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Par sa fréquence et sa gravité, le cancer coldr&ER) est un enjeu majeur de santé
publique. En France, en 2012, un peu plus de 40030R ont été diagnostiqués et plus de
17 000 personnes en sont mortes (Institut natidnatancer : INCa). Le pronostic du CCR
reste mauvais malgré tous les progrés réalisésdeesieres décennies en matiere de
prévention, de moyens diagnostiques et de théngpest Le taux de survie a 10 ans est de
50% tout stade confondu (INCa). De plus, le diagoatu CCR est souvent fait a un stade

avance.
Plus de 80% des CCR sont diagnostiqués aprés 60 ans

Le CCR est le plus souvent une maladie sporadiduee s’agit d'une pathologie

héréditaire que dans 5% des cas.
Les adénocarcinomes représentent plus de 90% deq0OC

Les 10% restants sont essentiellement représeatéssptumeurs neuroendocrines, les

lymphomes B et les GIST (Gastro Intestinale Strofuathor).

Le CCR se développe le plus souvent sur un adépogeistant apres une période de

latence de plusieurs années.

Les principaux facteurs exogenes identifies a & @lans I'étiologie du CCR sont

I'alimentation et le manque d"activité physique.

La cancérogénese du CCR est de mieux en mieux ¢®mgrace aux nouvelles
techniques de biologie moléculaire. Ainsi, graaena meilleure connaissance des altérations
oncogeéniques, la recherche a permis notamment\ddop@er des nouvelles thérapeutiques
ciblées de plus en plus efficaces et d'identifiessa des facteurs prédictifs de résistance a
certaines thérapies.



I. Geénéralités
A. Epidémiologie, incidence et mortalité

Dans le monde, en 2008, le CCR est le quatriemeecale plus fréquent chez
I’'homme apres le poumon, la prostate et I'estomde woisieme chez la femme apres le sein
et le col utérin. On estime a 1,23 million le nomlgde nouveaux cas de CCR (9,7% des

cancers totaux) (2,3).

En Europe (27 pays), le CCR constitue le troisierarcer le plus fréquent chez
I’'hnomme et le deuxiéeme chez la femme. Le taux ddence est de 40 pour 100 000 hommes
et de 24,9 pour 100 000 femmes mais on note unabi#@eé importante de 15,4 en Grece a
60,7 en Europe de I'Est (Républiqgue Tchéque, HengriSlovénie) pour 100 000 hommes et
de 11,5 en Gréce a 35,2 pour 100 000 femmes aunizaket en Norvege.

En France, en 2012, le CCR arrive en troisieme tiposipour les deux sexes
confondus, en terme d’incidence avec 42 152 cadsdprcancer de la prostate avec 53 465
cas et le cancer du sein avec 48 763 Tabléau 1). Le taux d’incidence est de 38,4 pour
100 000 hommes et de 23,7 pour 100 000 femmes @vaapport homme/femme de 1,5.
Depuis plus de 20 ans, cette incidence est en amestaugmentation, due en partie au
vieillissement de la populatioé&bleau 2. L'incidence du CCR augmente significativement
apres I'age de 50 ans. L’age moyen au diagnostidee§0 ans chez 'lhomme et de 73 ans
chez la femme (2012Y &bleau 3.

En France, le CCR est la deuxieme cause de décésapeer avec 17 722 déces
(9 275 hommes et 8 447 femmes en 2012) apres leecaiu poumon (29 949 déces)
(Tableau 1). Le taux de mortalité (standardisé monde) en 28dt2de 13,3 pour 100 000
hommes et de 7,9 pour les femma&alfleau 2. Ces taux de mortalité sont Iégérement en
dessous de la moyenne de I'Union-Européenne. Leslés plus élevés sont retrouvés dans
les pays de 'Europe de I'Est.

Malgré un allongement de la survie globale de mangggnificative au cours de la
derniere décennie, 'age moyen de déces en 201@ee8b ans chez 'homme et de 79 ans
chez la femme. La survie des patients diagnostignée 1989 et 2004 est de 79% a 1 an
(80% chez 'homme et 79% chez la femme), 56% as5(a6% chez I’'homme et 57% chez la
femme) et 50% a 10 ans (48% chez 'homme et 52% lehlemme). La survie est corrélée au

stade de la maladie au moment du diagnostic.



Incidence Mortalité
Localisations _ Contribution a _ Contribution a
Effectif* I'ensemble des Effectif 'ensemble des
cancers (en %) cancers (en %)
Prostate* 53 465 15,0 8 876 6,0
Sein 48 763 13,7 11 886 8,0
Colon-rectum 42 152 11,9 17 722 11,9
Poumons 39 495 11,1 29 949 20,2
Tous les cancers 355 534 100,0 148 378 100,0

Tableau 1 : Incidence et mortalité estimées desca@n (5 principales localisations)

en

France en 2012

* Compte tenu des fluctuations récentes de l'intigedu cancer de la prostate les résultats posiéia la
derniére année observée par les registres (200%pn¢ pas présentés. Estimation nationale de diexace et de
la mortalité par cancer en France entre 1980 et2(artie 1 - Tumeurs solides, INCa 2013

Année 1980 1990 2000 2005 201G 201p
Incidence Homme 34,7 38,1 39,4 39,2 38,8 38,4
Incidence Femme 23 24,5 24,6 24,3 23,9 23,7
Mortalité Homme 19.9 18.2 16 14.9 13.8 13.3
Mortalité Femme 12.5 10.6 9.2 8.6 8.1 7.9

Tableau 2 : Taux d’incidence et de mortalité enrie@selon 'année.

Taux standardisé monde pour 100 000 personnes-afiséienation nationale de l'incidence et de la ratig
par cancer en France entre 1980 et 2012. PartieTumeurs solides, INCa 2013

‘A Nb de nouveaux cas- Nb de nouveaux cast Taux d'incidence Taux d’incidence
Classe d’age P L e
Homme Femme spécifique- Homme*| spécifique- Femme*
0-14 3 7 0,1 0,1
15-19 5 10 0,3 0,5
20-24 14 21 0,7 1,1
25-29 31 39 1,6 2
30-34 62 71 3,1 3,5
35-39 117 129 5,8 6,4
40-44 244 258 11,2 11,7
45-49 512 487 23,7 21,8
50-54 1042 853 50,4 39,4
55-59 1909 1360 96,7 64,7
60-64 3120 1929 159,2 92,1
65-69 3530 1998 231,5 119,9
70-74 3339 2023 311,6 160,2
75-79 3524 2656 374,1 209,5
80-84 3182 3041 438,2 260,3
86-89 1876 2566 451,9 303,2
90-94 635 1225 411,8 297,7
95-++ 81 253 327,2 226,6

Tableau 3 : Incidence (nombre de cas et taux dlente spécifigue) du cancer colorectal par

classe d’'age et par sexe en France en 2012

* Taux standardisé monde pour 100 000 personnegarastimation nationale de l'incidence et de latalibé
par cancer en France entre 1980 et 2012. PartieTumeurs solides, INCa 2013



B. Symptomes

Les CCR se développent le plus souvent de facemcsduse, sans provoquer de
symptomes particuliers, pouvant rester longtempgeeneceptibles. Cependant, certains signes
peuvent étre révélateurs d’'un cancer et doiventlgioa a une consultation médicale tels que
des troubles persistants ou soudains du trangtinal (constipation soudaine, diarrhée qui
se prolonge, augmentation du volume abdominal,idenau niveau du rectum ...), des
saignements (selles recouvertes ou mélées de samps douleurs abdominales (douleurs
fréquentes et constantes).

Au fur et a mesure que la tumeur grossit, ces sym@s peuvent s’aggraver et
entrainer des complications telle qu'une occlusioiestinale ou une péritonite. En cas
d’évolution de la maladie, il peut subvenir unetion de I'état de santé général (cachexie,

asthénie, perte d’appétit ...).

C. Programme national de dépistage organisé du CCR

Le dépistage du CCR fait I'objet d'un programmeonat organisé par les pouvoirs
publics. Tous les deux ans, les hommes et les fanim®&0 a 74 ans sont invités a réaliser un
test de dépistage remis par leur médecin traitantI’absence de symptdme, il est établi
gu’en faisant un test de recherche de sang ocdaits les selles tous les 2 ans entre 50 et 74
ans, suivi d’'une coloscopie en cas de positivitést possible de diminuer de 15 a 20% la

mortalité par CCR si la participation de la popigiatatteint 50% (4—6).

Le test de dépistage est un test de recherchendeosaulte dans les selles qui est un
test au gaiac (test Hemoccult II®). Il est réabsédomicile par le patient qui effectue un
prélevement sur 3 selles consécutives de 2 pediggnfents de la taille d’'un grain de riz qu'il
dépose sur une plaquette. Ces plaquettes sont @éewau centre de lecture a l'aide de

I'enveloppe préaffranchie fournie avec le test.

Des 2007, 23 départements pilotes étaient engaayes ld programme de dépistage
organisé du CCR. Fin 2010, 95 départements avaieité au moins une fois la population
cible a s'y soumettre. Sur la période 2010-201is de 17 millions de personnes agées de 50
a 74 ans ont été invitées a se faire dépister (Bblgedes territoires francais a I'exception de
Mayotte). Cing millions d’entre elles ont réaligétést, soit un taux de participation de 32.1%
(34% chez les femmes et 30% chez les hommes).dééatontre que les personnes de plus

de 60 ans adhérent davantage au programme quelieslus jeunes.
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Cette estimation est stable par rapport a I'annméeéalente, elle reste cependant inférieure
aux recommandations européennes qui sont de 45%tnemum (Tableau 4).

Ensemble Femme Homme
Données 201_0-_2011 sur I_erlsemble 32.1 % 34.0 % 30,0 %
des territoires frangais
Donnede§ 2009-2010 sur 95 33.8 % 36,5 % 31,4 %
épartements

Tableau 4: Evolution des taux de participation @&pidtage organisé du cancer
colorectal depuis 2009-2010 chez les 50-74 ansrande.
*A I'exception de Mayotte devenue département d&omer le 31 mars 2011, http://lesdonnees.e-cafiter.

Les données de I'étude pilote de 2007 (22 déparitsnent montré que le CCR a été
détecté chez 3 289 personnes, soit un taux deda@ers pour 1 000 personnes dépistées
Parmi les 3 289 personnes atteintes d’un canc@B3lcancers invasifs ont été détectés dont

42% étaient de stade |, 24% de stade Il, 24% dthde 10% étaient des cancers métastasés

7).

Selon les données de 2010-2011, le pourcentagestiepositifs est de 2,6% parmi les
tests analysables. La Guyane (4,8%) et I'Eure (48t les deux départements qui ont les
taux positifs les plus élevés, tandis que les Rgswtlantiques et la Martinique présentent
les taux de tests positifs les plus bas (1,7%)c@rstate que le taux de tests positifs est moins
élevé dans les départements pilotes (2,4%) que l@gnautres départements (2,7%). Ces
résultats sont en faveur d’'une diminution de lavalence des Iésions précancéreuses ou

cancéreuses dans les départements impliqués dgepsisurs années dans le dépistage.

D. Facteurs de risques exogenes

L'égalité devant le risque de cancer, quel qu’it,soexiste pas. L'alimentation joue
tres certainement un réle important dans le déyaomnt du cancer du célon notamment un
apport calorique trop important sous forme de gemsanimales et la présence d’'une obésité
(Tableau 5 (8). En revanche, on note un rdle protecteurlparonsommation réguliére de
fibres (Iégumes, fruits, céréales) et par I'exergbysique régulierTableau 6) (9). Le tabac
est un facteur d’apparition des adenomes (4) kel favoriserait leur augmentation de taille
(7). Le risque d'étre atteint d’'un gros polype @st fois plus élevé chez un sujet ayant fumeé

plus de 20 paquets/année et buvant plus de trais de litre de vin par jour.
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Pourcentage d’augmentation du risque de

| [ . . Taille de la portion
cancer colorectal*** par portion par jour

Viandes Rouges 29 100g

Charcuteries 21 509

Tableau 5 : Estimation de l'augmentation du risgdeecancer colorectal par portion de

viandes rouges ou de charcuteries pour les relatjogées convaincantes (8)

* Dans le rapport on entend par viandes rougesviasdes de bceuf, veau, mouton, agneau, porc etechév
** |_e terme charcuteries désigne ici la catégoriesd« processed meat » qui prend en compte togtesdedes
conservées par fumaison, séchage, salage, ou addi® conservateurs (y compris les viandes hacsiédies
sont conservées chimiquement, corned beef...).

