situ : tumeur intra-épithéliale ou envahissant la
Tis |lamina propria (intra-muqueuse) sans extension a la
soUs-mugueuse a travers la muscularis mucosae

| T1 ‘La tumeur envahit la sous-muqueuse sans la dépasser

T2 |La tumeur envahit la musculeuse sans la depasser

La tumeur envahit, a travers la musculeuse, la sous-séreuse (sans
T3 |atteinte du revétement meésothélial) et le tissu péricoligue non
peritonealisé ou le tissu perirectal

—- La tumeur perfore le péritoine viscéral et/ou envahit les organes de
vaisinage

Ganglions régionaux®* (N) [*S/ les ganglions lymphatiques examinés
sont négatifs, mais que le nombre habituellement réséqué n’'est pas
atteint, classer pNO]

NO ‘Pas d’adénopathie régionale meétastatique

N1 ‘1 a 3 adénopathies régionales métastatiques

N2 ‘4 ou plus adénopathies régionales metastatiques

‘Nnmbre minimum de ganglions examinés : 12

| Nx ‘Les adenopathies régionales ne peuvent étre évaluées

Métastases (M)

MO |Absence de meétastase

Metastases a distance (l'atteinte des ganglions iliaques externes ou
M1 |iliaques communs de méme que I'atteinte des ganglions non
régionaux est considérée comme M1)

| Mx ‘Statutmétastatiqueim:onnu

Figure 8: Classification TNM (référentiel Oncolor, Carol et Oncolie, 2009).
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V.

TNM

Stade 0 Tis NO MO
Stade I T1 NO MO
T2 NO MO
Stade 11

Stade Ila T3 NO MO
Stade IIb T4 NO MO

Stade III
Stade I1la T1-T2 N1 MO
Stade IIIb T3-T4 N1 MO
Stade IIIc Tx N2 MO
Stade IV Tous T Tous N M1

Figure 9: Classification en stade (référentiel Oncolor, Carol et Oncolie, 2009).

LES TRAITEMENTS

patient.
Soit un traitement curatif
Soit un traitement palliatif

qualité de vie du patient.

Parente Sandra —Juin 2010

Le traitement est défini en accord avec le patient.

Différents traitements sont mis en place, selon I'objectif visé qui est:

atteinte. La chimiothérapie est effectuée si la tumeur est agressive.

Il va dépendre de la localisation, du stade, de I'histologie et de I’état général du

Le traitement choisit doit permettre d’éviter les complications et de préserver la

Si le cancer est limité au colon ou rectum et qu’il n’y a pas de métastase ni
d’envahissement ganglionnaire, la chirurgie est pratiquée pour retirer la partie
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Si des cellules cancéreuses ont atteints un ou plusieurs ganglions lymphatiques
proches du cblon et qu’il n’y a pas de métastases, la chirurgie sera complétée d’une
chimiothérapie adjuvante.

Enfin si le cancer a atteints d’autres organes, deux chirurgies peuvent étre réalisées.
Une pour la tumeur primitive et une pour les métastases. La chimiothérapie est
réalisée soit entre les deux chirurgies soit en traitement principal si la chirurgie n’est
pas envisageable. (INCa, 2010)

1. Chirurgie

C’est la résection colique et le curage ganglionnaire.
La chirurgie est I'indication premiere pour les formes compliquées (occlusion ou
perforation) ou s’il y a des métastases (Référentiel Oncolor, Carol et Oncolie, 2009).

2. Radiothérapie

Ce n’est pas une indication de routine.

La radiothérapie consiste en I'administration de la dose minimale efficace de rayons
sur les zones a traiter en épargnant les tissus sains environnant. Elle est utilisée pour
un cancer du rectum.

3. Chimiothérapie

a. Cancer colorectal non métastatique

Le patient peut-étre opéré si la tumeur n’est pas tres étendue. On parle alors de
résection chirurgicale ou une partie du célon ou du rectum sera retirée. A cette
résection est associé un curage ganglionnaire (tableau 1).
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Tableau 1 : Traitement selon le stade du cancer colorectal ((réf Oncolor, Carol et
Oncolie, 2009)

Stade | Chirurgie seule (résection chirurgical et
curage ganglionnaire)

Stade Il La chimiothérapie adjuvante n’est pas
recommandée s’il n’y a pas de facteur de
mauvais pronostic. La chirurgie seule est
recommandée.

Stade Il La chimiothérapie adjuvante est
recommandée.

Les stades | et Il d’un cancer du rectum peuvent étre traités par radiothérapie
endoréctale ou par chirurgie.

Comme vu dans le tableau précédent, la chimiothérapie adjuvante est préconisée
pour le stade Il a facteurs de risque associés ou au stade Ill de la maladie. Les
molécules utilisées sont décrites dans le tableau 2.

Tableau 2 : Protocole de chimiothérapie utilisé en fonction du stade de la maladie
(référentiel Oncolor, Carol et Oncolie, 2009)

Chimiothérapie de Stade Il Chimiothérapie de stade lll
Acide folinique/5-FU en 12 cycles= FOLFOX

LV5FU2 Capécitabine

Acide folinique/5-FU en 6 cycles= FUFOL  LV5FU2

5-FU en continu 5-FU

Acide folinique/5-FU/Oxaliplatine= FUFOL

FOLFOX

b. Cancer métastatique

La chimiothérapie et la chirurgie dans un second temps sont a envisager pour tous les
patients. Les bénéfices et les effets indésirables devront étre discutés avec le patient.

- Métastases métachrones

Parente Sandra —Juin 2010 Page 41 sur 128



Un bilan de résecabilité est réalisé par coloscopie, TDM thoraco-abdo-pelvien ou par
morpho-TEP. Si la tumeur est résecable, la chirurgie peut étre réalisée dans un
premier temps puis pourra intervenir la chimiothérapie adjuvante ou inversement.
Dans le cas d’une tumeur non résecable, la chimiothérapie est commencée le plus tot
possible suivi d’une évaluation du traitement (figure 10).

< Métastases synchrones 7 >

Mon O

tzsass
métachrones _ W

Bilan do résécabilité

coloscopie, TDM thoraco-abdo- RCP Oui
pelvien, mompho-TEP s Résécables? }
lirtervention est envisageable a .
lissue des 2 premiers examens l
Options :
Non - Chirurgie encadrée par une
l chimiothérapie par FOLFOX
- Exérése chirurgicale d'emblée suivie
- Standard : chimiothérapie sans attendre ou non par une chimiothérapie
l'apparition des symptdmes, si ['état adjuvante

général est bon (OMS 0 & 2) : ey

et évaluation de I'efficacité thérapeutique M‘im:’:s::lg 2

e résécabilité, voir
arbre s'uiuant

Figure 10: Arbre décisionnel dans le cas de métastases métachrones. (Référentiel
Oncolor, Carol et Oncolie, 2009)

-Métastases synchrones
Un bilan de résecabilité est également effectué. La tumeur opérable est retirée de
suite ou ultérieurement.
Plusieurs schémas thérapeutiques sont possibles :
e Chirurgie de la tumeur primitive et des métastases au cours de la méme
opération.
e Chirurgie de la tumeur suivie d’une chimiothérapie et chirurgie des
métastases.
Dans tous les cas une chimiothérapie adjuvante peut-étre envisagée.
Les métastases synchrones non résecables demandent I’évaluation du statut KRAS.
Une chimiothérapie est réalisée avec réévaluation de I'opérabilité au bout de 2-3
mois (figure 11). Le tableau 3 résume les molécules utilisées.
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Tableau 3 : Molécules utilisées dans le cancer colorectal métastasique. (réf Oncolor,

Métastases opérables

Métastases potentiellement resécables

Métastases inopérables ou plusieurs
sites métastasiques (palliatifs)

Contre-indication au 5-FU

Carol et Oncolie, 2009)

FOLFOX
FOLFOX-Bévacizumab
FOLFIRI-Bévacizumab
FOLFOXIRI
FOLFOX-Cétuximab
FOLFIRI-Cétuximab
FOLFIRINOR
FOLFIRI-Bevacizumab
FOLFIRI-Cétuximab
FOLFOXIRI
FOLFOX-Cétuximab
FOLFOX 4 ou FOLFOX 7
XELOX

FOLFIRI

LV5FU2

Capécitabine

XELIRI

IRINOX

TOMOX

Une réévaluation du traitement au bout de 2-3 mois est systématiquement réalisée.

Cette réévaluation sera suivie soit d’'un changement de thérapeutique (le

panitumumab a I’AMM en traitement de peme ligne) soit d’une chirurgie.

La progression sous 5-FU, irinotécan, oxaliplatine, cétuximab et panitumumab

entraine I'entrée en soins palliatif apres accord du patient (Référentiel Oncolor, Carol

et Oncolie, 2009).
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Meétastases synchrones I

Bilan de résecabilits :
TDM thoraco-abdo-pelvien,
Morpho-TEP si l'intervention est
envisageahble a lissue du scanner

Options : exérése d'emblée

ou différée

2i chirurgie hépatique

bilan préoparatoire (TOM3D

volumétrie, clairance au verl

d'indocyanine)

= Exgrése chirurgicale de la
fumewur primitive et des
mélastases au cours du
mémea geste opératoire, si
moins de 3 segments
hapatiques atbeints et
bornes conditions
technigues

Mon

Opti t-chirurgie:

Figure 11: Arbre décisionnel dans le cadre de métastases synchrones (Référentiel
Oncolor, Carol et Oncolie, 2009)

c. Evaluation de la chimiothérapie

L'efficacité du traitement est évaluée sur le plan clinique et sur I'imagerie aprés 3
mois de traitement.

Si le traitement a été efficace et que la taille de la tumeur a diminuée, la chirurgie est
alors envisageable. Si malgré le traitement la tumeur a progressée, il faut changer de
protocole.
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d. Surveillance de la chimiothérapie

Avant chaque cycle de chimiothérapie, un bilan standard est effectué.
Il comprend :
e Examen clinique (état général, infection)
e Hémogramme pour rechercher une neutropénie, une anémie ou une
thrombopénie
e Examens complémentaires basés sur |’évaluation de la fonction rénale et
hépatique.
En fonction de ces résultats, la cure peut étre reportée.

e. Effets indésirables

Les molécules utilisées en chimiothérapie vont agir sur la tumeur mais également sur
les cellules saines. Il en découle des effets indésirables qui peuvent affecter la qualité
de vie du patient et entrainer dans certain cas I'arrét du protocole de chimiothérapie
(tableau 4).

Les effets indésirables observés dépendent des molécules utilisées :
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Tableau 4 : Effets indésirables de molécules utilisées en chimiothérapie et prévention

Molécules en cause Prévention
Nausées, vomissements, Oxaliplatine, 5-fluoro- Protocole anti-émétique,
diarrhée uracile lopéramide
Mycose buccale 5-fluoro-uracile Remise en état de la
dentition et bains de
bouche.
Troubles neurosensoriels  Oxaliplatine, 5-fluoro-
uracile
Alopécie Irinotécan, panitumumab | Port de casque réfrigérant.
Réversible
Insuffisance rénale Oxaplatine, oxaliplatine, Hyperhydratation avant et
raltitrexed apres la chimiothérapie
Rash Oxaliplatine, Cétuximab, Emollients, éviction solaire,
Panitumumab toilette avec un pain
dermatologique
Hypertension artérielle Bevacizumab Surveillance tensionnelle
Hématologie Oxaliplatine Erythopoiétine, G-CSF, fer,
transfusion
Oculaire, auditif Oxaliplatine, Hydratation occulaire

panitumumab

VI. SURVEILLANCE

Apres un traitement curatif, il faut pouvoir :
e Déceler les récidives
e Traiter les complications
e Prendre en charges les séquelles
e Faciliter la réinsertion socioprofessionnelle
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PARTIE Il :

Les thérapies ciblées
Anti-EGFR.
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I. QU’EsT-Ce-QUE L’EGFR

1. Structure

EGFR ou Epidermal Growth Factor Réceptor est une glycoprotéine transmembranaire
de 170 kDA présente a la surface des cellules. Il appartient a la famille des HER. Les
récepteurs HER sont composés d’une portion extracellulaire avec un domaine de
glycosylation du ligand, d’'un domaine transmembranaire et d’une région

intracellulaire a activité tyrosine kinase (figure 12).

