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INTRODUCTION GENERALE:  

 

 

En cancérologie, la dernière décennie a été marquée par des progrès majeurs : diminution de 

la mortalité par cancer, augmentation des durées de survies et des pourcentages de rémission 

complète, émergence de nouvelles options thérapeutiques (1).  

 

D’après le bilan annuel des avancées thérapeutiques, et sur la base des avis rendus par la 

Commission de transparence de la Haute Autorité de Santé, l’oncologie apparaît comme l’un 

des domaines les plus porteurs en termes d’innovations. A eux seuls, les cancers représentent 

près du tiers des situations thérapeutiques améliorées et se voient attribuer la totalité des 

ASMR (amélioration du service médical rendu) de niveau I et II (respectivement progrès 

thérapeutique majeur et amélioration importante en termes d’efficacité et/ou de réduction des 

effets indésirables) en 2008. En 2009, près de 25% des molécules considérées comme 

améliorant le service médical rendu sont des anticancéreux. 

 

La tendance actuelle, en ce qui concerne les objectifs à court et moyen terme, porte 

essentiellement sur la compréhension des mécanismes de la cancérogénèse, la prévention, le 

dépistage, le développement de nouvelles molécules d’intérêt thérapeutique, l'amélioration de  

la qualité de vie des patients, ainsi que le développement de marqueurs diagnostiques, 

pronostiques, ou encore prédictifs de réponse aux traitements. 

 

Parmi les progrès techniques les plus marquants se situent les avancées en génomique et 

protéomique, permettant la caractérisation moléculaire des tumeurs (2). Les conséquences 

cliniques de ces découvertes donnent accès à une meilleure connaissance de la biologie des 

cancers, et ont permis la mise en évidence de nouvelles cibles thérapeutiques aboutissant au 

développement des thérapies ciblées.  
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CHAPITRE I 
 

INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE 
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I.1. SIGNALISATION ET CANCER 

 

Depuis la découverte des oncogènes et des gènes suppresseurs de tumeurs, et grâce aux 

progrès de la biologie moléculaire, le cancer apparait comme une maladie de la signalisation. 

En effet, selon le concept proposé par Hanahan et Weinberg (3), les six propriétés 

caractéristiques des cellules tumorales aboutissant à une indépendance de croissance, une 

insensibilité aux signaux anti-prolifératifs, une résistance à la mort cellulaire, une prolifération 

illimitée, une capacité accrue à induire l’angiogenèse et une propension à l’invasion et la 

dissémination, sont imputables à des anomalies de la signalisation. A ces six propriétés 

s'ajoutent deux caractéristiques: la capacité de reprogrammation du métabolisme énergétique 

et l'échappement au système immunitaire (4). Depuis, l’élucidation de mécanismes 

moléculaires clés a permis d’identifier les principales voies de signalisation impliquées dans 

l’oncogenèse. On estime qu’environ 20% des 32 000 gènes humains codent des protéines 

impliquées dans la transduction du signal, incluant des récepteurs transmembranaires, plus de 

520 protéines kinases et 130 protéines phosphatases (5).  

 

Deux voies majeures, la voie des RAS/RAF/MAPK (Rat Sarcoma/ Rat Fibrosarcoma virus/ 

Mitogen Activated Protein Kinase) et la voie des PI3K/AKT (Phosphatidylinositol 3-OH 

kinase/ Protéine kinase B) sont impliquées dans la signalisation cellulaire en aval des 

récepteurs à tyrosine kinase, et font l’objet d’un développement intensif depuis près de 20 ans. 

L’inhibition de ces voies de signalisation conditionne directement l’activité des thérapies 

ciblées dirigées contre des récepteurs à tyrosine kinase comme les récepteurs HER (Human 

Epidermal growth factor Receptor). Le contrôle de ces voies de signalisation demeure 

actuellement un challenge important. 
 
 
 
 
I.2. Récepteurs HER 

 

Les récepteurs du facteur de croissance épidermique humain ou Human Epidermal growth 

factor Receptors (HER) sont parmi les premiers oncogènes identifiés. Ils font partie de la 

superfamille des récepteurs à tyrosine kinase, répartis en 20 familles différentes (Figure 1). 

Plusieurs récepteurs à tyrosine kinase sont des proto-oncogènes et sont de ce fait des cibles 

potentielles pour des thérapies anticancéreuses (5, 6). 
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La famille des récepteurs HER comprend quatre récepteurs homologues : HER1 (Erb-B1, 

EGFR, Epidermal Growth Factor Receptor), HER2 (Erb-B2), HER3 (Erb-B3), et HER4 (Erb-

B4) (Figure 2 A) qui partagent une grande homologie de structure primaire (40-45%). Ces 

récepteurs sont des récepteurs transmembranaires présentant un domaine N-terminal 

extracellulaire portant le site de fixation du ligand, un domaine transmembranaire et un 

domaine C-terminal intracellulaire qui porte l’activité tyrosine kinase (Figure 2B). 

 

 

 
 

Figure 1 : Classification des récepteurs à activité tyrosine kinase, répartis en 20 familles différentes. 
 
 

 

Ces récepteurs sont exprimés à l’état physiologique dans de nombreux types de tissus 

d’origine épithéliale, mésenchymateuse ou encore neurale, dans lesquels ils jouent un rôle 

majeur dans le développement, la prolifération, la différentiation et le métabolisme cellulaire 

(6-8). Les récepteurs HER sont surexprimés ou présentent des mutations activatrices dans de 

nombreux types tumoraux (tableau 1).  
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Figure 2: A: Famille des récepteur HER comprenant HER1 ou EGFR, HER2, HER3 et 
HER4. B: Structure des récepteurs HER: ces récepteurs sont des récepteurs 
transmembranaires présentant une partie extracellulaire portant le site de fixation du 
ligand, un domaine transmembranaire et un domaine intracellulaire qui porte l’activité 
tyrosine kinase. 

 
 
 
 

Au cours de ces dernières années, l’étude de ces récepteurs a conduit à une meilleure 

approche biologique des mécanismes inhérents à la carcinogenèse ainsi qu’au développement 

de thérapeutiques ciblées qui répondent à des besoins majeurs de spécificité (9). 
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Tableau 1 : Fréquence des mutations et de l’amplification des récepteurs HER en fonction du 
type tumoral. D’après (10). 

 

 

Gène Pathologie Altération Fréquence 

EGFR 

 

Sein, autres Amplification 5% dans les cancers du sein 

Glioblastomes Délétion, amplification 40-50% 

Cancer du poumon non à 

petites cellules 
Mutation domaine kinase 

10% caucasiens  

30-50% asiatiques 

HER2 

Sein Amplification 25-30% 

Cancer du poumon non à 

petites cellules 
Mutation domaine kinase 4% 

HER3  Pas d’altération significative décrite  

HER4 Divers Mutation du domaine kinase 1-2% Asie 

 

 

 

Fonctionnement des récepteurs HER 

 

Les récepteurs HER à l’état monomérique sont normalement exprimés à la surface de la 

cellule. L’activation du récepteur nécessite sa dimérisation (homodimérisation ou 

hétérodimérisation), consécutive à la fixation du ligand. La fixation des ligands au récepteur a 

pour conséquence la stabilisation du domaine extracellulaire dans une conformation favorable 

à sa dimérisation avec un second monomère (Figure 3) (10). Cette activation est définitive ; 

sans mécanisme de déphosphorylation actuellement connu, l’activité tyrosine-kinase du 

récepteur peut se poursuivre indéfiniment. Le récepteur peut être internalisé et être dégradé 

par la voie lysosomiale ou recyclé et ré-exprimé à la surface membranaire.  

Cette dimérisation permet la transphosphorylation du domaine kinase intracellulaire au niveau 

de résidus tyrosine, permettant ainsi le recrutement de molécules de signalisation et 

l’activation des voies de signalisation. Il peut s’agir d’une homo- ou d’une hétéro-

dimérisation.  

Ce système d’homo et hétérodimérisation confère aux récepteurs HER un haut degré de 

complexité. D’autre part, différentes combinaisons de récepteurs peuvent aboutir à des 

réponses biologiques variables (11). Les homodimères d’EGFR ou d’HER2 entraînent un 
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signal d’intensité modérée, les homodimères d’HER3 ne permettent pas de transduction du 

signal. Les hétérodimères entraînent un signal d’intensité plus forte que les homodimères 

(12). Les hétérodimères contenant HER2, et plus particulièrement les dimères HER2-HER3 

sont les plus actifs (10). 

 

 
 

Figure 3 : Mode d’activation des récepteurs HER. Le domaine extracellulaire est composé de quatre 
domaines, I, II, III et IV. Les domaines I et III sont des sites de fixation du ligand. Les domaines II et 
IV sont des domaines riches en cystéine permettant l’interaction entre les monomères. Le domaine 
tyrosine kinase intracellulaire présente une homologie avec les autres membres de la famille des 
récepteurs à tyrosine kinase. Le domaine C-terminal est riche en résidus tyrosine qui correspondent 
aux sites de phosphorylation. En l’absence de ligand, le récepteur est inactif et le domaine 
extracellulaire est replié dans une conformation permettant l’interaction des domaines II et IV. La 
fixation d’un ligand sur le monomère permet le rapprochement des domaines I et III, exposant ainsi 
le domaine II, interface de dimérisation. Les domaines de dimérisation de deux récepteurs peuvent 
alors interagir, ce qui a pour conséquence un rapprochement des domaines kinase, et l'induction de 
leur transphosphorylation. D’après (10). 

 

 

Cette diversité de possibilités de dimérisation, ainsi que la diversité des ligands et de couplage 

à des protéines de signalisation en aval de ces récepteurs permet une large gamme de 

possibilités quant aux conséquences de l’activation de ces récepteurs. La multiplicité des 

récepteurs HER chez les mammifères pourrait avoir un rôle de modulation du signal. Ceci 

peut s’illustrer par l’existence de HER2 et HER3, dont la fonctionnalité est incomplète.  

 

Chaque récepteur présente un rôle précis au cours du développement, contrairement aux 

autres membres des familles de récepteurs à activité tyrosine kinase, qui sont caractérisés par 

des redondances parmi les différents membres de ces familles (10). La sélectivité dans 

l’engagement dans une voie de signalisation est différente selon les séquences intracellulaires 

de chaque membre de la famille HER. EGFR et HER4 présentent la plus grande diversité 
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d’effecteurs intracellulaires. HER2 présente peu de diversité quant à ses possibilités 

d’interaction avec des protéines intracellulaires ; HER3 présente également peu d’effecteurs 

mais est caractérisé par un grand nombre de sites de fixation pour la sous-unité régulatrice 

p85 de PI3K. En revanche, chaque membre de la famille présente des sites de fixation pour la 

protéine adaptatrice Grb2 (Growth factor receptor binding protein 2) et peut potentiellement 

activer la voie des RAS/RAF/MAPK (10).  

Les récepteurs HER peuvent également être transloqués au niveau nucléaire et induire 

l’expression de nombreux gènes impliqués dans la progression tumorale tels que la cycline D1 

ou encore la voie de iNOS/NO (inductible NO synthase/ Nitric Oxide) et de la COX2 

(cyclooxygénase 2) (13). 

 

L’activation des récepteurs HER par les ligands peut se faire de manière juxtacrine, autocrine, 

paracrine ou endocrine (7). La diversité des ligands capables d’activer les récepteurs HER a 

augmenté au cours de l’évolution (7). Il existe de nombreux ligands spécifiques des récepteurs 

HER, qui présentent tous un domaine EGF (Epidermal Growth Factor) -like qui leur confère 

leur spécificité de liaison (14). Ces ligands se divisent en trois groupes en fonction de leur 

affinité pour les différents récepteurs: le premier groupe se compose de l’EGF, 

l’amphiréguline et du TGFα, qui se lient spécifiquement à EGFR ; l’affinité d’EGFR pour 

l’EGF peut être modulée par la présence de HER2 et HER3 (7). La β-celluline, l’heparin-

binding EGF et l’épiréguline font partie du second groupe et se lient à EGFR et HER4. Le 

troisième groupe se compose des neurégulines 1 à 4, qui présentent une affinité pour les 

récepteurs HER3 et HER4. Il n’existe aucun ligand identifié pour HER2 (Figure 4) (6, 14, 

15). 

 

Ces ligands sont synthétisés sous forme de précurseurs ancrés dans la membrane. Leur 

activation est consécutive à leur clivage par des métalloprotéases, générant ainsi des ligands 

solubles d’environ 55 acides aminés (7). Le clivage de la partie extracellulaire est effectué par 

une famille de protéines, les A Disintegrin and Metalloproteinase (ADAM). Une fois clivée, 

la partie C-terminale du précurseur est transloquée dans le noyau et induit la prolifération 

cellulaire par activation du gène de la cycline A et c-myc (16). 
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Figure 4 : Principaux ligands responsables de l’activation des récepteurs HER. Ces 
ligands présentent tous un domaine EGF-like qui leur confère leur spécificité de 
liaison. Ces ligands se divisent en trois groupes en fonction de leur affinité pour les 
différents récepteurs: Il n’existe aucun ligand identifié pour HER2. D’après (17). 

 

 

Plusieurs études mettent en évidence l’importance de ces phénomènes d’activation des 

précurseurs de ces ligands dans la prolifération et la migration cellulaires (18), et font de ces 

protéases des cibles thérapeutiques potentielles (16). Dans certaines circonstances, les 

précurseurs membranaires sont capables d’activer les récepteurs HER sans protéolyse 

préalable (7). 

 

 

I.2.1. HER1 ou EGFR 

 

EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) fut le premier récepteur à tyrosine kinase 

caractérisé (6, 7), ainsi que l’un des premiers proto-oncogènes identifiés (19). EGFR présente 

un rôle physiologique préférentiel dans le développement des tissus d’origine épithéliale, 

contrairement aux récepteurs HER2, HER3 et HER4 qui présentent un rôle dans le 

développement des tissus nerveux et musculaires squelettiques (7). L’activation d’EGFR a 

pour conséquences une augmentation de la prolifération cellulaire, de la motilité cellulaire, et 

une diminution de l’apoptose. EGFR joue également un rôle dans le phénomène de transition 

épithélio-mésenshymateuse, dans la régulation des métalloprotéases matricielles, du VEGF-A 

et probablement un rôle dans le maintien des cellules souches (20), ainsi que dans les 

phénomènes d’angiogenèse tumorale (21). En clinique, la surexpression d’EGFR est associée 

à un pronostic péjoratif ainsi qu’à un risque accru de diffusion métastatique (22, 23). 
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Indépendamment de son activité kinase, EGFR aurait également un rôle dans la stabilisation 

des transporteurs du glucose SGLT1, favorisant la survie cellulaire par inhibition des 

phénomènes d’autophagie (24).  

 

La forme membranaire d’EGFR peut, comme tous les récepteurs de la famille HER, s’homo 

ou s’hétérodimériser, préférentiellement avec HER2 et HER3, très exceptionnellement avec 

HER4 (25). On peut distinguer deux sous-types de récepteur en fonction de leur affinité, haute 

(10% du pool d’EGFR) ou basse (90% du pool d’EGFR), pour l’EGF (26-30). L’activation 

des voies de signalisation en aval d’EGFR est variable en fonction du sous-type de récepteur 

stimulé (29). La fixation des ligands sur les récepteurs à haute affinité active les voies des 

RAS/RAF/MAPK et PI3K/AKT, tandis que la fixation des ligands sur les récepteurs à basse 

affinité a pour conséquence l’activation des voies STAT (Signal Transducer and Activator of 

Transcription) et PLCγ/PKC (Phospholipase Cγ/ Proteine kinase C). L’existence de récepteurs 

avec différentes propriétés de signalisation a pour conséquence une variation qualitative dans 

la réponse d’EGFR à sa stimulation par un même ligand en fonction de ses concentrations 

(29). 

Il existe également une fonction nucléaire d’EGFR. Découverte récemment, la fraction 

intranucléaire d’EGFR permet l’activation directe de la transcription de gènes codant des 

protéines impliquées dans le cycle cellulaire (cycline D1) et dans l’inflammation (COX-2) 

(31, 32). La localisation nucléaire d’EGFR est de mauvais pronostique dans les cancers du 

sein, des voies aérodigestives supérieures ainsi que dans les cancers de l’ovaire, et pourrait 

également avoir un impact sur la réponse aux traitements par chimiothérapie et par thérapies 

ciblées (31, 33, 34). 

  

Des modèles in vivo ont confirmé que certaines mutations d’EGFR sont tumorigènes, mais 

nécessitent la mutation d’autres gènes impliqués dans le cycle cellulaire. Ainsi EGFR joue un 

rôle majeur dans l’acquisition du phénotype malin et dans la progression tumorale (35), 

notamment en ce qui concerne l’oncogenèse colorectale. Considérant son importance majeure 

dans l’oncogenèse, ainsi que sa fréquence de surexpression dans de nombreux types tumoraux 

(tableau 2) ce récepteur constitue une cible thérapeutique de choix, en particulier dans les 

cancers colorectaux et les cancers des voies aérodigestives supérieures (35, 36). Plusieurs 

molécules ciblant EGFR appartenant à la classe des anticorps monoclonaux (cétuximab 

(Erbitux®), panitumumab (Vectibix®)) et des inhibiteurs de tyrosine kinase (géfitinib 

(Iressa®), erlotinib (Tarceva®), lapatinib (Tyverb®)) disposent actuellement d’une AMM 
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(Autorisation de Mise sur le Marché) (Figure 5). Une vingtaine d’autres molécules ciblant 

EGFR est actuellement en cours de développement (20). 

 

EGFR présente des mutations ponctuelles ou des délétions au niveau de son domaine kinase 

dans 10 à 15% des cancers du poumon non à petites cellules chez les caucasiens, et 30 à 50% 

 

 

 
Figure 5 : Les inhibiteurs d’EGFR présentent une action extracellulaire (anticorps 
monoclonaux : cétuximab et panitumumab) ou intracellulaire (inhibiteurs de 
tyrosine kinase : géfitinib et erlotinib). D’après (37). 

 

 

chez les asiatiques. Ces mutations ont pour conséquence une augmentation de l’activité kinase 

du récepteur, pouvant aller jusqu’à l’activation constitutive du récepteur, indépendamment de 

la fixation de son ligand. Les mutants d’EGFR transforment les fibroblastes in vitro et in vivo 

(10). Dans le cancer colorectal, ces mutations sont rares. 

 

Plusieurs modes d’activation oncogénique d’EGFR ont été décrits (38, 39):  

- augmentation de l’expression d’EGFR par divers mécanismes : augmentation de la 

transcription, stabilisation au niveau membranaire par inhibition de son 

internalisation ou de sa dégradation, ou encore amplification du gène 

- mutations d’EGFR ayant pour conséquence l’expression d’une forme du récepteur 

constitutionnellement active ; on distingue des mutations dans des domaines 

codant la partie extracellulaire du récepteur (EGFRvIII) ou sa partie intracellulaire 

(mutation T790M)  

- augmentation de l’expression des ligands (TGFα),  

- autoactivation par une boucle autocrine (13) 
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L’impact de ces mutations sur la réponse thérapeutique aux thérapies ciblées anti-EGFR (39) 

sera détaillé ultérieurement. EGFR est également impliqué dans les phénomènes de résistance 

à la radiothérapie ainsi qu’à l’hormonothérapie (35). 

 

 
Tableau 2 : Surexpression d’EGFR en fonction des tissus. D’après (40). 

 

Tissus Surexpression d’EGFR (%) Référence 

Cancer des voies aérodigestives supérieures 80-100 (41-43) 

Cancer colorectal 70-90 (44) 

Cancer du poumon non à petites cellules 40-80 (45) 

Cancer de l’estomac 20-80 (46, 47) 

Cancer du pancréas 30-90 (48) 

Cancer du sein 15-90 (49) 

Cancer de l’ovaire 35-70 (50) 

Cancer du rein 50-90 (51) 

Gliomes 40-50 (52, 53) 

Cancer de la prostate 40-80 (54) 

Cancer du col de l’utérus 80-100 (55) 

 

 

I.2.2. HER2 
 

HER2 n’a pas de ligand connu. Son extrémité N-terminale se présente de manière constitutive 

dans une conformation proche de celle observée lors de la fixation des ligands aux autres 

récepteurs. HER2 est donc en permanence capable de se dimériser ; il existerait cependant un 

mode de régulation qui serait dépendant de la partie transmembranaire du récepteur (10). Ce 

récepteur est surexprimé dans 15 à 20% des cancers du sein, et sa surexpression est liée au 

caractère très agressif de ces tumeurs (10). La surexpression d’HER2 se rencontre également 

dans les cancers de l’œsophage, de l’estomac, de l’ovaire et de l’endomètre (5). Les mutations 

d’HER2 sont rares dans ces cancers et sa surexpression semble être le mécanisme principal 

par lequel HER2 promeut l’oncogenèse (10). Le mode d’activation d’HER2 passe dans 95 à 

98% par un phénomène d’amplification génique suivi d’une surexpression importante. 
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La surexpression d’HER2 dans les cancers du sein ainsi que sa valeur pronostique fut mise en 

évidence dès la fin des années 80 ; ces travaux conduisent au développement du premier 

anticorps monoclonal humanisé ciblant un oncogène, le trastuzumab (Herceptin®), mis sur le 

marché en 1998 (6), et plus récemment du lapatinib (Tyverb®), inhibiteur de tyrosine kinase 

ciblant les récepteurs HER1 et HER2. 

 

 

I.2.3. HER3 

 

HER3 présente un domaine intracellulaire tronqué, et ne présente donc pas d’activité kinase 

intrinsèque. Son activation est donc dépendante de la formation d’hétérodimères, 

habituellement avec HER2. HER3 comporte 14 tyrosines qui une fois phosphorylées peuvent 

potentiellement ancrer des domaines SH2 ou des PTB binding proteins impliquées dans un 

grand nombre de voies de signalisation intracellulaires. Les fonctions physiologiques de ces 

activités de signalisation restent à définir (12). HER3 peut activer directement AKT via 6 de 

ses phospho-tyrosines, ce qui en fait un point critique de la signalisation dans la famille de 

récepteurs HER.  