*** Significatif pour cette localisation. Une augmigation de risque de cancers de 29 % correspond &sgue
relatif estimé & 1,29.

e Co Pourcentage de diminution du risque de CCR pountigidus
Type d’activité physique : . .
les plus actifs par rapport aux moins actifs
Activité physique totale 23
Activité physique professionnelle 29
Activité physique de loisirs 18
Intensité de I'activité physique de loisirs 20

Tableau 6 : Estimation de la diminution du risqueadncer du cdlon pour les individus les

plus actifs par rapport aux moins actifs pour letations jugées convaincantes (8)

*L'activité physique totale recouvre l'activité péigue professionnelle (travail en exploitation agie,
manutention...), domestique (travaux ménagers, jaghn.), de loisir (jogging, danse...) et celle liéex au
transports (a pied, a vélo...).

** Significatif pour cette localisation. Une dimitian de risque de cancer du cblon de 23 % corredp&mn
risque relatif estimé a 0,77.

E. Détermination des groupes a risques

1. Niveau de risque moyen
Il concerne les personnes de la population géndej#us de 50 ans sans antécédent
de CCR ou autres cancers favorisants.
2. Niveau de risque élevé
a. Sujets aux antécédents personnels d'adénome ou@&C
Le risque de CCR chez les sujets atteints d'adéndépend des caractéristiques de

'adénome initial.

Les sujets présentant un adénome avancé (taill@rmml et/ou une composante
villeuse > 25% et/ou une dysplasie de haut gratbel @in carcinomen situ) ont un taux de
récidive d'adénome a 5 ans de 12,2%. Comparativenensujets ayant un adénome non

avancé ont un taux de récidive de 2,4% (10).
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Ces sujets présentant un adénome avancé ont égalemesque de CCR augmenté
de 3,6 fois et de 6,6 fois si ces adénomes sortiptag. Comparativement, les sujets atteints
d’un ou plusieurs adénomes de moins de 1cm ou aikadés tubuleux ont un risque de CCR
de 0,5 (11).

Les sujets ayant un CCR ont un risque d’un nou¥®@R significativement plus élevée
dans les 5 premiéres années suivant le traiteme@QGR initial. Dans I'étude de Yun et al.
portant sur 1 838 CCR, il a été montré que le asdgirécidive locale est de 8,5% (12).

b. Sujets aux antécédents familiaux d’adénome ou deRCC

Il existe un sur-risque de CCR dans la fratriehsizcles enfants d’'une personne ayant
eu un adénome avancé. Ce sur-risque est probalignoehe du sur-risque de CCR lorsqu'il
y a un antécédent familial de CCR.

Chez un homme ou une femme ayant un antécédenlidlade CCR, le risque de
développer un CCR dépend du nombre de parentsésudh I'age du ou des cas index et du

degré de parenté avec ce ou ces derniers (13):
- 2,5 si un seul parent aff tlegré a eu un CCR.
- 4,25 si plusieurs parents ont un CCR.
- 3,87 si le CCR du parent a été diagnostiqué diggd de 45 ans.
- 2,25 sile CCR du parent a été diagnostiquéeetiiret 59 ans.

c. Sujets aux antécédents de maladie inflammatoireahique de
I'intestin
Les maladies inflammatoires chroniques de I'inte@ICI) regroupent la maladie de
Crohn et la rectocolite hémorragique. Ces malamieshent environ une personne sur mille a

un age compris entre 20 et 30 ans (incidence @s/A.@0 000 habitants/an).

Dans la maladie de Crohn, 'augmentation du risipi€CR est observée aprés 7 a 10
ans d’évolution, notamment en cas d’atteinte caligu-dela du sigmoide. Le risque de CCR
varie avec I'age de début de la maladie de Croles ane augmentation du risque de 3% si la
maladie débute a 30 ans et de 10% si elle débtfieaars (13).
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Dans le cas de la rectocolite hémorragique, l'augai®mn du risque de CCR est
observée aprés 7 a 10 ans d’évolution. Il est éstin2% apres 10 ans, 8% apres 20 ans et
18% aprés 30 ans. A durée égale, le risque de GECR'a&utant plus élevé que la maladie

commence jeune (13).

d. Sujets atteints d’acromégalie

Chez un sujet atteint d’acromégalie, le risque éfamne et de CCR est multiplié par
2a3(13).

3. Niveau de risque tres élevé

Le CCR est le plus souvent une maladie sporadiduee s’agit d'une pathologie
héréditaire que dans 5% des cas. Le niveau deerisgs €levé se définit par le risque qu’un
sujet appartenant a une famille atteinte de canteén®ditaires développe un CCR.
L'importance est d’identifier ces familles atteistge cancers héréditaires afin d’organiser une

consultation d’'oncogénétique pour dépister et pieeed charge ces sujets a risque tres élevé.

Les deux principales maladies sont le syndrome yieth/Hereditary non polyposis

colorectal cancer (HNPCC) et la polypose adénorsatéamiliale (PAF).

a. Le syndrome de Lynch

Le syndrome de Lynch est la forme la plus fréquade CCR héréditaires. Sa
transmission est autosomique dominante avec unetma@ce incomplete (70%). Ce
syndrome se caractérise par une mutation germitiategéne appartenant a la famille DNA
mismatch repair ou MMR. Ces genes codent pour ded$éipes de réparation des
mésappariements de réplication de I'ADN. Les geoescernés sont hMLH1, hMSH2,
hMSH6, PMS2. L’inactivation de ces genes conduitira phénotype particulier appelé
instabilité des microsatellites (micro satellitestability (MSI)) présent dans les cellules
tumorales, détecté par génotypage de 'ADN.

Les sujets atteints d’'un syndrome de Lynch ontisque augmenté de développer un
CCR a un age jeune (< 45 ans, 42 ans chez les homindg ans chez les femmes) (14), mais
également un CCR synchrone et métachrone. llségalement plus a risque de développer
d’autres cancers : cancer de I'endométre, ovaitesiin gréle, uretére ou cavités excrétrices

rénales.
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L'étude de Bonadona et al. a montré un risque cardelCCR a 70 ans chez les sujets
atteints d'un syndrome de Lynch avec une mutatemdH1 de 41%, de MSH2 de 48% et
de MSH6 de 12%. Concernant le cancer de I'endometresque est de 54% pour MLH1,
21% MSH2 et de 16% pour MSH6 selon la méme étuds. dujets ayant une mutation
hMLH1 ou hMSH2 ont un risque plus élevé de canagg tps sujets MSH6 muté (15).
L’étude de Stoffel et al., menée sur 147 famillgard un syndrome de Lynch, a quant a elle
montré un risque cumulé de CCR de 66,1% chez 'hereinde 42,7% chez la femme. Le
risque cumulé de cancer de 'endomeétre était d989Chez les femmes, le risque cumulé de
CCR et de cancer de 'endometre était de 73,4% (9).

Une autre étude a montré que le risque de CCRlekeaujets ayant un syndrome de
Lynch serait de 80% et le risque de cancer recéhamrone 12 ans apres colectomie serait de
12% (13).

Le contexte familial a fait émerger des critéranigles du syndrome de Lynch qui
sont les criteres d’Amsterdan et de Bethesda. Ligsres d’Amsterdam définis en 1991 et
modifies en 1999, sont des criteres tres sélectifiles pour réaliser des études
épidémiologiques du syndrome. Ceux de Bethesd#sé®en 2004, sont beaucoup moins
sélectifs permettant de détecter beaucoup plusdiés a risque, mais avec une perte de

spécificité importante. (16—-18) :

Criteres d’Amsterdam (tous les critéres doivers @pésents) :

- Au moins 3 apparentés avec un CCR ou un cancspéctre étroit du syndrome de

Lynch (Cancer CCR, de I'endometre, de l'intestiélgy de I'uretére et du bassinet)
- Au moins un des cas est apparenté au premieé diegrdeux autres
- Au moins deux générations successives sont afect
- Au moins un des cas est diagnostiqué avant 50 ans
- Le diagnostic de PAF doit étre exclu

- Les diagnostics doivent étre vérifiés par un estaimistopathologique
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Critéres de Bethesda (au moins 1 critere doitgtieent) :

- Patient ayant un CCR diagnostiqué avant 50 ans

- Patient avec deux cancers synchrones ou métahagpartenant au spectre large
du syndrome de Lynch (CCR, de I'endometre, de diestc, de I'ovaire, du pancréas, de
I'uretére et du bassinet, des voies biliaires, tunhesébacées et intestin gréle) quel que soit

l'age
- Patient avec un CCR avec un phénotype MSI-H disiigué avant 50 ans

- 2 cancers du spectre large du syndrome de Lyineh 2 apparentés aff legré dont

I'un a moins de 50 ans

- 3 cancers du spectre large du syndrome de Lyheh 8 apparentés af bu 2™

degré quel que soit 'age

b. La polypose adénomateuse familiale

La PAF est une pathologie héréditaire a transmmsaidosomique dominante et pénétrance
complete. Dans 20 a 30% des cas, cette affectionestide novo Elle représente 1% des
CCR. Cette maladie se caractérise par une mutaj@minale délétere du géne APC
(anaphase promoting complex) situé sur le bras kungchromosome 5. La position des
mutations sur le gene conditionne la gravité déaoes manifestations de la maladie. Cette
affection se caractérise par le développement pee¢puberté) de nombreux adénomes
coliques (>100) d’évolution rapidement défavoraliile est associée a un risque augmenté
d’adénomes duodénaux, de 'ampoule de Vater, dedwndesmoides, de polypes glandulo-

kystique gastriques, d’hypertrophie congénitaléafathélium pigmentaire rétinien.

Les sujets qui sont suspectés d’avoir une PAF dobikénéficier d’'une consultation
d’'oncogénétique des le plus jeune age. Il s’agia dejets ayant plus de 10 adénomes
synchrones ou plus de 5 adénomes et des antécéaemiliaux d’adénomes au™ldegré ou

chez un apparenté de moins de 60 ans.