Domaines

—— Extracellulaire

Milieu CR2 —
extra-cellulaire

00e 006
~ — Juxtamembranaire

——— Tyrosine kinase
Y

Y C-terminal

}— Transmembranaire

Figure 12 : Structure du récepteur a I’EGF.
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L’EGFR est un monomere sous forme inactive. Il se dimérise quand il est activé par un
ligand. (Wells, 1999).
Les récepteurs HER sont composés de 4 membres :

ErbB1=EGFR a activité tyrosine kinase
ErbB2=HER2 a activité tyrosine kinase
ErbB3=HER2 dépourvue d’activité tyrosine kinase
ErbB4=HER4 a activité tyrosine kinase

Chaque membre fixe un ligand différent.

2. Localisation

EGFR est exprimé au niveau des cellules épithéliales de la peau, foie, intestin,

poumon, pancréas.

Son expression normale est de 40000 a 100000 récepteurs/cellule.

3. Ligand

Les ligands capables de fixer EGFR sont (figure 13) :

EGF
Héparin-binding EGF
TGF-alpha
Amphiréguline
Bétacelluline
Epiréguline

(Jost, 2000)
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Ligands

Récepteurs HER 1
ErbB 1
EGFR

Figure 13 : Les ligands de récepteurs HER

4. Mécanisme d’action

Quand le ligand se fixe sur le récepteur, celui-ci se dimérise. L'internalisation du
complexe récepteur/ligand intervient suivi de 'lautophosphorylation de la Tk
intracellulaire.
La transduction du signal en intracellulaire est activée (figure 14). Elle est
essentiellement assurée par 2 voies :

e Ras-raf-MEK-ERK (voie des MAP kinase)

e PI3K/PTEN/AKT
(Herbst, 2002)
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Figure 14 : Représentation des 2 voies principales de signalisation cellulaire (Cahier
scientifique Merck).

5. Réle

L’activation de 'EGFR entraine:
e L’angiogénése (I'activation de I'EGFR entraine la production de VEGF)

e |'apoptose

e La prolifération cellulaire

e La différenciation cellulaire

(Ciardiello, 2001 et Jost, 2000)

6. Inhibition de 'EGFR

L'inhibition du récepteur a 'EGF peut étre réalisée par : (Kaufman, 2008)
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e Anticorps monoclonaux de type Ig G qui vont bloquer la progression du cycle
et induire I'apoptose (cétuximab, paniytumumab).
e Petites molécules qui vont inhiber I'activité tyrosine kinase (Tarceva, Iressa,
Glivec).
e Vaccin anti EGFR
e Oligonucléotides anti sens
e Immunoconjugué (EGF+ genistéine qui est un composant du soja) (Gentile,
2003)
e Toxine : 'EGF est fusionné a une toxine comme celle du Pseudomonas
aeruginosa (Ciardiello, 2000)
Mais d’apres les nombreuses études réalisées, les anticorps monoclonaux et les
molécules anti-tyrosine kinase sont les moyens d’inhibition de I'EGFR les plus utilisées
(Ciardiello, 2000).
Dans le cancer du cblon et du rectum métastatique, les molécules ayant ’AMM sont
les anti-EGFR.

7. EGFR au niveau de la cellule tumorale

Le récepteur est surexprimé dans de nombreux types de cancers tels que le cancer
colorectal, le cancer bronchique non a petites cellules et le cancer épidermoide de la
téte et du cou.

Le cancer colorectal surexprime I'EGFR dans 60 a 80% des cas (figure 15).

Cancer colorectal 60-80%

Carcinome épidermoide de latetéet du cou o 95- 7060/0

Cancer du poumon 40-80%

Cancer du sein 14-91%

Cancer de l'ovaire R 35—70% . - - % .
V(.‘ancer du rein 50-90%

Figure 15: Expression de I'EGFR dans différents types de cancer.

Au niveau des cellules normales I'activité de I'EGFR est parfaitement controlée. Ce
n’est plus le cas dans les cellules tumorales ou il est surexprimé (>100000), le
récepteur est dimérisé et I’activité tyrosine kinase provoque en permanence la
phosphorylation de la tyrosine.
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Cette surexpression entraine pour la cellule tumorale :
e Une inhibition de I'apoptose
e L’angiogénese pour la croissance de la tumeur et des métastases par apport
d’oxygene et des nutriments.
e La motilité de la tumeur
e Métastase

La surexpression du récepteur n’est pas le seul mécanisme observé au niveau de la
cellule tumorale. En effet, on remarque également qu’il y a une augmentation de la
concentration des ligands, une diminution de I'activité de la phosphatase inhibant
I"activité Tk donc de PTEN, une diminution du turnover du récepteur et une mutation
de I'EGFR.

Il. RAPPEL SUR LES ANTICORPS MONOCLONAUX

Les anticorps (Ac) sont des immunoglobulines (lg) fabriquées par le systeme
immunitaire, capable de reconnaitre et de se fixer sur une structure chimique
complémentaire de la leur, appelée antigene (Ag).

Nous n’étudierons ici que les anticorps monoclonaux anti-EGFR utilisés dans le
traitement des cancers colorectaux : cétuximab (Erbitux®) et panitumumab
(Vectibix®).

Ce sont des anticorps de type IgG1 pour le cétuximab et IgG2 pour le panitumumab.

1. Structure

Tous les Ac sont des protéines.

Les Ac ont 3 segments :

e 2 segments Fab (Fragment Antibody Binding)

e 1segment Fc (Fragment Constant)
Le segment Fab est une structure variable d’un Ac a I'autre. Il est complémentaire de
I'Ag.
Le segment Fc est identique pour tous les Ac d’'une méme espece. Il se fixe sur des
récepteurs membranaires au niveau des cellules immunitaires.
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Figure 16: Structure de base d'un anticorps.

Chaque Ac est composé de 2 chaines légéres identiques (L ou Light) et de 2 chaines

lourdes identiques (H ou Heavy).

Les 2 chaines lourdes sont liées entre elles par des ponts disulfures et chaque chaine
lourde est liée par un pont disulfure a une chaine légére (figure 16) (Alzari, 1988).
Au niveau des chaines L, il existe 2 domaines : VL et CL et pour la chaine Hily a un

domaine VH et plusieurs domaines CH.

Sur les domaines VH et VL se trouvent les CDR (Complementary Determining Region)
(figure 17).Ce sont des zones hypervariables .Ces zones sont séparées par des régions
charpentes, FR (Framework), qui sont des zones plus conservées.

CDR et FR forment le paratope reconnaissant I’Ag.

Parente Sandra —Juin 2010

Page 54 sur 128



&“ﬁ‘
Flezible hings regicn

S5

Cy2

H H

Key features of the protein structure of (hurnan IgG,) immunoglobulin molecules
Expen Reviews in Molecular Medic ne 1555 Cambridge University Fress

Figure 17: Les différents domaines d'un anticorps.

2. Liaison Ag-Ac

Lorsque I’Ac se fixe a I’Ag (figure 18), la combinaison des deux forme un immun
complexe.
L'interaction Ag/Ac implique plusieurs types de forces (Novotny, 1992):

e Electrostatique

e Hydrogene

e Vander Walls

e Hydrophobe
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Figure 18: Représentation de l'interaction antigéne-anticorps.

3. Action

Les Ac permettent la destruction des Ag. Notamment aprées avoir fixé par le Fc la
cellule immunitaire, les Ac par le Fab peuvent fixer I'Ag.

La formation de I'immun complexe a la surface de la cellule immunitaire destructrice
va déclencher une série d’action conduisant a I’élimination de I’Ag.

Parmi ces actions, il ya I’ADCC et la destruction de I’Ag par le complément.

a. ADCC

L’Ac se fixe sur la cellule a détruire. La cellule NK (Natural Killer) va fixer I’Ac grace aux
récepteurs pour le Fc a sa surface (FcyRIIl). A partir de I3, I'attaque cytotoxique par le
NK est déclenchée.

La cellule NK contient dans son cytoplasme des enzymes (perforine et granzyme). Ces

enzymes sont libérées en présence de I’Ag et vont entrainer la perméabilité de I'Ag et
conduire a sa destruction (figure 19) (Lanier, 1986).
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Figure 19: Mécanisme de I'ADCC

b. Lyse cellulaire par le complément

Le complément circule sous forme d’'un complexe protéique inactif dans le plasma.
La fixation de I'lg G sur I’Ag va permettre d’activer le complément qui se fixera sur
I’Ac. C’est la voie classique d’activation du complément. Une cascade de réactions
s’ensuit pour permettre la lyse des protéines du complément et donc leur activation
(Esser, 1991) (figure 20).
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Antigen 1

Figure 20: Les différentes étapes de l'activation du complément.

Les derniéres protéines activées du complément (C6, C7, C8 et C9) forme le CAM
(complexe d’attague membranaire) (figure 20) formant un pore dans la membrane de
I’Ag entrainant ainsi sa destruction.

4. Fabrication

En 1975, Kohler et Milstein inventent une technique qui permet la production en
quantité importante d’Ac monoclonaux (figure 21). Les anticorps monoclonaux sont
capables de reconnaitre un seul type de motif antigénique.
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Méthode :

Injection de I’Ag d’intérét chez un rongeur

Immunisation de celui-ci et production de lymphocytes B contre I’Ag injecté
Prélevement des lymphocytes B

Ajout de cellules tumorales pour former un hybridome

Multiplication de I’hybridome et production de I’Ac recherché en quantité

Or, les Ac monoclonaux provenant d’un rongeur, ont un fragment Fc spécifique de
leur espéce et donc différent de ’homme.

Injectés chez ’homme, ces Ac seront rapidement détruits car reconnus comme non
Soi.

Il a donc fallut les perfectionner pour leur application en thérapeutique humaine.

Immunization of mouse

to stimulate antibody Tumor cells are
production grown in tissue
culture

Antibody-forming
cells isolated
from spleen

Antibody-forming cells are fused with
cultivated tumor cells to form hybridomas

Hybidromas screened for

antibody production g
Antibody-producing
hybridomas cloned

onoclonal antibodies
isolated for cultivation

Figure 21: La production des anticorps monoclonaux.
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Les Ac monoclonaux ont une nomenclature spécifique qui permet de connaitre leur
origine.

Tous les anticorps monoclonaux finissent par -mab. La syllabe juste avant le -mab
définit la source (figure 22).

Si la terminaison est :
e -umab : c’est un Ac monoclonal humain
e -zumab : c’est un Ac monoclonal humanisé
e -ximab : c’est un Ac monoclonal chimérique
e -momab : c’est un Ac monoclonal murin
La pathologie est identifiée par la syllabe avant la source par -tu pour tumeur. (USAN)

Un anticorps chimérique est caractérisé par un Fab murin et un Fc humain. C’'est le
cas du cétuximab.