Puisque HER3 n’est pas apparu dans les résultats de screening d’oncogènes, son rôle a été 

probablement sous-estimé dans un premier temps. De plus, aucune altération importante 

d’HER3 n’a été mise en évidence dans les tumeurs humaines. Ceci explique pourquoi les anti-

EGFR et anti-HER2 ont été préférentiellement développés. De même, les pan-inhibiteurs 

d’HER épargnent HER3. Il a cependant été démontré que dans des modèles d’induction de 

tumeurs par mutagenèse d’HER2, le knock-out d’HER3 permet d’obtenir une réversion du 

phénotype tumoral in vivo (12). HER3 joue un rôle prépondérant dans la transformation 

maligne contrôlée par HER2, et est indispensable à la croissance tumorale et la prolifération 

cellulaire dans les tumeurs dépendantes de la surexpression d’HER2 in vitro et in vivo. Une 

perte d’expression de HER3 dans des lignées cellulaires surexprimant HER2 a pour 

conséquence une inhibition de la croissance cellulaire égale à une perte de fonction de HER2. 

Dans des modèles animaux de tumeurs colorectales spontanées, la suppression de HER3 

prévient l’apparition de tumeurs (12). 

D’autre part, bien que son implication en tant que moteur de l’oncogenèse n’ait jamais été 

démontrée, son rôle dans la transduction du signal et son implication dans la résistance aux 
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thérapies anti-EGFR ou anti-HER2, qu’il s’agisse d’inhibiteurs de tyrosine kinase ou 

d’anticorps monoclonaux, font d’HER3 un récepteur crucial en pathologie cancéreuse.  

 

 

I.2.4. HER4 

 

HER4 présente une importante homologie de séquence avec EGFR, mais son implication en 

pathologie humaine n’est pas encore clairement démontrée. HER4 pourrait participer à la 

séquestration d’HER3, ce qui pourrait expliquer que son expression est de bon pronostique 

dans les cancers du sein de stade précoce (12). Les mutations activatrices d’HER4 sont 

fréquentes dans les mélanomes (56).  

Sa surexpression ne serait pas impliquée dans la tumorigenèse ; la signalisation en aval 

d’HER4 serait associée préférentiellement à la différenciation, la mort cellulaire et la 

diminution de tumorigénicité.  

 

 

L’activation des récepteurs HER a pour conséquence l’activation de diverses voies de 

signalisation intracytoplasmiques ; les plus étudiées sont la voie des MAPK et la voie des 

PI3K/AKT. 

 

 

I.3. SIGNALISATION EN AVAL DES RECEPTEURS HER 

 

Plusieurs voies de signalisation sont couplées aux récepteurs HER : les plus décrites sont la 

voie des PI3K/AKT, la voie des RAS/Raf/MAPK, la voie de JAK/STAT3 ainsi que Src/PLCγ 

(Figure 6).  

 

 

I.3.1 Voie des RAS/RAF/MAPK 

 

La voie des RAS/RAF/MAPK présente un rôle central dans la régulation de la croissance et 

de la survie cellulaire d’un large spectre de tumeurs humaines. Cette voie, après activation des 

récepteurs, implique l’activation de RAS, à l’origine de la cascade des activités de 

phosphorylation : RAF (MAP kinase kinase kinase), MEK (mitogen-activated extracellular 
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signal regulated kinase–activating kinase) (MAP kinase kinase) et ERK (Extracellular signal 

Regulated Kinase) (MAP kinase) (15). ERK est ensuite transloquée dans le noyau où elle 

active différents facteurs de transcription de gènes impliqués dans la réplication et dans le 

cycle cellulaire. De nombreuses molécules ont été conçues pour inhiber différentes étapes de 

cette voie et sont actuellement en cours d’évaluation dans des essais de phase III. 

  

Cette voie de signalisation est largement impliquée dans les phénomènes de résistance aux 

thérapies ciblées anti-EGFR. Le premier exemple d’application validée en situation clinique 

est celui de la mutation de l’oncogène KRAS (Kirsten Rat Sarcoma virus). Les mutations 

constitutives du gène KRAS sont fréquemment observées dans différentes tumeurs humaines 

et sont impliquées à la fois dans l'oncogenèse et la progression tumorale.  

 

 

 
 

Figure 6 : Principales voies de signalisation en aval des récepteurs HER : voie des PI3K/AKT, la voie 
des RAS/RAF/MAPK, la voie de JAK/STAT3 et Src/PLCγ. Les résidus tyrosine phosphorylés des 
récepteurs HER servent de sites d’ancrage pour des adaptateurs intracellulaires tels que Grb2, des 
enzymes intracellulaires telles que PLCγ, ou encore des facteurs de transcription tels que STAT3. Le 
couplage des récepteurs HER à ces voies de signalisation permet une grande diversité de réponses 
cellulaires (prolifération, survie, migration…) D’après (39). 

 



22 

I.3.1.1. RAS 

 

La superfamille des protéines RAS est une famille de petites protéines à activité GTPasique. 

Elle est constituée de plus de 150 membres divisés en cinq familles principales : RAS, RHO, 

RAB, ARF et RAN (57). RAS est activée par le complexe Sos/Grb2 suite à l’activation des 

récepteurs HER (Figure 6). RAS existe sous deux formes, une forme active liée au GTP, et 

une inactive liée au GDP (Figure 7). RAS oscille donc entre ces deux états par hydrolyse du 

GTP en GDP. La transition entre les états Ras-GDP et Ras-GTP est catalysée par une protéine 

GEF (Guanine nucleotide Exchange Factor), et la transition inverse est catalysée par une 

protéine GAP (GTPase-Activating Protein). La forme Ras-GTP active la protéine RAS mais 

également PI3K (58). 

 

 
 

Figure 7 : La protéine RAS peut se trouver sous deux formes : une forme 
active, liée au GTP, et une forme inactive, liée au GDP. D’après (59). 

 

 

 

I.3.1.2. RAF 

 

L’activation de la protéine RAS a pour conséquence la phosphorylation de la protéine RAF, 

proto-oncogène appartenant à la famille des sérine/thréonine kinase (60). Les mutations des 

gènes codant cette protéine, et en particulier la mutation BRAF V600E, sont des facteurs de 

mauvais pronostique. L’effecteur direct de RAF est MEK, mais RAF peut également avoir 

une activité propre dans la progression du cycle cellulaire par interaction avec la protéine Rb 

(61). 
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I.3.1.3. MEK 

 

MEK est également une sérine-thréonine kinase. Elle est activée par RAS mais également par 

diverses autres protéines telles que MEK kinase (62). Son activation conduit à une double 

phosphorylation de la protéine ERK au niveau d’un résidu tyrosine et d’un résidu thréonine. 

 

I.3.1.4. ERK 

 

La protéine ERK peut être activée par divers mécanismes indépendants de la voie des 

RAS/RAF/MAPK, entre autres par la voie des intégrines. A son tour, ERK peut phosphoryler 

plus d’une centaine de substrats différents ; son activation peut donc affecter différentes 

fonctions cellulaires telles que la différenciation, la survie, la motilité cellulaires. ERK peut 

également être transloquée au niveau nucléaire et activer la transcription de gènes impliqués 

dans la prolifération cellulaire (63). 

 

 

I.3.2. Voie des PI3K/AKT 

 

Plusieurs fonctions cellulaires sont régulées par la voie de signalisation des PI3K/AKT, telles 

que le métabolisme cellulaire glucidique via GLUT4 (Glucose transporter type 4) et GSK3 

(Glycogene Synthase Kinase 3), lipidique, et également insulinique au niveau hépatique (64). 

L’activation de cette voie en pathologie cancéreuse favorise le développement tumoral et 

l’angiogenèse, stimule la prolifération cellulaire et réprime l’apoptose (65). Cette voie est 

également impliquée dans les phénomènes de diffusion métastatique (64, 66). 

 

I.3.2.1. PI3K 

 

Les protéines PI3K forment une famille que l’on peut diviser en trois classes selon leur 

structure, leurs substrats, leur distribution, leurs mécanismes d’action et leur fonction. PI3K 

est une protéine hétérodimérique présentant une sous-unité régulatrice, p85, et une sous-unité 

catalytique, p110. L’activation de divers récepteurs à tyrosine kinase tels qu’EGFR mais 

également PDGFR (Platelet-Derived Growth Factor Receptor), FGFR (Fibroblast Growth 

Factor Receptor) et IGF1R (Insulin-like Growth Factor 1 Receptor), permet d’activer la 

protéine PI3K par liaison à sa sous-unité régulatrice p85. Cette liaison entraîne une 
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modification conformationelle de cette dernière, qui va alors catalyser la formation de PIP3 

(phosphatidylinositol 3,4,5 triphosphate) à partir de PIP2 (phosphatidylinositol 4,5 

diphosphate). PIP3 phosphoryle à son tour AKT, ce qui permet son activation. La sous-unité 

p85 peut également se lier avec diverses protéines intracytoplasmiques telles que la protéine 

kinase C ou encore RAS, permettant ainsi l’interaction entre RAS et la sous-unité catalytique 

p110 (64).  

 

I.3.2.2. AKT 

 

L’activation d’AKT est consécutive à sa liaison à PIP3, ayant pour conséquence son 

recrutement membranaire. AKT est impliquée dans de nombreux processus cellulaires vitaux. 

Elle est activée dans de nombreux types tumoraux, entre autres le cancer des ovaires (40 à 

70%), du pancréas (60 à 70%), du poumon (30 à 70%) et de la thyroïde (80 à 100%) (66). 

AKT fonctionne comme un interrupteur biologique oscillant entre un état inactif et un état 

actif, au cours duquel elle déclenche des cascades protéiques permettant la transduction du 

signal. Chez l’humain, on dénombre trois isoformes d’AKT : AKT1, AKT2 et AKT3. Ces 

enzymes appartiennent à la famille des sérine thréonine kinases. AKT1, qui prédomine dans la 

plupart des tissus, possède 2 sites de phosphorylation : la sérine 473 et la thréonine 308. Cette 

double phosphorylation est nécessaire à son activation. AKT serait indirectement régulée 

négativement par P53. Elle est enfin activée lors de la perte de fonctionnalité des suppresseurs 

de tumeur PTEN (Phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome ten) et p27.  

 

I.3.2.3. GSK3β 

 

GSK3β est une sérine thréonine kinase multifonctionnelle activée à l’état normal. Elle 

participe à la phosphorylation de PTEN. Elle est, tout comme mTOR (mammalian Target Of 

Rapamycin) ou BRCA1, l’un des nombreux substrats d’AKT. Elle est impliquée dans de 

nombreux mécanismes physiologiques : métabolisme du glycogène, transcription, régulation 

du cytosquelette, transport vésiculaire intracellulaire, progression du cycle cellulaire.  
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I.3.2.4. P70S6K 

 

P70S6K est une sérine thréonine kinase dont la cible est la protéine ribosomale S6. Elle est 

activée par mTOR mais peut également être activée par d’autres voies de signalisation. 

P70S6K existe sous 2 isoformes, α et β, dont il existe pour chacune une forme cytoplasmique 

ainsi qu’une forme nucléaire obtenue par épissage alternatif. La translocation nucléaire de 

P70S6K serait un moyen de régulation de son expression cytoplasmique. 

  

I.3.2.5. PTEN 

 

La protéine PTEN (Phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome Ten) présente 

une activité lipide phosphatase en N-Terminal et apparaît comme le régulateur négatif majeur 

de la voie des PI3K/AKT. Le gène PTEN localisé sur le chromosome 10q23.3, fut identifié en 

1997 comme étant un gène suppresseur de tumeur. Shen et al. ont démontré le rôle de PTEN 

dans la stabilité du génome (67). 

Les anomalies génétiques du gène PTEN peuvent être de nature constitutionnelle, comme 

dans le syndrome de Cowden, associé à un risque élevé de cancer de la thyroïde et du sein, ou 

plus fréquemment d’origine somatique. Les mutations somatiques de PTEN sont détectées à 

une fréquence variable selon le type de cancer. La fréquence des mutations alléliques est 

estimée de 50 à 80% dans les tumeurs sporadiques; c’est le gène le plus fréquemment muté 

après P53. La protéine PTEN appartient au groupe des phosphatases à double spécificité, 

capable de déphosphoryler des résidus sérine, thréonine et tyrosine, et peut également 

hydrolyser PIP3 en PIP2 ; PTEN régule donc négativement la voie des PI3K/AKT. P53, 

PPARγ, et ATF2 peuvent induire l’expression de PTEN par fixation à son promoteur, tandis 

que TGFβ, NFκ-B et Jun peuvent réguler négativement la transcription de PTEN. PTEN peut 

également être régulée de manière post-transcriptionnelle par phosphorylation, acétylation, 

oxydation ou encore par contrôle de sa localisation cellulaire (64).  

 
Les progrès considérables dans la connaissance de ces voies de signalisation impliquées dans 

l’oncogenèse et le maintien du phénotype tumoral constituent une avancée majeure en 

oncologie. De ces connaissances sont émises des hypothèses thérapeutiques qui, après 

évaluation préclinique, peuvent aboutir à des progrès thérapeutiques importants et les 

thérapies ciblées, anticorps monoclonaux ou inhibiteurs de kinase, constituent une famille 

thérapeutique en plein développement. Leur développement repose sur une stratégie 
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d’inhibition de la transduction du signal aboutissant au contrôle de la prolifération cellulaire, 

l’apoptose, la réparation de l’ADN ou l’angiogenèse (Figure 8).  

 

 

 
 

Figure 8 : Molécules commercialisées ou en cours de développement ciblant les récepteurs HER, 
cMET, IGF1R, diverses protéines impliquées dans la transduction du signal en aval de ces récepteurs, 
ainsi que les DNA méthyltransférases et les histones déacétylases. D’après (68). 

 

 

 

L'émergence des thérapies moléculaires ciblées en cancérologie représente un changement 

important dans le mode de développement de molécules anticancéreuses. Les chimiothérapies 

anticancéreuses classiques étaient initialement sélectionnées en fonction de leur effet 

cytotoxique potentiel, et l'identification des mécanismes d'action étant secondaire à la mise en 

évidence de leur activité (69). En ce qui concerne les thérapies ciblées, les molécules sont 

développées en fonction de cibles thérapeutiques impliquées dans les mécanismes 

d'oncogenèse et le maintient du phénotype tumoral. L'utilisation de ces molécules en 
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cancérologie a permis une amélioration conséquente du pronostic de plusieurs pathologies 

cancéreuses.  

Les cibles des thérapies étaient dans un premier temps essentiellement membranaires, puis les 

molécules ayant pour cible des protéines intracellulaires ou encore l'environnement tumoral 

ont également fait preuve d'efficacité.  

 

Deux grandes classes de thérapies ciblées sont actuellement disponibles: les inhibiteurs de 

tyrosine kinase et les anticorps monoclonaux. Les inhibiteurs de tyrosine kinase sont des 

formes orales, de faible poids moléculaire à action intracellulaire et compétiteurs de l’ATP. Ils 

agissent au niveau du site de fixation de l’ATP, ce qui a pour conséquence l'inhibition de 

l’autophosphorylation du récepteur. En fonction de la nature de l’inhibiteur de tyrosine 

kinase, cette fixation est réversible ou non. Les inhibiteurs de tyrosine kinase peuvent avoir 

une cible unique (erlotinib, Tarcéva®; géfitinib, Iressa®) ou plusieurs cibles (lapatinib, 

Tyverb®; sunitinib, Sutent®).  

 

 

 

I.4. ANTICORPS MONOCLONAUX ANTI-EGFR 

 

 

La découverte par Köhler et Milstein en 1975 de la technique des hybridomes a permis la 

sélection et la production d’anticorps monoclonaux spécifiques dirigés contre une cible 

unique. Malgré des essais cliniques décevants dans les années 80, plus de 20 anticorps ont 

depuis obtenu une approbation par la Food and Drug Administration (FDA) ainsi que 

l’European Medicines Agency (EMEA) dans diverses indications, et plusieurs nouvelles 

molécules sont en cours de développement dans le traitement des cancers. 

Parmi les anticorps monoclonaux actuellement sur le marché, on compte plusieurs spécialités 

en cancérologie, dont 5 ciblent directement ou indirectement les récepteurs à tyrosine kinase. 

On compte parmi ces 5 spécialités deux anticorps anti-EGFR : cétuximab (Erbitux®) et 

panitumumab (Vectibix®) ; un anticorps anti-HER2 : trastuzumab (Herceptin®) et un 

anticorps anti-VEGF : bévacizumab (Avastin®) (Figure 9). 
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Figure 9 : Classification des anticorps monoclonaux en fonction de leur nature: 
murins, chimériques, humanisés ou humains. D’après (70) 

 

 

 

I.4.1 Cétuximab  

 

Le cétuximab (Erbitux®) est un anticorps monoclonal chimérique de la classe des IgG1, dirigé 

contre le domaine extracellulaire du récepteur à l’EGF. Il dispose d’une AMM en France 

depuis juin 2004.  

 

Le cétuximab est indiqué en cas de cancer épidermoïde de la tête et du cou, en association à la 

radiothérapie ou à une chimiothérapie à base de platine, ainsi que dans le cancer colorectal 

métastatique, seul ou en association à une chimiothérapie, et en l’absence de mutation du gène 

KRAS. Des résultats précliniques ont montré l’intérêt du cétuximab dans les cancers de la 

prostate hormono-résistants. Plusieurs études en cours devraient permettre d’évaluer son 

activité dans les cancers du sein triple négatifs.  

 

L’administration du cétuximab se fait à rythme hebdomadaire. La dose de cétuximab 

habituellement recommandée est de 400 mg/m² en 2 heures pour la première injection. La 

dose de maintenance est de 250 mg/m² par semaine. Une prémédication par un antagoniste H1 

et par un corticoïde est recommandée. 

Les effets secondaires notables du cétuximab sont hypomagnésémie, rash acnéiforme et choc 

anaphylactique. Le rash acnéiforme est la conséquence du blocage d’EGFR au niveau de 

l’épiderme. Allant de la simple réaction érythémateuse parfois prurigineuse aux lésions 

nodulaires profondes parfois surinfectées, les lésions s’étendent généralement sur le tronc et le 
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visage. Cet effet peut spontanément s’atténuer au cours du traitement, ou encore être prévenu 

par administration concomitante de doxycycline. Il apparaît chez 80% des patients et 

n’empêche pas la poursuite du traitement. D'autres toxicités chroniques ont été décrites : 

syndrome de poumon interstitiel, syndrome septique, insuffisance rénale, déshydratation, 

diarrhée. Ces symptômes sont cependant peu fréquents. 

 

Le cétuximab est un antagoniste compétitif sélectif pour EGFR et ses hétérodimères. Il bloque 

la dimérisation du récepteur ainsi que sa phosphorylation et sa liaison avec ses ligands. Après 

fixation du cétuximab à l’EGFR, indépendamment de l’état de phosphorylation de ce dernier, 

le complexe cétuximab-EGFR est internalisé. Le cétuximab recrute également les cellules 

immunes effectrices cytotoxiques contre les cellules tumorales exprimant EGFR (cytotoxicité 

médiée par les cellules dépendantes des anticorps ou ADCC (antibody-dependant cell-

mediated cytotoxicity) (71). Dans modèles murins xénogreffés par des cellules humaines, on a 

pu également montrer une activité antiangiogénique (72, 73). L’inhibition d’EGFR a 

également pour conséquence une inhibition de divers médiateurs de l’angiogenèse (74) 

(tableau 4). 

 

 
Tableau 4 : Mécanismes d’action des inhibiteurs d’EGFR. ADCC: antibody-dependant cell-

mediated cytotoxicity. NK: Natural Killer. D’après (75)  

 

Mécanismes moléculaire Mécanisme d’action 

Inhibition de la liaison des ligands ou de 

l’affinité pour les ligands 

Encombrement stérique (anticorps monoclonaux) ou 

variation de l’affinité (inhibiteurs de tyrosine kinase) 

Inhibition de la progression dans le cycle 

cellulaire 

Arrêt du cycle cellulaire en phase G1 par augmentation de 

p27 et inhibition de PCNA  

ADCC 
Augmentation de l’ADCC par l’interleukine-2 via activation 

des cellules NK 

Favorisation de l'entrée en apoptose 
Altération de la balance Bax (porpaoptotique) / Bcl-2 

(antiapoptotique) et promotion de l’apoptose 

Potentialisation des effets de la 

radiothérapie 

Entrée de la cellule tumorale dans des phases du cycle 

cellulaire favorisant la radio-sensibilité. Inhibition de la 

translocation nucléaire d’EGFR consécutive à l’irradiation. 

Inhibition de l’activité tyrosine kinase du 

récepteur 
Inhibition de la transduction du signal en aval du récepteur 
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I.4.2. Panitumumab 

 

Le panitumumab (Vectibix®) est un anticorps monoclonal entièrement humain de la classe des 

IgG2, dirigé contre le domaine extracellulaire du récepteur à l’EGF. Il dispose d’une AMM en 

France depuis 2007. 

 

Le panitumumab est indiqué en monothérapie pour le traitement des patients atteints de 

cancer colorectal métastatique exprimant EGFR et en l’absence de mutation du gène KRAS, 

après échec des protocoles de chimiothérapie à base de fluoropyrimidine, oxaliplatine et 

irinotécan. 

 

Le panitumumab est administré à la dose de 6 mg/kg une fois toutes les deux semaines. 90% 

des patients traités par panitumumab présentent les réactions dermatologiques classiques des 

inhibiteurs d’EGFR, décrites précédemment pour le cétuximab. Sont également observés des 

troubles pulmonaires (pneumonie interstitielle) pouvant entrainer l’arrêt du traitement, des 

troubles électrolytiques (hypomagnésémie et hypokaliémie), ainsi que des réactions liées à la 

perfusion. 