Les sujets atteints de la PAF ont une colectonti@dgréventive (coloprotectomie)
vers I'age de 20 ans, car en I'absence de traitefearsque de CCR est de 100%. Le risque
cumulé de cancer sur le rectum restant apres oobéetest compris entre 5 et 10% a 50 ans et
entre 14 et 30% a 60 ans.
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Il existe deux autres formes de polypose adénorsatiumiliale dites atténuées car la
majorité des sujets atteints de ces formes atténagt moins de 100 adénomes coliques.
La premiere forme est une maladie autosomique s&eedl s’agit d’'une mutation germinale
bi-allélique du gendUTYH qui est un géne de réparation de 'ADN. La secdod®e est

une mutation du gen®PC sur une localisation différente de la PAF.

c. Le syndrome de Peutz-Jeghers

Il s’agit d’'une polypose hamartomateuse de I'endemthu tube digestif qui
s'accompagne d'une lentiginose labile de la muguéuscale, de la sphéere anale et des
doigts. C'est une affection rare, et sa prévalesterobablement inférieure a 1 sur 50 000. Il
confere un risque de CCR, de tumeurs de l'ovaiedlu{les de la granulosa), du testicule
(cellules de Sertoli), du col utérin et du pancréas gene a été mis en calBEK11(Sérine-
Thréonine Kinase 11) KB1 (Liver kinase B1).

d. La polypose juvénile

La polypose juvénile est une polypose hamartomatease caractériseée par la
présence de polypes hamartomateux dans le tractestifl La polypose juvénile est
transmise selon un mode autosomique dominant easssiciée a des mutations des génes
SMAD 4 (Mothers against decapentaplegic homolog 4BEtPR1A (Bone morphogenetic
protein receptor, type IA). Le risque cumulé dealépper une tumeur est de 20 % a 35 ans et

de 68 % apreés I'age de 60 ans.

e.La polypose hyperplasique

Il s’agit d’'une entité rare définie dans la classifion OMS par la présence d’au
moins 5 polypes hyperplasiques dans le colon praliéh d’entre eux mesurant plus de 10
mm de diamétre ou d’'un nombre quelconque de polypgerplasiques dans le colon
proximal, chez un patient ayant un parent duwlégré porteur d’'une polypose hyperplasique
ou plus de 30 polypes hyperplasiques quelle gueeai taille et répartis sur 'ensemble du
cblon. Moins d’'une centaine d’observations de podgs hyperplasiques ont été rapportées a
ce jour dans la littérature avec une égale frégquiehez les hommes et les femmes, les lésions
étant découvertes a un age moyen de 50 ans. Endiboa 50% des sujets ont un

adénocarcinome du cblon associé (15).
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Certains auteurs différencient 2 variétés :

- Le Type | caractérisé par la présence de mustiptinomes festonnés sessiles (plus
de 5, au niveau du célon proximal, associés ouandes adénomes festonnés traditionnels, de
polypes mixtes ou des adénomes classiques). Daes estite, les polypes festonnés
présenteraient un phénotype CIMP (CpG island matbiypbhenotype) avec des mutations de
BRAF (v-Raf murine sarcoma viral oncogene homoldg LB muqueuse colique normale a

distance présenterait également des anomalies tthylatéon.

- Le Type Il caractérisé par la présence de plusnal trentaine de polypes
hyperplasiques, de petite taille et répartis semdemble du cadre colique, avec un risque de

dégénérescence moindre.
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[I. Anatomopathologie

Les adénocarcinomes représentent plus de 90% d&s (CC lls compliguent un

adénome dans 60 a 80% des cas.
A. Lésions pré néoplasiques

1. Foyers de cryptes aberrantes

Les foyers de cryptes aberrantes (FCA) sont de®niesmicroscopiques de la
mugueuse mise en évidence par la chromoendoscdpidéidu bleu de méthylene montrant
un aspect élargi des cryptes avec une augmentator’espace inter cryptique. La
classification morphologique des FCA est histolagigdifférenciant les FCA hyperplasiques
et dysplasiques définis par stratification des mayaine présence de mitoses dans les deux
tiers supérieurs des cryptes et une raréfactiorcdisles caliciformes. La densité des FCA
est augmentée au niveau du célon gauche de patéieiats de CCR et dans les piéces
opératoires de patients atteints de PAF. Les FCgpldgiques sont plus fréquents chez les
patients atteints de PAF, ou en dehors de cettologfie au niveau du cblon droit par rapport
au colon gauche. Le nombre de FCA est augmentéldarisrmes dysplasiques ou dans les
FCA de patients atteints de CCR par rapport a etiexnts de polyadénomes. Les mutations
somatiques du gerPC sont constantes dans les FCA de patients atidenBAF et absente
dans les autres cas. Une mutation somatique du KRAS Y-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma
viral oncogene homolog) est présente dans 75% @ésde patients atteints ou non de PAF,
la mutation KRAS est d’autant plus fréquente que les FCA ne sont gyaplasiques.
L’expression de |@-caténine au niveau nucléaire ou cytoplasmiqueaggimentée dans les
FCA dysplasiques par rapport aux FDA hyperplasigiilesnombre de FCA dans le cblon
gauche augmente avec l'age. Les FCA sont plus érigs quelque soit I'age chez les
patients atteints de CCR ou de polypes adénomagbanxrapport a ceux indemnes de
pathologie colique. La fréquence des FCA dysplasqgast augmentée chez les patients

atteints de CCR ou de polyadénome.
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2. L'adénome

L’adénome est une tumeur épithéliale bénigne awvesams dysplasie, il en existe 5
types histologiques. A part de ces adénomes, ppdiyperplasique quand il est unique, de
petite taille (<1 cm) et situé au niveau du colanache ne dégénére pas. Cependant quand ce
dernier rentre dans le cadre de la polypose hyg&itple (entité rare), il peut subir une

transformation maligne.

a. Polype hyperplasique

Le polype hyperplasique siége le plus souvent aaani du colon gauche (95% des
cas), hotamment au niveau du recto-sigmoide. firésente généralement sous la forme de

|ésions sessiles ou polypoides (mesurant moinsndmp

En histologie, c’est une lésion saillante avec arahitecture festonnée, prédominant
aux 2/3 supérieurs des cryptes. Les cryptes sortébs de cellules hypersécrétantes ou
eosinophiles et de cellules caliciformes en nomiamgable. Les noyaux sont disposés a la
partie basale des cellules, sans atypie notabbegtikité mitotique est minime, limitée aux
cellules de la partie basale des cryptes.

A leur partie basale, les cryptes sont rectiligmtsétroites, bordées de cellules
régénératives au cytoplasme plus basophile. lteximssez nombreuses cellules endocrines
a la partie basale des cryptes. Des déepbts cobagépais sont souvent présents sous la

membrane basale, a la partie superficielle despesihyperplasiques (15).

b. Adénome festonné sessile

L’adénome festonné sessile se trouve le plus sowawemiveau du célon droit, mais
peut étre diagnostiqué au niveau du célon gautise. présente habituellement sous la forme

de lésions sessiles, souvent d'assez grande (&illenoyenne 10 mm).

En histologie, 'adénome festonné sessile se ptéssous la forme d’'une lésion
saillante avec une architecture festonnée intéméssate la hauteur des cryptes. Les glandes
sont parfois ramifiées et souvent dilatées a ltigohasale, tendant a se disposerenLouen T
inversé par rapport a la musculaire muqueuse (MMpeut parfois exister une hernie
localisée, une extrusion de glandes groupées entelola travers la MM, réalisant des aspects
de « polype hyperplasigue inversé ». A la partigalg les glandes sont bordées de cellules

matures sécrétantes et éosinophiles avec quelgliekes caliciformes et des cellules de type
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fovéolaire gastrique. Les noyaux sont disposéspatte basale des cellules avec parfois une
discréte pseudo stratification. Le noyau est souaagmenté de volume avec une chromatine
vésiculeuse et comporte frequemment un nucléolénpireent. Les mitoses sont rares mais

peuvent étre visibles jusqu’a la partie superfieide la lIésion. Les cellules régénératives sont
absentes ou seulement présentes sur une parttygss. Les cellules endocrines sont rares
voire absentes. Les dépbts de collagéne sous ldbbormambasale sont habituellement absents
ou peu marqués. La sous-muqueuse en regard congmutent des foyers de métaplasie

adipeuse (15).

c. Adénome festonné traditionnel

L’adénome festonné traditionnel est la variantgllas rare des polypes festonnés.
L’adénome festonné traditionnel siege le plus sotna niveau du colon gauche et se

présente sous la forme d’'une lésion polypoide usie

En histologie, I'architecture festonnée est paliéreament marquée, intéressant toute
la hauteur des cryptes. Les glandes ne sont patehl a leur partie basale, mais peuvent
présenter, par place, des modifications architatdaravec des bifurcations et des aspects

polyadénoides, réalisant ainsi des Iésions de asigphtra-épithéliale (NIE).

A la difféerence des adénomes festonnés sessilegisiie a la périphérie des cryptes,

des petits bourgeonnements correspondant a désspetimations cryptiques ectopiques.

Les cryptes sont bordées de cellules au cytoplasFsecosinophile. Les noyaux sont
souvent pseudostratifies. lls sont augmentés damal hyperchromatiques ou avec une
chromatine vésiculeuse et comportent souvent uihéalec «proéminent». Les mitoses sont
présentes sur toute la hauteur de la lésion. Lpétdléle collagéne sous la membrane basale

sont habituellement absents (15).

Les criteres morphologiques du polype hyperplasiggel’adénome festonné sessile

et de 'adénome festonné traditionnel sont résuaés leTableau 7.

d. Polype mixte

Le polype mixte est une tumeur rare associant atirggent festonné a type de polype
hyperplasique ou d’adénome festonné sessile, ebntingent adénomateux plus classique,
d’architecture tubuleuse ou tubulo-villeuse, aves dlandes bordées de cellules cylindriques

au cytoplasme basophile, aux noyaux augmentés ldeeoatypiques, pseudostratifiés, avec
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une augmentation de l'activité mitotique. Certailesces polypes mixtes correspondent a des
tumeurs de collision entre un polype hyperplasiguen adénome dysplasique classique. Les
autres correspondraient au développement de lédimmdasiques « classiques » au sein d’un

polype festonné, notamment un adénome festonnides@dss).

Polype hyperplasique Adénome festonné sessile Adénome festonne
ype hyperpiasiq i traditionnel
Localisation Célon gauche Célon droit> cbdlon gaugh€6lon gauche> cblon droit
Taille <5mm Moyenne 10 mm Moyenne 10 mm
. . Moitié supérieure des Focalement, toute la Trés marquée toute la
Architecture festonnée
cryptes hauteur des cryptes hauteur des cryptes
Dilatations glandulaires
avec aspecten L ouenT Absentes Présentes Absentes
inversé
Formations cryptiques Absentes Absentes Présentes
ectopiques
Cylindriques au I Cyllndr|qyes_ au
P . Cylindriques au cytoplasme éosinophile,
cytoplasme éosinophile, P . . R
Cellules cytoplasme éosinophile, noyau volumineux a
nombreuses cellules e . .
o cellules caliciformes chromatine vésiculeuse o
caliciformes !
hyperchromatique
Nombreuses, toute la
Mitoses 1/3 inférieur des cryptes Epar,sgs, parfois moitié . ha&‘te“f des cr,yptes
supérieure des cryptes | jusqu’au 1/3 supérieur de
la [ésion
Dysplasie Absents Possibles Présents
Dépots de collagene souss Souvent Parfois Habituellement absents
la basale
Mutations BRAF>KRAS BRAF+++ KRAS

Tableau 7 :Criteres morphologiques pour le diagiodgifférentiel de polypes festonnés (15)

e.Adénome tubuleux

L’adénome tubuleux est le plus fréquent des adémpineeprésente entre 68 et 87%
des adénomes. Il s’agit d’'une prolifération épitidél de type glandulaire. Les cellules sont
dédifférenciées, avec un noyau augmenté de voluhyperchromatique, avec une
anisocaryose variable et un cytoplasme basophite.mucosécrétion est diminuée. La
prolifération épithéliale se fait de la surfacesvéa profondeur. Il contient plus de 80% de

composante tubuleuse. Il peut étre en dysplasbaggrade ou de haut grade (19-21).

22



f. Adénome villeux

L’adénome villeux est une lésion dite «en doigtsgdets » faite d’axes conjonctifs
non ramifiés entre eux bordés par un épithéliunpldgique. La prolifération s’étend de la
musculaire muqueuse vers la lumiére colique. Unnawh& villeux est défini par une

composante villeuse > 80% (13).

g. Adénome tubulo-villeux

L’adénome tubulo-villeux associe un contingent tebx et un contingent villeux. Le
contingent villeux est compris entre 20 et 79% (1I3s travaux de Fung et Goldman
estiment que la composante villeuse est présente 3ma 75% des adénomes mesurant plus

de 1 cm de grand axe (22).

B. Définition de la dysplasie

Dans les lésions dysplasiques, on observe unereupkel la balance prolifération-
différenciation. Dans une cellule normale, l'arrd¢ la prolifération est nécessaire a
I'initiation du processus de différenciation dirminale, celui au cours duquel la cellule
acquiert ses caractéristigues structurales et iftomatlles terminales. Dans les lésions
dysplasiques, I'expansion du compartiment proliférat I'augmentation du nombre de
cellules proliférantes entrainent I'apparition deubles de la maturation et de la
différenciation cellulaire. Dans un épithélium nailmles cellules en excés ou parvenues en
fin de vie sont éliminées par apoptose. Dans k&sré dysplasiques, la perte de sensibilité a
I'apoptose des cellules néoplasiques permet 'amgatien du nombre total de cellules ce qui

entraine la restructuration de I'épithélium et paption de troubles architecturaux (23).