Un anticorps humanisé se caractérise par la présence de régions hypervariables de
souris ou de rat a la place de celles humaines. C'est le bévacizumab.

Un anticorps humain n’a aucun domaine murin. C’est le panitumumab.

Fragments
mgurins Q‘ "
‘ -
\ 4
N\ N7
i Fragments
] humains
Ac murins Ac chimériques Ac “humanisés” Ac humains
“-momab” “ -ximab” “ -zumab” “-umab”
Humanisation
Immunogeénes ST > Moins immunogénes

Figure 22 : Evolution chronologique des anticorps monoclonaux (Prin-Mathieu, 2003)

Parente Sandra —Juin 2010 Page 60 sur 128



lll. CETuxiMAB (ERBITIX®)

1. Présentation

Erbitux® ou cétuximab est un anticorps monoclonal présenté sous forme d’une
solution stérile pour perfusion intra veineuse a la concentration de 5mg/ ml.

2. Structure

Le cetuximab est un Ac monoclonal chimérique de la sous classe des
immunoglobulines G de type I.
Il est dirigé contre 'EGFR humain.
Sa structure de base est identique a tous les Ac, c'est-a-dire qu’il est composé de
liaisons covalentes et non covalentes et de 4 chaines polypeptidiques :

e 2 lourdes de 449 acides aminés chacune

o 2 |égeres de 214 acides aminés chacune

3. Mode d’administration

C’est une solution stérile a administrer par voie Intraveineuse a I'aide d’une :

e Seringue électrique
e Pompe a perfusion
e Perfusion par gravité a débit régulé

Il est soit prét a I’'emploi ou a diluer dans du Nacl a 9g/I. Aucun autre diluant ne doit
étre utilisé.
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Patients Free
of Progression (34)

4. Pharmacodynamie

Grace a sa fraction Fab, le cétuximab se lie spécifiqguement au récepteur avec une
affinité de 5 a 10 fois supérieure a celle des ligands endogenes bloquant ainsi leur
fixation au récepteur. Le récepteur bloqué, ne peut plus exprimer son activité
tyrosine kinase et de ce fait la cascade de transduction du signal est inhibée. La
signalisation cellulaire, la différenciation, I'angiogénese et donc la diffusion des
métastases sont interrompus. En plus du blocage du domaine de liaison, le
cetuximab induit I'internalisation de I'EGFR. La disponibilité du récepteur est alors
diminuée. Enfin en se fixant sur 'EGFR, sa région Fc recrute des cellules de I'immunité
et déclenche 'ADCC et la lyse ou phagocytose de la cellule tumorale.

5. Utilisation

Le cétuximab est indiqué dans le traitement du cancer colorectal métastatique avec
un gene KRAS non muté, de type sauvage. Il s’utilise en association avec une
chimiothérapie.

L’étude Bond (Cunningham, 2004) a montré une efficacité plus importante de
I’association cétuximab + irinotécan par rapport au cétuximab seul (22,5% contre
10,8%). La survie sans progression est supérieure (figure 23).

B
1005—_ g 1007
% .
75 & o 7 Cetuximab plus irinotecan
Mg T Ceturimab - -
v 3 50 U,
£ v g @ "ot PV
= g : : —_— T By
- iy, Cetuximab plus irinotecan E B Shggimer e
i A . - X
Erorints T i E 0 T T T T T T 1
i ; ; ; ; -I o . 0.0 25 5.0 15 10.0 125 15.0
a 2 4 6 & 10 12 Overall Survival Time [months)

Time to Progression [months)

Figure 23: Représentation de la survie sans progression(A) et de la survie globale (B)
de I’étude BOND (Cunningham, 2004).
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L’étude CRYSTAL a également montré le gain de réponse lors de I'association de cet

anti-EGFR avec un protocole FOLFIRI par rapport a un protocole FOLFIRI seul (figure

24).
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Figure 24 : Impact du traitement (cétuximab+ FOLFIRI vs FOLFIRI seul) sur des tumeurs
non mutées KRAS (étude CRYSTAL) et représentation de la survie sans progression (C)
et de la survie globale (D) (Van Cutsem , 2009).

Enfin, I’étude OPUS montre le gain d’efficacité de I’association cétuximab/FOLFOX 4
par rapport au FOLFOX 4 seul (Bokemeyer, 2009) (figure 25).
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Figure 25 : Représentation de la survie sans progression en fonction du traitement
(cétuximab+ FOLFOX 4 (A) versus FOLFOX 4 (B)) et en fonction de la mutation KRAS

Il peut s’utiliser en monothérapie aprés échec d’un traitement a base d’oxaliplatine

et d’irinotécan.

6. Posologie
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(étude OPUS) (Bokemeyer, 2009).

Généralement une dose initiale de 400mg/m2 est administrée. Puis les doses

hebdomadaires sont a de 250mg/m2.

7. Effets indésirables

Les effets indésirables découlent de la nature du produit et de son mécanisme

d’action.

L’Erbitux® peut provoquer :

e Affection oculaire (conjonctivite)

10

oo

o Affection cutanée et sous cutanée (prurit, rash acnéiforme, sécheresse

cutanée, desquamation) Ces affections disparaissent a I'arrét du traitement.
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e Affection respiratoire

IV. PANITUMUMAB (VECTIBIX®)

1. Présentation

Vectibix® ou panitumumab est présenté sous forme d’une solution stérile pour
perfusion a la concentration de 20mg/ml. C’est un Ac monoclonal (cahier scientifique
AMGEN).

2. Structure

Le panitumumab est un anticorps monoclonal de la sous classe de 'immunoglobuline
G humaine, produit a partir d’'une lignée de mammifére (CHO).C’est un anticorps
entierement humain.

3. Mode d’administration

L’administration se fait par perfusion intraveineuse a l'aide d’une pompe a perfusion.

4. Pharmacodynamie

Le panitumumab se lie avec une grande affinité a EGFR humain inhibant ainsi
I"autophosphorylation du récepteur.

La fixation a EGFR entraine

e L’internalisation de récepteur

e L’'inhibition du développement cellulaire

e L’'induction de I'apoptose

e Diminution d’IL-8 et du facteur de croissance endothélial vasculaire.

5. Utilisation

Vectibix® est indiqué en monothérapie pour le traitement des patients avec un
cancer colorectal métastatique exprimant EGFR et un KRAS non muté, apres échec
des protocoles de chimiothérapie a base de fluoropyrimidine (5-FU), oxaliplatine et
irinotécan.
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Une étude internationale incluant 463 patients atteint de cancer colorectal
métastatique apres échec des protocoles contenant de I'oxaliplatine et de
I'irinotécan, a montré que le taux de progression de la maladie chez les patients
traités par panitumumab en association avec les soins palliatifs a été réduit de 40%
par rapport a des patients en soins palliatifs seul. Le taux de survie est également
augmenté (Amado, 2008) (figure 26).
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Figure 26 : Effet du panitumumab sur la survie sans progression par rapport a un
traitement palliatif (Amodo, 2008)

6. Posologie

Vectibix® est a diluer dans une solution de chlorure de sodium (Nacl) a 0.9%.La dose
se détermine en fonction du poids corporel du patient soit 6mg/kg. La concentration
finale ne devant pas dépasser 10 mg/ml.

7. Effets indésirables
Il peut se produire :

e Une réaction dermatologique d’intensité Iégere a modérée (alopécie, rash)

e Affections respiratoires (toux, dyspnée)

e Affection oculaire (conjonctivite, croissance des cils, larmoiement, sécheresse,
prurit)

e Diarrhée
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e Fatigue
e Trouble du métabolisme et de la nutrition (hypomagnésie, déshydratation)
e C(Céphalée
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PARTIE Il :

Les facteurs prédictifs de réponses
aux traitements anti-EGFR.
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QU’EST-CE QU’UN BIOMARQUEUR?
1. Définition

D’apres la définition de la NIH, un biomarqueur est une caractéristique qui est
objectivement mesurée (c'est-a-dire avec une précision et une reproductibilité
suffisante) et évaluée comme un indicateur du processus biologique, du processus
pathogénétique ou de la réponse pharmacologique lors d’une thérapeutique. C'est
un parametre caractérisant un état physique, un état pathologique, I'évolution d’une
maladie ou la réponse a un traitement. Le biomarqueur tumoral est donc une
caractéristique de la tumeur (PIPAM, 2009).

Les biomarqueurs prédictifs en cancérologie, sont utilisés pour permettent entre
autre la sélection des patients avec un profil moléculaire particulier apte a répondre a
une certaine thérapeutique.

Le fait que le biomarqueur s’exprime est une condition nécessaire mais pas suffisante
pour que le traitement fonctionne ou pas.

Le biomarqueur idéal doit étre:
e Mesuré avec précision et reproductibilité
e Sensible
e Spécifique de la maladie
e Son étude doit étre simple
e Acces facile aux tissus le contenant

Parmi les facteurs prédictifs de réponse au traitement utilisés dans le cas du cancer
colorectal, la mutation du géne KRAS est la plus étudiée.
D’autres facteurs existent comme :

e Le nombre de copies du gene EGFR

e PI3KCA /PTEN, BRAF

e Amphiréguline et epiréguline

e Polymorphisme du récepteur Fc gamma propre a chaque patient
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2. Les marqueurs biologiques

a. Marqueur biologique de la cible : EGFR

- Expression de 'EGFR

L’expression d’EGFR est parfaitement controlée au niveau des cellules normales. Ce
n’est plus le cas au niveau des cellules tumorales ou I'on observe une surexpression
du récepteur, sa dimérisation ainsi qu’une activation de la tyrosine kinase.
Cette surexpression est présente dans 60% a 80% des cancers colorectaux.
Elle est associée a un pronostic négatif.
Plusieurs stratégies visent a bloquer ce récepteur :

e Anticorps monoclonaux

e Inhibiteur de I'activité tyrosine kinase

e Vaccin anti-EGFR

e Oligonucléotides antisens

Diverses techniques ont été employées afin de mettre en évidence |’expression de
I’'EGFR ainsi que pour quantifier son niveau de surexpression.

L'immunohistochimie est la méthode la plus utilisée. Elle permet de mettre en
évidence la protéine EGFR a la surface des cellules a partir de coupes tissulaires
(Spano, 2007). Cette technique consiste en un marquage de I'EGFR au moyen d’un
anticorps dirigé contre le domaine extracellulaire. Le marquage obtenu est
membranaire (Meert, 2003). Cette technique pose le probléme de la reproductibilité
et de la détermination des valeurs seuils. Toutefois, un score immunohistochimique
quantitatif permet I’évaluation de I'expression de I'EGFR dans les tumeurs
colorectales (O+ aucune expression a 3+ expression forte). Enfin, il faut faire
attention aux faux négatifs. En effet, les cellules tumorales les plus superficielles
peuvent étre négatives alors que celles en profondeur de la tumeur surexprime le
récepteur.

Une autre méthode utilisée est I’hybridation in situ. Elle recherche I'amplification du
gene de 'EGFR. La grande majorité des études ont montré une corrélation entre le
nombre de copies de 'EGFR déterminées par hybridation in situ et la réponse
(Khambata-Ford,2007).

La PCR quantitative sert également a I'analyse.
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Valeur prédictive de I'EGFR :
Pour qu’un patient puisse recevoir un traitement par cétuximab, il fallait que le

marquage immunohistochimique affecte 1% des cellules tumorales. Cette notion est
devenue obsoléete car il a été démontré que des tumeurs colorectales ne
surexprimant pas I'EGFR pouvaient répondre a un traitement par anticorps anti-EGFR.
(Chung, 2005).