 

Tout comme le cétuximab, le panitumumab est un antagoniste compétitif sélectif pour EGFR 

et bloque sa liaison avec ses ligands, sa dimérisation et sa phosphorylation. La fixation du 

panitumumab à l'EGFR induit l'internalisation du récepteur (tableau 4).  

 

 

 

Actuellement, le seul marqueur prédictif de réponse aux anticorps anti-EGFR est le statut 

mutationnel KRAS, qui présente une valeur prédictive positive (VPP) élevée mais une valeur 

prédictive négative (VPN) insuffisante. C'est pourquoi il est nécessaire de mettre en évidence 

d’autres marqueurs complémentaires du statut KRAS afin d'améliorer la sélection des patients 

candidats à une thérapie par cétuximab ou panitumumab. La mise en évidence de 

biomarqueurs prédictifs de réponse de résistance aux anticorps anti-EGFR nécessite la 

compréhension des mécanismes de résistance à ces molécules. 
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I.5. MECANISMES DE RESISTANCE AUX ANTICORPS MONOCLONAUX ANTI-EGFR ET MARQUEURS 

VALIDES ET POTENTIELS 

 

 

I.5.1. Généralités sur les biomarqueurs 

 

D’après la définition du National Institute of Health (NIH), un biomarqueur se définit comme 

étant une caractéristique qui se mesure et s’évalue objectivement, et sert d’indicateur d’un 

process biologique normal, pathogénique ou de réponse pharmacologique à une intervention 

thérapeutique (76, 77). Un biomarqueur peut avoir une utilité dans le diagnostic précoce, une 

valeur pronostique, prédictive, ou encore permettre de monitorer la maladie. Certains auteurs 

ajoutent encore la notion de biomarqueurs pharmacodynamiques (2). Plusieurs paramètres 

peuvent servir de biomarqueurs : ADN, ARN, protéines, ou encore cellules tumorales 

circulantes, imagerie fonctionnelle. Un biomarqueur peut être représenté par un caractère 

unique ou par un groupe de caractères (signature). Certains auteurs excluent volontairement 

les notion de sensibilité intrinsèque du patient et excluent de la définition de biomarqueurs les 

paramètres cliniques tels que le rash acnéiforme dans la réponse aux anti-EGFR, ne 

définissant ainsi un biomarqueur que comme étant la ou les propriétés d’une tumeur associées 

au résultat clinique (78) 

 

Un biomarqueur pronostique fournit des informations sur le devenir général du patient (77). 

Pour Van Custem et Sargent, dans le cas d’un marqueur pronostique, l’effet du traitement est 

bénéfique pour le groupe entier, mais la survie des patients qui expriment le marqueur est plus 

faible que la survie des patients qui ne l’expriment pas. Le marqueur est associé à une 

évolution différente entre les 2 groupes, quel que soit le traitement utilisé (Figure 10) (78, 79). 

Toutefois certains auteurs proposent l’utilisation des marqueurs pronostiques pour orienter 

une prise en charge thérapeutique (2, 80). D’autre part ces marqueurs peuvent également 

servir à la stratification des patients lors d’essais cliniques. 

 

Un marqueur prédictif donne des informations sur l’effet d’une intervention thérapeutique 

(77) et permet de prédire la réponse à un traitement (Figure 10). 

Pour Sawyers (2), idéalement, un marqueur prédictif de réponse (tout comme un marqueur 

pharmacodynamique) s’évalue en cours de traitement ; or en ce qui concerne les tumeurs 

solides (et contrairement aux tumeurs circulantes), on ne dispose que de matériel tumoral 
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correspondant à la biopsie diagnostique ou à la pièce opératoire (2). Cette approche implique 

cependant de traiter le patient avant d’obtenir un critère d’exclusion du traitement et ne 

devrait être utilisée qu’à défaut d’autre approche disponible.  

 

 

 
 

Figure 10 : Variation de la probabilité de survie en fonction du temps. A : chez des populations 
non sélectionnées, effet d’une molécule de référence (S) comparée à une autre molécule (T). B : 
cas des marqueurs prédictifs : aucun bénéfice du traitement T n’est observé par rapport au 
traitement de référence S dans la population de patients n’exprimant pas le marqueur M. On 
observe une effet du traitement T par rapport au traitement S uniquement dans le groupe de 
patients exprimant M. C : cas des marqueurs pronostiques : le traitement T est supérieur au 
traitement de référence S indépendamment de l’expression de M. En revanche dans chaque bras, 
la probabilité de survie est diminuée en cas d’absence d’expression de M. D : probabilités de 
survie en cas d’évaluation d’un marqueur M non pertinent. 
 

 

Il existe d’autres types de biomarqueurs: les biomarqueurs diagnostiques, les biomarqueurs 

pharmacodynamiques, qui permettent d’orienter sur les choix des doses à administrer, et dont 

l’utilité se trouve essentiellement dans les stades précoces du développement d’une 

molécule, et les biomarqueurs qui se substituent aux critères d’évaluation clinique. 
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I.5.2. Marqueurs prédictifs de résistance aux anticorps anti-EGFR 

On peut classer les modes de résistance aux thérapies anti-EGFR en deux grandes classes : 

résistance primaire ou intrinsèque, et résistance secondaire ou acquise.  

Puisqu’EGFR est impliqué dans un large spectre de fonctions intracellulaires, les phénomènes 

de résistance aux anti-EGFR peuvent résulter de plusieurs anomalies moléculaires (Figure 

11): 

- mutations ou amplification du récepteur  

- activation indépendante ou constitutive d’effecteurs intracellulaires en aval 

d’EGFR 

- activation de voies de signalisation alternatives 

- activation d’autres récepteurs à activité tyrosine kinase  

- production de ligands auto et paracrines 

- contrôle altéré de l’angiogenèse 

- micro-environnement tumoral 

La résistance aux anti-EGFR peut également être la conséquence de facteurs liés à l'hôte. La 

compréhension de ces mécanismes de résistance permet de mettre en évidence des marqueurs 

potentiels de réponse aux thérapies anti-EGFR. 

 

I.5.2.1 EGFR 

Expression d’EGFR  

Initialement, le cétuximab était indiqué en cas de surexpression d’EGFR. Contrairement à ce 

qui avait été montré dans le cas du trastuzumab dans les cancers du sein surexprimant HER2, 

aucun lien entre l’expression d’EGFR et la réponse aux anticorps anti-EGFR n’a été 

clairement mis en évidence; en effet le niveau d’expression d’EGFR ainsi que le pourcentage 

de cellules exprimant EGFR en immunohistochimie ne corrèlent pas avec les taux de réponse 

au cétuximab (41, 44, 81, 82) ni au panitumumab (83). Notamment une étude clinique a pu 

mettre en évidence des taux de réponse de l’ordre de 25% chez des patients atteints de cancer 
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des voies aérodigestives supérieures n'exprimant pas EGFR (41). Ceci se vérifie dans le cas 

de la réponse à l’erlotinib et au géfitinib dans le cancer du poumon (84, 85).  

Plusieurs auteurs ont proposé des hypothèses suite à ces observations. En ce qui concerne 

l’aspect technique, il serait possible que le statut EGFR varie en fonction des kits 

d’immunohistochimie utilisés (17, 20). En effet les épitopes reconnus par les anticorps de  

 

 

 
 

Figure 11 : Mécanismes de résistance aux anticorps anti-EGFR. a : surexpression des ligands 
d’EGFR (ici TGFα). b : surexpression d’EGFR : implication dans les phénomènes de résistance 
acquise. c : ubiqutylation. d : modulation d’EGFR par SFKs. e : formation d’hétérodimères d’EGFR 
avec HER2, 3 et 4. f : expression nucléaire d’EGFR. g-h : production accrue de VEGF expression 
de VEGFR. i-k : mutations inactivatrices (PTEN) ou activatrices (KRAS). l : EGFRvIII, forme 
tronquée d’EGFR, phosphorylée de manière constitutive indépendemment de la fixation d’un 
ligand. m : altération du trafic d’EGFR par MDGI (mammary-derived growth factor inhibitor). 
D’après (75). 

 
 
 

marquage d’EGFR sont variables en fonction des kits utilisés et leur cross-validation n’a pas 

été réalisée avant leur commercialisation. De plus les anticorps de marquage d’EGFR 

marquent indifféremment les récepteurs de haute ou de basse affinité pour les ligands 

d’EGFR. Or une faible affinité d’EGFR pour son ligand peut être mise en relation avec une 

faible affinité pour le cétuximab (86). D’autre part, il existe une discordance entre 

l’expression d’EGFR dans la tumeur primitive et dans les métastases dans plus de 40% des 

cas (87).  
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L’expression d’EGFR reste cependant un marqueur pronostique dans les cancers colorectaux 

(17). D’autres paramètres tels que l’état de phosphorylation du récepteur, son amplification ou 

encore la présence de mutations ont été évalués dans diverses études. 

 

Amplification d’EGFR 

En fonction des études, l’augmentation du nombre de copies d’EGFR (3 à 5 fois) est observée 

à des fréquences comprises entre 0,6 et 31% (17). Les méthodes principales de mise en 

évidence de l’augmentation du nombre de copies d’EGFR sont la FISH (Fluorescent In Situ 

Hybridization) et la CISH (Chromogenic In Situ Hybridization). L’augmentation du nombre 

de copies d’EGFR peut également être mise en évidence par PCR quantitative. Les études 

évaluant l’utilisation potentielle de ce paramètre comme marqueur prédictif de réponse au 

cétuximab ou au panitumumab sont contradictoires, mais une grande majorité des résultats 

mettent en évidence un lien avec les taux de réponse, la survie sans progression et la survie 

globale des patients atteints de cancer colorectal (17, 88) (tableau 6). 

 

Tableau 6 : Valeur prédictive de l’expression d’EGFR. PFS: survie sans progression. OS: 

survie globale. D’après (17). 

Méthode utilisée N  Impact clinique Références 

FISH 31 Taux de réponse (89) 

FISH 30 Taux de réponse (90) 

FISH 58 Taux de réponse, PFS, OS (91) 

FISH 27 Taux de réponse (92) 

FISH 87 Taux de réponse, OS (93) 

FISH 85 Taux de réponse, OS (94) 

FISH 32 Taux de réponse (95) 

FISH 47 Non (96) 

PCR 34 Non (97) 

PCR 80 Non (98) 
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Cependant l’utilisation de ce paramètre en pratique clinique nécessite encore une 

standardisation des techniques d’évaluation du nombre de copies d’EGFR (88). En effet la 

reproductibilité de ces techniques est limitée et il n’existe pas de protocole standardisé pour 

l’obtention d’un score représentatif du niveau d'expression d'EGFR (88, 99). 

 

Mutations d’EGFR 

EGFRvIII ou ΔEGFR est la mutation la plus commune d’EGFR (38, 39). Cette mutation a 

pour conséquence l’expression d’une forme tronquée du récepteur. La partie extracellulaire 

absente empêche ainsi la fixation et donc l’activité des anticorps anti-EGFR (100). Cette 

mutation est observée dans les glioblastomes, ainsi que dans les cancers du sein et de la 

prostate (20). Cependant la fréquence de cette mutation dans les cancers colorectaux est très 

faible (<1%) (17, 20) et les conséquences en termes de résistance au cétuximab ou au 

panitumumab sont moindres (22, 23). En revanche la prévalence plus élevée de cette mutation 

dans les cancers des voies aérodigestives supérieures pourrait nécessiter une prise en charge 

spécifique de certains patients, et des anticorps monoclonaux dirigés spécifiquement contre 

EGFRvIII sont actuellement en cours de développement (100, 101).  

En conclusion, les mutations d’EGFR sont rares dans les cancers colorectaux et seules les 

mutations des exons 19, 20 et 21 d’EGFR sont utilisées comme marqueur prédictif de réponse 

dans le cas des cancers bronchiques non à petites cellules traités par inhibiteurs de tyrosine 

kinase anti-EGFR.  

 

I.5.2.2. Modulation de l’expression d’effecteurs intracellulaires en aval d’EGFR 

Différents types d’effecteurs impliqués dans la transduction du signal en aval d’EGFR 

peuvent être impliqués dans la résistance aux anti-EGFR. Les voies de signalisation 

majoritairement impliquées dans ces phénomènes sont les voies des RAS/RAF/MAPK et des 

PI3K/AKT (Figure 12). 
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I.5.2.2.1. Voie des RAS/RAF/MAPK 

RAS  

Les protéines RAS décrites précédemment sont codées par trois proto-oncogènes, HRAS, 

KRAS et NRAS. Certaines mutations de ces gènes ont pour conséquence l’expression d’une 

protéine RAS présentant des modifications conformationelles et fonctionnelles. Les mutations 

les plus décrites à ce jour sont les mutations du gène KRAS, en particulier les mutations 

situées dans les codons 12 et 13 de l’exon 2. 

 

  

Figure 12 : A: EGFR et principales voies de transduction du signal. B : 
Fonctionnement normal d’un anticorps anti-EGFR. C : Résistance en cas d’altération 
d’effecteurs tels que RAS, RAF, PI3K (activations) ou PTEN (inactivation). D’après 
(102). 

 

Ces mutations sont des mutations faux-sens ; en résulte une substitution d’une glycine par un 

autre acide aminé, ce qui a pour conséquence une altération de l’activité GTP-ase intrinsèque 

A 

B C 
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de la protéine et son accumulation sous sa forme active, RAS-GTP, ainsi qu’une résistance 

aux protéines GAP (GTPase-activating proteins) (Figure 13) (103). 

RAS se trouve donc sous sa forme active de manière constitutive, et ce indépendamment de 

l’état d’activation du récepteur, ce qui explique le rôle majeur de l’activation de cette protéine 

dans la résistance au cétuximab et au panitumumab dans les cancers colorectaux 

métastatiques. 

 

Figure 13 : Les mutations du gène KRAS ont pour conséquence l’expression d’une 
protéine RAS présentant une activité GTP-asique altérée. D’après (59). 

 

Ces mutations, localisées sur les codons 12 et 13 de l'exon 1, ont lieu de manière précoce au 

cours de l’oncogenèse (104, 105) et concernent 35 à 40% des patients atteints de cancer 

colorectal métastatique (106). La prévalence de ces mutations est variable en fonction des 

types tumoraux : 90% des cancers du pancréas, 50% des cancers de la thyroïde, 15% des 

cancers du poumon, 6% des cancers du sein et des cancers des voies aérodigestives 

supérieures ; elle est également variable en fonction des types histologiques, comme par 

exemple dans le cas des cancers de l’ovaire dont la fréquence varie de 10% pour les 

carcinomes séreux à 70% pour les carcinomes mucineux (107).  

L’impact de ces mutations dans la réponse clinique aux anticorps monoclonaux anti-EGFR 

dans le cancer colorectal métastatique a été mis en évidence en 2006 (90) et fut depuis 

confirmé par de nombreuses études (86, 92, 98, 108-114) (tableau 7). Dans ces études, les 

taux de réponse aux anticorps anti-EGFR évalués par les critères RECIST (Response 

Evaluation Criteria In Solid Tumors) étaient compris entre 0% et 4% parmi les patients 
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porteurs d’une mutation KRAS. La survie globale et la survie sans progression étaient 

également significativement diminuées parmi les patients porteurs d’une mutation de KRAS 

par rapport aux patients non porteurs d’une mutation KRAS.  

 

Tableau 7 : Quelques exemples d'essais randomisés évaluant les conséquences de la présence de mutations des codons 12 

et 13 du gène KRAS et son impact sur la réponse clinique aux anticorps monoclonaux anti-EGFR dans le cancer colorectal 

métastatique. N : Nombre de patients ; BSC : Best Supportive Care ; FOLFIRI : 5-Fluorouracile/irinotécan ; FOLFOX : 5-

Fluorouracile/oxaliplatine ; M: Muté; NM: Non Muté. D’après (103). 

 

Traitement N  
Réponse objective, % (n/N) Survie sans progression Survie globale 

Références 
KRAS M KRAS NM KRAS M KRAS NM KRAS M KRAS NM 

Panitumumab 208 0 (0/84) 17 (21/124) 
7,4 

semaines 

12,3 

semaines 

(P< 0,0001) 

- - (108) 

BSC 219 - - 
7,3 

semaines 
7,3 semaines - -  

Cétuximab 198 1,2 (1/81) 12,8 (15/117) 1,8 mois 
3,7 mois 

(P < 0,001) 
4,5 mois 

9,5 mois 

(P < 0,001) 
(112) 

BSC 196 0 (0/83) 0 (0/113) 1,8 mois 1,9 mois 4,6 mois 4,8 mois  

Cétuximab 

+ FOLFIRI 
630 31,3 (67/214) 

57,3 

(181/316) 
7,4 mois 9,9 mois 16,2 mois 23,5 mois (113) 

FOLFIRI 533 
36,1 (66/183) 

(P = 0,34) 

39,7 

(143/360) 

(P < 0,0001) 

7,7 mois 

(P = 0,26) 

8,4 mois 

(P = 0,0012) 
16,7 mois 

20,0 mois 

(P 

=0,0094) 

 

Cétuximab 

+ FOLFOX 
159 33,8 (27/77) 57,3 (47/82) 5,5 mois 8,3 mois 13,4 mois 22,8 mois (114) 

FOLFOX 166 
52,5 (31/59) 

(P = 0,029) 

34 (33/97) 

 (P = 0,0027) 

8,6 mois 

(P= 0,015) 

7,2 mois 

(P = 0,0064) 
17,5 mois 

18,5 mois 

(P= 0,38) 
 

 

 

L’absence de mutation KRAS est donc un excellent marqueur prédictif de réponse aux 

anticorps anti-EGFR dans le cancer colorectal métastatique ; sa valeur prédictive positive est 

proche de 100%. En revanche, sa valeur prédictive négative est faible, de l’ordre de 50% 

(115). C’est pourquoi d’autres marqueurs prédictifs de réponse, complémentaires du statut 

KRAS sont en cours d’évaluation. 

Ces résultats ont conduit en 2008 à une modification de l’AMM du cétuximab et du 

panitumumab; la mise en évidence de l’absence de ces mutations est désormais requise avant 

toute prescription de l’une de ces deux molécules dans les cancers colorectaux métastatiques. 
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En ce qui concerne les patients atteints de cancer des voies aérodigestives supérieures, la 

recherche de ces mutations n’est pas effectuée en raison de leur faible prévalence (106). 

D’autres mutations du gène KRAS sont également décrites au niveau du codon 61 de l’exon 3 

et du codon 146 de l’exon 4 ; contrairement aux mutations décrites dans les codons 12 et 13 

de l’exon 2, ces mutations n’affectent pas l’activité GTP-asique de la protéine RAS mais 

augmente d’un facteur 10 (codon 61) et 1000 (codon 146) les échanges GDP-GTP in vitro 

(59, 116). La prévalence de ces mutations est cependant faible et leur implication dans la 

résistance clinique aux anticorps anti-EGFR, bien que probable, reste à confirmer (103, 117, 

118). 

 

RAF 

Tout comme RAS, la protéine RAF joue un rôle majeur dans la transduction du signal en aval 

d’EGFR. Il existe des mutations du gène codant la protéine RAF, notamment les mutations du 

gène BRAF. Les mutations des gènes KRAS et BRAF sont mutuellement exclusives (119).  

La fréquence des mutations du gène BRAF varie en fonction des tissus (66% dans les 

mélanomes, 40% dans les cancers de la thyroïde, 20% dans les cancers de l’ovaire, 8% dans 

les cancers colorectaux) (120, 121). Le rôle de la protéine RAF dans la carcinogenèse 

colorectale est établi et son rôle de « driver mutation » pourrait expliquer le caractère exclusif 

des mutations des gènes KRAS et BRAF (122). 

Plus de 30 mutations somatiques du gène BRAF ont été décrites (106). La mutation la plus 

fréquente de BRAF est la mutation BRAF V600E, qui représente plus de 90% des mutations. 

Cette mutation correspond à la substitution d’une valine en position 600 par un acide 

glutamique ; elle correspond donc à l’insertion d’un acide aminé chargé négativement au 

niveau du site de phosphorylation de la protéine RAF, ce qui mimerait la phosphorylation de 

la protéine en position 598 (121). La conséquence de cette mutation est l’expression d’une 

protéine RAF dont l’activité kinase est multipliée par 10 (122), entraînant ainsi l’activation 

constitutive de RAF, indépendamment de l’état d’activation de la protéine RAS (121). 

Plusieurs études ont mis en évidence l’implication des mutations BRAF V600E dans la 

résistance aux anticorps monoclonaux anti-EGFR (Figure 14) (109, 123).  
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En situation clinique, le rôle de la mutation BRAF V600E en tant que marqueur pronostique 

ou marqueur prédictif de réponse aux anticorps monoclonaux anti-EGFR reste controversé. 

Pour Normanno et al., la mutation BRAF V600E serait plutôt un marqueur de mauvais 

pronostique indépendamment du traitement, qu’il s’agisse d’un traitement par chimiothérapie 

en association ou non à un anti-EGFR. De plus, les auteurs soulignent l’absence d’études 

prospectives randomisées avec bras témoin dédiée à classer ce marqueur comme marqueur 

prédictif (124).  

 

Figure 14 : Les mutations des gènes KRAS et BRAF sont responsables d’un défaut de 
réponse au traitement par anticorps monoclonaux anti-EGFR. PR : Partial Response. 
SD : Stable Disease. PD : Progressive Disease. D’après (123). 

 

En revanche, les arguments de Siena et al. en faveur d’une utilisation de cette mutation 

comme marqueur prédictif de réponse aux anti-EGFR s’appuient sur les résultats de cinq 
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études cliniques rétrospectives : au cours de ces études, aucun des 38 patients atteints de 

cancer colorectal métastatique traité par cétuximab ou panitumumab et présentant une 

mutation BRAF V600E n’ont présenté de réponse objective au traitement par anti-EGFR 

(tableau 8) (125) ; de plus, la survie sans progression ainsi que la survie globale était 

également significativement plus faibles chez les patients porteurs d’une mutation BRAF 

V600E ; ces résultats sont confirmés par une méta analyse récente (120).  