En 2000, I'étude de Schlemperet et al. explicitee urouvelle terminologie des
dysplasies avec la classification de Vienne (2ditecclassification a été modifiée en 2002 par
Dixon (25). Elle est présentée dang &bleau 8

La néoplasie intra-épithéliale de bas gréddéEBG) regroupe I'ancienne dysplasie 1égére et

modérée :
- Persistance d’'une mucosécrétion qui est diminuée
- Pseudostratification des noyaux jusqu’au % dathélium

- Pléomorphisme nucléaire peu marqué
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La néoplasie intra-épithéliale de haut gré@&EHG) ou carcinome in situ (CIS) :

- Perte de la mucosécrétion
- Pseudostratification sur toute la hauteur deithéhium

- Pléomorphisme nucléaire marqué

Carcinome intra-mugueux

NIEHG avec invasion de la lamina propria sans oecawivasion de la MM mais sans

invasion de la sous-muqueuse.

Catégorie Diagnostic
1 Pas de néoplasie
2 Indéfini pour la néoplasie
3 Néoplasie de bas grade

Néoplasie de haut grade
4.1 dysplasie de haut grade
4 4.2 carcinome in situ (non invasif)
4.3 suspicion de carcinome intra-mugueux

4.4 carcinome intra-muqueux

5 carcinome infiltrant la sous-muqueuse

Tableau 8 : Classification de Vienne modifiée e@22(25)

C. Adénocarcinome

L’'adénocarcinome a une croissance endoluminaleortiécentielle exophytique,
bourgeonnante souvent accompagnée d’'une ulcédtiofiltre la paroi colique pouvant aller
jusqu’a la séreuse. La plupart des adénocarcin@mes aspect relativement homogene bien
que des zones de nécrose puissent se voir. La tuisaguropage par extension transmurale,

par contiguité, par voie lymphatique et sanguine.

Il s’agit d’une prolifération tumorale glandulaidus ou moins bien différenciée,
infiltrante (Tableau 9. Les glandes sont bordées par des cellules cidues au noyau
augmenté de volume, hyperchromatique avec un rappoléo-cytoplasmigue augmenté, une

anisocaryose variable. La mucosécrétion est leggugent diminuée voire absente.
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Grade histo-pronostique % de la tumeur ayant uclgitecture glandulaire

i ) _ . y plus de 95% de la tumeur est d'architecture
Adénocarcinome bien différencié )
glandulaire

D

Adénocarcinome moyennement différencié 50a 95% dienheur est d’architecture glandulair

i ) o N moins de 49% de la tumeur est d’architecture
Adénocarcinome peu différencié )
glandulaire

Tableau 9 : Grade histo-pronostique des adénocaroies

La caractéristique principale du CCR est le dépasséede la musculaire muqueuse et
I'invasion de la sous muqueuse. Plus de 90% des §&&R des adénocarcinomes (2). Les
|ésions avec les caractéristiques morphologiquelsadénocarcinome qui sont limitées a la
muqueuse sans invasion de la sous-muqueuse passeépant de la musculaire muqueuse
n'ont pratiguement aucun risque de meétastase. €denk sont guéries quand elles sont
retirées en totalité. Les termes de NIEHG et deitame intra-muqueux sont souvent utilisés

pour éviter des sur-traitements inappropriés.

Il existe plusieurs entités d’adénocarcinome enodehde la forme classique

d’adénocarcinome lieberktihnien :

- L'adénocarcinome mucineux : cette désignationutdisée si plus de 50% de la
lésion est composée de mucine. Il s’agit de plagendcine au sein desquelles flottent des
structures acineuses carcinomateuses ou des gralgpeellules carcinomateuses ou des
cellules isolées carcinomateuses. Dans ce typephaittologique, il est plus fréquemment

retrouvé une instabilité des microsatellites pppoat aux autres formes.

- Le carcinome a cellules indépendantes se défaritla présence de plus de 50% de
cellules tumorales indépendantes. Ces cellules diteg en bague a chaton car le noyau est

refoulé en périphérie par une vacuole de mucima-cytoplasmique.

- Le carcinome adénosquameux présente les casdicfées a la fois du carcinome
épidermoide et de I'adénocarcinome soit avec dessdistinctes, soit melangées. Il faut plus
que des foyers de différenciation malpighienne pditre classé en carcinome
adénosquameux. Il s’agit d’une entité tres raresdarcolon et le rectum (26).

- Le carcinome médullaire est une variante rareatérisée par des cellules malignes

au noyau vesiculaire avec un nucléole proéminanh &ytoplasme €osinophile.
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Il est retrouvé dans ces tumeurs la présence dfapertante infiltration par des lymphocytes

intra-épithéliaux (27).

- Le carcinome indifférencié est une tumeur épidtélrare sans différenciation
morphologique. En dépit de son apparence indiff@éen c’est une entité génétiguement

distincte et généralement associée a MSI-H (28).

Les CCR sont en grande majorité négatifs pour takéyatine 7 et positifs pour la
cytokératine 20 en immunohistochimie. lls exprimégalement le facteur de transcription

CDX2 (caudal type homeobox 2).

La Figure lillustre certaines caractéristiques histologiques adénomes et des CCR.
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Adénome/polype festonné ses Adénome festonné traditionnel NIEI
sans dysplasie

Adénocarcinome peu différen Adénocarcinome mucineux
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Infiltration de la sous muqueuse pT1

Infiltration de la sous séreuse pT3 Métastasglgamaire N+ avec rupture
capsulaire

Figure 1 : Caractéristiques histologigues d’adénsmeliques, différenciation et infiltration
transpariétale et ganglionnaire de CCR
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D. Classification pTNM des carcinomes colorectaux (AJC, 7eéme
édition 2009)

La classification histopronostique TNM, pour « Tumdodes, Metastasis » en anglais
soit « tumeur, ganglions lymphatiques, métastasafistngue de facon indépendante 5
niveaux d’envahissement pariétal (T), trois degdésxtension ganglionnaire (N) et la
présence ou non de meétastases (M). Ces troisexiteest-a-dire la profondeur d'infiltration
de la tumeur, atteinte ou non des ganglions lymghes et le nombre de ganglions atteints
ainsi que la présence ou non de métastases pemimgdteléfinir le stade du cancer selon la
classification pTNM Tableau 10Q. La définition des catégories T, N et M repose su

I'examen clinique, I'imagerie, I'endoscopie et/dexploration chirurgicale.

Tumeur Primitive

pTx : Renseignements insuffisants pour classemtaetr primitive
pTO : Pas de signe de tumeur primitive

pTis : Carcinomén situ: intra-épithélial ou intra-muqueux

pT1 : Tumeur infiltrant la sous-muqueuse

pT2 : Tumeur infiltrant la musculeuse

pT3 : Tumeur infiltrant la sous-séreuse

pT4a : Tumeur infiltrant le péritoine viscéral

pT4b : Tumeur envahissant directement ou adhéeardutres organes ou structures de
voisinage

Ganglions régionaux (N)

pNX : Renseignements insuffisants pour classemdésopathies régionales
pNO : Absence de métastase ganglionnaire régionale
pNla : Métastase dans 1 ganglion lymphatique région

pN1b : Métastase dans 2 a 3 ganglions lymphaticgggenaux

pN1c : Dépbts tumoraux dans la sous séreuse, len&Ees ou les tissus péricolique ou
périrectal non péritonéalisés sans ganglion lymgbatrégional métastatique

pN2a : Métastase dans 4 a 6 ganglions lymphaticggsnaux
pN2b : Métastase dans 7 ou plus ganglions lympbhesigégionaux

Métastases

pMO : Absence de métastase a distance

pMla : Métastase localisée a un seul organe {omon, ovaire, ganglion(s)
lymphatique(s), autre que régional

pM1b : Métastase dans plus d'un organe/site ointtteéritonéale

Tableau 10 : Classification pTNM des CCR selondmé version (29)
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Le stade des CCR au moment du diagnostic est démémat exprimé par un chiffre
romain allant de 0 & IV. Ces 5 stades sont dédriiessous et sont illustrés dang-igure 2.

La signification de ces cing stades est expliquikessous :

-Stade 0 : la tumeur eist situ, ce qui signifie gu’elle est trés superficiellegetelle
n’envahit pas la sous-muqueuse, que les ganghomsHatiques ne sont pas atteints et qu'il
n'y a pas de métastase a distance (Tis, NO, MO).

- Stade | : la tumeur envahit la deuxiéme couchagsnuqueuse) ou la couche
musculaire (musculeuse) de la paroi du célon oredtum, les ganglions lymphatiques ne
sont pas atteints et il n'y a pas de métastasstandie (T1, T2, NO, MO).

- Stade Il : la tumeur atteint la sous séreuse@éfitoine viscéral ou une
structure/organe de voisinage, mais aucun gangl&st atteint et il n’y a pas de métastase
(T3, T4, NO, MO).

- Stade Il : les cellules cancéreuses ont enwahglnglions lymphatiques proches de
la tumeur (T variable, N1, N2, MO).

- Stade IV : le cancer s'est propagé au-dela danad@lh du rectum, il atteint le
péritoine ou des organes éloignés, généraleméoiel®u les poumons (T variable, N
variable, M1)

Stade 0 : Stade 1 i Stade 2 :  Stade 3 ¢ Stade 4

TUMEUR muqueuse

sous-muqueuse

musculeuse

séreuse

Ganglif)ns L{’_\Lf'i‘ﬁfl’/—\ :
lymphatiques _,"_-{._‘_; —"-.._"-i'm, —_‘*--_"f--i Q t Q

Métastases

Figure 2 : Stade du Cancer Colorectal
http://www.e-cancer.fr/
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Il. Carcinogénese et mécanismes

Ces deux dernieres décennies, les progrés de lagi@omoléculaire ont mis en
évidence un certain nombre de mécanismes de |la&ay@ese. L'objectif principal est la
prise en charge optimale du patient notamment geéd&dentification des altérations
moléculaires dont certaines permettent de prévodr iéponse au traitement. Une quinzaine
de genes identifies dans les formes sporadiqueastlifle sont impliqués dans la

carcinogéenese du CCR.

La carcinogénese colorectale a été la premiereeadétrite, par Fearon et Vogelstein,
comme étant un modéle d’'oncogenese par étape. Mod@istein est un pionnier dans le
domaine de la génomique du cancer, ses étudesesG@CR ont révélé qu'il résulte de
I'accumulation séquentielle de mutations oncogends mutations des genes suppresseurs de

tumeurs.

Vogelstein et al. (30), ont proposé en 1990 un neode développement des cancers
colorectaux sporadiques en plusieurs étapes. Hsétabli la notion « Séquence adénome

cancer » sous l'action d’'anomalies génétiques diogiuement déterminéeigure 3).

Les voies de signalisation cellulaire impliquéessiioncogénese colique sont les
voies Wnt (Wingless-type mouse mammary tumor vinisgration sitefj-caténine, TGE
(Transforming growth factor beta), p53 et RAS. D&osr nombre de CCR, c’est la voie
Wnt/B-caténine (étape initiatrice) qui est a l'origine dette longue marche vers le cancer
('ensemble de ces événements peut mettre entretdibngt ans avant d’aboutir & un cancer
véritable). Certains sont des génes suppresseuramiur, comme lgéne p53ils ont une
fonction inhibitrice dans la prolifération cellulai et donc inhibent le développement des
tumeurs. D’autres génes sont impliqués dans laraépa commeMLH1, MSH2, MSH6
PMS2 Postmeiotic Segregation Increased 2). Des mutaBonsein des géenes suppresseurs
de tumeurs entrainent une perte de fonction dgéess. D’autres sont oncogenes, ces genes
codent pour des protéines qui ont une fonctiortideugation de la prolifération cellulaire, par
exemple les gengscaténineet KRAS Leur mutation confere un gain de fonction et &ng

une activation de la prolifération.
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st MS| APC, CIN KRAS, PIK3CA, TPS3, SMAD4, ?