Par contre le nombre de copie d’EGFR est un facteur pronostique des cancers du
poumon non a petites cellules (Hirsch, 2003). En effet, il y a une corrélation entre le
nombre de copie d’EGFR et la réponse aux inhibiteurs de tyrosine kinase.

- Polymorphisme des récepteurs Fc gamma

Le cétuximab et le panitumumab sont deux AC se fixant sur 'EGFR par leur partie Fab.
Le fragment Fc étant libre pour recruter les cellules notamment de I’ADCC. Le
fragment Fc de I’Ac interagit avec le récepteur a ce fragment au niveau de la cellule
immunitaire. Ce récepteur est de type Fc gamma et un polymorphisme (variation
entre les individus de la séquence des génes) existe : Fc gamma Rlla et Fc gamma
Rllla.

Bibeau et son équipe (Bibeau, 2009) ont montré que la réponse au traitement par
cétuximab était meilleure si le récepteur est de type Fc gamma Rllla 131 H/H ou Fc
gamma Rlla 158 v/v. Le polymorphisme joue un role pronostic dans le CCRm traité
par cétuximab. La survie sans progression de la maladie est supérieure.

Zhang et al, ont mené une étude en 2007 sur 39 patients traités uniquement par
cétuximab. IIs ont observé que selon le polymorphisme de ce récepteur, la survie sans
progression était différente.

Tres récemment, il a été démontré que les Ig G de type Il comme le panitumumab, ne

déclenche I’ADCC qu’au niveau de la lignée myéloide (Schneider-Merck, 2010).

b. Les ligands de I’EGFR
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L’épiréguline ou EREG fixe ErbB et ErbB4 et I'amphiréguline ou AREG fixe ErbB1.

Une étude a été réalisée sur 110 patients avec un cancer colorectal métastatique
traités par cétuximab en monothérapie. L’analyse des biopsies a montré que les
patients pour lesquels la concentration en epiréguline et amphiréguline est élevée,
répondent mieux au cétuximab (Khambata-ford, 2007)

Jacobs (Jacobs, 2009) a également réalisée une étude sur 220 patients traités pour un
CCRm par une association de cétuximab et d’irinotécan. Jacobs a observé que les
ARNm de EREG et de AREG sont en concentration plus importante au niveau des
tumeurs a KRAS non muté. L'équipe a montré qu’il existe une corrélation entre la
probabilité de réponse au traitement et la concentration en épiréguline et
amphiréguline.

c. Les voies de signalisation de I'EGFR.

- KRAS

Description

Les 3 génes Ras (H-ras, N-ras et K-ras) appartiennent a la superfamille des protéines
de liaison au GTP.

Le gene KRAS est situé sur le bras court du chromosome 12 (12p11.22). C’'est un
oncogéne isolé a partir du Kristen rat sarcoma Virus. Il code pour une protéine de 21
KDa, la protéine Ras. Cette protéine intervient dans la cascade des signaux
intracellulaires allant de la surface de la cellule au noyau lors de la fixation de EGF a
son récepteur, EGFR.

Action normale

La protéine Ras appartient a la voie des MAP Kinase (RAS/RAF/ MEK /ERK). Elle régule
I’expression des genes lors de la différenciation cellulaire et lors de la croissance
cellulaire.

La protéine Ras est liée au GTP quand elle est activée et au GDP quand elle est
inactive.

La fixation du ligand sur son récepteur entraine 'activation de la protéine Ras en Ras-
GTP. Ce complexe est rapidement inactivé en Ras-GDP.
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L'activité de la protéine est étroitement régulée par le GEPs (Guanine Exchange

Protein) et la GAPs (GTP-ase activation protein)

GAPs exerce une régulation négative sur Ras tandis que GEPs régule positivement

Ras.

Action anormale

La mutation du gene KRAS est impliquée dans 30% des cancers. Elle est retrouvée au
niveau du cancer colorectal dans 50% des cas, dans les cancers du poumon (25 a 50
%), du pancréas et de la thyroide. La mutation intervient sur les codons 12 et 13
essentiellement pour le cancer colorectal. Il s’agit d’une mutation affectant un
nucléotide. Trois mutations sont majoritairement recherchées car leur incidence est
d’environ 75% (G35A, G35T, G38A) (figure 27). Elles transforment la glycine en valine

ou en acide aspartique.

La protéine ainsi mutée devient résistante a la régulation négative du GAPs.
Elle est donc perpétuellement active et la transduction du signal est faite en

permanence indépendamment de la fixation du ligand sur son récepteur.

La cellule acquiert une capacité importante de prolifération.

Aspartate (G12D)

Valine (G12V) | G?;T
| Cystéine (G120) | 6347
1 Codon 12 ) 5 —
‘ | Sérine (G12s) G34A
Alanine (G12A) | G350
l ﬁ Arginine (G12r) ‘ ' 6340
|
| —— e T
‘.‘ Codon 13 Aspartate (G13D)

’ Autres codons |

Figure 27 : Localisation des mutations KRAS

KRAS et traitement
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Une étude (Liévre, 2008) a recherché chez 89 patients traités pour un cancer
colorectal métastasique, la mutation KRAS. Ces patients étaient traités par
cétuximab. 26 des 89 patients ont répondu au cétuximab et n’étaient pas porteur de
la mutation. La mutation KRAS a été retrouvée au niveau de la tumeur de 24 patients
et le traitement n’avait pas fonctionné. La mutation KRAS entraine donc la résistance
au cétuximab.

Lievre A et son équipe (Lievre, 2008), ont observé que les patients sans mutation
KRAS vivent d’une maniere générale plus longtemps que les patients avec une
tumeur portant la mutation KRAS. La survie sans progression et la survie globale sont
plus élevée (31,4 semaines vs 10,1 semaines et 14,3 mois vs 10,1 mois
respectivement) (figure 28).
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Figure 28: Représentation de la survie sans progression (A) et de la survie globale (B)
en fonction de la présence ou I'absence de mutation KRAS (Liévre, 2008).

Benvenuti et al, ont également conclu a une réponse négative du cétuximab ou
panitumumab en présence de mutations KRAS (Benvenuti, 2007).

En I’absence de mutation KRAS (KRAS sauvage) (fisure 29)

Le ligand se lie sur la partie extracellulaire. Il s’ensuit la phosphorylation du domaine
tyrosine kinase en intracellulaire et 'activation de la cascade de transduction du
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signal. Si la fixation du ligand est empéchée par le cétuximab ou le panitumumab, la

phosphorylation ne se fait pas.

e e Ras normale

e.g. VEGF

Angiogeneése ‘ }é s ;:t Métastases

Survie Prolifération

Figure 29: Mode d’action du cétuximb (Erbitux) quand le gene KRAS est de type
sauvage.

En présence de mutations KRAS (figure 30)

Les anticorps anti-EGFR se lient tres spécifiqguement a ’'EGFR pour le bloquer. Lorsque
la protéine RAS est mutée, elle est constamment activée indépendamment de la
fixation du ligand. La fixation des anticorps n’a aucun effet sur la signalisation.
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Figure 30: Perturbation entrainée par un KRAS muté.

- BRAF

La protéine BRAF est une sérine thréonine kinase. C’'est I’effecteur principal de KRAS.
Di Nicolantonio et al (Di Nicolantonio, 2008) ont réalisé une étude basée sur
I’hypothese que si KRAS est sauvage, la mutation de BRAF est un facteur prédictif de
réponse au traitement monoclonal.

Sur 113 patients, 34 ont une tumeur portant la mutation KRAS et 79 ont le type
sauvage.

Sur les 79 patients a KRAS sauvage, 11 présentent une mutation de BRAF au niveau
de l'allele V60OE. Ces 11 patients ne répondaient pas au traitement par anticorps
anti-EGFR.

Par contre aprés administration d’un inhibiteur de BRAF, la sensibilité aux anti-EGFR
est retrouvée. La mutation de BRAF est donc un facteur prédictif de réponse au
traitement par anti-EGFR. Les mutations de KRAS et de BRAF sont exclusives.

La valeur prédictive de BRAF comme facteur de réponse au traitement, est une
notion controversée. D’autres études, comme celles de Laurent-Puig (Laurent-Puig,
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2009) n’attribue pas de valeur prédictive a ce marqueurs mais plutot une trés forte
valeur pronostic quant a la survie sans progression et a la survie globale.

Il a également été démontré que les patients avec une tumeur BRAF mutée on un
risque de progression de la maladie plus important que les patients avec une tumeur
BRAF sauvage. La mutation de BRAF est la aussi un facteur pronostic de la maladie
(Souglakos, 2009).

Enfin, la mutation de cette protéine est retrouvée chez les patients avec un CCRm ou
le systeme de réparation de I’ADN, MMR (DNA mis match repair) est déficient. La
déficience est prouvée par l'instabilité microsatellitaire. Le MMR est altéré dans 10 a
15% des CCR par mutation du géne hMLH1 (Samowitz, 2006 et Miyakura, 2001).

La mutation BRAF est plus fréquente quand les tumeurs montrent une instabilité des
microsatellites et pour des patients au stade Ill du CCR.

- PI3K/PTEN

Lorsque le ligand se fixe sur le récepteur, la voie Ras/MAPK n’est pas la seule a étre
activée. La voie PI3K/ PTEN/AKT I'est également.

PI3KCA est un oncogene. Elle permet la transformation du phosphatidyl-inositol 2
biphosphate (PIP2) (inactif) en phosphatidyl-inositol 3 phosphate (PIP3) (actif) qui
activera AKT. Une mutation du géne codant cette protéine entrainerait une
résistance aux traitements par anti-EGFR. Au contraire de toutes ces études, Prenen
et al (Prenen, 2009) et Siena (Siena, 2009) ont démontré que la mutation de PI3KCA
seule n’est pas suffisante pour conclure a la résistance aux traitements
monoclonaux.

PTEN (phosphatase and tensin homolog) est une protéine suppresseur de tumeur
codée par un gene localisé sur le chromosome 10. Elle permet, par sous activité de
phosphatase, de passer du PI3P au PI2P. Elle participe a la régulation du cycle
cellulaire en empéchant les cellules de se diviser trop rapidement et de facon
incontrolée (inhibition de I'activation AKT permettant I'action de la p53). Le géne de
cette protéine peut soit étre muté soit on observe une perte d’expression de PTEN
dans les tumeurs.

L’absence de la protéine PTEN est observée dans 30% des cancers colorectaux
(Thomas, 2004).
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Pour démontrer le réle prédictif de réponse aux traitements monoclonaux, Frattini et
son équipe (Frattini, 2007) ont montré que I'absence de cette protéine peut étre
considérée comme un facteur prédictif de résistance aux traitements par cétuximab.
Frattini a réalisé une étude sur 27 patients atteints de CCRm. 11 patients présentent
une perte de la protéine PTEN et aucune réponse au traitement par anticorps anti-
EGFR. La protéine PTEN a été dosées sur les 16 autres patients. 10 d’entre eux sont
répondeurs au traitement. Les 6 autres sont non répondeurs au traitement par anti-
EGFR. 4/6 présentent une mutation KRAS (tableau 5).

De méme que pour BRAF, la valeur prédictive de réponse au traitement est
controversée (laurent-Puig, 2009). Laurent-Puig, montre seulement un effet sur la
suivie globale de PTEN et lui attribue plutét une valeur pronostic.