 

Tableau 8 : Valeur prédictive négative de la mutation BRAF V600E. M: muté. 
NM: non muté. N: nombre de patients D’après (125). 

 
 

% Patients  

BRAF V600E M (N) 

% Réponse objective (n/N) 
Références 

BRAF V600E M BRAF V600E NM 

14% (11) 32% (22/69) 0% (0/11) (123) 

4% (5) 47% (52/111) 0% (0/5) (88) 

10% (9) 17% (14/83) 0% (0/9) (126) 

15% (13) 32% (24/74) 0% (0/13) (118) 
 

Global 

10% (38) 33% (112/342) 0% (0/38)  

 

A noter qu’un biomarqueur peut être à la fois pronostique et prédictif, ce qui pourrait être le 

cas de la mutation BRAF V600E (79). De plus, la difficulté pour obtenir un niveau de preuve 

suffisant nécessaire à l’utilisation de ce marqueur comme marqueur prédictif de réponse est 

probablement lié à la faible prévalence de cette mutation dans les cancers colorectaux 

métastatiques. 

 

I.5.2.2.2. Voie des PI3K/ATK 

Tout comme les effecteurs intracellulaires appartenant à la voie des RAS/RAFMAPK, les 

éléments impliqués dans la voie de signalisation des PI3K/AKT sont également impliqués 

dans les mécanismes de résistance aux anticorps anti-EGFR. L’activation constitutive de cette 

voie de signalisation peut résulter de divers mécanismes, tels que l’amplification du gène 
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codant la protéine PI3K, la surexpression de divers effecteurs de cette voie de signalisation 

tels que AKT et P70S6K, ou encore la perte d’expression de la phosphatase PTEN.  

 

PI3K  

Le gène PIK3CA codant la sous-unité catalytique p110 de PI3K est muté dans 10 à 18% des 

cancers colorectaux. Ces mutations surviennent habituellement sur les exons 9 et 20 (127). 

L’activation constitutive de PI3K peut également résulter d’une amplification du gène 

PI3KCA, en particulier dans les cancers des voies aérodigestives supérieures. Ces altérations 

ont pour conséquence une activité accrue de la transduction du signal via la voie des 

PI3K/AKT, mais également via la voie des RAS/RAF/MAPK (21).  

In vitro, l’association d’un inhibiteur de PI3K au géfitinib dans des lignées cellulaires 

résistantes au géfitinib permet de restaurer leur sensibilité (21). Ces résultats sont 

reproductibles dans des lignées cellulaires résistantes au cétuximab (128). 

A nouveau, les études cliniques évaluant la valeur prédictive des mutations de PIK3CA sont 

contradictoires (tableau 9), bien que dans leur ensemble en faveur d’une valeur prédictive de 

réponse, de survie sans progression ou de survie globale chez les patients traités par 

cétuximab ou panitumumab.  

 

Tableau 9 : Fréquence des mutations PIK3CA chez des patients atteints de cancer colorectal 

métastatique. D’après (17). 

Pourcentage de mutations N  Impact clinique Références 

7 % 30 Non (90) 

6 % 30 Non (89) 

18 % 450 Survie globale (129) 

13,6 % 110 Survie sans progression (130) 

13 % 32 Taux de réponse (131) 
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Cependant la prévalence de ces mutations est faible. Ceci pourrait expliquer pourquoi les 

résultats obtenus dans des populations de faible effectif sont non significatifs. De plus, les 

mutations de PIK3CA et des gènes KRAS, BRAF et PTEN ne sont pas mutuellement 

exclusives (Figure 15), ce qui rend délicate l’interprétation des résultats obtenus dans ces 

études. La validation éventuelle de ce paramètre pour une prise en compte dans la pratique 

clinique nécessitera donc une phase de validation sur de larges cohortes de patients (127). 

Cependant, bien que la valeur prédictive de ces mutations est probable, sa puissance devrait 

rester inférieure à celles des mutations KRAS et BRAF (127). 

 

Figure 15 : Représentation graphique d’une cohorte de 100 patients atteints de 
cancer colorectal traités par cétuximab ou panitumumab. Fréquence d’expression des 
mutations KRAS, BRAF V600E, et PIK3CA et fréquence de la perte d’expression de 
la protéine PTEN. D’après (127). 

 

 

PTEN 

Dans la majorité des cancers humains, les altérations génétiques de PTEN sont somatiques. 

Les altérations observées sont essentiellement des mutations non-sens, des mutations faux 

sens et des mutations responsables d’une altération du cadre de lecture : délétions, insertions 

ou mutations du site d’épissage. Il existe également des réarrangements chromosomiques 
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ainsi que des amplifications géniques. PTEN peut également être inactivé par des modulations 

épigénétiques (127). 

PTEN est muté dans divers types de cancers dont les cancers de prostate (132-134), les 

mélanomes (135, 136) et les lymphomes (137). Dans le cas des cancers du sein, les mutations 

somatiques sont associées à la progression de la tumeur et non à son initiation (138). Des 

anomalies structurales de la protéine PTEN sont présentes dans 37% des tumeurs primaires de 

cancers colorectaux (139). 

L’implication de PTEN dans la réponse à diverses thérapies ciblées anti-HER a été largement 

décrite in vitro. Plusieurs études réalisées sur des modèles cellulaires délétés pour PTEN 

résistants au cétuximab au panitumumab, ou encore au trastuzumab mettent en évidence une 

restauration de la sensibilité de ces lignées par transfection de PTEN. De même, d’autres 

études ont mis en évidence une variation de la sensibilité de différentes lignées de cancer du 

poumon au géfitinib en fonction de la présence ou de la perte d’expression de PTEN (21).  

 

La transposition de ces résultats en pratique clinique reste difficile. Lors d’une étude réalisée 

chez 27 patients atteints de cancer colorectal métastatique traités par cétuximab, parmi les 11 

patients présentant une perte d’expression de PTEN, aucun bénéfice du traitement par 

cétuximab n’était mis en évidence (92).  

 

Une autre étude a été réalisée chez 173 patients atteints de cancer colorectal métastatique et 

traités par cétuximab ou panitumumab (88). Dans cette étude, parmi les 116 patients non 

porteurs de mutation KRAS, l’étude de l’expression de PTEN en immunohistochimie mettait 

en évidence une différence de survie globale entre les patients exprimant PTEN et les patients 

présentant une perte de l’expression de PTEN, mais aucun lien avec la survie sans progression 

et les taux de réponse n’était mis en évidence.  

 

Une étude plus récente a été réalisée chez 112 patients atteints de cancer colorectal 

métastatique traités par cétuximab. L’étude de l’expression de PTEN en immunohistochimie 

n’a pas mis en évidence de différence significative en termes de survie sans progression ou de 

survie globale entre les patients dont la tumeur exprimait normalement ou faiblement PTEN 

(140).  

 

Comme dans le cas des études évaluant la valeur prédictive de l’expression d’EGFR, se 

posent ici des limites techniques. Là encore les anticorps de marquage de PTEN utilisés sont 
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variables d’une étude à l’autre, et l’attribution d’un score représentatif de l’intensité de 

marquage dépend, selon les études, du marquage cytoplasmique et/ou nucléaire, et d’un 

pourcentage variable de cellules marquées. Ces limitations techniques pourraient être à 

l’origine de ces discordances entre les différentes études cliniques. Ces discordances se 

retrouvent également dans les études sur la valeur prédictive de PTEN dans la réponse aux 

anti-HER2 dans les cancers du sein (17, 140-142). 
 

I.5.2.3. Activation de récepteurs et voies de signalisation alternatifs  

Plusieurs études ont démontré que le blocage d’EGFR peut entraîner une activation des 

mêmes fonctions cellulaires par d’autres récepteurs à activité tyrosine kinase, tels que IGF1R, 

VEGFR, PDGFR ou encore c-MET activant ainsi des voies de signalisation redondantes (143-

145).  

Tout comme EGFR, IGF1R est responsable de l’activation des voies des PI3K/AKT et 

RAS/RAF/MAPK. IGF1R est surexprimé dans de nombreux cancers. Son implication dans la 

résistance au cétuximab et aux inhibiteurs de tyrosine kinase anti-EGFR a été démontrée dans 

diverses lignées cellulaires in vitro. Dans plusieurs études cliniques réalisées chez des patients 

atteints de cancer colorectal métastatique, la surexpression d'IGF1R ou la présence de 

polymorphisme a pu être mis en relation avec une augmentation des taux de réponse au 

cétuximab, ainsi qu'une augmentation de la survie sans progression et de la survie globale 

(144, 145). Actuellement, le ciblage simultané d'IGF1R et EGFR semble être une approche 

thérapeutique intéressante (146).  

 

I.5.2.4. Autres marqueurs 

P53 

Les mutations du gène suppresseur de tumeurs P53 pourraient également être prédictives de la 

sensibilité au cétuximab. Les mutations de P53 comptent parmi les plus fréquentes dans la 

plupart des types tumoraux. Dans une étude récente, la présence de mutations de P53 était 

significativement associée à des taux de réponse plus élevés au cétuximab chez des patients 

atteints de cancer colorectal métastatique (147).  
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Amphirégulines et épirégulines 

L'affinité de l'épiréguline pour EGFR et HER4 est plus faible que celle de l'EGF. En 

revanche, contrairement à l'EGF, sa fixation entraîne un état d'activation prolongé du 

récepteur. Une élévation des niveaux d'expression de l'épiréguline et de l'amphiréguline 

pourrait jouer un rôle important dans la croissance et la survie tumorales par stimulation 

autocrine d'EGFR (98). Plusieurs études réalisées chez des patients atteints de cancer 

colorectal métastatique suggèrent un lien entre des niveaux d'expression de l'épiréguline et de 

l'amphiréguline élevés et l'absence de réponse clinique au cétuximab. Les résultats sont 

similaires en termes de survie sans progression et de survie globale (98, 148). 

 

Il existe également des paramètres non dépendant des caractéristiques tumorales, dépendantes 

des caractéristiques propres au patient, et qui représentent des candidats potentiels comme 

marqueurs prédictifs de réponse aux anti-EGFR. 

 

ADCC et polymorphisme des gènes FcγRIIa et FcγRIIIa 

Les récepteurs de la portion Fc des immunoglobulines sont des récepteurs de surface pour les 

IgG situés sur les cellules immunes effectrices (natural killers et macrophages). Ces 

récepteurs joueraient un rôle dans l'ADCC, qui ferait partie des mécanismes d'action 

secondaires des anticorps monoclonaux de type IgG1, tels que le cétuximab et le trastuzumab 

(149). Bien que le panitumumab soit une IgG2, ce phénomène d'ADCC a été décrit 

récemment dans les cancers des voies aérodigestives supérieures, à des concentrations 

analogues à des doses thérapeutiques (150). Le polymorphisme des gènes codant ces 

récepteurs, FcγRIIa et FcγRIIIa, peut faire varier l'affinité des récepteurs pour les IgG. Ainsi, 

il a été démontré que les génotypes FcγRIIa-131HH et FcγRIIIa-158VV pouvaient avoir un 

impact sur la survie sans progression chez des patients traités par cétuximab atteints de cancer 

colorectal métastatique (71). Ces résultats ont été confirmés dans une étude récente (151). 
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Angiogenèse   

Dans les cellules tumorales, EGFR contrôle partiellement la production de certains facteurs 

pro-angiogéniques, dont la production de VEGF. L’inhibition d’EGFR a pour conséquence 

une inhibition de l’angiogenèse médiée par le VEGF ainsi que de nombreux médiateurs de 

l’angiogenèse (21). L’induction de résistance à des anticorps monoclonaux, dont le 

cétuximab, ou encore à des inhibiteurs de tyrosine kinase, par injections itératives à des souris 

xénogreffées a permis de mettre en évidence une augmentation des niveaux d’expression du 

VEGF associée à une augmentation de l’angiogenèse (74, 152), sans modification majeure 

des niveaux d’expression d’autres protéines telles que EGFR, p53, MDM2 et AKT. Cette 

augmentation des niveaux d’expression de VEGF pourrait être responsable d’une résistance 

au cétuximab chez l’homme (153).  

 

Rash acnéiforme 

Le rash acnéiforme est un effet indésirable commun à toutes les thérapies ciblées anti-EGFR. 

Ces éruptions acnéiformes atteignent régions séborrhéiques de manière dose- et individu-

dépendante, et surviennent chez plus de 90% des patients dans le cas du cétuximab et du 

panitumumab. Cet effet résulte du blocage d'EGFR au niveau des kératinocytes, des cellules 

épithéliales des glandes sébacées et des follicules pileux. Plusieurs études ont démontré que 

ce paramètre est un facteur de réponse aux anti-EGFR chez les patients atteints de cancer 

colorectal métastatique (Figure 16) (44, 81, 153-155). Cependant, l'apparition de toxicité 

cutanée de grades 3 et 4 est observée dans moins de 5% des cas. L'étude Everest évaluait 

l'efficacité du cétuximab en escalade de dose jusqu'à apparition d'une toxicité cutanée et 

suggérait également une relation effet-dose du cetuximab. En effet, dans le bras escalade de 

dose, la réponse tumorale était supérieure au bras témoin (30 versus 13 %) ainsi que la survie 

sans progression (4,8 versus 3,9 mois) (156). Cependant, la sensibilité et la spécificité de ce 

paramètre ne sembleraient pas suffisantes pour l'utiliser en pratique clinique (154). De plus, la 

proportion de patients présentant une toxicité cutanée de grade 3 ou 4 est faible. Un dernier 

inconvénient de ce marqueur est le fait qu'il n'est évaluable qu'a posteriori. 
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Figure 16 : Taux de réponse (A) et survie globale (B) en fonction de la toxicité cutanée 

des anti-EGFR. D'après (157). 

 

La recherche sur les biomarqueurs est en plein essor. Cependant, si le nombre de publications 

sur ce sujet est en constante augmentation, le nombre de biomarqueurs validés par la FDA 

chaque année diminue (158). En effet la méthodologie de mise en évidence puis de validation 

d’un biomarqueur est délicate et nécessite une approche particulière et le design d’essais 

cliniques spécifiques et adaptés (78, 159-161).  

Les techniques en -omics, c'est-à-dire l’étude du génome, du transcriptome ainsi que du 

protéome, sont en pleine révolution technologique, ceci permettant leur mise à disposition en 

A 

B 
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pratique clinique (qualitativement parlant mais également en terme de coût). Les applications 

potentielles pour la recherche de biomarqueurs sont nombreuses. 

La génomique est considérée comme l’approche la plus fiable et présente des qualités de 

robustesse, de sensibilité et de spécificité difficilement égalables. Ces approches ont démontré 

leur intérêt manifeste.  

 

Cependant, si au cours de l’oncogenèse l’acquisition des caractéristiques des cellules 

tumorales résulte de l’accumulation de nombreuses altérations génétiques (activation de 

proto-oncogènes ou inactivation de suppresseurs de tumeurs et des mécanismes de réparation 

de l’ADN), un inventaire précis de l’état des mutations à un instant donné ne peut rendre 

compte de la complexité de la cellule tumorale, et ceci pour deux raisons essentielles. D’une 

part de nombreuses altérations génétiques résultent de l’instabilité du génome et font partie 

des caractéristiques de la cellule tumorale, mais n’influencent en rien le phénotype tumoral. 

D’autre part il est nécessaire de considérer les modulations épigénétiques et les différents 

facteurs responsables des variations d’expression des ARNm ; de même l’expression des 

ARNm ne corrèle pas nécessairement au niveau d’expression des protéines, ni aux 

modifications post traductionnelles telles que la phosphorylation (158, 162). L’approche que 

nous allons proposer tente de tenir compte de ce constat. Nous verrons cependant que les 

approches de protéomique présentent de nombreuses limites techniques.  
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OBJECTIF DU TRAVAIL 

 
 
L’étude des récepteurs HER (Human Epidermal growth factor Receptor) a conduit à une 

meilleure compréhension des mécanismes inhérents à la carcinogénèse ainsi qu’au 

développement des thérapeutiques ciblées. L’émergence de ces thérapies ciblées représente un 

progrès important en cancérologie. Leur efficacité, leur faible toxicité, en font des 

médicaments de choix dans la prise en charge de nombreuses pathologies cancéreuses.  

 

L’efficacité des thérapies ciblées est limitée à des populations restreintes pour lesquelles les 

critères prédictifs de réponse à ces traitements restent à préciser ou à définir selon les cas. A 

terme, les décisions thérapeutiques seront prises à l’aide des profils moléculaires tumoraux, 

complémentaires des caractéristiques cliniques et anatomopathologiques. Cette approche 

devrait permettre aux cliniciens de personnaliser les traitements et donc de dispenser des 

traitements a priori plus efficaces et moins toxiques.  

 

La fonctionnalité de la signalisation en aval des récepteurs HER est impliquée dans les 

phénomènes de résistance aux thérapies ciblées anti-HER. Le but de ce travail est dans un 

premier temps d’évaluer les conséquences d’anomalies de signalisation en aval des récepteurs 

HER sur la réponse cellulaire aux anti-EGFR. Ce travail sur modèle cellulaire est destiné à 

évaluer l’impact de perturbations de la fonctionnalité des voies de signalisation (voie des 

RAS/RAF/MAPK et voie des PI3K/AKT) en aval des récepteurs HER et leur implication 

dans la réponse cellulaire au cétuximab.  

 

Une seconde partie de ce travail est destinée à l’évaluation technique de méthodes de 

génotypage et de méthodes d’évaluation de la fonctionnalité des voies de signalisation en aval 

des récepteurs HER. Dans un premier temps, nous comparons trois techniques de génotypage 

KRAS utilisées en pratique clinique (PCR TaqMan, HRM et PCR RFLP).  

 

Puis, sur la base d’essais réalisés en BioPlex®, les niveaux d’expression des phosphoprotéines 

de signalisation de la voie des RAS/RAF/MAPK et des PI3K/AKT sont évalués puis 

comparés à une technique de référence. La qualité intrinsèque de la méthode est également 

évaluée conformément aux recommandations de la FDA. Cette étape, réalisée sur lignées 
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cellulaires et sur échantillons de tumeurs, est un pré requis nécessaire à la transposition 

clinique de ces résultats. 

 

Enfin la dernière partie de ce travail porte sur la transposition clinique de ces résultats. Les 

niveaux d’expression des phosphoprotéines de signalisation appartenant à la voie des 

RAS/RAF/MAPK et des PI3K/AKT sont évalués par BioPlex® sur des échantillons tumoraux 

de patients atteints de cancer colorectal métastatique et traités par cétuximab ou 

panitumumab. Nous verrons que cette étape nécessite une approche multidimensionnelle pour 

l’évaluation globale de la fonctionnalité de la signalisation en aval des récepteurs HER. 
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CHAPITRE II 
 

 

Influence de la fonctionnalité de PTEN et de P53  

sur la réponse cellulaire au cétuximab 
 
 

Bouali S, Chrétien AS, Ramacci C, Rouyer M, Marchal S, Galenne T, Juin P, Becuwe P, 
Merlin JL. 
 
Cancer Gene Ther. 2009 Jun;16(6):498-507 
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Résumé 
 

Introduction :  

Le cétuximab (Erbitux®) est un anticorps monoclonal chimérique de la classe des IgG, dirigé 

contre le domaine extracellulaire du récepteur à l’EGF. Les données bibliographiques 

suggèrent que son mécanisme d’action est fortement lié à la fonctionnalité des voies de 

signalisation de PI3K/AKT et des MAPK. Notre projet a pour but d’évaluer l’influence de la 

fonctionnalité des protéines PTEN et P53 sur la survie cellulaire et sur l’activité du 

cétuximab. Les essais ont été réalisés in vitro sur une lignée cellulaire d’adénocarcinome 

prostatique humain (PC3) porteuse de mutations des gènes PTEN et P53.  

 

L’objectif de ce travail est d’évaluer l’impact de la restauration de l’expression des protéines 

PTEN et P53 par transfert de gène sur la réponse cellulaire au cétuximab (signalisation, 

cytotoxicité, apoptose). 

 

Matériels et méthodes :  

Les gènes PTEN et P53 sont transfectés par un vecteur non viral, le polyéthylèneimine. Le 

potentiel cytotoxique du cétuximab, seul ou combiné au transfert de gène, est évalué par essai 

de cytotoxicité au MTT. L’induction d’apoptose est ensuite détectée par évaluation de la 

fragmentation de l’ADN et de l’expression de la caspase-3 active, ainsi que par l’expression 

de la protéine pro-apoptotique Bax. Les variations de fonctionnalité des voies de signalisation 

ont été évaluées par la mesure de l’expression des phospho-protéines de signalisation, 

parallèlement par Western blot et par Bioplex® phosphoprotein array. 

 

Résultats :  

La transfection des gènes suppresseurs de tumeur PTEN et P53 produit des quantités 

suffisantes de protéines PTEN et P53 pour restaurer l’inhibition de croissance et l’induction 

d’apoptose dans la lignée PC3 de cancer de la prostate exposée au cétuximab. Le co-transfert 

de PTEN et P53 est synergique en terme d’inhibition de croissance et d’induction d’apoptose. 

La restauration de PTEN et de P53 associée au cétuximab diminue significativement 

l’expression de pAKT et pERK1/2 et de ce fait potentialise l’inhibition de croissance et 

l’induction d’apoptose. 
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Conclusion :  

Ces données mettent en évidence l’intérêt de la détermination des niveaux d’expression des 

phospho-protéines de signalisation pour évaluer la fonctionnalité des voies de signalisation 

dans la réponse au cétuximab. Ces résultats suggèrent que la fonctionnalité des voies de 

signalisation en aval de l’EGFR pourrait être proposée comme marqueur prédictif de la 

réponse aux thérapies ciblées anti-EGFR.  
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CHAPITRE III 
 

 

Validation d’une méthode de caractérisation de la signalisation en aval des 

récepteurs à tyrosine kinase par phosphoprotein array  

dans le cancer du sein. 
 