(MMR mutation) p-Catenin (e.g., CDC4) BRAF PTEN BAX TGFBR2
(MLH1 methylation)

Progression
Normal Small Large
epithelium adenoma adenoma
Epithelium —,
Lamina __
propria \\ . B l £ !
Muscularis >
mucosa
Submucosa —
Growth = - N .
Factors / s ’

COX-2

Figure 3 :Principales altérations génétiques corsdunt au CCR (31)

Deux mécanismes moléculaires essentiels sont imgdigdans le modele de
cancérogénese colique :

- L'instabilité chromosomique
- L'instabilité des microsatellites

Ces mécanismes sont étayés par I'existence deggonéréditaires de CCR : la PAF
caractérisée par une instabilité chromosomiquengty@e CIN : chromosomal instability) et
le syndrome de Lynch caractérisé par linstabilités microsatellites (phénotype MIN ;

micrososatellite instability).

Au cours des dernieres années, la caractérisatiofécolaire du CCR s’est
développée. En plus de la compréhension des casdicpges biologiques de la maladie, le
but ultime de ces études était de fournir des oqtili pourraient permettre de différencier les
sous-groupes de CRC avec des implications pronestigt prédictives.

Un autre systeme de classification basé sur I'datméthylation des différents
marqueurs dans les tumeurs, comme le phénotypestigy/lation des ilots CpG (CIMP,CpG
island methylator phenotype) élevé (CIMP-H, CpGarsl Methylator Phenotype Hight),

faible ou négative, ajoute un autre niveau de cerifd a la classification des CCR (32).

32



A. Instabilité chromosomique

L’instabilité chromosomique (phénotype CIN ou LOHless of hétérozygoty) est
I'anomalie moléculaire retrouvée chez tous lestsujtteints de PAF et dans 85% des CCR
sporadiques. Elle est définie par la perte ou la da chromosomes entiers ou de fragments
de chromosomes. La perte d'un locus chromosomigquappelée perte d’hétérozygotie (loss
of hétérozygoty, LOH). Les régions les plus fréqoent perdues dans les CCR se situent sur
le bras court des chromosomes 1, 8, 17 et 22 é¢ $was long des chromosomes 5 et 18 (33).
Un certain nombre de génes suppresseurs de tun@aridentifié dans ces régions délétées,
tels que les genesPC (adenomatous polyposis coli) sur le bras long domlesome 5P53
sur le bras court du chromosome 17 et deux gendsataars de la voie de signalisation du
TGH (SMAD2et SMADJ situés sur le bras long du chromosome 18 (27,34).

Les mécanismes a l'origine de l'instabilité chroomaigue ne sont pas clairement
établis mais interviennent précocement dans laraagénese. En effet, dans la majorité des

adénomes, une perte chromosomique est observée (35)

B. Instabilité des microsatellites

L'instabilité des microsatellites (phénotype MIN3td’anomalie retrouvée dans le
syndrome de Lynch et dans 15% des CCR sporadi@@sspatients ont un phénotype appelé
« MSI (microsatellite instability) » ou « RER+ (Rieptive Error) ». Les patients sans
instabilité microsatellitaire sont de phénotype 83M» (microsatellite stable). Dans le
génome humain, il existe des séquences mono antéttdotidiques répétées, de localisation
variable et situées le plus fréquemment dans lagomé non codantes, appelées
microsatellites. Le nombre de répétitions est ‘weiad'un individu a l'autre définissant le

polymorphisme de répétition.

L'instabilité des microsatellites se caractériselpasariation anormale du nombre de
séquences répétées dans I'ADN tumoral compardodNldu méme patient provenant du tissu
sain. Ces microsatellites sont particulierementetsuja des erreurs d'appariement
(mésappariement) lors de la réplication. Ces esreant a I'état physiologique normalement
réparées grace a un systeme de réparation des paésapents de 'ADN (DNA Mimatch
repair, MMR). L'instabilité des microsatellites uéie de l'inactivation d'un des génes MMR
tels quehMLH1 (MutL Homolog Human 1)hMSH2 (MutS Homolog Human 2hMSH6
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(MutS Homolg Human 6)hPMS2(Human Postmeiotic Segregation Increased 2)P&S1
(Human Postmeiotic Segregation Increased 1).

La perte d'expression des protéines hMLH1 et hM8stZxclusive. Dans les CCR, il
est retrouvé une perte d'expression des protéiddsHh ou hMSH2, ces 2 pertes
d'expression ne peuvent pas coexister. Lors d'arte d'expression de la protéine hMLH1, il
peut coexister une perte d'expression de PMS2. Beiéme similaire, lors d'une perte
d'expression de la protéine hMSH2, il est obseréguemment une perte d'expression de
hMSHS6.

Concernant le syndrome de Lynch, parmi les génesR\MiM cause, les mutations des
genes codant pourMLH1 et hMSH2représentent respectivement 34 et 42% des musation
(36). Les mutations du geidSH6représentent 5 a 10% des syndromes de Lynch déllsem
plus fréguemment associées au cancer de I'endo(BdtBY). Les mutations du gehPMS2
sont rares et celles du gém@MS1controversées par certains auteurs (38).

Les CCR sporadiques avec MSI sont le plus souvésepts dans le colon proximal,
peu différenciés et produisent plus de mucine BACH' (Antigene Carcino-Embryonnaire)
(39,40). Sur le plan moléculaire, l'instabilité dmscrosatellites résulte principalement de

I'inactivation somatique biallélique du geméLH1 par hyperméthylation du promoteur.

L’inactivation biallélique par hyperméthylation amne mutation au niveau d’'un des
génes du systeme MMR entrainent une accumulatiosn metations au niveau des
microsatellites. Cette accumulation des mutatiang gtre délétere si elle se localise dans des
régions codantes de 'ADN. C’est ainsi qu'un graimanbre de genes impliqués dans la voie
de contrble du cycle cellulaire, la réparation’@®N et 'apoptose peuvent étre inactivés par
la présence de mutations dans des régions codagppésees. Notamment, le facteur de
transcriptionTGF-4, les genes du récepteur type Il du PGH de I'lGF (Insulin-like growth
factor) impliqués dans la voie de signalisation TG@F3, le genePTEN le geneBAX

(Bcl-2—associated X protein) et le gdP@3impliqués dans la voie apoptotique.
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C. Hyperméthylation des ilots CpG (Cytosine-Phosphate-
Guanine)

En plus de linstabilité chromosomique et de l'afstité des microsatellites, il existe

plusieurs phénomeénes épigénétiques qui seraiefiump dans la carcinogénése du CCR.

L’épigénétique est définie comme « 'étude des ffications de I'expression des
genes qui sont transmissibles lors de la mitosaidd méiose, mais ne découlent pas de
modifications dans la séquence de I'ADN ». La miee place des mécanismes
d’épigénétiques est cruciale au cours du développemt sa stabilité est essentielle pour le

maintien des fonctions de chaque type cellulaireaus de la vie d’'un organisme (41).

Le phénomene épigénétique le plus fréquent seisecall niveau des ilots CpG qui
sont une concentration de dinucléotides cytosirasphate-guanine. Ces ilots sont localisés
au niveau des regions promotrices des génes elesgigge d’aberrations de la méthylation
de la cytosine. La méthylation ne s’effectue quelessi cytosines situées en 5’ d’'une guanine.
Prés de 70% des génes possedent un flot CpG aaunileleur promoteur ou de leur exon
situé en 5’ (42). La méthylation d’un 1lot CpG ddaségion promotrice d’un géne s’'associe a

une extinction transcriptionnelle du géne concerné.

Les flots CpG ne sont habituellement pas méthybédrairement aux cytosines des
dinucléotides CpG dispersés dans le génome. Laytaétn des cytosines est un mécanisme
essentiel au cours du développement embryonnairmaho elle permet le maintien de
l'inactivation d'un des 2 chromosomes X et lintibh mono-alléligue des génes de
'empreinte parentale (32,43). L’hyperméthylatioesdlotsCpG des promoteurs est observé
dans les cancers mais également dans le vieillssephysiologique, mais les génes cibles
sont différents (44). Dans les CCR, on distinguphHénotype de méthylation des ilots CpG
élevé (CIMP-H, CpG Island Methylator Phenotype Hidhible ou négatif. La majorité des
tumeurs sporadiques MSI est CIMP-H et posséde umaetivation épigénétique de
MLH1considérée comme I'événement pilote (45-49)CLMP est un évenement tres précoce
dans la carcinogénése du CCR, présent deés lededdgers de cryptes aberrantes et dans les
adénomes festonnés et les polypes hyperplasiquegratele taille avec instabilité des
microsatellites (46,50).
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D. Les différentes voies de signalisation impliqguéesads la
cancérogénese colique

1. La voie de signalisation WNT

WNT est une des familles de glycoprotéines richresysstéines d'environ 350 acides
aminés sécrétés dans le milieu extracellulaireajoun réle important chez tous les animaux
dans l'embryogénése et I'homéostasie des tissutesadA I'état normal, dans la cellule,
quand il n'y a pas d’activation de la voie de sigaion WNT (Wingless-type mouse
mammary tumor virus integration site), la protéikfeC exerce une régulation négative sur la
B-caténine grace a 2 partenaires que sont l'axirla kinase GSKB (Glucogen Synthétase
Kinase3p). En effet, la phosphorylation de ffacaténine par GSKHBpermet sa dégradation
par le protéasome et empéche son accumulationlel@ysoplasme des cellules. L’activation
des récepteurs Frizzled par la fixation du ligan®Wentraine la phosphorylation de la
protéine Dishevelled qui par son association aineempéche GSKBde phosphoryler la
B-caténine et donc sa dégradation par le protéasbhef-caténine n’est plus dégradée et
s’accumule dans le cytoplasntadure 4) (51).

catenin

Proteasome %!
Degraded

p-catenin=sy,

L)
s

4 N3
TCF ' b" Target gene

Nucleus

Nucleus w

Figure 4: Voie de signalisation WNT (51)
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Dans la cellule tumorale, I'activation ou l'inaciion d’un ou plusieurs génes codant
pour des protéines impliquées dans I'étape de plooglation de laB-caténine bloque sa
dégradation. Dans 60 a 80% des CCR de phénotypel€Iid€ne concerné est le genieC
qui subit une mutation inactivatrice (apparitiorur’codon stop et synthese d’'une protéine
non fonctionnelle) ou une inactivation bialléliqu@ans les CCR de phénotype MSI, il s’agit
de mutations activatrices du gene codaffit¢aténine ou des mutations inactivatrices du géne
codant I'axine (52). La conséquence est l'inhilntide la dégradation de fcaténine qui
s’accumule dans le cytoplasme des cellules actiyiids transférée dans le noyau ou elle
s’associe aux facteurs de transcription TCF/LEFRc€-factor/lymphoid enhancer factor)
entrainant la transcription de genes cibles. Un geses cibles est I'oncogéne c-MYC
surexprimé dans les CCR induisant une déréguldtda croissance cellulaire, de I'apoptose,

de la différentiation cellulaire, et I'auto-recrsdence de cellules souches.