Tableau 5 : Tableau récapitulatif de la réponse de 27 patients au traitement par anti-
EGFR (Frattini, 2007 )

Patient sans PTEN Patient avec PTEN
11 16

Réponse au traitement 0 10

Pas de réponse au 11 6

traitement
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Figure 31 : Algorithme de réponse au cétuximab en fonction du statut de KRAS, PTEN
et de I’EGFR (Frattini, 2007).

Le Centre Alexis Vautrin de Nancy a étudié, en collaboration avec I’hopital européen,
les phosphoprotéines des 2 voies principales de signalisation intracellulaire (pMEK,
PERK1/2, pAKT, pP70S6K, et pGSK3beta) sur les tumeurs de 42 patients traités par
anti-EGFR (panitumumab ou cétuximab).Apres dosage, et recherche des mutations, il
a été observé que la résistance au traitement est liée au niveau d’expression de
pP70S6k. Le haut niveau d’expression de cette phosphoprotéine est associé,
indépendamment du statut KRAS, a une survie globale diminuée (Perkins, 2010).

d. Toxicité cutané

Les anticorps anti-EGFR ont de nombreux effets indésirables. Les réactions cutanées
et sous-cutanées (éruptions, rash acnéiformes, sécheresse cutanée, prurit,
desquamation, atteinte unguéal) (Perz-Soler, 2003 et Segaert, 2005). Ces effets
touchent approximativement les 3/4 des patients sous Erbitux® mais ils restent peu
séveres dans 85% des cas.
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Ces réactions apparaissent habituellement au cours de 2 ou 3 premiéeres semaines de

traitement. Ces réactions semblent étre dépendantes de la dose et étre corrélée a
I"efficacité du traitement dans le CCR et le carcinome épidermoide de la téte et du

cou (Van Cutsem, 2004).
La sévérité du la réaction cutanée est classée en grade (tableau 6).

Tableau 6 : Les effets secondaires cutanés des traitements par anti-EGFR.

érythéme sans symptdmes
associés

papulaire, érythéme
prurigineux ou associé a
d'autres symptomes.

Desquamation localisée ou

autres lesions couvrant
moins de 50 % de la
surface corporelle

généralisée ou
éruption maculaire,
papulaire ou
pustuleuse.
Desquamation couvrant
plus de 50 % de la
surface corporelle.
Rash accompagné de
douleur, défiguration,
ulcérations ou
desquamation

Effet secondaire Grade 1 Grade 2 Grade 3 Grade 4 Grade 5
Atteinte des ongles Koilonychie, changemenis Perte partielle ou compléte | Interfére avec les AVJ -
de coloration, déformations | de I'ongle, douleur du lit de
I'ongle
Photosensibilité Erythéme non douloureux Erythéme douloureux Interfére avec les AVJ -
Prurit Léger ou localisé Intense ou étendu Intense ou étendu, Dermatite Décés
interfére avec les AVJ généralisée,
exfoliative,
ulcérative ou
bulleuse
Rash/ desquamation Maculaire ou papulaire ou Eruption maculaire ou Erythrodermie Déceés

Le rash serait d{ a I'inhibition de HER1 au niveau de la peau (Perez-Soler, 2005). En

effet, HER1 est exprimé au niveau des kératinocytes des follicules pileux, de

I’épiderme, des glandes sébacées et écrines. Au niveau cutané, il a pour role de

stimuler la prolifération des kératinocytes, assurer leur survie, leur mobilité, réguler
leur différenciation et favoriser la guérison des plaies.

Apres analyse du rash sur des patients traités par cétuximab, Busam et al (Busam,
2001) ont conclu que le rash est caractérisé par une périfolliculite ou une folliculite

sans origine infectieuse. Le mécanisme est encore méconnu mais des hypothéses ont

été émises. La réaction serait liée a I'inflammation due au déblocage des

chimiokines.
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PARTIE IV :

Organisation du génotypage KRAS en Lorraine.

Enquéte de satisfaction.
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Nous avons vu précédemment que lors d’un cancer du colon métastatique, le patient

n’est pas soigné avec les mémes thérapeutiques selon que la tumeur est porteuse ou

non de la mutation KRAS.

Le Centre Alexis Vautrin de Nancy organise le génotypage KRAS en Lorraine dans le

cadre de I'activité de la plateforme régionale de génétique moléculaire des tumeurs
de I'INCa.

I. PRESENTATION DE L'INCA

L'INCa a été crée par la loi de santé publique du 9 ao(t 2004, dans le cadre du plan

cancer. Il est placé sous la tutelle des ministeres chargés de la recherche et de la

santé. L'INCa permet d’instaurer une politique nationale.

Il couvre tous les domaines de la lutte contre le cancer.

Le but de cet institut est de diminuer la mortalité par cancer en France et d’améliorer

la qualité de vie des personnes atteintes d’un cancer.

En agissant pour :

Mieux prévenir les cancers par action sur les facteurs de risques et en
développant le dépistage.

Diagnostiquer le plus tot possible les cancers.

Garantir I’acces aux soins de grande qualité pour tous dans le respect du
principe d’équité.

Rendre plus accessible les innovations et les progres.

Rechercher les moyens les plus efficaces pour prévenir, diagnostiquer, traiter
les cancers.

Pour réaliser leurs objectifs, I'INCa produit des expertises a la demande du ministere,

anticipe les problématiques, diffuse les recommandations de bonnes pratiques et

réalise des campagnes d’information aupres du grand public.

L'article L3321415-2 du 9 ao(t 2004 relative a la politique de santé publique, fixe les

missions de I'INCa, a savoir :

L’observation et I’évaluation de la lutte contre le cancer

La définition des bonnes pratiques et des conditions nécessaires a la qualité de
la prise en charge des malades.

L'information du public et des professionnels
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e Laréalisation de toutes les expertises sur les questions relatives a la
cancérologie.

e La participation a la formation des professionnels

e Lamise en ceuvre et le financement d’action de recherche et de
développement en cancérologie.

e Le développement d’action commune entre opérateurs publics et privés.

e La participation a des actions européennes et internationales.

Tous les ans I'INCa publie un rapport d’activité.

En 2006, I'INCa a labellisé les plateformes de génétique moléculaire et a mis en place
un programme de développement des plateformes hospitalieres de génétique
somatique des cancers. 28 plateformes labellisées sont réparties sur I’'ensemble du
territoire (figure 32). C’'est un projet national créé pour donner accés aux traitements
innovants a I'ensemble des patients d’une région quelque soit I'établissement ou il
est pris en charge. Les plateformes régionales doivent étre capable de répondre a la
demande de génotypage KRAS avec une sécurité maximale et dans un délai
compatible avec I'instauration du traitement (Blons, 2009). Un rapport d’activité est
rendu chaque année a I'INCa qui en fera une synthese nationale (INCa, 2009).

Il n’existe pas a ce jour, de techniques de référence, de norme qualité ou de contréle
externe de qualité. Chaque plateforme s’est donc organisée selon ses moyens. La
mise en place de recommandations générales, de controle qualité sont des objectifs
du projet national STIC MOKAECM coordonnées par le professeur Pierre Laurent-Puig
(HEGP, paris).
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Figure 32 : Plateformes de génétique moléculaire des cancers (INCa, 2009).

Il. DELABIOPSIE A L’ANALYSE

Pour réaliser cette partie, j'ai effectué un stage au sein de la plateforme.

L’obtention d’un résultat fiable dans un délai compatible avec l'instauration du
traitement repose sur la collaboration entre le clinicien, le pathologiste et le
laboratoire de génotypage KRAS (figure 33).
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Demande de 3 1 Etape 2 Envoi des échantillons
tumoraux au laboratoire
de génotypage

génotypage KRAS

Transmission des résultats aux intervenants
et renvoi du bloc au laboratoire d’anatomopathologie

Figure 33 : Interaction entre le prescripteur, le pathologiste et le laboratoire.

La tumeur a été préalablement fixée au formol.

Le pathologiste recoit les demandes de génotypage KRAS des cliniciens (annexe 2).

Il désarchive les prélevements tumoraux du patient c'est-a-dire qu’il récupeére les
anciens prélévements) et sélectionne les blocs représentatifs de la tumeur. Enfin, il
expédie le bloc avec le compte rendu, a la plateforme de génotypage.

Les techniciens du CAV regoivent un bloc de paraffine contenant le tissu a analyser
provenant soit de la tumeur primitive, soit des métastases (Bibeau, 2009). Ce bloc est
découpé au microtome en ruban de 5 micron d’épaisseur (figure 34).

Figure 34:Microtome et ruban de paraffine
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Une partie du ruban est déposée sur une lame puis un fixateur est appliqué. Enfin la
lame est colorée a ’lhématoxyline-éosine-safran (figure 35).

Figure 35: La lame et le bloc

La lame est ensuite transmise au médecin anatomopathologiste de la plateforme
pour gqu’il identifie une zone contenant plus de 50% de cellules tumorales. La zone
d’intérét est cerclée avec un marqueur (figure 36).

Figure 36: Correspondance entre la zone cerclée par I'anatomopathologiste et le bloc
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S’il y a plus de 50% de cellules tumorales, le test est considéré comme fiable (Bibeau,
2009) Sinon les cellules saines peuvent interférer et il y a un risque de conclure a un
résultat faux négatif.

Apres cerclage, les techniciens vont prélever la zone la plus tumorale du bloc par
rapport aux résultats de I'anatomopathologiste. C’est la macro dissection.

Le technicien fera 6 rubans de 10 microns et placera les échantillons tumoraux dans
un tube Eppendorf ou I’ADN sera extrait (kit QIAGEN QlAamp DNA FFPE tissue)
(figure 37).

Figure 37: Kit QIAGEN
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Il. L’ANALYSE

Le CAV recherche la mutation du gene KRAS muté a partir de 3 techniques :
PCR RFLP
PCR HRM
TAQMAN

1. PCR RFLP

a. Principe

La PCR (Polymerase Chain Reaction) permet d’amplifier les segments d’ADN d’intérét
délimités par des amorces. A chaque cycle I’ADN est dupliqué.

L’amplification se fait par une suite de réplication de la matrice ADN a double brin.
Les amorces choisies sont spécifiques de la zone d’intérét.

La premiére étape est la dénaturation de I’ADN double brin par une température de
95°C.

A cette température les liaisons faibles qui relient les 2 brins d’ADN se rompent.
Intervient ensuite I’"hybridation des amorces sur chacune des 2 chaines par
appariement complémentaire des bases.

Et enfin I’élongation a partir des amorces permet de former 2 copies d’ADN.
L’élongation se fait par ajout de dNTP sous I"action de I’ADN polymérase a une
température de 72°C (figure 38).
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Figure 38: Principe de la PCR

La PCR-RFLP utilise des enzymes de restriction appelées endonucléases de restriction.
Ce sont des enzymes qui coupent I’ADN en des sites spécifigues nommés site de
restriction. Ces sites correspondent a une courte séquence spécifique selon I'enzyme
utilisée. La digestion est réalisée apres une premiére PCR. L’ADN issu de la PCR est
incubé en présence de ces enzymes spécifiques des zones a étudier.
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Une fois la digestion réalisée et les fragments d’ADN obtenus, il faut les séparer par
électrophorese. L’ADN est dépose a la cathode (-) et va migrer sous I'influence d’un
champ électrique vers I'anode (+). La migration est d’autant plus importante que le
fragment d’ADN est petit. Les fragments d’ADN sont ensuite révélés et analysés.

b. Analyse

Le travail se fait sous la hotte a mix ou I'on va préparer les tubes patients et 4 tubes
témoins. Le travail s’effectue sous la hotte pour ne pas contaminer I’ADN.