Chrétien AS*, Chergui F*, Bouali S, Ramacci C, Rouyer M, Bastogne T, Genin P, Leroux A, 

Merlin JL. 

* Contributed equally to the paper. 
 
 
Clin Chem. 2009 Jul;55(7):1327-36. 
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Résumé 

 

Introduction 

La démarche d’évaluation lors de la mise en place d’une technique destinée à la recherche de 

biomarqueur doit se superposer à celle utilisée lors du développement de tout examen 

diagnostique, et se décompose en 5 niveaux. Le premier niveau doit évaluer la qualité 

intrinsèque de la méthode analytique : l’examen doit présenter les qualités techniques 

nécessaires pour fournir une information valide en termes de précision, d’exactitude et de 

limite de détection. Le second doit évaluer son apport informationnel en évaluant les 

sensibilité, spécificité et valeurs prédictives positives et négatives, ainsi que les valeurs seuils. 

Le 3ème niveau doit permettre d’élaborer des arbres de décision en pratique clinique. Enfin les 

4ème et 5ème niveaux doivent évaluer les notions d’efficacité et d’utilité au sens de l’OMS.  

 

Ce travail se situe dans cette démarche et a pour but de valider une méthode de détection des 

phosphoprotéines de signalisation en aval des récepteurs HER par BioPlex® Phosphoprotein 

Array (BPA), et permet de comparer le BPA au Western Blot, considéré comme « gold 

standard ». 

 

Matériels et méthodes 

Les analyses des niveaux d’expression des phosphoprotéines de signalisation appartenant à la 

voie des PI3K/AKT (pAKT, pP70S6K, pGSK3β) et à la voie des RAS/RAF/MAPK 

(pERK1/2, pMEK1) ainsi que pP38MAPK et pEGFR sont évalués en multiplex par BPA dans 

une lignée cellulaire de cancer du sein (MCF7) ainsi que dans 49 échantillons congelés de 

cancer du sein. Les résultats obtenus sont comparés avec les niveaux d’expression évalués en 

Western Blot. La validation de l’essai par BPA est réalisée conformément aux 

recommandations de la FDA. 

 

Résultats 

La régression linéaire réalisée sur les résultats obtenus par BPA et Western Blot met en 

évidence des corrélations fortes entre les deux techniques, avec des coefficients de 

corrélations compris entre 0.71 et 0.87 (P<0,001). D’après la représentation de Bland-Altman, 

moins de 5% des valeurs sont comprises en dehors des limites de concordance pour toutes les 

phosphoprotéines étudiées, permettant de mettre en évidence l’interchangeabilité des deux 

techniques. L’évaluation des niveaux d’expression des phosphoprotéines sur échantillons de 
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cancer du sein souligne l’importante variabilité interindividuelle de la fonctionnalité de la 

signalisation en aval des récepteurs HER.  

 

Conclusion 

Ces résultats valident l’utilisation de la détection des phosphoprotéines de signalisation en 

aval des récepteurs HER en multiplex par BPA sur échantillons cliniques de tumeurs 

humaines. Cette approche permet l’évaluation de la fonctionnalité des voies de signalisation 

en aval des récepteurs HER et pourraient trouver des applications dans la recherche de 

marqueurs pronostiques ou prédictifs de réponse aux thérapies ciblées. 
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CHAPITRE IV 
 
 

Optimisation de la procédure de génotypage KRAS pour la prescription rationnelle et 

individualisée des thérapies ciblées en première ligne 

dans le cancer colorectal métastatique (CCRm) 

 

 
Chrétien AS, Harlé A, Meyer-Lefebvre M, Rouyer M, Husson M, Ramacci C, Leroux A, 

Genin P, Merlin JL. 

 
 
Human mutation (En cours de soumission) 
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Résumé 

 

Introduction :  

La recherche de mutation du gène KRAS représente la première étape de l’individualisation 

des prises en charge thérapeutiques en fonction des caractéristiques de chaque patient. Le 

génotypage de KRAS est obligatoire pour envisager la prescription d’anticorps monoclonaux 

anti-EGFR dans les cancers colorectaux métastatiques. La plateforme régionale lorraine de 

phénotypage KRAS réalise en routine environ 700 analyses par an. Afin d’optimiser la qualité 

des analyses et de réduire les délais de réponse, plusieurs approches techniques sont 

envisagées. 

 

Patients et Méthodes : 

Cette étude rapporte une analyse comparative de trois techniques : la PCR-RFLP (Polymérase 

Chain Reaction Restriction Fragment Length Polymorphism), la PCR-Taqman et l’HRM 

(High Resolution Melting). Entre Janvier 2008 et Décembre 2009, 790 échantillons de cancer 

colorectal métastatique (CCRm) ont été analysés en routine en vue d’une prescription 

d’anticorps anti-EGFR. Les échantillons emparaffinés ont été transmis par les 

anatomopathologistes de la région lorraine suite à une demande de génotypage KRAS émanant 

d’oncologues. Les prélèvements reçus sont dans un premier temps macrodisséqués après 

lecture d’une lame colorée à l’hématoxiline-éosine par un pathologiste par afin d’assurer un 

contenu minimal de 20% de cellules tumorales. L’extraction d’ADN est ensuite réalisée. La 

recherche de mutation du gène KRAS réalisée sur les codons 12 et 13 de l’exon 2 par PCR-

RFLP, PCR TaqMan et par HRM. 

  

Résultats :  

Parmi les 790 prélèvements analysés, 2.8% des échantillons présentaient une dégradation 

importante de l’ADN et n’ont pu être génotypés. Les mutations de KRAS ont été détectées 

dans 40,6% (310/768) des échantillons analysables. 82% des mutations étaient localisées dans 

le codon 12 et 18% dans le codon 13. Une excellente corrélation est observée entre les trois 

techniques. Cependant, parmi les 549 échantillons pour lesquels les trois techniques ont été 

utilisées, 15 cas de discordance ont été mis en évidence. Dans ces cas, la totalité de la 

procédure (depuis l’extraction d’ADN) a été répétée. 47% des discordances étaient 

attribuables à la PCR-RFLP, 36% à la PCR TaqMan, et 18% à HRM. 



81 

 

Les techniques les plus rapides sont les techniques PCR-Taqman et HRM, la PCR-RFLP 

nécessitant une double digestion enzymatique longue. A terme, la technique HRM pourrait 

constituer une technique de screening permettant d’identifier rapidement les échantillons 

porteurs de mutations, la technique PCR-Taqman permettant de confirmer ces résultats et 

d’identifier la mutation. 

 

Conclusion :  

Les résultats obtenus montrent une excellente corrélation entre les 3 techniques utilisées. Leur 

utilisation en routine diagnostique est validée et permet de disposer de méthodes 

complémentaires qui garantissent un haut niveau de qualité de diagnostique moléculaire. 
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ABSTRACT 

Background: KRAS mutation detection represents a first step towards individualized therapy 

and has become a crucial issue in mCRC. The optimization of KRAS mutation detection delay 

enabling rational prescription of first line treatment in metastatic colorectal cancer (mCRC) 

including anti-EGFR targeted therapy requires robust and rapid molecular biology techniques.  

Methods: Between jan-2008 and dec-2009, 790 mCRC have been analyzed for KRAS 

mutations. Following prescription of KRAS mutation detection by medical oncologists, the 

tumor specimens were collected from private and academic pathologists, as paraffin-

embedded tissue specimens, and macrodissected after hematoxylin-eosin slide analysis by a 

pathologist to ensure a minimum of 20% tumor tissue content. DNA was then extracted and 

controlled. Routine KRAS mutation detection, restricted to exon 2 mutations in codon 12 and 

13, was performed using three molecular biology techniques i.e. high resolution melting (59), 

PCR-RFLP and allelic discrimination PCR (TaqMan PCR).  

Results: Among the 790 tumor specimens, 2.8% (22/790) had excessive DNA degradation 

and could not be analyzed. KRAS mutations were detected in 40.6% (310/768) of the 

analysable specimens with 82.3% (255/310) of the mutations being located in codon 12 and 

18% (55/310) in codon 13. Among 549 specimens in whom all three techniques were used, 15 

(2.7%) cases of discordance between the three techniques were observed. In these discordant 

cases, the whole procedure (from DNA extraction) was systematically repeated. 47% of the 

discordances were due to PCR-RFLP, as revealed by a second analysis of the same sample, 

36% to TaqMan PCR, 18% to HRM. From these results, in order to reduce the duration of 

KRAS mutation detection, HRM and TaqMan PCR are used as mutation detection techniques 

and PCR-RFLP only used in cases of discordance, helping to optimize the mutation detection 

delay that is a crucial point for the prescription of first line treatment in mCRC. Optimisation 
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of the routine procedure consisted of proceeding to systematic KRAS detection using HRM 

and TaqMan PCR and PCR-RFLP in case of discordance, and allowed significant decrease in 

delays. 

Conclusions: The results obtained show an excellent correlation between the three techniques 

used. Using HRM and TaqMan PCR warrants high quality and rapid routine KRAS mutation 

detection in paraffin-embedded tumor specimens. Optimized routine KRAS mutation detection 

procedure consists of screening mutations with HRM and identification with TaqMan PCR, 

and using PCR-RFLP in case of discordance. This procedure allowed a significant decrease in 

delays for reporting results, enabling rational prescription of first line targeted therapy in 

mCRC. 
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INTRODUCTION 

Colorectal cancer (CRC) is the second most common cause of cancer and at least one million 

new cases are diagnosed every year (163). The World Health Organization estimates that 

639 000 people die every year from clinical complications and metastasis of CRC(164). 

The standard treatment for metastatic colorectal cancer (mCRC) consists in the administration 

of the combination of different drugs such as 5-fluorouracil (5-FU), leucovorin (LV) and 

oxaliplatin or 5-FU, LV and irinotecan. Targeted therapy agents such as bevacizumab 

(Avastin®), and cetuximab (Erbitux®) in first line and panitumumab (Vectibix®) in recurrent 

mCRC can now be used and improve the progression free survival of the patients. 

Bevacizumab is a humanized monoclonal antibody directed against vascular endothelial 

growth factor (VEGF) (165). Several studies have reported benefits in tumor response rate 

(RR) and progression free survival (PFS) when bevacizumab was added to chemotherapy as 

5-FU and LV, or LV/5-FU/oxaliplatin (FOLFOX) or LV/5-FU/irinotecan (FOLFIRI) (166). 

Serious side effects have been observed with this molecule such as bowel perforation and 

severe bleeding or arterial embolic events (166), which limits its prescription. 

Cetuximab, a chimeric IgG1 immunoglobulin, has been the first epidermal growth factor 

receptor (EGFR) inhibitor approved for the treatment of mCRC (166). The OPUS (FOLFOX 

4 +/- cetuximab) and the CRYSTAL (FOLFIRI +/- cetuximab) trials have shown benefits for 

the patients with wild KRAS status for the cetuximab arms. In the OPUS and further trials, the 

RR was significantly higher for patients with wild-type KRAS in the FOLFOX 4 + cetuximab 

arm (61% vs. 37%; odds ratio = 2.54; P = 0.011) (114, 167). In the CRYSTAL trial, PFS was 

significantly longer for group with FOLFIRI + cetuximab (8.9 vs 8 months) and RR was 

significantly increased too (46.9% vs. 38.7%, P = 0.005). Adverse effects of cetuximab are 

limited to skin reactions, perionyxis and diarrhea (168). 
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Panitumumab is a fully human recombinant IgG2 monoclonal antibody which binds 

specifically and with high affinity to the extracellular domain of EGFR (169). Panitumumab 

has been first approved in monotherapy. In a phase III trial with 463 patients with EGFR-

positive mCRC resistant to fluoropyrimidines, oxaliplatin and irinotecan, panitumumab plus 

best supportive care (170) was compared to BSC alone (171). In the panitumumab plus BSC 

arm, the RR was 10% vs 0% in the BSC alone arm (p < 0.001). The PRIME study 

investigated panitumumab plus FOLFOX 4 vs FOLFOX 4 alone as first-line treatment in 

mCRC patients. For wild-type KRAS, median PFS was 9.6 months for the arm with 

panitumumab and 8.0 months for FOLFOX 4 alone arm; median overall survival (OS) was 

23.9 vs 19.7 months (172). Another phase III trial compared panitumumab plus FOLFIRI to 

FOLFIRI alone (173). For wild-type KRAS, median PFS was 5.9 months for the panitumumab 

plus FOLFIRI arm and 3.9 months for the FOLFIRI alone arm; median OS was 14.5 vs 12.5 

months. As cetuximab, panitumumab is sometimes associated to serious adverse effects such 

as dermatological or ocular toxicities, hypomagnesaemia, diarrhea or infusion reaction (174). 

The anti-EGFR monoclonal antibodies, cetuximab (Erbitux®) and panitumumab (Vectibix®) 

can be used, depending of the patient’s KRAS status. It has been shown by several studies that 

KRAS mutations are a predictor of resistance to cetuximab or panitumumab therapies (86, 88, 

90, 92, 98, 108-111, 115, 175, 176), which justifies that the use of cetuximab and 

panitumumab should be restricted for patients with wild-type KRAS tumor, according to the 

FDA and EMEA authorizations. About 35-40% of CRC carry mutations in this gene which 

occur early in colorectal carcinogenesis (104, 105). KRAS mutations cause RAS protein 

accumulation in an active state through intrinsic GTPase activity inhibition, which leads to the 

constitutive activation of the RAS/RAF/MAPK signalling pathway (103). Most of the KRAS 

mutations in colorectal cancer are located in exon 2 codon 12 and 13, and more rarely in 

codon 61 and 146 (117). 
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Although the EGFR signalling pathway is thought to play a central role in proliferation and 

malignant transformation, no correlation has been shown between EGFR expression and 

response to treatment. Furthermore, EGFR mutations are rare (<1%) in colorectal cancer 

(176) and had no influence on anti-EGFR response in mCRC and therefore cannot be used to 

predict the clinical response to anti-EGFR monoclonal antibodies. Based on this, it is now 

mandatory to use KRAS testing for the optimal selection of patients with mCRC likely to 

benefit from anti-EGFR monoclonal antibodies (177) and to avoid unworthy toxicities. 

The introduction of targeted therapies i.e. anti-VEGF and anti-EGFR monoclonal antibodies, 

have substantially enriched the therapeutic options in mCRC and long term survival (>48 

months) can now be achieved in approximately one third of the patients (178). In addition, 

improvement of the rate of resectability of metastases after conversion chemotherapy results 

in cure for numerous patients (179). Therefore, the selection of first line therapy in mCRC is 

crucial and must be individualized according to the treatment strategy, the patient tumor 

biology and the toxicity associated with each therapeutic option. As far as the tumor biology 

is concerned, the main difference between anti-VEGF and anti-EGFR introduction in first line 

therapy is actually the health authorities regulatory restriction of the prescription of the anti-

EGFR monoclonal antibody cetuximab to wild type KRAS tumor patients. Until now, no 

molecular diagnostic has been required for the prescription of the anti-VEGF monoclonal 

antibody bevacizumab. Based on this, routine KRAS mutation detection plays a major role and 

it is obvious that the choice between these two first lines therapeutic options must be made by 

the oncologists in relation with the patients’ need in a rationale way i.e. with all decision 

making data being available, and not by default because KRAS mutation detection results are 

not available at the time of initiation of the first line therapy.  
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Although mandatory, there is no standardized method for KRAS mutation testing. Sequencing 

is often considered as the “gold standard” but has been reported to suffer from a lack of 

specificity and sensitivity (180), justifying extensive evaluation of alternative techniques for 

routine KRAS detection analysis.  

The aim of this study conducted in Alexis Vautrin Cancer center, was to establish a rapid, 

robust and sensitive KRAS mutations determination routine procedure in order to provide 

reliable results to the oncologists with the shortest delay, contributing to the best care 

providing to the patients. Some hypotheses regarding the quality on the tumour tissue 

specimens are also discussed. Thus we compared High Resolution Melting (59) analysis, 

Polymerase Chain Reaction Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR RFLP) and 

TaqMan PCR techniques for determination of KRAS mutations, then we crossed our data with 

the literature and we finally evaluate the impact of the techniques on the delay between 

analysis prescription by the oncologist and the result reporting. 
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PATIENTS AND METHODS 

 

Study population 

A total of 790 paraffin-embedded biopsies and resection specimens have been collected from 

academic and private pathology laboratories for routine KRAS status assessment in the Alexis 

Vautrin Cancer Center from january 2008 to december 2009. Of the 790 samples, 682 were 

from colorectal primitive tumors (86.3%) and 97 from metastatic site (12.3%). This 

information was not available for 11 samples. The sex ratio M/F was 1.43 and the median age 

was 65.1 years. 

 

DNA extraction 

Tumor specimens were macrodissected after hematoxylin-eosin slide analysis by a pathologist 

to ensure a minimum of 20% tumor tissue content as recommended by Bibeau et al. (181) 

(Fig.1). Five 10µm-thick serial sections were cut from each paraffin block and collected in 

Eppendorf® vials. DNA isolation was performed using the QIAamp DNA FFPE tissue kit 

(Qiagen, Courtaboeuf, France) protocol. Briefly, paraffin was removed by extraction with 

toluene and centrifuged. The pellet was then washed with ethanol, centrifuged and 

resuspended with 180µL of tissue lysis buffer (buffer ATL, Qiagen) and 20µL of proteinase 

K. The sample was gently mixed, incubated at 56°C for 1h and 90°C for 1h under agitation. 

DNA was extracted with MinElute Columns (Qiagen) according to the manufacturer’s 

recommendations. The nucleic acids were eluted in a volume of 100µL and diluted to have a 

final concentration of 20ng/µL. DNA extracts from cell lines bearing G12S (A549), G12V 

(SW620) and G13D (LoVo) KRAS mutations as well as anonymous DNA from patients with 

G12R, G12C, G12D and G12A mutations were used as positive controls. DNA extracted 

from WiDr cell line was used as wild type negative control. 
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TaqMan PCR 

The presence of the 7 most common KRAS mutations in mCRC (codon 12: G12D, G12V, 

G12C, G12S, G12A, G12R; codon 13: G13D) was determined by TaqMan allelic 

discrimination assay according to Lievre et al. (86). Specific probes for each allele (mutated 

and nonmutated alleles) were labelled respectively with the fluorescence reporter dyes FAM 

and VIC at their 5’-end. Reactions were performed in 5µL comprising 20ng of DNA using 

384 well plates (Roche Diagnostics, Meylan, France), specific primers and probes, and 

TaqMan Mutation detection Master Mix (Applied Biosystems). DNA was then submitted to 

the following cycle conditions: 95°C for 10 minutes; 40 cycles, 95°C for 15 seconds and 60°C 

for 1 minute. Data were analyzed with LC480 software (Roche Diagnostics). All assays were 

performed in duplicate. 

 

High Resolution Melting (59) Analysis  

HRM analysis was performed using the LC 480 HRM Master kit (Roche Diagnostics) and 

384 well plates (Roche Diagnostics) according to Krypuy et al. (182). 40µg of DNA was 

amplified in a final volume of 18μL by using the following: 10μL of Master Mix HRM 

LC480, 2µL of MgCl2, (25 mM), 1µL of primers (4µM) (Eurogentec, Seraing, Belgium), 2µL 

of water. DNA was then submitted to the following cycle conditions: initial denaturation at 

95°C for 10 minutes followed by 45 cycles of 10 seconds at 95°C, 15 seconds at 67°C and 10 

seconds at 72°C. For the HRM melting profile, samples were denatured with an initial hold of 

1 minute at 95°C and 1 minute at 40°C and a melting profile from 65°C to 95°C with a 

ramping degree of 0.02°C/second. All assays were performed in duplicate. 
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PCR-RFLP 

A two-step PCR-RFLP was performed according to Schimanski (183) as previously described 

(184, 185). Briefly, 100 ng DNA was used as template for the first PCR (Master Cycler 

Gradient, Eppendorf, Germany) with the oligonucleotide primers RAS A (sense; 5'-

ACTGAATATAAACTTGTGGTCCATGGAGCT-3') and RAS B (antisense; 5'-

TTATCTGTATCAAAGAATGGTCCTGCACCA-3'). PCR products were then submitted to 

enzymatic digestion with either BstXI or XcmI, restricting the amplicon if the first two bases 

of codon 12 (BstXI) and codon 13 (XcmI) were wild-type. The first digest (2 μl) was used as 

template for the second PCR in which primer RAS C (antisense; 5'-GGATGGTCCTCCACC 

AGTAATATGGATATTA-3') was used instead of RAS B. Second PCR product (7μl) was 

digested with either BstXI or XcmI. The digest product (10μl) was submitted to 4% agarose 

gel stained with ethidium bromide and analyzed under UV light (GelDoc EQ, Bio-Rad).  

 

Statistics 

Significance of the concordance of mutation detection with different methods was assessed by 

κ statistics. The χ2 test was used to compare mutation frequencies within data or with those 

obtained from literature. P < 0.05 was considered statistically significant. 
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RESULTS  

KRAS somatic mutation detection was assessed for routine diagnostic in a blinded fashion 

using TaqMan PCR (777 cases), HRM (692 cases) and PCR-RFLP (779 cases) assays (Fig.2). 

PCR-RFLP provided 4.7% of non interpretable results, 3.0% for TaqMan PCR and 5.2% for 

HRM (Table 1). Overall, among the 790 tumor specimens, 2.8% (22/790) remained non 

interpretable, even combining the results of the 3 techniques, because of excessive DNA 

degradation. 