2. La voie de signalisation du TGF{§

Le TGF B (Transforming Growth FactoB) intervient dans la régulation de la
prolifération cellulaire. Il inhibe la croissancellalaire grace a I'activation de son récepteur
membranaire hétérodimérique. Ce récepteur a uneit@csérine/thréonine kinase. Les
ligands TGF activés se lient au récepteur membranaire de llygeette fixation entraine
I'activité kinase du récepteur qui a son tour Lgoihosphoryle. Le récepteur de type Il TGF-
B activé se lie au récepteur de type | T@Eui sera phosphorylé et donc activé grace a
I'activité kinase du récepteur de type Il TBHPar la suite, les protéines SMAD 2 et SMAD 3
sont phosphorylées en raison de l'activation depteur de type | puis vont former un
complexe avec SMAD 4. Ce complexe hétérodimérigaeS#IAD4 et des SMADs est
transloqué dans le noyau, cette translocation powa conséquence la production de TGF
Cette protéine joue un rdle important dans I'intidsi de la croissance cellulaire incontrolée
et permet le déclenchement de la mort cellulaire. rBsumé, la protéine SMAD4 est

primordiale dans la régulation du TGF
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Figure 5: Voie de signalisation TGF, adaptée d’apres(53)

Cette voie de signalisation est inactivée dan€eR MSI+. Il existe une inactivation
biallélique du gene du récepteur de type Il TGRans 60a 80% (52). Ce gene possede une
séquence répétée codante de 10 adénines qui eséde d’erreurs de réparations de

meésappariements de ’ADN. Ce qui conduit a un részemon fonctionnel.

Il existe un autre gene de cette voie de signadisate genedGF (Insuline Growth
Factor) qui se situe en amont du récepteur Il TEt permet son activation. Dans les CCR
MSI+, une séquence répétée codante du gene IGFgimiines est le siege d’erreurs de

réparations de mésappariements de ’ADN entraisamtinactivation.

Dans les CCR LOH+, cette voie de signalisationiresttivée dans 20 a 30% des cas
par des mutations inactivatrices de SMAD2 et SMADA4.

3. La voie de signalisation de la protéine P53

Le gene suppresseur de tumeurs p53 code pourtiinE@53 qui est impliqguée dans
la régulation de I'apoptose et du cycle cellulagme cas d’anomalie de la réplication de
I’ADN. Dans une cellule normale, en I'absence dd &iress, il n’y a que tres peu de p53 car
la protéine MDM2 (Mouse Double Minute 2 homologyjgéstre p53 et induit sa destruction
par le biais du protéasome. Dans une cellule s&mg,d’'un stress (lésion de 'ADN par
exemple), MDM2 est inhibée conduisant a une accationl de la protéine p53 dans la
cellule. Apres avoir été la cible de nombreusesifivations post-traductionnelles, p53 active
la transcription de genes cibles qui ont pour fiamct’arrét du cycle cellulaire dans un
premier temps puis la mort de la cellule par apspidans un second temps. L'arrét du cycle

cellulaire permet a la cellule de stimuler ses misraes de réparation, dont certains sont
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directement activés par p5Si les dommages subis par la cellule ne peuvenépa réparés,

la cellule entre en apoptose. Dans la cellule taheoou I'expression de p53 est altérée, la
cellule continue le cycle cellulaire et ne renthespen apoptose. De plus, l'altération du géne
p53 entraine une forte instabilité chromosomique. &R de phénotype LOH+ ont une
mutation du génp53dans 60 a 80% des cas (52). Dans les CCR MSImgations du géene
p53 sont bien plus faibles mais dans 30 a 50% des CE&R-Mon observe une mutation du
gene codant pour la protéine pro-apoptotidgfeX (54). Ce géne possede une seéquence
répétée codante de 8 guanines qui subit un décd&abgeture par insertion ou délétion d’une

guanine entrainant une protéine non fonctionnelle.

Ces altérations apparaissent dans les derniergssétevant la métastase des cellules
cancéreuses coliques et elles provoquent la naragpn des erreurs de réplication et

I'échappement définitif a I'apoptose.

4. La voie de signalisation RAS

La voie RAS (Rat Sarcoma)/MAPK (Mitogen activatedtBin Kinase) est une voie
de signalisation intracellulaire. Elle intervienard le controle de la prolifération, de la
différenciation cellulaire et de l'angiogénése. Bdes CCR, elle est activée de facon
anormale. Les mécanismes d’activation sont esdlentient : I'activation des récepteurs
membranaires notamment EGFR (Epidermal Growth PFaetibdes mutations somatiques
concernant des proto-oncogenes codant pour legipestRAS et RAF (Rat Fibrosarcoma).

L’EGFR ou HER1 est le principal récepteur membnanaapable d’activer la voie
RAS/MAPK. C’est une glycoprotéine transmembrana@ppartenant a la famille HER ou
ErbB (Figure 6). LEGFR est composé d’un domaine extracellulassurant la fixation avec
le ligand d'un domaine transmembranaire et d'un a@om effecteur tyrosine-kinase
intracellulaire. LEGFR posséde plusieurs liganagamment I'EGF (Epidermal Growth
Factor) et le TGk (Transforming Growth Factor alphdigure 6). La fixation du ligand sur
le récepteur entraine, apres homo- et/ou hétéroiatén de ce récepteur avec d’autres
récepteurs de la famille ErbB tels que HER2 (HurBaidermal Growth Factor Receptor-2)
I'activation de HER2 par phosphorylation de son doma tyrosine kinase intracellulaire
(Figure 7). Le domaine tyrosine-kinase activé du réceptenraht un site d’ancrage pour des
protéines intracellulaires dites « adaptatricePour reconnaitre le domaine, ces protéines
possedent un domaine intracellulaire SH2 (Src hogwPR). Ces protéines ont un role
primordial dans la transmission intracellulaire desgnaux. Le complexe Grb2
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(Growth factor receptor-bound protein 2) /hSosvactia protéine RAS dans la voie de
signalisation RAS/MAPK et la protéine PI3K (Phogpihd Inositol 3-Kinase) qui
phosphoryle certains lipides membranaires, dausi@PI3K /AKT.

EGF
T6Fa
Fpiréguline
Amphiréguline HB-EGF
HBhE?F neurégulines ﬁ_cg[l”li‘fe'
Ligands p-celluline neurégulines
spécifiques —— #® ln lﬂ

Miliev extracellulaire

Milieu intracellulaire

Domaine
tyrosine kinase

HERI = REGF HER2 HER3 HER4

Figure 6 : Famille des récepteurs de 'EGF (ErbBldER) (55)

La fixation des ligands sur le récepteur de I'EGERduit a son activation qui, elle-
méme entraine I'activation des voies de signabisaimtracellulaire qui sont principalement la
voie RAS/MAPK (voie proliférative) et la voie PI3KProtein Kinase B) /AKT (voie anti-

apoptotique) (55)Kigure 7).
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Figure 7 : Activation du récepteur a 'EGFR et deses de signalisation intracellulaire en

aval (55).
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Dans la carcinogénése plusieurs mécanismes peuwxa@nainer l'activation de
'EGFR :

- Une amplification du géne de 'EGFR.

- Une augmentation du nombre de ligands de TEGéamment le TGFe-

- Des mutations du géne d&GFRau niveau du domaine extracellulaire.

- Des mutations du gene d&GFR au niveau du domaine intracellulaire (rares dans
les CCR).

- Une augmentation du nombre de récepteurs afacsude la cellule.

Dans le CCR, I'anomalie principalement mise en éna est une surexpression de
'EGFR : dans 30 a 85% des cas (56). Cependanitrés@anomalies surviennent dans la voie

de signalisation en aval de 'EGFR.

La famille des geneRAScomprend trois genes bien caractéridBAS (Harvey RAS)
NRAS (Neuroblastoma RA®) KRAS (Kirsten RAS)Les protéines RAS ont un poids
moléculaire de 21 000 daltons, d’ou leurs noms Elg&s sont localisées a la face interne de
la membrane cytoplasmique, ancrées dans la codatephpolipidigue membranaire par leur
extrémité C terminale. Les protéines RAS ont umetion dans la transduction du signal du
milieu extracellulaire vers le milieu intracellulaiet ainsi régulent la prolifération, la survie,
la différenciation, la migration cellulaire et I'gimgénese. Leur activation est déclenchée par

I'intermédiaire de récepteurs membranaires dorGFR.

Les protéines RAS oscillent entre un état actif elles sont liées au GTP
(Guanosin€eTri-Phosphate) et un état inactif ou elles sont liees &DP
(GuanosineDi-Phosphate)Kigure 8). L’activation des protéines RAS normales ou msitée
survient lors du remplacement du GDP par le GTRIgsd par une protéine appartenant a la
famille des protéines GEF (Guanine nucléotide emghdactors). Ce qui entraine de maniere
transitoire l'interaction de RAS avec d'autres noolés intracellulaires et I'activation de
voies de signalisation (RAS/MAPK et PI3K/AKT). Lesotéines RAS activent les protéines
de la famille RAF1, constituée des sérine-thréokinases ARAF, BRAF et CRAF.
L’inactivation des protéines RAS est provoquée Iffgrdrolyse du GTP en GDP catalysée
par I'activité GTPase intinseque de la protéine R&ll®méme et par les protéines GAP

(GTPase Activating Factor).
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Figure 8 : Forme active et inactive de la protéRAS (55).

L’activation de la voie des MAPK est aussi commuagtappelée « ERK »
(Extracellular signal-Regulated Kinase). Cette adscdes MAP Kinases est initiee par la
liaison de la protéine RAF-1 a la protéine RAS-GHRure 8). RAF1 est responsable de
I'activation par phosphorylation de la MAPK-kinase MEK (MAPK-ERK-Kinase). A son
tour, MEK active par double phosphorylation ERK, aqu& conduit a sa translocation au
niveau du noyau induisant I'expression de genesoges codant pour des facteurs de
transcription¢-FOS et autres génes impliqués dans la régulation éeeg contrélant la
prolifération cellulaire ¢-MYC, c-JUNou JUNB). L'expression des facteurs de transcription
entraine une augmentation de I'expression des girdsceux codant pour la Cycline D1 et
cdk6 (Cell Division Protein Kinase 6) qui ont urle@rimordial dans l'initiation du cycle
cellulaire en G1. Les cellules passent de la pllsa la phase S induisant une prolifération

cellulaire Figure 9).

membrane

transcription

cycline D1, cdké

Initiation du cycle

cellulaire en phase G1

Figure 9: Schéma simplifié de la voie RAS/MAPK .(55)
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KRAS est un des oncogenes les plus fréequemment mutésé &% cancers). On
observe une forte prévalence de mutations de KR&%® des cancers du pancréas (60%),
colorectaux (40-50%), des voies biliaires (33%aneho-pulmonaires (18%, essentiellement
adénocarcinomes et patients fumeurs) et les adémoocaes de 'endometre et des ovaires
(14 %). L'activation de la protéine RAS résulte ldgrésence d’une mutation faux sens de
RAS.Cette mutation entraine une altération de l'adiviTPase et par conséquence une
accumulation de la forme active de la protéine RW&® au GTP conduisant a une

prolifération tumorale (57).

Dans le CCR, les mutations les plus fréquentesd&tectées dans les codons 12 et 13
de I'exon 2 du gen&RAS (environ 40%). Dans moins de 10% des cas, elleseraent
I'exon 3 (codons 61 et 59) et I'exon 4 (codons #1746). Le gene NRAS est beaucoup plus
rarement porteur de mutations (environ 5 a 8% desa niveau des codons 12, 13, 61) (58).

Concernant les protéines de la famille RAF-1, &RAF a été décrit comme mute.
Une mutation quasiment unique est observée au univiea ce geéne, conduisant a une
substitution d’'une valine en un acide glutamiquenareau du codon 600 (V600OE). Cette
mutation activatrice est responsable d’'une augrtientale I'activité kinase de la protéine
BRAF, et par conséquent d’'un effet oncogene (583.tumeurs les plus frequemment mutées
sont les cancers de la thyroide et les mélanonte8oldet les cancers colorectaux (5-10 %).

Ces mutations sont exclusives des mutations du BAS.

La voie de signalisation intracellulaire PI3K/AKEyt aussi étre directement activée
de facon non régulée par activation de son domainacellulaire & activité tyrosine-kinase
suite & une mutation (environ 13% des CCR) (60)vdia de signalisation PI3K intervient
dans la régulation de la glycogenese, la régulatieria taille de la cellule, la migration,

I'apoptose et la prolifératior-{gure 10).