La premiere PCR commence par la préparation du MIX composé de :
e Tampon PCR *10
o MgCl2
e dNTP
e Solution Q
e Amorce sens
e Amorce anti sens
e Hot Star Taq PCR

e FEau

Dans chaque tube on donne 23 microlitres de mix + 2 microlitres d’ADN a tester ou
témoin.
Les tubes sont placés en thermocycleur Eppendorf pour 3 heures.
Les tubes témoins sont composés d’ADN extrait de lignées cellulaires de cancers
coligues humains.

e 1avecle codon 13 muté. Ce sont les cellules lovo

e 1avecle codon 12 muté. Ce sont les cellules SW620

e 1avecnilecodon 12 nile codon 13 mutés. Ce sont les cellules WiDr wt

e 1 necontient que de l'eau

A l'issu des 3 heures il y a ajout des enzymes de restrictions Bst XI pour le codon 12 et
Xcml pour le codon 13. Ces enzymes vont couper ’ADN amplifié en des sites
spécifiques. C'est la premiére digestion.

La deuxiéme PCR est lancée pour une durée de 16 heures. Les morceaux d’ADN vont
étre amplifiés et une seconde digestion sera effectuée.
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A la fin de cette PCR on obtient un ADN muté composé de 2 segments ou un ADN non
muté composé de 3 morceaux.

L’ADN des patients et les témoins sont placé sur un gel d’agarose pour une migration.
A l'issue de cette migration, on verra si des mutations sont présentes ou non sur les
codons 12 et 13.

c. Exemple de résultat

Recherche de mutations sur le codon 12
% Digestion enzymatique par Bst Xl

Rl LU L L

o f 3 :E *‘-‘ B g cs-
B 3. §is
s H
------ - - i e -.—.i_ *
Recherche de mutations sur le codon 13
Digestion enzymatique par Xcm | @«?‘}&”&’!
HUTR |

Figure 39 : Résultat de PCR-RFLP.

Sur la figure 39, on peut voir qu’aucun patient ne présente une tumeur mutée sur le
codon 13 car seul le témoin Lovo a migrer.Par contre sur le codon 12, 9 tumeurs sont
mutées.

2. Tagman

a. Principe

La sonde Tagman est spécifique de la séquence a amplifier. Elle est marquée par un
fluorophore en 5’ (reporter) et en 3’ (quencher).
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Quand le reporter émet de la fluorescence, celle-ci est atténuée par le quencher a

proximité. Si la sonde est dégradée, I'intensité de la fluorescence est augmentée.

Cette intensité est proportionnelle au produit de PCR. Au cours de la polymérisation

I'activité 5’ vers 3’ de la Taq polymérase dégrade la sonde et I'intensité de la

fluorescence augmente (figure 40).
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Figure 40: Principe de la sonde Tagman.

b. Analyse

Cette technique donne des résultats rapidement.

Parmi toutes les mutations possibles sur les codons 12 et 13, les 7 mutations les plus

fréqguemment recherchées sont :
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e 6surlecodon 12
o 121:GA, GC, GT
o 122:GAGC, GT
e 1surlecodon13
o 132:GA

Tout d’abord il y a préparation du MIX :
e Genotyping mix
e Assay mix

e Eau
Puis dépot dans chaque puits de 5 microlitres de Mix et 1 microlitre d’ADN patient ou
témoin.
La machine fait 45 cycles.

La sonde VIC permet de voir I'amplification et la sonde FAM la mutation.

c. Exemple de résultat

On peut soit analyser une mutation soit faire I'analyse pour chaque patient et chaque
locus

d. Analyse d’un locus pour ’'ensemble des patients : exemple 122
GT.

La représentation des profils patients par la sonde VIC montre que I'amplification est
correcte, le résultat par la sonde FAM peut donc étre analysé (figure 41).
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Figure 41 : Représentation a la sonde VIC de 'ensemble des patients pour le locus
122GT.
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Figure 42 : Représentation a la sonde FAM de I’ensemble des patients pour le locus
122GT.

On constate sur la figure 42 que le profil des courbes des patients se rapproche de
celui du témoin non muté.

On peut dire qu’il n’y a pas de tumeurs mutées au codon 12 en 122GT.

e. Analyse d’un locus pour un patient donné: Exemple patient 12
et locus 122 GT.

Par la sonde VIC on voit que I'amplification est correcte et grace a la sonde FAM on
voit que le patient 12 a un profil se rapprochant du témoin muté en 122 GT. Le
patient a donc une tumeur mutée pour le gene KRAS (figure 43 et 44).
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Fluorescence History

K12 PATEENT 12 K22 Témain muté —— K23 Témoin non muté K24: Eau
L12 PATIENT 12 L22 Témoin muté —— L23: Témain non muté L24: Eau

12 4 6 8 10 13 15 19 22 25 28 kL 3 a7 40
Cycles

Figure 43 : Représentation a la sonde VIC d’une tumeur mutée KRAS.

Fluorescence History
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Figure 44 : Représentation a la sonde FAM d’une tumeur mutée KRAS.

3. PCR HRM

a. Principe
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Cette technique repose sur l'intégration a de I’ADN amplifié par PCR d’un
fluorochrome intercalant. L'augmentation de température programmeée entraine une
dénaturation de certains fragments du brin d’ADN (domaines de fusion). Cette
dénaturation provoque I'élimination du fluorochrome et induit donc une baisse de
fluorescence, puis son extinction totale lorsque la dénaturation est compléte. A une
séquence d’ADN donnée correspond donc, pour une montée en température
standard, une signature lumineuse spécifique représentée par une courbe de fusion.
Si la séquence d’ADN analysée comporte des mutations ou des délétions, la signature
change révélant ainsi I'existence d’un autre profil, voire d’'une anomalie (figure 45).
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Figure 45: Principe de la PCR-HRM.
b. Analyse

Les résultats sont obtenus en 1 heure.

Grace a cette technique on saura si la tumeur est porteuse de la mutation mais sans
I'identifier.

La PCR-HRM commence par la préparation du MIX :
e MgCl2
e Amorce sens
e Amorce anti sens
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e Master mix (contenant une molécule fluorescente)
e FEau

Une certaine quantité de mix est mélangé a I’ADN patient et témoin. Le mélange est
ensuite déposé dans une plaque 384 puits et la plaque est mise dans I'appareil a
analyse.

c. Exemple de résultat

- NON muté

La représentation des courbes de fusion montre que I'amplification pour ce puit est
correcte car elle a la méme allure le méme niveau de fluorescence que pour les
témoins muté et non muté (figure 46).

Melting Curves

—— B3: PATIENT 3 B22: Témoin muté —— B23: Témoin non muté —— C3: PATIENT 3
- C22: Témoin muté —— C23: Témoin non muté

1446114
134,611 =
124,611
114,611

= 104,611
94,611
84,6111
74,611
64,611
54,611
44,6111
34,611
24 611
14,611
4,611

Fluorescence (465-510

66 68 70 72 74 75 73 80 8 84 8 88 90 92 94
Temperature (*C)

Figure 46 : Courbe d’amplification.
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Les représentations « normalized melting curves » et « normalized and temp-shifted
différence plot » sont interprétées ensemble pour conclure a une mutation ou non du

gene KRAS.

Ici le patient a un profil se rapprochant pour les 2 représentations de celui du témoin

non muté (figure 47 et 48).

On conclut donc a un patient non muté par la technique de la PCR HRM.

—— B3 PATIENT 3
C22: Témoin muté

B22: Témain mute
—— 23 Témoin non muté

—— B23: Témoin non muté —— C3: PATIENT 3 ‘

100,000
90,000
80,000
70,000
£0,00H
50,00&:
40,000+

Relative Signal (%)

30,000
20,000
10,000

0.000H

775 78 785

7 795 a0

205 gl g5 8 825 83 835

Temperature [*C)

Figure 47 : Représentation « Normalized melting curves ». Le patient en vert suit le
profil du témoin non muté violet.

—— B3: PATIENT 3
C22: Témoin muté

B22: Témoin muté

—— C23: Témoin non muté

—— B23: Témoin non muté —— C3: PATIENT 3

27,143
24,643
22,143
19,6431
17,143
14,643
12,143
9,643
7143
4,643
2,143

ifference

Relative Signal D

-0,357

775 78 785

79

795 a0

805 g1 815 a2 82,5 83 835

Temperature (*C)

Figure 48 : Représentation « Normalized and temp-shifted difference plot ». Le patient
en vert se situe prés du témoin non mute.
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- Muté

Le patient 12 a pour les deux représentations (figure 49 et 50), un profil se
rapprochant du témoin muté. On peut conclure a un profil patient muté.

Normalized Melting Curves

B12: PATIENT 12 B22: Témoin muté —— B23: Témoin non muté C12: PATIENT 12
- C22: Témoin muté —— C23: Témoin non muté

100,000H
90,000
80,000
70,000
60,000
50,000

40,000

Relative Signal (%)

30,000
20,000+

10,000

0,000+

T

775 78 785 79 795 80 805 g1 815 52 825 83 835
Temperature (*C)

Figure 49 : Représentation « Normalized melting curves ». Le patient en orange se
rapproche du témoin muté en rouge.

Normalized and Temp-Shifted Difference Plot

B12: PATIENT 12 B22: Témoin muté —— B23: Témoain non muté C12: PATIENT 12
- C22: Témoin muté —— C23: Témoin non muté

775 78 785 79 795 g0 805 a1 15 82 825 ) 835
Temperature (*C)

Figure 50 : Représentation « Normalized and temp-shifted difference plot”. Le patient
en orange a le méme profil que le témoin mute violet.
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4. Avantages et inconvénient de chaque méthode

Comme nous I'avons dit précédemment, il n’existe pas de recommandations
générales pour le génotypage KRAS. La plateforme du CAV utilise 3 techniques dont
les avantages et les inconvénients (tableau 7) sont résumés dans le tableau ci-

dessous.

Tableau 7 : Avantages et inconvénients des différentes méthodes utilisées par le CAV

Durée moyenne

Avantages

Inconvénients

PCR RFLP
3 jours

Technique sensible.
Détection de toute
variation génétique
au niveau de
I’'amplicon.

Identification de la
mutation par une
autre technique.
ADN digéré.

Haut risque de
contamination.

Parente Sandra —Juin 2010

PCR Tagman
2 heures

Technique
sensible.
Rendu des
résultats
Rapide.

Détection d’une
seule mutation par
réaction.

de Nancy (unité de biologie des tumeurs, 2009).

PCR HRM
2 heures

Technique sensible.
Détection de toute
variation génétique
au niveau de
I"'amplicon.

Rendu des résultats
rapide

Identification de la
mutation par une
autre technique.
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V.

ENQUETE DE SATISFACTION

Dans I'esprit d’évaluation et de rechercher de la qualité, 'unité de biologie des
tumeurs a envoyé une enquéte de satisfaction (annexe) a 180 professionnels de
santé de la région Lorraine, dont des oncologues, des gastro-entérologues, des
médecins généralistes et des anatomopathologistes.

1. Etat des lieux

L'unité de biologie des tumeurs, recoit les échantillons tumoraux inclus dans de la
paraffine suite aux demandes de génotypage KRAS venant de professionnels de santé
appartenant a différent domaine médical.