A crossover comparison of these three methods yielded κ values exceeding 0.9 (P <0.001), 

showing an excellent correlation between the three techniques used (Table 2). Among 549 

specimens in whom all three techniques were used, 15 (2.7%) cases of discordance between 

the three techniques were observed. In these discordant cases, the whole procedure (from 

DNA extraction) was systematically repeated. Mutated samples, detected as non mutated 

samples were considered as false positive. Non mutated samples, detected as mutated samples 

were considered as false negative. 47% of the discordances were attributable to PCR-RFLP, 

as revealed by a second analysis of the same sample, 36% to TaqMan PCR, 18% to HRM. 

Overall, the mean percentages of discordant results per method revealed that HRM analysis 

had the lowest percentage of discordant results (0.5% including 0.3% false positive and 0.2% 

false negative results), followed by TaqMan PCR (0.9% including 0.9% false positive and 

0.0% false negative results), and PCR-RFLP (1.2% including 0.1% false positive and 1.1% 

false negative results) (Table 1). 

 

Among the 754 interpretable cases, TaqMan PCR revealed 304 cases (40.3%) with mutation 

in either codon 12 (82.9%) or codon 13 (17.1%) (Fig.3). Mutations were distributed as 

follows: 112 cases in G12D (14.9%), 79 cases in G12V (10.5%), 20 cases in G12C (2.7%), 21 

cases in G12A (2.8%), 16 cases in G12S (2.1%), 4 cases in G12R (0.5%), and 52 in G13D 
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(6.9%). Among the 656 interpretable cases, HRM revealed 267 KRAS mutations (40.7%) 

(Fig.3). PCR-RFLP revealed 299 out of 742 interpretable cases (40.3%) with KRAS 

mutations, among which 247/299 (82%) were located in codon 12 and 52/299 (18%) in codon 

13 (Fig.3). Overall, as well as for each technique, all mutations frequencies were compared 

with data extracted from the Sanger Cosmic data base 

(http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/) and were found to be fully consistent with 

the reference frequencies (χ² test non significant for all the data). A comparison of mutations 

frequencies between resections and biopsies revealed no significant difference, as already 

evidenced by Weichert et al. (186) (Fig.4) (χ² test). 

 

Optimisation of the routine procedure consisted of proceeding to systematic KRAS detection 

using HRM and TaqMan PCR instead of simultaneous use of HRM, TaqMan PCR and PCR-

RFLP. The use of PCR-RFLP was restricted to discordant cases (Fig.5). This new operating 

procedure allowed to significantly reduce the reporting delay from 10.5 ± 7.0 days to 8.5 ± 

3.3 days (P<0.001), corresponding to a 19% decrease. 

 

DNA quality 

2.7% of the samples provide non interpretable (NI) results. 66% of the NI results come from 

5% of pathology laboratories; the percentage of non interpretable results could even reach 

20% for the same laboratory (data not shown). In a given pathology laboratory, NI results 

range from 0% to 100% by pathologist, which suggests the pre-analytical steps (paraffin 

embedding and fixation) could be responsive for DNA degradation. Among discordant 

results, 30% are provided by these 5% laboratories. This may suggest that the pre-analytical 

step could be responsive for increased false positive patients. However, no significant 
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difference was found when comparing the frequency of KRAS mutations between pathology 

laboratories (data not shown). 
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DISCUSSION 

Determination of KRAS status before prescription of anti-EGFR therapy is now mandatory for 

patients with metastatic colorectal carcinoma (mCRC). The rational selection of the 1st line 

individualized therapy between anti-EGFR therapy and anti-VEGF therapy is only possible if 

the patient benefits of tumor mutation detection, whereas without KRAS status determination, 

the therapeutic choice would be done by default. This improvement of the personalized 

management implicates that the oncologist should be provided with reliable results within 

delay that is consistent with the clinical management of the patient. Therefore the 

optimization of KRAS mutations analysis for prescription of cetuximab and panitumumab in 

mCRC needs rapid and robust molecular biology techniques. However, validated methods and 

standardized testing procedures are lacking. Here we report a comparison between three 

methods for KRAS mutation detection: HRM, TaqMan PCR and PCR RFLP. These methods 

are found to be equivalent; however, HRM seems to be more accurate as already shown by 

Weichert et al (186) and represents a fast method for scanning somatic sequence alterations 

(187). HRM sensitivity is close to 100% (187-189), but should be coupled with another 

technique to allow the identification of the mutations located in codons 12 and 13, e.g. 98% of 

KRAS mutations (122), in accordance with European KRAS Quality Assurance Program (176). 

Thus, the use of Taqman PCR allows mutations identification and is reliable and sensitive 

(86, 190, 191). In our study, no false negative was detected when compared to other 

techniques. Moreover, Taqman PCR method is fast and cost-effective, and allows 

simultaneous use with HRM. This simultaneous analysis allows mutation detection and 

identification in all the samples and improves sensitivity of the approach, contrary to some 

other approaches only screening mutations with HRM coupled with sequencing in mutated 

samples.  
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Mutations located in codons 61 and 146 are less frequent and their detection is not mandatory 

before anti-EGFR antibodies prescription, although prevalence of these mutations is higher 

than some of the mutations in codon 12 (116, 117, 192). Since functional consequences on 

RAS protein could be different of codons 12 and 13 mutations, the clinical implication of 

these mutations remained unclear until recently (112, 176). However, recent studies 

emphasize the negative impact of these mutations on the response rates to anti-EGFR 

monoclonal antibodies (117, 118) and might highlight the need for simultaneous detection of 

mutations in codons 12, 13, 61 and 146 using, for example, multiplex amplification of exons 

2, 3 and 4, as proposed by several authors (193, 194). 

 

In our institute, the new procedure consisting in using HRM and TaqMan PCR in all 

specimens and to restrict the use of PCR RFLP to discordant cases was found to significantly 

reduce the delay of result reporting, but also to improve the accuracy. Combining three 

mutation detection techniques greatly reduces the probability to get false negative or false 

positive result. The alternative approach consisting in systematically repeating the whole 

procedure (195) (e.g. confirmation of KRAS mutations by 2 independent analyses) would lead 

to increases of the reporting delay, consuming of tumor sample and would probably not 

overcome the lack of sensitivity or specificity of a single method. However, TaqMan PCR, 

HRM and PCR RFLP need further validation, in accordance with European KRAS Quality 

Assurance Program (176). 

This study also emphasized that the pre-analytical procedure needs to be strictly controlled 

since DNA degradation was found to be the main cause of late reporting of the results, and is 

responsible for an over cost when repeating the analysis. Moreover these samples are also 

unusable for other genetic tests. One possible cause of DNA degradation is Bouin fixation, 

but also the fixation time, as evidenced by Inoue et al. (107) who demonstrated that if the 
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samples are fixed in 10% non-buffered formalin for 1 day, 100% of samples show successful 

PCR, while only 44% of samples show successful PCR when fixed for 2-3 days. In addition, 

several recent studies reported that paraffin embedding and fixation procedures may induce 

nucleotide changes and potentially affects the results of the analysis through generation of 

uracil and hypoxanthine, leading to artifactual C>T and G>A transitions (196, 197). 

Therefore, the pre-analytical steps should be optimized and controlled in order to warrant the 

quality of nucleic acids. 

Beside fixation, the step of macrodissection has been reported to be highly critical (198-200). 

According to the authors, the detection rates of mutations clearly decreased with the 

percentage of tumor cells, and the limit of 20% of tumor material seems to be critical, with a 

dramatic increase of the risk of false negative results. In our study, every samples were 

macrodissected in order to ensure a minimum of 20% of tumor material, and the percentages 

of each mutations were found to be fully consistent with literature data (116). 

Follows the question of samples with low cellularity (particularly in the case of neo adjuvant 

treatment); some authors recommend that a biopsy should be always dedicated to molecular 

biology before treatment, or to replace the step of macrodissection by laser microdissection 

(199). 

To conclude, the present study emphasizes the fact that KRAS mutations analysis in mCRC 

needs quality control procedures from pre-analytical to analytical steps. Our experience using 

HRM and TaqMan PCR in routine shows that reporting delays suitable with the oncologist 

expectation could be achieved and enable rational, fully documented, selection of first line 

therapy in mCRC. However, with only approximately 50% of the patients responding to anti-

EGFR monoclonal antibodies, it should be kept in mind that KRAS status has a poor positive 

predictive value (115). This emphasizes the need for additional response predictive markers to 

improve the selection of potential responders among wild-type patients (127, 181).  
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TABLE LEGENDS 

 

Table 1: Non interpretable results and discordances for PCR-RFLP, TaqMan PCR and HRM. 

An analysis of the percentages of discordant results per method revealed that HRM analysis 

had the lowest percentage of discordant results (0.56%), followed by TaqMan PCR (0.94%), 

and PCR-RFLP (1.31%). 

 

Table 2 : Crossover comparison of mutation frequency as determined by PCR-RFLP, PCR 

Taqman and HRM: κ values exceed 0.9 (P <0.001), showing an excellent correlation between 

the three techniques used. 

 

 

FIGURE LEGENDS 

 

Figure 1: Macrodissection step to ensure a minimum of 20% tumor tissue content. A, B and 

C: hematoxylin-eosin slide with selected area (B) containing more than 20% tumor cells. D 

and E: macrodissection step. 

 

Figure 2: A: KRAS mutation analysis using PCR-RFLP. DNA extracts from tumor samples 

were submitted to double PCR amplification after BstXI and XcmI enzymatic digestion 

allowing discrimination of codon 12 and 13 mutations. Codon 12 and 13-mutated cell lines 

(SW620 and LoVo cell lines respectively) were used as positive controls. WiDr cell line was 

used as non mutated control and water were used as negative controls. B: Example of codon 

12 KRAS mutation detection using TaqMan PCR. Left panel represents amplification control 

(VIC). Right panel represents G12S mutation detection (FAM). A549 cell line was used as 
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G12S mutated control. C: Example of codon 12 KRAS mutation detection using HRM. 

SW620 cell line was used as codon 12 mutated control. WiDr cell line was used as non 

mutated control. 

 

Figure 3: Comparison of mutation frequency as determined by the different detection 

methods. Overall as well as for each technique, all mutations frequencies were compared with 

average data from the Sanger Cosmic data base and were found to be fully consistent with the 

theoretical frequencies (χ² test non significant for all the data). 

 

Figure 4: Comparison of mutation frequencies in resections and biopsies. No significant 

difference was evidenced (χ² test). 

 

Figure 5: Operating procedure with systematic (A) or conditional (B) RFLP analysis. The 

new operating procedure (B) allows a significant reduction of delays for providing the results 

to the oncologist.  
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CHAPITRE V 
 

 

Evaluation intégrative de la fonctionnalité de la signalisation en aval d’EGFR 

Application à la prédiction de la réponse aux anticorps monoclonaux anti-EGFR 

dans le cancer colorectal métastatique 
 
 

 

 

 

 

 

Cette étude a été réalisée en collaboration avec l’équipe du Pr. Laurent-Puig (Hopital 

Européen Georges Pompidou, AP-HP, Paris) et a déjà fait l’objet d’une publication (181). 

Cette partie propose un mode d’interprétation des données par une approche 

multidimensionnelle, l’analyse en composante principale. 
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INTRODUCTION : 

 

Le cancer colorectal est une des premières causes mondiales de mortalité par cancer. En 

Europe, le nombre de décès s’élève à 212 000 cas en 2008 (201). La diminution de mortalité 

au cours de la dernière décennie peut être attribuée au dépistage et à l’amélioration de la prise 

en charge thérapeutique. La médiane de survie des patients atteints de cancer colorectal 

métastatique inclus dans des essais thérapeutiques est passée d’approximativement 6 mois à 2 

ans (79). Cette augmentation peut s’expliquer par deux avancées dans la prise en charge des 

patients: la première est l’introduction de nouvelles molécules dont les agents biologiques, 

ainsi qu’une meilleure sélection des patients. La seconde est l’approche multidisciplinaire du 

cancer colorectal métastatique, avec une amélioration des techniques de résection, en 

particulier des métastases hépatiques (79).  
 

Le traitement standard des patients atteints de cancer colorectal métastatique inclut une 

fluoropyrimidine en association à l’irinotécan ou à l’oxaliplatine et une molécule ciblant 

EGFR (cétuximab ou panitumumab) ou un inhibiteur de l’angiogenèse (bévacizumab).  

 

Comme nous l’avons vu précédemment, actuellement, le seul marqueur prédictif de réponse 

aux anticorps anti-EGFR est le statut mutationnel KRAS, qui présente une valeur prédictive 

positive (VPP) élevée mais une valeur prédictive négative (VPN) insuffisante. C'est pourquoi 

il est nécessaire de mettre en évidence d’autres marqueurs complémentaires du statut KRAS 

afin d'améliorer la sélection des patients candidats à une thérapie par anticorps anti-EGFR.  

 

Les approches les plus fréquentes pour tenter de mettre en évidence des sous-groupes de 

patients susceptibles de répondre aux anticorps anti-EGFR utilisent la présence ou l’absence 

de mutations de gènes impliqués dans la fonctionnalité de la signalisation en aval d’EGFR. 

Cependant la présence ou l’absence de mutation ne reflète pas systématiquement l’expression 

ou la fonctionnalité des protéines codées par ces gènes. En effet des phénomènes 

épigénétiques tels que la méthylation ou l’acétylation de l’ADN, et des modifications post 

traductionnelles telles que la phosphorylation sont susceptibles d’influencer la fonctionnalité 

des protéines. C’est pourquoi nous avons choisi dans cette étude de nous baser sur les niveaux 

d’expression des formes phosphorylées, c'est-à-dire fonctionnelles, des protéines de 

signalisation des voies RAS/RAF/MAPK et des PI3K/AKT. 

 



113 

L’interprétation des jeux de données issus de systèmes biologiques complexes peut nécessiter 

l’utilisation d’outils mathématiques particuliers. En effet, la possibilité de réaliser a 

posteriori, au sein d’un essai, des analyses par sous-groupes est souvent et à juste titre 

critiquée : ces analyses peuvent entraîner une augmentation du risque de faux-positifs 

(inflation du risque alpha) et de faux-négatifs (manque de puissance dans les petits sous-

groupes). Elles sont très fréquemment réalisées, mais ne peuvent ainsi qu’être exploratoires et 

indicatives, donnant des pistes pour de futurs essais.  

 

Ici nous proposons l’utilisation de l’analyse en composante principale (ACP) pour 

l’exploitation des données. L’analyse en composantes principales (ACP) est une méthode 

d’analyse de données faisant partie du groupe des méthodes exploratoires 

multidimensionnelles, également appelées méthodes factorielles. Les méthodes factorielles 

sont des méthodes descriptives qui ne s’appuient pas sur un modèle probabiliste mais 

dépendent d’un modèle géométrique (202). Elles permettent, entre autres, de classer les 

populations en sous-groupes, et de prédire l’appartenance d’individus à des groupes.  

 

L’ACP permet de réduire la dimensionnalité d’un jeu de données quantitatives, tout en 

conservant au mieux la variabilité présente dans ce jeu de données et de faire la synthèse de 

l’information contenue dans un grand nombre de variables (203).  

Cet outil permet également de :  

-  mettre en évidence des tendances 

-  décrire de façon synthétique les relations entre les variables 

-  étudier les structures de liaisons linéaires sur l’ensemble des variables considérées 

- déterminer les relations entre les variables étudiées, et voir si ces relations sont 

vérifiées pour tous les éléments du groupe 

-  faire émerger une structure, non connue a priori au sein d’un groupe 

-  distinguer des sous-populations 

- détecter des points aberrants ou des individus au comportement original dans un 

ensemble de données d’après un grand nombre de paramètres (202-205). 

 

Jolliffe propose un exemple simple pour illustrer l’utilisation de l’ACP dans la détection de 

valeurs aberrantes (204). En effet une valeur aberrante est simple à mettre en évidence dans 

un jeu de données, par représentation graphique ; cette valeur se distingue parfaitement des 

autres valeurs et se repère visuellement. Si l’on considère maintenant 2 paramètres, le poids et 
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la taille d’enfants de 5 à 15 ans, et que l’un des sujets présente une taille de 175 cm et un 

poids de 25 kg : ces valeurs sont tout à fait cohérentes avec les valeurs du jeu de données. En 

revanche la combinaison 175cm/25kg n’est pas conforme à la corrélation globale du jeu de 

données observées. Ce résultat est visuellement évident, mais ne l’est plus lorsque le nombre 

de variables est élevé, et il est possible qu’aucun point n’apparaisse aberrant de manière 

évidente (204). 

 

L’ACP permet donc de synthétiser les données en construisant de nouvelles variables, les 

composantes principales (205). Par exemple, si on considère deux variables A et B 

correspondant au niveau d’expression de deux phosphoprotéines, toutes deux appartenant au 

réseau de kinases de signalisation intracellulaire en aval d’EGFR. Puisque ces protéines 

fonctionnent en réseau, leur niveau d’expression est globalement corrélé. On représente les 

individus chez qui on a évalué ces niveaux d’expression dans un repère à 2 dimensions, A en 

abscisses (x) et B en ordonnées (y). On obtient un nuage de points, et il existe des individus 

pour lesquels cette corrélation ne se vérifie pas (Figure 17 A). 

 

On trace une droite D (qui correspond sous certaines conditions à la droite de corrélation entre 

A et B). Cette droite est notre première composante principale. On trace alors une seconde 

droite D’ perpendiculaire à D, et décrivant au mieux le nuage de points dans sa largeur. D’ est 

notre seconde (et dernière) composante principale. D’ représente les individus pour lesquels 

les niveaux d’expression de A et de B sont moins bien corrélés. Les équations de chaque 

droite D et D’ sont les combinaisons linéaires de variables A et B.  

On effectue alors un changement de repère ; les droites D et D’ deviennent les axes (x’) et (y’) 

en remplacement des axes (x) et (y). Le long de l’axe (x’) vont donc se répartir les points pour 

lesquels les corrélations entre A et B sont fortes, et le long de l’axe (y’) vont se répartir les 

points pour lesquels les corrélations entre A et B sont faibles. La détection des valeurs 

aberrantes se fait donc classiquement sur les dernières composantes principales (ici y’) 

(Figure 17 B). 

 

Pour résumer, les derniers axes obtenus par analyse en composante principale sont les axes 

permettant de décrire des phénomènes très décorrellés, contrairement aux premiers axes qui 

mettent en évidence les corrélations fortes entre différents paramètres (204).  
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L’ACP n’est qu’une méthode descriptive que nous couplons ici à une méthode de 

classification, l’analyse discriminante linéaire. La projection orthogonale des points sur le 

dernier axe permet d’obtenir une valeur numérique appelée score d’analyse discriminante 

linéaire ou score LDA (Linear Discriminant Analysis) (Figure 17 C). Plus les paramètres A et 

B sont décorrélés pour un individu, et plus ce score LDA sera élevé. 
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Figure 17 : Principe de l’analyse en composante principale (ACP) couplée à l’analyse discriminante 
linéaire (53). A: Une première droite D correspond à la droite de corrélation entre les paramètres A et B. 
Une seconde droite D' correspond à la perpendiculaire à D. B: Un changement de repère est réalisé: D et D' 
deviennent les nouveaux axes également appelés "composantes principales". C: Analyse discriminante 
linéaire: la projection orthogonale des points sur D' permet l'obtention d'un score, le score LDA. 
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Objectif de l’étude 

 

Le but de cette étude est d’évaluer la fonctionnalité des protéines de signalisation en aval 

d’EGFR dans des échantillons de tumeurs de patients atteints de cancer colorectal 

métastatique non porteurs de mutation KRAS et de mettre en relation ce paramètre avec la 

réponse clinique aux anticorps monoclonaux anti-EGFR. 

 

 

PATIENTS ET METHODES 

 

Patients 

Des échantillons tumoraux congelés de 45 patients (âge moyen : 61,4 ans) présentant un 

adénocarcinome colorectal métastatique traité par cétuximab (n=44) ou panitumumab (n=1) 

ont été analysés. L’analyse de l’expression d’EGFR a été réalisée par immunohistochimie et 

considérée comme positive si au moins 1% des cellules tumorales étaient marquées (Zymed 

Laboratories Inc., San Francisco, CA or Dako, Glostrup, Denmark). Cette étude rétrospective 

a été réalisée en accord avec les lois d’éthique. 

Le traitement anti-EGFR a été administré en seconde, troisième, quatrième ou cinquième 

ligne dans 19, 17, 5 et 3 cas respectivement. Deux patients ont reçu du cétuximab en première 

ligne sans chimiothérapie. La médiane de suivi est de 11,3 mois. La réponse tumorale est 

évaluée par tomodensitométrie et selon les critères RECIST. Dans cette étude, les patients 

présentant une réponse complète (CR) ou partielle (PR) au traitement sont considérés comme 

répondeurs, et les patients présentant une maladie stable (SD) ou en progression (PD) sont 

considérés comme non répondeurs aux anti-EGFR. 

 

Génotypage KRAS, BRAF et PIK3CA 

L’ADN est extrait des échantillons tumoraux obtenus avant traitement. Le statut KRAS est 

déterminé rétrospectivement par PCR TaqMan de l’exon 2 (codons 12 et 13) et vérifié par 

séquençage. Les mutations BRAF V600E sont également recherchées par PCR TaqMan. Les 

mutations PIK3CA sont mises en évidence par séquençage direct. Toutes les mutations 

somatiques mises en évidence on fait l’objet d’une confirmation par une nouvelle 

amplification indépendante et par séquençage.  
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Phosphoprotein array  

Les niveaux d’expression des phosphoprotéines de signalisation de la voie des PI3K/AKT 

(pAKT, pP70S6K et pGSK3β) et des RAS/RAF/MAPK (pERK1/2, pMEK1 et pP90SRK), 

ainsi que pEGFR et pP38MAPK, sont analysés en multiplex par Bio-Plex® phosphoprotein 

array comme décrit précédemment (chapitre III). 