La voie de transduction de signal passant parrEgipes EGFR/RAS/RAF/PI3K
apparait donc activée de maniere constitutive daxason 60 % des cancers colorectaux, plus
fréguemment dans les cancers de phénotype MSldaneles cancers de phénotype LOH+.
Cependant, a I'heure actuelle, seules les mutatieagiénes RAS sont considérés comme

facteurs prédictifs de non-réponse aux thérapldees anti-EGFR.
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Figure 10: Schéma général simplifié des voies deadisation RAS/MAPK et PI3K/AKT(55)

E. Vers des classifications moléculaires

De nombreuses anomalies génétiques s’accumulest dier la cancérogénése
colorectale et des classifications basées sur dél génotypique existent mais a I'heure

actuelle, il n’y a pas de consensus sur leur atibs pratique (61).

Par exemple, en 2013, I'’équipe de Hanahan a étalliclassification divisée en 5
sous-groupes (62) :

- « Gobelet » défini par une expression éleveeARRNm des géeneMUC2 et TFF3

- « Enterocyte » défini par une expression éleesegines spécifiques de I'entérocyte

- « Stem-like » défini par une haute expressiofadeie de signalisation Wnt.

- « Inflammatoire » défini par une haute expressies chemokines et des genes liés a
I'interféron

- « Tansit-Amplification » défini par une expressivariable des genes des cellules

souches et de la voie de signalisation Wnit.
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IV. Facteurs Pronostigues

Les facteurs pronostiques permettent au clinicieptoiser la stratégie thérapeutique
et d’adapter la surveillance. La classification prgrécédemment décrite permet de classer
les tumeurs selon leur extension locale, régioeala distance et ainsi de standardiser le

traitement selon le stade et le pronostic.

A. Le degré d'infiltration pariétale

Le degré d'infiltration pariétale conditionne notaent I'extension ganglionnaire et
veineux. L'infiltration de la musculeuse est unapét importante dans I'extension tumorale.
Quand la tumeur infiltre la sous-muqueuse sanshenimmusculeuse alors I'envahissement
ganglionnaire est de 15% alors qu’il est de 45%ndua tumeur envahit la musculeuse (63).
Les tumeurs T4 sans envahissement ganglionnaireuontisque plus élevé d’extension
locorégionale que les tumeurs T1, T2 et T3 aveenwahissement ganglionnaire. Le stade T4
est un facteur indépendant de mauvais pronostgstages T4 ont une survie a 3 ans de 36%
contre 70% dans les stades T3 (64).

B. L'envahissement ganglionnaire

L’envahissement ganglionnaire est intégré dantaksification pTNM. Il a une valeur
pronostique. Plus le nombre de ganglions envahiélegé plus le pronostic est défavorable.
Pour des tumeurs classées NO, N1 et N2, la surv@e as est de 75%, 57% et 36%

respectivement (63,65).

C. Le nombre de ganglions examinés

Le nombre de ganglions examinés défini par le TirésaNational de Cancérologie
Digestive (TNCD) est de 12. Selon I'étude de Le &ogt al., la survie globale & 5 ans pour
un stade Il passe de 73% avec un nombre de gasglimalysés inférieur a 11 a 87% avec un
nombre supérieur a 20. Concernant le stade IlIB;lla survie globale a 5 ans passe de 67%

pour moins de 11 ganglions examinés a 90% si B@mene plus de 40 ganglions (66).
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D. La marge de résection

La marge de résection est un facteur pronostiqueoritant et indépendant. Le

classement est le suivant :

Rx : Les marges de résection sont non analysables.
RO : Absence de tumeur résiduelle.

R1 : Tumeur résiduelle microscopique.

R2 : Tumeur résiduelle macroscopique.

Les marges de résection Rx et R1 constituent uledagredictif péjoratif avec un
risque relatif de 7,62 observé dans I'étude de &oed al. (67).

E. Le degré de différenciation

Le degré de differentiation influe sur la fréquerdes métastases ganglionnaires
régionales et a distance, les emboles vasculairks eengaienements périnerveux. Il s’agit
d'un facteur de risque indépendant. La survie ans ast de 29% pour les CCR peu
différenciés contre 59% pour les CCR moyennemebieet différenciés (p=0,0002) (63,65).

F. Le sous type histologique

Le sous type histologique le plus fréquent estdéramtarcinome lieberkihnien puis
viennent I'adénocarcinome mucineux et le carcin@neellules indépendantes. Le carcinome
a cellules indépendantes a un pronostic moins &bpoker comme le montre ['étude
d’O’Connell et al. avec un taux de survie a 5 ams 36% contre 65,9% pour les

adénocarcinomes (p<0.001) (68).

G. Les emboles vasculaires et lymphatiques et engainenis
périvénerveux

La présence d’emboles des veinules péritumoraleslgsa cellules tumorales est
considéréee comme un facteur de mauvais pronosédiqiif de survenue de métastases
hépatiques. L’étude de Chapuis et al., montre gusutvie a 5 ans est de 15% en présence
d’emboles vasculaires veineux péritumoraux con®®&o4quand il n'y en a pas (69). La
présence d’emboles vasculaires péritumoraux estaliéstade pTNM et a la différenciation
tumorale (70) et elle est associée a une augmemtaés recidives (71) et a une diminution de
la survie globale (72). Les emboles vasculairdégnephatiques ne sont pas considérés comme

un facteur pronostigue indépendant comme précise [ttude de Burton et al. (64).
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Les engainements périnerveux (EPN) sont consigénéde nombreux auteurs comme
un facteur de mauvais pronostic indépendant coeaélé risque augmenté de récidive et de
survenue de métastases hématogénes. La survidegiobans est de 25% pour les CCR avec
EPN contre 72% pour les CCR sans EPN (73).

La présence d’emboles vasculaires, lymphatiquebERN est dénommeée « Venous
Emboli and Lymphatic and Perineural Invasion (VBLIE Le taux de survie a 5 ans sans
maladie est de 32,4% chez des patients atteintsrdeurs VELIPI négatives et de 12,1%
chez des patients atteints de tumeurs VELIPI pesti L'étude de Pagés et al. montre
egalement des différences significatives dans ta@elmédiane de la survie sans maladie entre
les patients atteints de tumeurs VELIPI positivedes patients atteints de tumeurs VELIPI
négatives (3,3 moigs 26,9 mois, p <0,00X)4).

H. Les dépots tumoraux « satellites »

Les déplts tumoraux dits « satellites » correspan@e des nodules macro ou
microscopiques dans le tissu adipeux péri-colique p@ri-rectal, a distance du front
d’invasion tumoral, sans argument histologique tlecture ganglionnaire résiduelle, mais
dans le territoire de drainage lymphatique de laewr primitive. Ces dépdbts peuvent
correspondre a une extension discontinue de lauyraeune extension extravasculaire d’une
invasion veineuse ou a un ganglion lymphatiquddotant remanié et non identifiable. Si ces
|ésions sont observées avec des tumeurs qui secdéssées T1 ou T2, la classification T
reste inchangée. Les dépots, ou nodules, sonéslake (il s’agit au total d’'une population

T1, T2, sans ganglion lymphatique positif, maiscates dépots tumoraux classés N1c).

Les taux de survie chez les patients atteints gétdéumoraux sont significativement
plus faibles que ceux sans (survie globale a 5 &8s4%vs 81,0%, p <0,0001 ; survie sans
récidive a 5 ans: 47,1%s 73,4%, p <0,0001). Les dépodts tumoraux sont unetact

indépendant de pronostic pour les patients attdmtsancer colorectérs).

|. CCR opéreés en urgence

Selon le TNCD, un CCR initialement en occlusionaxec une perforation est un
CCR arisque tres éleveé de récidive. La survieaas3pour les CCR opérés en urgence est de
48% contre 78% pour ceux opérés lors d’'une chieypgbgrammée selon I'étude de Burton et
al. (63,65)
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J. L’antigene Carcino-Embryonnaire (ACE)

L’ACE estune protéine qui participe au mécanisme d'adhé&stalaire. Elle joue un
réle dans la différenciation cellulaire et la caorénése. L'ACE est produit dans 90% des
CCR et est un facteur pronostique indépendant @6tk taux sérique élevée (>5 ng/ml) en
préopératoire signe un pronostic défavorable avexr diminution de la survid.e taux de
survie globale a 5 ans et le taux de survie sandivé chez les patients ayant un taux sérique
d’ACE bas sont de 81,7% et de 82,4%, respectivensariificativement plus élevés que les
taux pour les personnes ayant un taux sériqgue d'&@ké (69,9%; p = 0,011 et 70,6%;
p = 0,002). Une analyse multi variée a révelé quaiveau de I'ACE sérique préopératoire
était un facteur pronostique indépendant imporpmir la survie globale (p = 0,021) et la

survie sans maladie (p = 0,04638).

K. Lymphocytes T cytotoxiques

Le lymphocyte T cytotoxiqueest un lymphocyte T qui présente a sa surface des
récepteurs pouvant se lier a des complexes formeésarppeptide présenté par une molécule
CMH (complexe majeur d'histocompatibilité) de clasdgrie fois activés par un complexe
CMH-antigene, les lymphocytes T cytotoxiques lilméda perforine, une protéine qui produit
des pores dans la membrane plasmique des cellibéss et provoque leur lyse. Les
lymphocytes T cytotoxiques libérent également Bngyme, une protéase a seérine, capable de
pénétrer dans la cible par les pores occasionméa peerforine et induire une apoptose. Les
molécules CMH de classe 1 se lient aux antigemaeraux et peuvent ainsi étre reconnues
par les lymphocytes T cytotoxiques qui induiseapdptose des cellules tumorales et par
conséquent entrainent une diminution de la crocesah de la dissémination tumorales
CCR avec une grande densité de lymphocytes CDA%ROune survie sans progression de
36,5 mois et une survie globale médiane de 53,%mmntre 11,1 mois et 20,6 mois,

respectivement, pour les CCR avec une faible dedsitymphocytes CD45R@3).

L. L'instabilité des microsatellites

Le phénotype MSI des CCR est considéré comme wauiapronostique indépendant,
notamment des stades Il et Ill. Ainsi, le phénoti®l est associé a une meilleure survie
globale ou sans récidive par rapport aux CCR ahéagype MSS. La survie globale a 5 ans
est de 76% pour les CCR MSI contre 54% pour les GOWS selon I'étude de Gryfe et

al.(77). Une instabilité des microsatellites est associém @avantage significatif de survie
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indépendamment de tous les facteurs pronostiquesiatd, y compris le stade tumoral
(hazard ratio, 0,42 ; IC : 95%de 0,27 a 0,67, ©&D). De plus, quelque soit la profondeur de
I'invasion de la tumeur, les CCR MSI sont assoaiéme diminution de la probabilité de
métastases dans les ganglions lymphatiques régiqoalds ratio, 0,33; IC :95%, de 0,21 a
0,53, P <0,001) ou des organes éloignés (odds ai8; IC :95%, de 0,27 a 0,89, p = 0,02)
(79). On explique essentiellement 'effet favorable datt MSI par le fait que l'instabilité

génétique des cellules tumorales rendrait les tusn®SI plus sensibles a I'apoptose par

accumulation de mutations des genes requis pauoissance cellulaire.
M. Le géene KRAS

De nombreux essais thérapeutiques randomisés putd#&dernieres années montrent
la valeur prédictive négative de la présence detations du gene KRAS vis a vis des
thérapies ciblées anti-EGFR. Ainsi, les patientsquus d'un géne KRAS non muté (sauvage)
répondent beaucoup mieux aux anti-EGER. survie globale des patients sans mutation
KRAS dans leur tumeur est significativement plus/ék par rapport aux patients présentant
une tumeur mutée (p = 0,016; médiane del6,3 cdhifemois) (80). La présence des
mutations de KRAS a aussi une valeur pronostiqusgpe, I'étude de Conlin et gdB1) avait
montré que, en absence de traitement anti-EGFRalisnts présentant des mutations KRAS
avaient une survie globale significativement phible que les patients sans mutations KRAS
(p = 0,0098). Dans cette méme étude, aprés carnedti stade Dukes, de I'age et du sexe
[hazard ratio de 2,9 (intervalle de confiance a 95P4@ a 6.2), p = 0,0040], il a été montré

gue KRAS était une variable pronostique indéperedant

N. Le gene BRAF

Le gene BRAF est maintenant connu comme un fagieurostique. Le statut BRAF
sauvage est associé a une meilleure survie globake.étude menée sur 214 CCR a montré
une survie globale a 3 ans de 73.3% pour les patBRAF sauvagers 16.7% pour les
patients BRAF muté (p<0.001). Les tumeurs BRAF msit&vaient également un stade TNM
plus élevé (p=0.014). Le risque de métastasestandes était 2.5 plus élevé pour les tumeurs
BRAF mutées 62.5%s 22.9% (p=0.025). Le risque d’avoir des métastagashrones était 8
fois plus élevé 50%s5.9% (p=0.002]82).
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V. Traitements

A. Criteres d'opérabilité et de résécabilité

L’extension locale (T) et métastatique (M) conditient la résécabilité. Idéalement,

I'objectif est une résection RO en bloc.