Le délai pour I'analyse du génotypage donné par le CAV est de 15 jours en moyenne.
Si I’analyse est concluante et apres contréle des résultats, le CAV envoie le compte
rendu du résultat au prescripteur. Celui-ci pourra alors mettre en place le traitement
le plus adapté au patient.

Si I’'analyse n’est pas concluante, la plateforme refait I'analyse et si le résultat n’est
toujours pas interprétable, un second bloc est demandé a I'anatomopathologiste. Le
résultat ne peut pas étre rendu si la zone sélectionnée contient peu de cellules
tumorales ou si ’ADN n’est pas en concentration suffisante. Ce deuxieme cas allonge
le délai des 15 jours d’analyses car un nouveau bloc de paraffine sera demandé au
pathologiste.

La figure 33 résume les interactions entre 'oncologue, la pathologiste et la
plateforme

2. Statistiques de I'activité du service de juin 2008 a décembre
2009

De juin 2008 a décembre 2009, le CAV a analysé 844 blocs pour le génotypage KRAS.
Parmi ces 844 blocs de paraffine, 3% (24/844) présentaient un ADN dégradé et n’ont
donc pas pu étre analysés. 334 blocs avaient une mutation KRAS. Cette mutation
portait essentiellement sur le codon 12 (274/334).

Le CAV a utilisé les trois techniques décrites précédemment durant cette période
mais 15 analyses ont conclues a des résultats discordants entre les techniques. La
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PCR-RFLP a montré le plus fort pourcentage d’erreur (53% des cas discordants contre
33% pour Tagman et 13% pour la PCR-HRM). Suite a cette évaluation d’activité,
Tagman et la PCR-HRM ont été retenues pour I'analyse de routine. Ces 2 techniques
demandent moins de temps de préparation et d’analyse.

3. Questionnaire

Le questionnaire (annexe 1) permet d’évaluer I'activité du CAV pour le génotypage
KRAS

Un questionnaire a été envoyé a 180 médecins.

Au 12 févrieril y a 28 retours de questionnaire au CAV soit 40 réponses de médecins.
Deux cabinets composés de plusieurs médecins (14) ont répondu de maniere
collégiale a notre questionnaire. Dans cette étude, nous ne prenons en compte que
le nombre de retour et non le nombre exact de médecins (1 cabinet= 1 retour).

4. Enquéte aupres de 180 professionnels de santé

a. Vous

-Vous étes ? Vous exercez ?

La majorité des professionnels de santé ayant répondu au questionnaire sont les
oncologues a 54 % (15/28) suivi par les gastro-entérologues a 28% (8/28).

Les autres soignants sont les anathomopathologistes, internes, médecins
généralistes et des chirurgiens. Ils représentent 18% (5/28)

M oncologue

M gastro-
entérologue

i Autres
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Les soignants sont en majorité des professionnels du secteur public ou des PSPH.

M Privé
M PSPH

i Public

b. Nos échanges

-Avez-vous facilement eu accés a nos coordonnées téléphoniques et de télécopie ?
En cas de nécessité, avez-vous pu nous joindre facilement par téléphone ?

Les soignants disent avoir eu trés facilement acces aux coordonnées téléphoniques et
de télécopie. Méme en cas de nécessité, il a était facile de joindre la plateforme par
téléphone.

M OUl
E NON

- Lors d’entretiens téléphoniques avez-vous obtenu les renseignements
attendus ?

La plateforme a su répondre aux questions des professionnels.

- Lafeuille de prescription du génotypage KRAS vous convient-elle ?

Un exemple de la fiche de prescription du génotypage KRAS est visible en annexe 2.
Il n’y a rien a redire sur la feuille du génotypage KRAS.
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c. Les délais

-Vos demandes de génotypages KRAS sont-elles traitées dans des délais
satisfaisants ?
Si non, quel serait le délai maximal que vous souhaiteriez voir respecter

Les trois quart des professionnels estiment que leur demande de génotypage est
traitée dans des délais satisfaisants. Ceux restants ne sont pas satisfaits du délai et
voudraient le voir rapporté en moyenne a 13 jours.

HOUl
E NON

- En cas de retard d’analyse, avez-vous été informé des problemes rencontrés
et du retard envisagé ? Si non, comment préféreriez-vous étre informé ?

Sur 28 réponses, il y a eu 6 absentions. Sur les 22 restants 41% estiment avoir été
informés du retard.

M OUl
H NON

i NR

La majorité des participants préfererait étre informé par fax puis par mail ou
téléphone.
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M TEL
M FAX

u MAIL

- Etes-vous satisfait de la présentation du compte-rendu d’analyse ? Si non,
quelles modifications souhaiteriez-vous y apporter ?

Le compte rendu d’analyse est satisfaisant mais pourrait é&tre amélioré en y inscrivant
le pourcentage de cellules tumorales et saines.

- Pour les oncologues : Estimez-vous étre toujours en possession des résultats
de génotypage KRAS en temps utile pour pouvoir prendre les décisions
thérapeutiques ?

Cette question n’était destinée qu’aux oncologues au nombre de 15. |l y a eu 24
réponses dont 2 professionnels ont manifesté ne pas vouloir s’exprimer.

50% des professionnels sont en possession des résultats pour prendre les décisions
en conséquence.

M OUl
E NON

M NC

Si non, ce retard a-t-il une influence directe sur votre choix thérapeutique ?

Le retard influence le choix thérapeutique avec un retard dans l'instauration d’un
traitement ciblée anti-EGFR.
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EOUl
ENON
W SUSPEND

M CHANGEMENT
M RETARD
M NR

- Pensez-vous que le génotypage KRAS devrait étre anticipé ? Si oui, a quel
moment souhaiteriez-vous que le génotypage KRAS soit réalisé ?

A 92%, le génotypage KRAS devrait étre anticipé et, pour une majorité des médecins,

au moment du diagnostic.

M DIAGNOSTIC
H SYMPTOME

5. Analyse de I’enquéte

a. Vous

Le taux de réponse est de 40/180 soit environ 22%.
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Parmi les prescripteurs potentiels la majorité exerce en tant qu’oncologue, suivi par
les gastro-entérologues.

b. Nos échanges

L’acces a la plateforme que se soit par fax ou téléphone est facilité. Les
professionnels estiment avoir accés aux renseignements quand ils en ont besoin. La
plateforme joue donc correctement son role d’acteur actif au sein de la triade
clinicien/pathologiste/laboratoire.

La communication est un élément qu’il était important d’évaluer parce qu’elle
permet d’assurer une qualité dans le trajet de la demande de génotypage KRAS.

c. Les délais

De la prescription a la communication des résultats, il doit y avoir en théorie 15
jours.75% des personnes interrogées sont satisfaites des délais de traitement du
génotypage KRAS.

25% de personnes sont non satisfaites des délais dont 6 sont oncologues et 1 gastro-
entérologue. En moyenne le délai proposé par les oncologues est de 12 jours contre
13 jours si I'on considere tous les participants.

53% des médecins ont été informés des problémes quand il y a un retard.

Le CAV a pris des mesures pour réduire le temps d’analyse. En effet, Tagman et la
PCR-HRM sont maintenant les deux techniques de routine. Comme il a été vu
précédemment ces techniques nécessitent peu de temps d’analyse (2 heures
environ). Au-dela de ces limites, la diminution du délai entre la prescription de
I"analyse et I'instauration du traitement ne sera possible que si le clinicien et le
pathologiste y participent également de manieére active.

Le fax et le mail notamment crypté pour plus de sécurité et de confidentialité serait
un bon moyen de pallier au retard dans la communication des résultats.
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d. Délais et oncologues

9 oncologues sur 15 sont satisfaits du délai des 15 jours. Parmi ceux-ci 6 sont en
possession des résultats lors du choix de la thérapeutique.

A contrario les 6 autres sont non satisfaits du délai et ne sont jamais en possession
des résultats en temps voulu.

Une amélioration des délais s'impose donc pour la plateforme nancéenne.

D’une facon générale, les oncologues font le choix d’un retard dans la prise en charge
du patient s’ils n’ont pas de résultats. Le retard dans le rendu de |’analyse influence
I'instauration du diagnostic mais pas le choix de la molécule. La prise en charge du
patient reste de qualité car il pourra bénéficier du traitement qui lui est le plus
adapté. Mais ce retard peut étre mal vécu par le patient déja fragilisé par la maladie.

Tout en respectant les recommandations de I'INCa, c'est-a-dire un diagnostic de
cancer colorectal métastatiques, le génotypage devrait étre anticipé au moment du
diagnostic. Cela permettra d’instaurer rapidement le traitement.
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CONCLUSION

Le cancer colorectal est le deuxieme cancer le plus meurtrier apres celui des
poumons dans les pays occidentaux. Le dépistage de masse de |la population générale
est une nécessité pour tenter de diminuer la mortalité due a ce cancer en France. La
mesure 14 du plan cancer 2009-2013 prévoit de lutter contre les inégalités d’acces et
de recours au dépistage.

Une coloscopie est réalisée apres un résultat positif a I’'Hemoccult Il ainsi qu’un bilan
complet du patient comprenant un examen biologique, une échographie hépatique,
une radiographie pulmonaire. En fonction des résultats de ces analyses, la maladie
sera classée en stade et une thérapeutique adaptée sera instaurée.

La prise en charge du cancer colorectal métastatique a évolué grace a I'apparition des
thérapies ciblées notamment celles anti-EGFR en 2008. La survie globale et la survie
sans progression ont été améliorées. Le cétuximab et le panitumumab sont deux
anticorps monoclonaux anti-EGFR ayant une AMM pour le cancer colorectal
métastatique sans mutation KRAS de la tumeur. Alternativement, le bévacizumab, qui
est un anticorps anti-VEGF peut étre prescrit que la tumeur soit mutée KRAS ou non.

La recherche de la mutation KRAS est devenue un test important dans la prise en
charge du patient. C'est le seul facteur prédictif de réponse au traitement par
anticorps monoclonaux anti-EGFR validé. Mais I'utilisation de ces molécules ne
garanti pas la réussite du traitement car de nombreuses études ont montré que
d’autres facteurs seraient susceptible d’intervenir comme BRAF, PI3K, PTEN ou
encore I'expression du récepteur a I’'EGF. De plus, en relation avec un polymorphisme
germinal des récepteurs Fc gamma, chaque patient possede un génotype qui lui est
propre, susceptible d’influer également dans la réponse aux anticorps monoclonaux.

Le génotypage KRAS est organisé en Lorraine par 'unité de biologie des tumeurs du
centre Alexis Vautrin de Nancy. La demande de génotypage est envoyée par le
clinicien au pathologiste. Celui-ci, aprés désarchivage des prélevements tumoraux
antérieurs, va analyser le bloc de paraffine incluant une partie de la tumeur pour
définir la zone ou il y a plus de 50% de cellules tumorales. Le laboratoire réalise
I’analyse de ’ADN tumoral de cette zone au moyen de trois techniques. Entre la
prescription du génotypage et du rendu des résultats, il s"écoule en moyenne 15
jours.
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Une enquéte de satisfaction a été envoyée par le laboratoire a 180 professionnels de
santé lorrains. Cette enquéte met en avant le réle primordial de la collaboration
entre les cliniciens, les anatomopathologistes et le laboratoire, qui s’avere étre un
élément-clé dans la prise en charge optimale du patient cancéreux. Suite a cette
enquéte, et dans le cadre de I'optimisation de la prise en charge du patient, le CAV a
optimisé I'approche technique utilisée pour réduire ses temps d’analyse.