 

Méthodes de classification : 

Les variables (pAKT, pGSK3β, pP70S6K, pMEK1, pERK1/2, pP38MAPK, pP90RSK et 

pEGFR) sont centrées et réduites. Une ACP est réalisée (logiciel R) est suivie de la 

détermination du score d’analyse discriminante linéaire ou score LDA (Linear Discriminant 

Analysis), compris entre 0 et 1. Une limite à 0,5 est fixée et correspond au barycentre des 2 

sous-populations. Les patients sont alors classés en 2 groupes en fonction de ce score (>0,5 ou 

<0,5).  

 

La classification est ensuite validée en appliquant l'algorithme de leave-one out : l’analyse est 

répétée 22 fois (autant qu’il y a de patients). La première analyse est réalisée sur 21 patients, 

le 22ème patient est classé en fonction des résultats obtenus avec les 21 premiers, et ainsi de 

suite. La prédiction de réponse ainsi obtenue est alors comparée à la réponse clinique évaluée 

par les critères RECIST. 

 

Analyse statistique : 

Un test de Mann Whitney est utilisé pour la comparaison des scores LDA. L’influence des 

critères retenus sur la survie globale et la survie sans progression est évaluée un test du log-

rank. Un résultat est considéré comme significatif si P < 0,05. 
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RESULTATS 

  

 

Analyse en composante principale (ACP) et analyse discriminante linéaire (LDA) 

 

Le pouvoir discriminant des 8 axes obtenus par ACP a été testé. Seul le 7ème axe est 

discriminant et sera retenu pour la suite de l’analyse. Les paramètres qui composent 

majoritairement ce 7ème axe sont les niveaux d’expression des phosphoprotéines pGSK3β 

(46,1%) et pP70S6K (48,2%). Cependant la prise en compte de la totalité des données est 

nécessaire à l’obtention d’une classification correcte. 

 

Les scores LDA calculés lors des 22 analyses sont détaillés dans la figure 18 et se répartissent 

entre les valeurs 0 et 1. Les patients sont ici représentés en fonction de leur score LDA et de la 

réponse clinique selon les critères RECIST (en bleu les patients ayant présenté une réponse 

clinique partielle ou complète au traitement (patients répondeurs); en rouge les patients ayant 

présenté une stabilisation ou une progression de la maladie sous traitement (patients non 

répondeurs)). 

 

Le score LDA moyen est significativement plus bas chez les patients répondeurs que chez les 

patients non répondeurs aux anti-EGFR (respectivement 0,36±0,32  vs  0,77±0,28, P = 0,003). 

Les patients présentant une mutation activatrice de la voie de signalisation des MAPK 

(mutation BRAF V600E ou PIK3CA) sont identifiés sur la figure 18. Tous les patients (4/4) 

présentant l’une des ces mutations activatrices présentent un score LDA élevé (>0,5). Un de 

ces patients présentant un score LDA élevé ainsi qu’une mutation activatrice PIK3CA, a tout 

de même présenté une réponse partielle au traitement par cétuximab. 

 

 

Qualité de classement 

 

Parmi les 22 patients KRAS sauvages traités par anti-EGFR, 50% des patients (11/22) ont 

présenté une réponse (partielle ou complète) au traitement, et 50% (11/22) une stabilisation ou 

progression de la maladie sous traitement.  

Parmi les patients KRAS sauvages présentant un score LDA bas (<0,5), 88,9% (8/9) ont 

présenté une réponse partielle ou complète au traitement. Parmi les patients KRAS sauvages 
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présentant un score LDA élevé (>0,5), 76,9% (10/13) présentaient une stabilisation ou une 

progression de la maladie sous traitement. Le tableau 11 résume les qualités de classement des 

45 patients inclus dans cette étude en fonction de leur statut KRAS (tableau 11A) ou de la 

combinaison du statut KRAS et du score LDA (tableau 11B). 

 

 

 

 
Figure 18 : Score LDA (Linear Discrimination Analysis) obtenu par ACP (Analyse en 
Composante Principale) réalisée sur les niveaux d’expression de pAKT, pGSK3β, pP70S6K, 
pMEK1, pERK1/2, pP38MAPK, pP90RSK et pEGFR. Le seuil est fixé à 0,5 et correspond au 
barycentre des deux sous-populations. La différence est significative entre les scores des 2 sous-
populations (P= 0,003).  Patients ayant présenté une réponse clinique partielle ou complète au 
traitement (patients répondeurs).  Patients ayant présenté une stabilisation ou une progression 
de la maladie sous traitement (patients non répondeurs). 
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Sensibilité, spécificité, valeurs prédictives positives et négatives 

 

Le tableau 12 compare les sensibilité, spécificité, valeur prédictive positive et valeur 

prédictive négative des deux approches, c'est-à-dire le statut KRAS ou le statut KRAS combiné 

au score LDA. Le statut KRAS seul présente une spécificité de 100% et une valeur prédictive 

positive de 100%. En revanche, la sensibilité et la valeur prédictive négative sont faibles 

(respectivement 68% et 50%).  

 
Tableau 12 : Classification des patients en répondeurs (réponse partielle (PR) ou complète (CR)) 
ou non répondeurs (maladie stable (SD) ou progression (PD)) aux thérapies anti-EGFR. Le tableau 
A nous donne les résultats du classement en fonction du statut KRAS. Le tableau B représente les 
résultats obtenus en combinant le statut KRAS et le score LDA. Le tableau C compare les 
sensibilité, spécficité, valeur prédictive positive (VPP) et négative (VPN) des deux approches. 
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La combinaison du statut KRAS et du score LDA diminue la spécificité (73%) ainsi que la 

valeur prédictive positive (92%) mais augmente la sensibilité (97%) ainsi que la valeur 

prédictive négative (89%). Parmi les 22 patients KRAS sauvages traités par anti-EGFR, 11 

patients ont présenté une réponse au traitement, et 11 patients une stabilisation ou une 

progression de la maladie.  

 

 

Survie globale et survie sans progression 

 

La figure 19 compare la survie sans progression (19A) et la survie globale (19B) des patients 

KRAS mutés, des patients KRAS sauvages présentant un score LDA élevé et des patients 

KRAS sauvages présentant un score LDA bas.  

 

La médiane de survie sans progression des patients KRAS mutés est significativement plus 

basse que celle du groupe KRAS sauvage + score LDA bas, et significativement plus basse 

que celle du groupe KRAS sauvage + score LDA élevé (respectivement 8,6 ± 6.6 semaines  vs  

16,0 ± 18,6 semaines (P = 0,0187) et 33,0 ± 11,6 semaines (P < 0,0001)) (Figure 19A). 

 

En ce qui concerne la survie globale, les patients KRAS mutés présentent une médiane de 

survie qui n’est pas significativement différente de celle du groupe KRAS sauvage + score 

LDA bas, et significativement plus basse que celle du groupe KRAS sauvage + score LDA 

élevé (respectivement 7.8 ± 5.0 mois  vs  9.6 ± 12.3 mois (P = 0,125) et 21.0 ± 6.9 mois (P 

= 0,0007)) (Figure 19B). 

 

 

DISCUSSION - CONCLUSION 

 

L’analyse en composante principale (ACP) représente une approche potentiellement adaptée à 

l’étude de systèmes complexes tels que les réseaux de protéines de signalisation, et à la mise 

en évidence de biomarqueurs diagnostiques (206) ou encore de marqueurs prédictifs de 

réponse aux thérapies ciblées (207-209). Cette méthode présente l’avantage de minimiser les 

risques de surapprentissage sur de petites séries de données. En ce qui concerne la réponse 

aux thérapies anti-EGFR dans le cancer colorectal métastatique, ces résultats préliminaires 

permettent de classer des patients non mutés KRAS en répondeurs (réponse  
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Figure 19: A: La médiane de survie sans progression des patients KRAS mutés est 
significativement plus basse que celle du groupe KRAS sauvage + score LDA bas, et 
significativement plus basse que celle du groupe KRAS sauvage + score LDA 
élevé (respectivement 8.6 ± 6.6 semaines  vs  16.0 ± 18.6 semaines (P = 0.0187) et 33.0 ± 11.6 
semaines (P < 0.0001)). 
B: Survie globale: les patients KRAS mutés présentent une médiane de survie globale qui n’est 
pas significativement différente de celle du groupe KRAS sauvage + score LDA bas, et 
significativement plus basse que celle du groupe KRAS sauvage + score LDA 
élevé (respectivement 7.8 ± 5.0 mois  vs  9.6 ± 12.3 mois (P = 0.125) et 21.0 ± 6.9 mois (P = 
0.0007)). 
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partielle ou complète) ou non répondeurs (stabilisation ou progression de la maladie) aux 

thérapies anti-EGFR (cétuximab et panitumumab) dans 82% des cas, en fonction des données 

issues de paramètres représentatifs de la fonctionnalité des voies de signalisation en aval du 

récepteur à l’EGF. La valeur prédictive négative de la combinaison du statut KRAS et du score 

LDA est augmentée, en revanche la valeur prédictive positive est diminuée. Ceci pose la 

question de la priorité à donner lors du développement d’un biomarqueur entre la sensibilité et 

la spécificité.  

 

Ces résultats suggèrent l’importance de la fonctionnalité de signalisation en aval d’EGFR et 

l’intérêt potentiel de l’évaluation des niveaux d’expression des kinases de signalisation chez 

les patients à même de bénéficier d’une thérapie ciblant EGFR. Ces résultats doivent 

cependant être validés par une seconde série de données. Cette étape de validation est en 

cours. Les applications potentielles de cette approche permettraient d’adapter les traitements 

anti-EGFR aux caractéristiques biologiques des tumeurs et pourraient ainsi diminuer le risque 

d’administrer aux patients des traitements inefficaces et potentiellement toxiques. 

 

Les perspectives d’amélioration de ce modèle portent sur l’intégration d’autres paramètres 

biologiques tels que les niveaux d’expression de PTEN, ou encore des paramètres 

mutationnels tels que les mutations de gènes codant des protéines de la voie des MAPK 

(mutation BRAF, HRAS, NRAS, mutations de KRAS hors codons 12 et 13) ou de la voie des 

PI3K telles que les mutations PIK3CA. D’autres paramètres tels que les polymorphismes des 

récepteurs FCγ, également impliqués dans la réponse au cétuximab (11) pourraient 

représenter un moyen d’augmenter la puissance de prédiction de ce modèle, de même que la 

surexpression de l’amphiréguline et de l’épiréguline, qui seraient également prédictifs de la 

réponse aux anti-EGFR (98). A noter cependant que ces paramètres sont binaires (présence ou 

absence de mutation, présence ou absence de polymorphisme) et impliquent d’utiliser une 

ACP dite généralisée (également appelée analyse factorielle multiple) (210), c'est-à-dire 

applicable aux variables qualitatives et quantitatives. 

D’autres approches comme la régression logistique, non abordées ici, sont également adaptées 

à ces données, mais nécessitent de binariser la totalité des données et ne prennent pas en 

compte la variabilité importante de certains niveaux d’expression des kinases de signalisation.  

 

Enfin les approches les plus adaptées à ces questions biologiques sembleraient être les 

approches par séparateurs à vastes marges (SVM) (162, 211) ou encore par réseaux de 
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neurones. Ces approches étaient dans notre étude inutilisables en raison du faible effectif de 

notre population. En effet les risques de surapprentissage sont trop importants sur des effectifs 

de quelques dizaines de sujets. 

 

La découverte de l’implication de la mutation KRAS dans la résistance aux anti-EGFR a 

marqué une étape importante dans la progression vers la médecine personnalisée des cancers 

colorectaux métastatiques. Il reste à développer de nombreux biomarqueurs, pour les anti-

EGFR mais également pour les autres thérapies ciblées et les chimiothérapies cytotoxiques, 

tant dans le domaine des prédictions de réponse que dans le domaine des prédictions de 

toxicité. 
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RESUME 

 

Introduction :  

Les anticorps monoclonaux anti-EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) comme le 

cétuximab et le panitumumab, sont indiqués dans le cancer colorectal métastatique. Le statut 

mutationnel KRAS est actuellement le seul biomarqueur prédictif de réponse aux thérapies 

ciblées validé pour la prescription d’anticorps monoclonaux anti-EGFR. Bien que ce 

paramètre présente une excellente valeur prédictive négative (prédiction de non-réponse) 

proche de 100%, sa valeur prédictive positive (prédiction de réponse) demeure faible, de 

l’ordre de 50%. Il apparait par conséquent nécessaire de mettre en évidence des biomarqueurs 

complémentaires du statut KRAS afin d’améliorer la sélection des patients à même de 

bénéficier d’une thérapie par cétuximab ou panitumumab. 

 

Patients et méthodes :  

Des échantillons tumoraux congelés provenant de 45 patients (âge moyen: 61.4 ans) 

présentant un adénocarcinome colorectal métastatique prouvé par histologie et traités par 

cétuximab ou panitumumab ont été analysés. Des mutations de KRAS ont été détectées chez 

23 (51%) patients. Parmi les 22 patients dont les tumeurs étaient dépourvues de mutations 

KRAS (KRAS sauvages), l’expression des phosphoprotéines de signalisation appartenant à la 

voie des RAS/Raf/MAPK (pMEK1, pERK1/2, pP90RSK) et à la voie des PI3K (pAKT, 

pGSK3β, pP70S6K) ainsi que pP38MAPK et pEGFR ont été rétrospectivement analysées par 
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phosphoprotein array. Les patients ont ensuite été classés en 2 groupes par analyse en 

composante principale (ACP) suivie d’un classement par analyse discriminante linéaire (53), 

permettant d’attribuer un score à chaque patient compris entre 0 et 1, le seuil étant fixé à 0,5. 

Les proportions de patients répondeurs (réponse complète ou partielle) et non répondeurs 

(maladie stable ou progression) ont ensuite été évaluées dans chaque groupe.  

 

Résultats :  

Comparée au statut KRAS, l’ACP sur des données de phosphoprotéines présente une meilleure 

sensibilité (97 vs 68%) ainsi qu’une meilleure valeur prédictive positive (89 vs 50%), mais 

une spécificité et valeur prédictive négative plus basses (respectivement 73 vs 100% et 92 vs 

100%). Les scores LDA sont significativement plus élevés chez les patients répondeurs 

(0.36±0.32) que chez les non répondeurs (0.77±0.28) (P=0.003), et permettent de prédire la 

réponse aux traitements chez 81% des patients KRAS sauvages contre 50% d’après le statut 

KRAS.  

 

Conclusion:  

Les approches par analyse multiparamétrique telles que l’ACP sont des approches qui 

pourraient permettre d’évaluer des combinaisons de biomarqueurs, et sont particulièrement 

adaptées aux problèmes de résistance aux thérapies ciblées puisque leur mécanisme d’action 

implique des systèmes biologiques complexes. Ces résultats préliminaires mettent en évidence 

l’intérêt de l’évaluation de la fonctionnalité des voies de signalisation en aval des récepteurs à 

l’EGF pour prédire la réponse aux thérapies ciblées anti-EGFR. 
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DISCUSSION GENERALE  

  

Avec quelques exemples marquants en oncologie tels que l’expression d’HER2 et la réponse 

au trastuzumab dans le cancer du sein, les mutations de cKIT et la réponse à l’imatinib dans 

les tumeurs stromales gastro-intestinales, ou encore les mutations de KRAS dans la réponse 

aux anticorps monoclonaux anti-EGFR dans le cancer colorectal métastatique, le 

développement de la recherche sur les biomarqueurs est actuellement en plein essor. 

Cependant, le nombre de biomarqueurs validés reste insuffisant, en particulier en ce qui 

concerne les biomarqueurs prédictifs de réponse aux thérapies ciblées. La mise en évidence de 

ces marqueurs est pourtant nécessaire à une prise en charge des patients conforme à une 

démarche de médecine personnalisée. En effet, l’adaptation des traitements aux 

caractéristiques cliniques et histopathologiques n’est pas suffisante, et nécessite le recours à 

l’analyse des profils moléculaires tumoraux. 

 

Les thérapies ciblées semblaient indiquées en cas d’expression de la cible tumorale. Si ceci se 

vérifie dans le cas de la surexpression du récepteur HER2 en rapport avec la réponse au 

traitement par trastuzumab dans le cancer du sein (104). En revanche, les limites de ce 

concept sont rencontrées dès l’utilisation du cétuximab, anti-EGFR pour lequel l’expression 

de la cible thérapeutique ne peut être mise en relation avec une réponse clinique (41, 44, 81-

83). La mise en évidence de marqueurs prédictifs de réponse à une thérapie ciblée n’est donc 

pas un problème qui se résume à faire la preuve de la présence de la cible thérapeutique. Cette 

question est bien plus complexe et nécessite une compréhension fine des mécanismes d’action 

de ces nouvelles molécules. 

 

Actuellement, la plupart des biomarqueurs validés, prédictifs de réponse aux thérapies ciblées, 

présentent de bonnes performances en termes de valeur prédictive négative. C'est le cas de la 

présence de mutation du gène KRAS impliqué dans la résistance au cétuximab et au 

panitumumab. Ces marqueurs sont cependant encore insuffisants en terme de valeur 

prédictive positive, c'est à dire pour prédire la réponse thérapeutique. Il est par conséquent 

nécessaire de les compléter par des marqueurs additionnels prédictifs de réponse afin de 

rationnaliser la prescription des thérapies ciblées. A terme, cette démarche doit permettre 

d'améliorer la prise en charge personnalisée des patients en fonction des caractéristiques 

moléculaires des tumeurs. 
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La première partie de ce travail a porté sur l’étude des mécanismes de résistance cellulaire au 

cétuximab. Ce travail a été réalisé in vitro sur un modèle cellulaire tumoral, la lignée PC3, 

porteuse de délétions de deux gènes suppresseurs de tumeurs, PTEN et P53. Les protéines 

PTEN et P53 sont impliquées dans la régulation de la signalisation en aval des récepteurs 

HER. PTEN régule négativement les voies des PI3K/AKT et des RAS/RAF/MAPK par 

inhibition de l’expression de PI3K (64). De même, il a été montré que la perte d’expression de 

P53 est responsable de l’activation de ces mêmes voies de signalisation. Le modèle cellulaire 

étudié ici présente donc une activation de ces voies de signalisation, ainsi qu’une résistance au 

cétuximab. La restauration de l’expression de PTEN, P53, ou de la co-expression simultanée 

de ces deux protéines permet de restaurer la sensibilité des cellules PC3 au cétuximab, 

objectivée par une augmentation significative de l’effet cytotoxique et du pourcentage de 

cellules en apoptose. Cet effet est corrélé à une diminution des niveaux d’expression des 

phosphoprotéines de signalisation étudiées, pAKT, pP70S6K, pGSK3β (voie des PI3K/AKT) 

ainsi que pERK 1/2 (voie des RAS/RAF/MAPK).  

Ces résultats ont permis de mettre en évidence la possibilité d'évaluer la fonctionnalité de la 

signalisation en aval des récepteurs HER par BioPlex® Phosphoprotein Array (BPA) in vitro. 

Les résultats obtenus sont comparables à ceux obtenus par Western Blot, considéré comme 

"gold standard". Associés à d'autres études réalisées au laboratoire (212, 213), ce travail 

permet d'envisager l’utilisation de cette approche dans la prédiction des résistances aux 

thérapies ciblées anti-HER en pratique clinique. 

 

La transposition clinique des résultats obtenus dans cette première partie nécessite une phase 

de validation technique des méthodes de détection des phosphoprotéines par BPA sur 

échantillons de tumeur humaine. Cette étape de validation fait l’objet de la seconde partie de 

ce travail. Le BPA est une technique de détection des phosphoprotéines en multiplex, et 

permet la détection simultanée d’un grand nombre de protéines dans des échantillons de petite 

taille correspondant à des quantités de tissus obtenues par biopsie. L’étape de validation 

technique a permis de mettre en évidence une bonne corrélation avec les résultats obtenus par 

Western Blot pour toutes les phosphoprotéines étudiées (pAKT, pP70S6K, pGSK3β, pMEK1, 

pERK 1/2, pP38MAPK et pEGFR). De plus, la détection des phosphoprotéines de 

signalisation par BPA présente de bonnes performances en termes de reproductibilité et 

répétabilité. Elle est également peu coûteuse et rapide, et ne nécessite pas de disposer de 

grandes quantités de matériel tumoral, contrairement au Western Blot.  



131 

Cette approche présente également un avantage majeur : parmi les thérapies ciblées, de 

nombreuses molécules en cours de développement ciblent les voies de signalisation étudiées 

ici, qu’il s’agisse de stratégies d’inhibition des récepteurs ou des kinases de signalisation en 

aval de ces récepteurs. Ainsi les récepteurs HER2 sont préférentiellement ciblés dans les 

cancers du sein et de l’estomac, les récepteurs HER1 dans les cancers colorectaux, les cancers 

du poumon et des voies aérodigestives supérieures, et de nouveaux inhibiteurs de récepteurs 

HER sont en cours de développement et ciblent plusieurs types de récepteurs HER 

(inhibiteurs mixtes HER1/2, pan inhibiteurs de HER) ou plusieurs voies de signalisation en 

aval de ces récepteurs. L’approche que nous proposons ici reste valable, qu’il s’agisse d’une 

cible unique ou de cibles multiples, et que la cible soit le ligand, le récepteur ou un 

intermédiaire de signalisation intracellulaire, puisque l’ensemble des éléments impliqués dans 

la signalisation est pris en considération. Ceci est également potentiellement transposable à 

l'étude des mécanismes de résistance aux inhibiteurs d'autres récepteurs tels que IGF1R, 

activant les mêmes voies de signalisation que les récepteurs HER. Cette approche est donc 

transposable à l’étude des mécanismes de résistance au trastuzumab ou au lapatinib dans les 

cancers du sein, au cétuximab et au panitumumab dans les cancer colorectaux et ORL, à 

l’imatinib dans les GIST, mais également aux inhibiteurs de mTOR, de PI3K ou encore 

d'IGF1R en cours de développement. 

 

Cependant, plusieurs limites s’imposent en ce qui concerne l’étude des phosphoprotéines sur 

des échantillons cliniques. La première concerne les problèmes de variabilité pré-analytique 

des échantillons. Souvent considérée comme une boite noire, elle est pourtant réelle et peut 

grandement influencer les résultats obtenus, particulièrement en ce qui concerne les ARNm et 

les épitopes labiles tels que les phosphoprotéines (214). En effet plusieurs variables per- et 

post-opératoires vont influencer la qualité du prélèvement, et en particulier l’hypoxie 

peropératoire ainsi que le temps d’ischémie froide. Rimm et al. ont montré sur des pièces 

opératoires d’utérus que le temps entre l’exérèse de la pièce et l’analyse peut faire varier les 

niveaux d’expression des phosphoprotéines, notamment en ce qui concerne les niveaux 

d’expression de pAKT, pEGFR, pERK, pGSK et pP38MAPK (215). Ceci s’explique par la 

grande sensibilité de ces protéines aux phosphatases. pP70S6K est cependant moins sensible 

que les autres phosphoprotéines, et serait même insensible aux temps d’ischémie froide. A 

noter que la vitesse de dégradation des phosphoprotéines est, de plus, fonction de l’organe 

étudié (214). D’autre part la dégradation des phosphoprotéines est précédée d’une 

augmentation de leur concentration dans l’échantillon. La qualité des échantillons est donc 



132 

primordiale. En ce qui concerne l’analyse des phosphoprotéines, elle nécessite de disposer de 

tissus congelé à -80°C. Lors de la phase de validation du BPA, des essais de stabilité des 

phosphoprotéines réalisés dans notre laboratoire sur pEGFR, pAKT, pGSK3β, pP70S6K 

pERK1/2, pMEK1, pP90RSK et pP38MAPK, ont également mis en évidence une variation 

rapide des niveaux d'expression des phosphoprotéines dans des échantillons laissés à 

température ambiante, et nous ont amené à restreindre les temps avant congélation. Ainsi, les 

échantillons doivent être congelés dans des délais inférieurs à une heure post exérèse 

(résultats non publiés). 

 

Il existe de nombreuses autres variables pré-analytiques parfois difficilement maitrisables. Par 

exemple lors d’une exérèse tumorale, le temps d’ischémie chaude, entre le moment du 

clampage et la congélation de la pièce opératoire est très variable et impossible à maîtriser, et 

nécessiterait a minima de connaître l’heure du clampage lors de chaque opération pour 

pouvoir estimer ce paramètre afin d’en tenir compte dans la phase analytique.  

 

Pour plusieurs auteurs, une solution potentielle est la quantification de protéines témoins 

d’hypoxie et de souffrance tissulaire, qui pourraient être les protéines les plus sensibles aux 

changements qui interviennent pendant le temps d’ischémie froide (216, 217). Plusieurs 

protéines seraient à même de remplir cette fonction de "chronographes moléculaires" : pJak1, 

pPAK 1/2, pGSKαβ, pATF2 ainsi que peNOS (217). Ainsi ces marqueurs d’ischémie 

pourraient permettre de s’affranchir de cette difficulté, qui représente encore une limite au 

développement des techniques de protéomique en pratique clinique, et qui ont des 

conséquences directes en termes de reproductibilité des résultats. L’utilisation de ces 

protéines comme marqueur de dégradation ne sera toutefois possible que s’il existe une 

protéine parmi celles citées précédemment dont l’expression basale est constante chez tous les 

patients, au moins pour une pathologie donnée. 

 

La détection des protéines par des techniques autres que l’immunohistochimie présente un 

inconvénient majeur : l’absence de possibilité de localisation subcellulaire des protéines. En 

effet celle-ci présente une importance pour la recherche de marqueurs. Ceci peut s’illustrer 

par une étude portant sur 500 mélanomes pour lesquels ont été testés 70 marqueurs potentiels 

par des algorithmes génétiques (217). Parmi ces 70 marqueurs potentiels, cinq marqueurs se 

sont révélés pertinents dans l’évaluation du pronostique, et deux de ces cinq marqueurs, deux 

facteurs de transcription, n’étaient exploitables qu’associés aux informations sur leur 
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localisation, nucléaire ou cytoplasmique. Il a également été démontré que la 

compartimentation de certaines protéines, par exemple nucléaire, peut avoir des conséquences 

sur leur fonction. C’est le cas par exemple d’EGFR et de PTEN (31, 33, 34, 64). 

 

La question de l’hétérogénéité tumorale est également soulevée par de nombreux auteurs. La 

quantité de cellules tumorales, bien que les zones tumorales sélectionnées dans notre étude 

contiennent au moins 50% de cellules tumorales, représente une source importante de 

variabilité. En effet le stroma est présent en proportions variables dans le tissu tumoral 

(Figures 20 et 21). 

 

 
 

Figure 20 : A: Coupe histologique de cancer colorectal (coloration HES) sur une surface de 
9mm². B: Composition hétérogène en cellules stromales et tumorales. D’après (170).  

 

 
Figure 21 : Distribution de la proportion de cellules tumorales chez 
les patients atteints de cancer colorectal. D’après (170). 

Tumeur 

Tumeur Stroma 

Stroma 

A B 
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En revanche, l’utilisation du BPA couplée à l’analyse en composante principale permet de 

s’affranchir des problèmes de cellularité des échantillons, puisque l’on considère les niveaux 

d’expression des phosphoprotéines les uns par rapport aux autres et non plus de manière 

absolue. Par exemple si l’on dispose de cinq échantillons dans lesquels on dose deux protéines 

A et B et que l’on obtient les résultats suivants : 

 

 Echantillon n°   [Protéine A]     [Protéine B] 

 1   2    4 

 2   3    6 

 3   4    8 

 4   5             10 

 5   6    6  

 

La corrélation entre [A] et [B] (Figure 22) est respectée en cas de dilution de l’échantillon 4 

au ½, et un point aberrant (échantillon 4), dilué au ½ ou non, reste aberrant. 

 
Figure 22 : Corrélation entre les concentrations des protéines A et B avant (a) et après (b) dilution. 

 

De ce fait, si le matériel non tumoral n’est pas un tissu qui exprime excessivement les 

phosphoprotéines d’intérêt, alors la « dilution » du matériel tumoral dans le stroma conjonctif 

n’aura pas de conséquence sur la détection des individus aberrants. 

 

 

a b 

[B] [B] 

[A] [A] 
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Les questions qui restent à prendre en compte de manière générale sur ces approches portent 

sur le design des études à proposer pour une validation fiable et sur le niveau de preuve à 

atteindre pour ces nouveaux marqueurs.  

Les études rétrospectives présentent des limites. Les nouvelles molécules sont typiquement 

évaluées chez des patients présentant un stade avancé de la maladie, et ces mêmes patients ne 

sont pas nécessairement re-biopsiés; si un marqueur apparaît tardivement au cours de 

l’évolution de la pathologie, une analyse réalisée sur un échantillon de tissus plus ancien 

pourrait empêcher la mise en évidence d’un marqueur pertinent. En ce qui concerne le statut 

KRAS, l’apparition de mutations est un évènement précoce dans l’oncogenèse. Ainsi l’analyse 

peut être réalisée sur des prélèvements très antérieurs à la prescription d’une thérapie anti-

EGFR. Ceci n’est pas vrai en ce qui concerne d’autres paramètres. Sawyers et al. citent 

l’exemple d’une étude réalisée chez des patients atteints de cancer du poumon traités par 

géfitinib ou par erlotinib. Une résistance secondaire au traitement était associée à un 

changement dans le statut mutationnel du domaine kinase d’EGFR par rapport à la biopsie 

primaire (2). D’autres auteurs ont également pu mettre en évidence une variation de 

l’expression des pAKT et pERK en IHC entre la tumeur primitive et les métastases 

correspondantes dans plus de 10% des cas (218).  

 

D’autre part, les études prospectives adaptées à la recherche de biomarqueurs sont difficiles à 

mettre en œuvre, et la plupart des essais cliniques ne prévoient pas encore suffisamment de 

collecte de matériel tumoral. Une des raisons évoquées par Sawyers et al. est la lenteur 

d’inclusion dans les essais qui présentent cette contrainte supplémentaire. Un autre problème 

évoqué par Ratain et al. est le coût engendré par l'évaluation de biomarqueurs au cours des 

essais (s’élevant en moyenne à 6700$ par patient) (219). Ratain propose ainsi de ne 

commencer l’étude des biomarqueurs qu’en phase IIb et uniquement sur des molécules ayant 

fait preuve d’efficacité. Ainsi, on estime qu'actuellement seulement 4 à 5% des essais de 

phase III prévoient l'analyse d'un biomarqueur dans le but d'améliorer la sélection des 

patients. 

En ce qui concerne les études rétrospectives, l’évaluation des niveaux d’expression des 

phosphoprotéines présente d’autres difficultés. En effet ces études ne peuvent être réalisées 

que sur matériel tumoral congelé, en raison des problèmes de stabilité des phosphoprotéines 

évoqués précédemment ; or la congélation de matériel tumoral n’est pas systématique. 

L’utilisation de nouveaux fixateurs tels que le RCL2 épargnant les ARN et les 

phosphoprotéines tout en garantissant une stabilité de l’ADN ainsi qu'une morphologie 
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cellulaire semblable à celle obtenue classiquement avec les fixateurs formolés, apparaît 

comme une alternative intéressante au stockage de tissus congelé (220, 221). Ainsi, les études 

rétrospectives pourraient être réalisées sur des séries beaucoup plus larges, et ce mode de 

conservation permettrait de s’affranchir des problèmes inhérents à la manipulation de tissu 

congelé tels que les décongélations itératives des échantillons. 

 

Au-delà des considérations techniques que nous venons d’évoquer, se posent des questions 

d’ordre analytique. En effet les mécanismes de résistance aux thérapies anticancéreuses 

relèvent de phénomènes complexes et multiparamétriques. L’interprétation des données doit 

tenir compte de cette complexité.  

 Cette question fait l’objet de la troisième partie de ce travail, qui a pour but de transposer en 

situation clinique le travail réalisé in vitro. Dans cette étude réalisée en collaboration avec 

l’équipe du Pr. Laurent-Puig1, les niveaux d’expression des phosphoprotéines de signalisation 

ont été analysées par BPA sur des échantillons de tumeurs de patients atteints de cancer 

colorectal métastatique et traités par cétuximab ou panitumumab.  

Les résultats de cette étude publiés récemment mettent en évidence un lien entre l’expression 

de pMEK1, pP70S6K, et la survie sans progression, ainsi qu’un lien entre l’expression de 

pP70S6K et la survie globale chez les patients non porteurs de mutation KRAS (181). 

 

L'approche complémentaire que nous proposons ici a pour but de prendre en compte la 

globalité des variables étudiées, c'est-à-dire le statut mutationnel KRAS associé à un score 

représentatif de la fonctionnalité du réseau de signalisation en aval d’EGFR. Ce score est 

obtenu par analyse en composante principale (ACP) couplée à une analyse discriminante 

linéaire (53). Les patients présentant un score élevé sont considérés comme non-répondeurs, 

et les patients présentant un score bas sont considérés comme répondeurs au traitement par 

anti-EGFR. Globalement, la qualité de classement des patients en répondeurs et non 

répondeurs obtenue est légèrement supérieure à 80%. De plus, la différence de survie sans 

progression et de survie globale en fonction de ce score dans le groupe de patients porteurs de 

tumeurs KRAS non mutées est significative.  

L’interprétation des données pourrait se faire de la manière suivante. Le score LDA est obtenu 

par analyse discriminante des derniers axes résultant de l’analyse en composante principale. 

Les derniers axes obtenus par ACP sont des axes représentant des paramètres très décorrélés. 

                                                 
1 INSERM UMRS 775, Paris Descartes, APHP, HEGP. 
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En d’autres termes, ces axes servent à mettre en évidence des individus pour lesquels la 

corrélation globale entre les paramètres mesurés ne se vérifie pas, ce qui pourrait 

correspondre aux patients présentant une rupture à un endroit quelconque du réseau de 

signalisation en aval du récepteur. On entend ici par rupture une élévation anormalement 

élevée du niveau d’expression d’une phosphoprotéine, indépendamment de l’état d’activation 

de la protéine en amont de celle-ci. 

 

Cependant, le modèle que nous proposons présente des limites, notamment en ce qui concerne 

le nombre de sujets inclus dans l’étude, et nécessite plusieurs étapes de validation avant 

d’envisager une application clinique. 

 

Plusieurs auteurs tendent également à utiliser des approches multiparamétriques pour la 

prédiction de réponse aux thérapies ciblées. Ainsi, plusieurs études récentes mettent en 

évidence une complémentarité des données de génétique constitutionnelle, de génétique 

somatique et des données fonctionnelles, qui sont complémentaires et font l'objet d'analyses 

intégrées (71, 119, 211, 222-224). Les résultats obtenus tendent à mettre en évidence que le 

pouvoir prédictif de marqueurs combinés est supérieur au pouvoir prédictif de ces mêmes 

paramètres utilisés seuls (192, 211, 223, 225). De ces approches émerge depuis quelques 

années le concept d'interactome (226). Les données de protéomique ne se combinent pas 

comme des paramètres dont l'effet est cumulatif, mais les interactions entre les paramètres 

mesurés contiennent des informations qu'il est utile de considérer. Tandis que certains auteurs 

proposent d'éliminer les variables très corrélées entre elles avant de réaliser les analyses, 

d'autres en revanche proposent d'étudier et de modéliser les interactions entre les protéines 

étudiées (227, 228). Ces travaux devraient à terme permettre de modéliser finement les 

réseaux de signalisation en aval des récepteurs HER, en tenant compte de paramètres 

complexes tels que les rétrocontrôles ou encore les cinétiques d'interactions entre les 

protéines, et pourraient permettre d'étudier in silico l’efficacité d’un traitement en fonction 

des caractéristiques moléculaires d'un patient donné. Cette approche devrait également 

permettre d'évaluer l'efficacité de combinaisons de thérapies ciblées ayant pour cibles 

plusieurs récepteurs, ou un récepteur et plusieurs autres kinases en aval de ce récepteur, ce qui 

est conforme aux démarches en cours d'évaluation en pratique clinique, mais dont les choix se 

font actuellement de manière empirique. D'autre part, la méthodologie de mise en évidence 

puis de validation d’un biomarqueur est délicate et nécessite une approche particulière et le 

design d’essais cliniques spécifiques et adaptés (78, 159-161, 229-231). 
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CONCLUSION 
 
 
Les thérapies ciblées, anticorps monoclonaux et inhibiteurs de kinase, dirigées contre les 

récepteurs HER représentent un progrès majeur en cancérologie. Indépendamment de 

l’expression de la cible moléculaire, l’activité des thérapies ciblées est tributaire de la 

présence dans le tissu tumoral d’anomalies génétiques capables de perturber la signalisation 

cellulaire tumorale en aval des récepteurs. 

 

L’utilisation des biomarqueurs en pratique clinique permet d’adapter des traitements aux 

caractéristiques individuelles de chaque patient. La découverte de l’implication de la mutation 

KRAS dans la résistance aux anti-EGFR dans le cancer colorectal métastatique a marqué une 

étape importante dans la progression vers la médecine personnalisée en cancérologie. Il reste 

à développer de nombreux biomarqueurs, pour les anti-EGFR mais également pour les autres 

thérapies ciblées et les chimiothérapies cytotoxiques, tant dans le domaine des prédictions de 

réponse que dans le domaine des prédictions de toxicité.  

 

Les révolutions techniques que connait actuellement la biologie moléculaire devraient 

permettre de mettre rapidement à disposition des cliniciens les moyens de choisir de manière 

rationnelle les thérapies ciblées, dont le nombre devrait augmenter extrêmement rapidement 

dans les prochaines années. Les techniques de protéomique évoluent rapidement vers une plus 

grande automatisation, et présentent des améliorations en termes de reproductibilité et de 

robustesse. Elles pourraient ainsi très rapidement satisfaire les critères requis pour le 

diagnostic clinique. Ces évolutions permettront de réaliser l'analyse intégrée des données de 

génétique constitutionnelle, de génétique somatique et des données fonctionnelles. 

 

Notre travail a consisté à évaluer l’intérêt de l’évaluation de la fonctionnalité des voies de 

signalisation par analyse multiplexe des niveaux d’expression des formes phosphorylées des 

principales kinases intracellulaires en aval des récepteurs HER sur lignées cellulaires et sur 

échantillons de tumeurs. Ce travail met en évidence l’impact d’anomalies génétiques 

tumorales sur la fonctionnalité des voies de signalisation RAS/RAF/MAPK et PI3K/AKT et 

sur la réponse au cétuximab.  

 

Les résultats obtenus au cours d’une étude clinique rétrospective dans les cancers colorectaux 

métastatiques suggèrent que l’utilisation des données issues de l’évaluation de la 
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fonctionnalité des voies de signalisation en aval des récepteurs HER combinée à une approche 

de biologie intégrative pourraient à terme trouver des applications en qualité de marqueurs 

prédictifs de réponse clinique aux thérapies ciblées anti-HER. L’approche que nous proposons 

est potentiellement transposable à l'étude des mécanismes de résistance diverses thérapies 

ciblées, inhibiteurs de tyrosines kinase ou anticorps monoclonaux, ciblant les voies de 

signalisation des RAS/RAF/MAPK et des PI3K/AKT.  

 

En conclusion, un travail transdisciplinaire est nécessaire pour la mise en évidence et la 

validation de nouveaux marqueurs potentiels. Ce travail nécessite la coopération de cliniciens, 

de pathologistes et de biologistes autour de projets de recherche translationnelle. D’autre part, 

les mécanismes de résistance aux thérapies ciblées mettent en jeu des systèmes complexes, et 

la mise en évidence de biomarqueurs, prédictifs ou pronostiques, nécessite également 

l’utilisation d’outils mathématiques adaptés.  
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ANNEXE 
 

 

 

Impact du silencing de PTEN sur la réponse cellulaire au cétuximab dans 

une lignée de cancer des voies aérodigestives supérieures  
 

Mriouah J, Boura C, Pinel S, Chretien AS, Fifre A, Merlin JL, Faivre B. 
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RESUME 
 

 
Les thérapies ciblées, anticorps monoclonaux et inhibiteurs de kinase, dirigées contre les récepteurs de la famille 
des Human Epidermal Growth Factor Receptors (HER) représentent un progrès majeur en cancérologie. Leur 
efficacité repose sur leur capacité à inhiber la signalisation oncogénique notamment recrutant les voies 
RAS/RAF/MAPK et PI3K/AKT. 
Indépendamment de l’expression de la cible moléculaire, l’activité des thérapies ciblées est tributaire de la 
présence dans le tissu tumoral d’anomalies génétiques capables de perturber la signalisation cellulaire tumorale 
en aval des récepteurs dont la recherche fait maintenant partie des critères de prescription. 
C’est ainsi que dans les cancers colorectaux, la prescription des anticorps anti-EGFR est restreinte aux patients 
dont la tumeur est dépourvue de mutations KRAS. Cependant, ce critère génétique apparait encore insuffisant et 
il apparaît primordial d’identifier des marqueurs additionnels pertinents,  pour prédire efficacement l’efficacité 
thérapeutique.  
Notre travail a consisté à évaluer l’intérêt de l’évaluation de la fonctionnalité des voies de signalisation par 
analyse multiplexe des niveaux d’expression des formes phosphorylées des principales kinases intracellulaires en 
aval des récepteurs HER. La preuve de concept a été tout d’abord apportée sur des modèles cellulaires 
génétiquement modifiés, en montrant l’impact d’anomalies génétiques tumorales sur la fonctionnalité des voies 
de signalisation RAS/RAF/MAPK et PI3K/AKT et sur la réponse au cétuximab. Dans la seconde partie de ce 
travail, après validation des techniques utilisées en situation clinique, nous avons montré la pertinence d’une 
approche de biologie intégrative combinant analyse de génétique moléculaire et analyses fonctionnelles avec 
analyse en composante principale. Nos résultats, obtenus au cours d’une étude clinique rétrospective dans les 
cancers colorectaux métastatiques, suggèrent que l’utilisation des données issues de l’évaluation de la 
fonctionnalité des voies de signalisation en aval des récepteurs HER, pourraient à terme trouver des applications 
en qualité de marqueurs prédictifs de réponse clinique aux thérapies ciblées anti-HER.   
 
Mots clé : cancer, cétuximab, panitumumab, EGFR, signalisation cellulaire 
 

 
 

ABSTRACT 
 
 

Targeted therapies, monoclonal antibodies and tyrosine kinase inhibitors, directed against the Human Epidermal 
Growth Factor Receptors (HER) family, represent a major advance in oncology. Their efficacy depends on their 
ability to inhibit oncogenic signalling, including the RAS/RAF/MAPK and PI3K/AKT signalling pathways.  
Regardless of the expression of the molecular target, the efficacy of targeted therapies is independent on the 
genetic abnormalities of the tissue which are able to disrupt tumour cell signalling, and the research of these 
abnormalities is now included in the prescription criteria.  
Thus, in colorectal cancer, anti-EGFR antibodies prescription is restricted to patients bearing KRAS wild-type 
tumour. However, this genetic criterion appears still insufficient and identification of additional markers for 
predicting therapeutic efficiency are needed.  
The aim of this work was to evaluate the usefulness of assessing HER downstream signalling functionality using 
multiplex analysis of the phosphorylated forms of key intracellular kinase signalling. Proof of concept was first 
introduced with genetically modified cell lines models, showing the consequences of tumour genetic 
abnormalities on RAS/RAF/MAPK and PI3K/AKT signalling pathways and on response to cetuximab. In the 
second part of this work, after validation of the techniques used in clinical situation, we demonstrated the 
relevance of system biology approach, combining molecular biology and functional analysis with principal 
component analysis. Our results obtained in a retrospective clinical study in metastatic colorectal cancer, 
suggests that the use of data from the evaluation of HER downstream signalling pathways functionality could 
eventually find applications as predictive markers of clinical response to anti-HER targeted therapies. 
 
Key-words: cancer, cetuximab, panitumumab, EGFR, cell signalling 
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