Parente Sandra —Juin 2010 Page 110 sur 128



GLOSSAIRE DE CHIMIOTHERAPIE

LV5FU standard = Acide folinique en perfusion a 200mg/m2 + 5-fluoro-uracile en

bolus a 400mg/m?2 + 5-fluoro-uracile en perfusion a 600mg/m?2

FUFOL = Acide folinique en bolus a 20mg/m2 + 5-fluoro-uracile a 350mg/m2 en

perfusion lente

FOLFOX 4 = Acide folinique en perfusion a 200mg/m?2 + 5-fluoro-uracile en bolus a

400mg/m2 + 5-fluoro-uracile en perfusion a 600mg/m2 + oxaliplatine a 85mg/m2

FOLFOX 7 = Acide folinique en perfusion a 400 mg/m2 + 5-fluoro-uracile en perfusion

a 1200 mg/m2 + oxaliplatine a 130 mg/m2
FOLFOXIRI = Acide folinique + 5-fluoro-uracile + oxaliplatine + irinotécan

FOLFOX + cétuximab = Acide folinique a 200 mg/m2 + 5-fluoro-uracile en bolus a 400

mg/m2 + 5-fluoro-uracile a 600 mg/m2 + oxaliplatine 85 mg/kg + cétuximab

FOLFOX + bévacizumab = Acide folinique a 200 mg/m2 + 5-fluoro-uracile en bolus a
400 mg/m?2 + 5-fluoro-uracile a 600 mg/m2 + oxaliplatine 85 mg/m2 + bévacizumab a

5mg/kg
XELOX = oxaliplatine a 130 mg/m2 + capécitabine a 1000 mg/m?2

FOLFIRI = Acide folinique a 180 mg/m2 + 5-fluoro-uracile en bolus a 400 mg/m2 + 5-

fluoro-uracile a 1200 mg/m?2 + irinotécan a 180 mg/m2
XELIRI = irinotécan 240 mg/m2 + capécitabine a 1000mg/m?2
IRINOX = irinotécan + oxaliplatine

TOMOX = raltitrexed a 3 mg/m2 + oxaliplatine a 130 mg/m?2
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FOLFIRINOX = Acide folinique a 180mg/m2 + 5-fluoro-uracile en bolus a 400mg/m2 +

5-fluoro-uracile a 1200mg/m?2 + irinotécan a 180mg/m2 + oxaliplatine a 180mg/m2
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ANNEXE 1

ENQUETE DE SATISFACTION

PLATEFORME REGIONALE LORRAINE
DE GENOTYPAGE KRAS

1. Vous étes :

) Oncologue

] Anatomopathologiste

() Secrétaire

LULAUINE 2 conosonmvmmmmvmssvevsvssvmsmsis s o ot o e s s

2. Vous exercez dans le secteur
() Privé
() Public

3. Avez-vous facilement eu acceés a nos coordonnées téléphoniques et de
télécopie ?

() Qui

7 Non

4. En cas de nécessité, avez-vous pu nous joindre facilement par téléphone ?
. Oui
—J Non

5. Lors d’ entretiens téléphoniques avez-vous obtenu les renseignements
attendus ?

() Oui

[ J Non

6. La feuille de prescription du génotypage KRAS vous convient-elle ?
] Oui

) Non

Si non, quelles modifications souhaiteriez-vous y voir apportées ?

7. Vos demandes de génotypage KRAS sont-elles traitées dans des délais
satisfaisants ?

—J Oui

_J Non

Si non, quel serait le délai maximal que vous souhaiteriez voir respectées ?
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8. En cas de retard d‘analyse, avez-vous été informé des problemes rencontrés
et du retard envisagé?

L1 Qui

[) Non

Si non, comment préféreriez-vous étre informé ?
] Téléphone
1 Fax

9. Etes-vous satisfait de la présentation du compte-rendu d’analyse?
[ Qui

[ Non

Si non, quelles modifications souhaiteriez-vous y apporter ?

10.  Pour les oncologues : Estimez-vous étre toujours en possession des résultats
de génotypage KRAS en temps utile pour pouvoir prendre les décisions
thérapeutiques ?
) Qui

' Non

Si non, ce retard a-t-il une influence directe sur votre choix thérapeutique ?
) QOui
_J Non

Si oui, de quelle nature ?
(1 Changement de stratégie thérapeutique
(] Retard dans l'instauration d'une thérapie ciblée anti-EGFR

11.  Pensez-vous que le génotypage KRAS devrait étre anticipé ?

) Oui

L1 Non

Si oui, a quel moment souhaiteriez-vous que le génotypage KRAS soit réalisé ?
| Au diagnostic

Dés les premiers Signes cliniques pronostiques d'un risque d'évolution
métastatique
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12.  Pour les anatomopathologistes du secteur privé: Etes-vous satisfait des
modalités de défraiement du désarchivage des blocs ?

) Oui
_ Non

13.  Ce questionnaire peut demeurer anonyme si vous le souhaitez. Néanmoins,
pour envisager de personnaliser notre relation, vous pouvez nous indiquer vos
coordonnées

] T e
2 (=05 O P RSN SS
DO BR85S B S e aes
8 LT R
Telephone™: .o fuwfiwunfamnficins

..........................................................................................................................................
..........................................................................................................................................

Nous vous remercions d‘avoir complété ce questionnaire et de nous permettre ainsi
d‘évaluer et d'améliorer la qualité de notre service.
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ANNEXE 2

Demande de génotypage K-Ras du cancer colorectal

- FICHE DE SUIVI - y/

Partie réservée au pathologiste référent N

Recommandations destinées au pathologiste :
Sélectionnez un bloc tumoral représentatif de la tumeur, de préférence un bloc de lo résection
chirurgicale plutdt que lo biopsie initiale, ou un bloc provenant d'une exérése chirurgicale d'une localisation métastatique.
Un pourcentage d'au moins 50 % de cellules tumorales est souhaitable. En degd, e résultat ne sera validé qu'en cas
de mutation de K-Ras avérée (pour éviter de faux négatifs).
Ensuite, 2 options s'offrent @ vous :
- Soit I'envoi du bloc directement au centre effectuant le génotypoge
- Soit la préparation de 3 a 5 copeaux de 10 microns (éventuellement aprés macrodissection du bloc pour
éliminer les zones non tumorales) @ déposer dans des tubes « type nalgéne » et G acheminer
rapidement ou centre responsable du génotypage

e Date de réception de la demande :../../....

© Prélévement :
(1 frais/congelé [Jinclus en paraffine

(__Identité du prélévement vérifiée O )

® Présence de cellules cancéreuses en quantité suffisante autorisant la réalisation du test K-Ras :
1 oui [ non

"Attention : tous fixateurs possibles sauf liquide de Bouin et autre fixateur 4 base d'acide
picrique (examen non réalisable si le prélévement a été au contact du liquide de Bouin).

® Date de transmission du prélévement au laboratoire responsable du génotypage moléculaire :

e [ -

¢ Nom du pathologiste : ................cccivviiinnnnn.
¢ Signature du pathologiste :

Cachet

" .

Reéalisation du génotypage K-Ras X

° Date de réception de la demande :../../....

e Technique utilisée :
U PCR quantitative [ séquencage direct

Résultats :
[ K-Ras muté 2 K-Ras non muté

) Echantillont nen;: analysable a0 tifi s s sdesasonsasmaenenssssaininssmionses S e

e Date du résultat :../../.... b
e Résultat transmis au médecin demandeurle :../../....

-

e
t
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Demande de génotypage K-Ras du cancer colorectal
- FICHE DE SUIVI -

R D il A TR { Vi ST

Partie réservée au demandeur du génotypage K-Ras J

e Date de lademande :..../....[....

1 Monsieur 1 Madame H{ d
®NOM:? asenEe R e e O PREHOM Susuossiivn ssss iwismmamsa vwietion s o wisiersovi

e Date de naissance :../../.... o Lieu de naissance & - .c.cvesovnesasone

¢ Compte-rendu anatomopathologique n°:........ eEndatedu:../../...

e Examen effectué par le service ou cabinet d'anatomie pathologique de : .......

© COMMBITBITES S oo iavuisionasa i s GRS 035160 51040 o e Mo e B0 i & aes eia i

----------------------------------------------------------------------

e Motivation de la demande
(1 Ciblage du traitement [ Autre raison
e Prélévement concerné par le génotypage
[ Tumeur primitive [ Colon [J Métastase [ Hépatique
(d Rectum [ Pulmonaire
[ 17101 { { SHR—

e Type de prélevement
(1 Biopsie [1 Piéce opératoire

¢ Traitement(s) antérieur(s) au préléevement
(3 Aucun (1 Chimiothérapie (1 Radiothérapie

Merci de bien vouloir réaliser une identification du statut mutationnel du géne K-Ras

e Nom du médecin demandeur du test @ ......iiiiinrenetnriiiiinanaaaanes
e Signature du médecin demandeur du test :

Cachet

' MERCK

W SERONO

— IRl el A
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N° d’identification :

Diagnostic moléculaire des cancers colorectaux métastasiques. Facteurs prédictifs de réponse aux thérapies
ciblées anti-EGFR et organisation du génotypage KRAS en Lorraine.

Theése soutenue le 17 juin 2010 par PARENTE Sandra

RESUME :

Avec environ 30 000 nouveaux cas par an, le cancer colorectal est un probléme majeur de santé publique en
France. C'est le deuxieme cancer le plus meurtrier apres celui des poumons dans les pays occidentaux. Le
dépistage joue un role fondamental dans la détection précoce de ce cancer. La chirurgie et la chimiothérapie
sont les deux stratégies thérapeutiques utilisées en cas de cancer colorectal. Et selon le stade de la maladie
I'une ou l'autre ou les deux serviront a prendre en charge le patient.

L’arsenal thérapeutique mis a la disposition du clinicien a évoluer récemment avec I'apparition des thérapies
ciblées notamment anti-EGFR (cétuximab et panitumumab). Ces thérapies sont utilisées en cas de cancer
colorectal métastasique présentant une tumeur non mutée au niveau du géne KRAS. Le traitement du cancer
devient ainsi un traitement propre a I'état pathologique de chaque patient. Pour permettre I'acces a ces
analyses a I’'ensemble de la population francaise, I'Institut National du Cancer (INCa) a mis en place des 2006
des plateformes régionales de génétique tumorale. En Lorraine, cette plateforme est commune au CHU et au
Centre Régional de Lutte contre le Cancer Alexis Vautrin. Dans les cancers colorectaux, c’est I'Unité de Biologie
des Tumeurs au centre Alexis Vautrin de Nancy qui centralise la recherche de mutations KRAS. Cette
organisation repose sur la mise en place d’un réseau collaboratif entre les cliniciens prescripteurs, les
anatomopathologistes et le laboratoire de génotype, dont la performance conditionne directement la qualité
des analyses en termes de délai de rendu de résultats. Entre juin 2008 et décembre 2009, ce sont plus de 800
cas de cancers colorectaux qui ont été analysés au Centre Alexis Vautrin, pour I'ensemble de la région lorraine.
Fin 2009, une enquéte diligentée par I'Unité de Biologie des Tumeurs, a été diffusée afin de connaitre son
niveau d’efficience. Cette enquéte, dont les résultats sont analysés dans cette thése, met en évidence
I’extréme importance des délais de rendu des résultats pour une prise en charge optimale du patient
cancéreux.

MOTS CLES : KRAS, EGFR, cétuximab, panitumumab, cancer colorectal, anticorps monoclonaux, génotypage,
facteurs prédictifs de réponse aux traitements.
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