Si la tumeur est MO, une résection premiére estisageée sauf s’il y a un
envahissement des structures adjacentes empéatamésection « en bloc » (83). Pour les
cancers du moyen et bas rectum (T3 et/ou N+) utemnant néoadjuvent a type de radio-
chimiothérapie est réalisé (83). Si la tumeur et Mn résécable, il n’existe pas d’'indication
formelle au traitement initial du cancer primitiaig si la tumeur est hémorragique, en
syndrome occlusif ou perforée. Une chimiothérageoemiére ligne est alors discutée (83).
Si la tumeur est M1 résécable, la résection darteetr primitive et des métastases en un ou
deux temps est envisagée en fonction des symptétries localisations des métastases. Une
chimiothérapie d’intervalle de type FOLFOX4 (83)renles deux temps selon extension est
discutée (84).

A. Traitement chirurgical

L’objectif est d’avoir une chirurgie avec des magdirurgicales saines qui sont un

facteur pronostic important et indépendant.

Le principe du traitement chirurgical du CCR cotesisn une exérese avec des marges
de résection distale et proximale d’au minimum 5 (sor piece fraiche) (83). De plus, les
marges circonférentielles doivent étre saineseatefése du mésocolon attenant doit se faire
en bloc. (pour les tumeurs de la charniere regmsidienne, 5 cm de mésorectum sous le
pole inférieur de la tumeur doivent étre retirds). technique « no-touch » et la ligature

premiere des vaisseaux sont optionnelles et lectiégepar ccelioscopie est recommandée
(83).

En cas de suspicion de tumeur T4, I'exérese chtalegdoit é&tre monobloc, enlevant
la tumeur et son extension locale. Un traitememtadgivant par chimiothérapie peut étre
discuté (83). En cas de découverte per-opératoitmed tumeur de la charniere
rectosigmoidienne T4 avec atteinte vésicale oun&éi est possible de réaliser une stomie
d'amont avant de débuter une radiochimiothérapig yme ré-intervention dans le but d'une

exérese. Cette option thérapeutique devra étreutdscen Réunion de Concertation
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Pluridisciplinaire (RCP) en préopératoire en casukpicion de tumeur T4 au cours du bilan
préopératoire (83). En cas de doute sur I'existelecemétastases hépatiques, une échographie
per-opératoire est recommandée (83). De plus, tageuganglionnaire doit compter 12

ganglions au minimum (83).

Il existe différents types de résection en fonctieria localisation de la tumeur initiale :

-Colon droit : hémicolectomie droite avec anastognEo-transverse.

-Sigmoide et cdlon gauche : colectomie segmentairdnémi-colectomie gauche et
anastomose colorectale.

-Jonction recto-sigmoidienne : résection recto-sigienne avec anastomose
colorectale.

-Rectum moyen et bas : protectomie ou amputatidomino-périnéale.

B. Traitement endoscopique

La résection endoscopique d’'un canger situ ou intra muqueux peut étre un
traitement suffisant. Pour les lésions avec foykrscarcinomes sous muqueux, la résection
endoscopique est considérée comme suffisante unegpteen cas d’envahissement sous
muqueux superficiel (<10Q@n si sessile et 1/3 supérieur du pied si pediatlé) la piece de
polypectomie présente I'ensemble des critéres céeris@ suivant (83) :

- Limite de résection saine.

- Absence de foyer de carcinome indifférencié.

- Absence d’emboles vasculaire ou lymphatique.

- Marge de sécurité > 1mm.

C. Stratégie thérapeutique, stade TNM et mutation RAS
Les stratégies thérapeutiques mises en place trenfioéction du stade TNM.
1. Stade |

Pour lestade | correspondant a T1-T2-NQle traitement de référence est la chirurgie

seule.

2. Stade I

Pour lestade Il (T3-T4-NO0), le traitement de référence est la chirurgie. Bs de
statut MSI positif ou en l'absence de facteurs dauwais pronostic reconnus, aucune

chimiothérapie n’est envisagée. En cas de factdersmauvais pronostic pour les tumeurs
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MSS, il n’existe pas de traitement de référencari@ins plusieurs options existent. En cas
de facteurs de mauvais pronostic reconnus (T4, @ ganglions examinés < 12, tumeur
peu différenciée, invasion veineuse lymphatiqu@énnerveuse, perforation et pour certaines
occlusions), une chimiothérapie peut étre prop@aeepatients n'ayant pas de comorbidite,
en bon état général avec une tumeur MSS. En 'alesda consensus dans cette situation, la
prudence est souhaitable ainsi que I'explicatior patients de la balance bénéfice/risque
dans leur cas. Les schémas proposés doivent aeoirde risque toxique tel que les
fluoropyrimidines orales et le LV5FU2 simplifié. Lechéma FOLFOX4 peut se discuter
principalement chez des patients de moins de 70ages tumeur T4 et/ou moins de 12
ganglions analysés. En cas d’utilisation du prd®deOLFOX4, I'oxaliplatine devra étre
interrompu dés I'apparition d’'une neurotoxicitégtade 2. En cas d’instabilité microsatellite

tumorale, une chimiothérapie adjuvante n’est pegsmenandée (83).

En terme de pronostic, le groupe de stade Il egfranpe hétérogene. Les différentes
méta-analyses observent des résultats contradistaoncernant le bénéfice thérapeutique
d'une chimiothérapie adjuvante. L'étude QUASAR 2 fn 3239) a comparé une
chimiothérapie adjuvante par 5-Fluoro-Uracile +decfolinique * |évamisole & un bras sans
chimiothérapie adjuvante chez des patients portdar€CCR majoritairement de stade Il
(91%). En analyse de sous-groupe, pour les cawoditgpies de stade Il, le risque relatif de
récidive a 2 ans était diminué de 29% (HR : 0,7198% ; 0,54-0,92, p = 0,01) avec une
tendance non significative a I'amélioration de lavée globale (HR : 0,83 IC 95% ; 0,65-
1,07). De plus, dans cette étude les patientsudedd 70 ans ne tiraient aucun bénéfice d’'une
chimiothérapie adjuvante (RR de déces : 1,02 IC 99%60-1,48) (85). L'étude MOSAIC a
comparé une chimiothérapie adjuvante par FOLFOXliplatine+ LV5-FU2) au LV5-FU2
(5-Fluoro-Uracile + Acide folinique). Dans le somssupe représentant I'ensemble des
patients de stade I, il n’y a aucun bénéfice deiswa 6 ans a traiter par FOLFOX 4 (869
86,8%, RR 1,00 ; IC 95% ; 0,70-1,41). Pour le sgnumipe des stades Il a haut risque (T4 ou
nombre de ganglions examinés < 12), le traitemantR®LFOX4 permet une amélioration
mais statistiguement non significative de la susdaas maladie a 5 ans, comparé au LV5FU2
(RR:0,72;1C 95% ; 0,50 - 1,02, NS) et de lessdevie globale a 6 ans (RR : 0,81 ; IC 95% ;
0,52-1,26, NS) (86).
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3. Stade Il

Pour leStade 11l (tous T-N1 ou N2) le traitement de référence est la chirurgie et un
chimiothérapie adjuvante par FOLFOX 4 (ou par FOKF@ simplifie) ou XELOX
administrée pendant 6 mois et commencée si possiblet le 49™jour postopératoire. Chez
les sujets de plus de 70 ans une monochimiothérpgare fluoropyrimidine seule est
recommandée (83). Le protocole FOLFOX 4 pendantoé raméliore significativement la
survie a 6 ans aprés résection d'une tumeur dee dthdomparé au LVS5FU2 (72,9%s
68,7% RR 0,80 IC 95% ; 0,65-0,97 ; p = 0,023) (&7¢tude CO7 du NSAPBP a confirmé
I'intérét de I'oxaliplatine en association avecll¢5-FU2 en montrant une amélioration de
6,2 % de la survie sans maladie a 3 ans (88). Détnsle de Haller et al., la supériorité du
XELOX sur une association du LV5-FU2 a été monpéer la survie sans récidive a 3 ans de
70,9 %versus66,5 % respectivement (HR:80, IC 95% ; 0,69 a 0,93, p = 0,0048Yy).
L’association irinotécan et 5FU n'a pas démontré efficacité supérieure au LV5-FU2
(89,90). Plusieurs études de phase Il évaluant th&sapies ciblées (bevacizumab et
cétuximab) en association a la chimiothérapie (Bpgrimidine + oxaliplatine) sont négatives
(91).

4. Stade IV (M+), (83)

a. Métastases hépatiques résécables

Dans le cas de métastases hépatiques résécablesitdenent de référence est la

chirurgie avec une marge de résection RO.

En cas de résécabilité de classe | : le protoc@eAOX 4 simplifié est proposeé : 6
cures preopératoires et 6 cures postopératoirgs [(@2chirurgie hépatique premiere est a
envisager s'il existe une nécessité diagnostigueroeas de lésions de petite taille faisant

craindre une disparition sous chimiothérapie.

En cas de disparition en imagerie d'une métastégsatique aprés chimiothérapie, la
résection hépatique doit intéresser le site initeala Iésion disparue car une réponse compléete
histologique est obtenue dans moins de 20 % def8asSi le site de la Iésion disparue ne
peut étre réséqué, une chimiothérapie intra alteti@patique sera discutée car elle réduit le
risque de récidive dans les séries rétrospectdas (

En cas de métastases synchrones a la tumeuripeimine résection hépatique 2 a 3
mois apres I'exérese colique est réalisée ou saméthent si la métastase est d’acces facile et
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la tumeur primitive non compliquée. Alors, une gm en un temps avec anastomose
digestive avant I'hépatectomie est possible. Unmicithérapie préopératoire par FOLFOX 4
simplifiée est discutée. La stratégie inverséer(chie hépatique premiére éventuellement

précédeée de chimio, et colectomie secondaire) gtexiaussi envisagée.

En cas de métastases pulmonaires résécables assacest recommandé de débuter

par une exérése hépatique suivie d’'une résectimgmaire 2 a 3 mois plus tard.

En cas de métastases progressant sous chimio#hégapiest un critere de mauvais
pronostic et qui limite l'indication de résectionelle-ci pourra toutefois étre discutée
notamment en cas de métastase unique progressie 2fignes de chimiothérapie car elle

semble améliorer le pronostic (95).

En cas de résécabilité de classe Il, la prise argehdans un centre médico-chirurgical

spécialisé dans la chirurgie hépatique est fortémemommandée.

En cas d’adénopathie pédiculaire ou cceliaque, tilpesconisé une chirurgie avec

curage si résécabilité de classe | et elle estr@iibée en cas de classe |l.

b. Métastases extra-hépatiques résécables

Pour les métastases pulmonaires, les indicatiomt B3 mémes que pour les
métastases hépatiques, la chirurgie est réalisgdensent si I'exérése compléte est possible.

Une chimiothérapie péri-opératoire est a discubenroe pour les métastases hépatiques.

Pour les carcinoses péritonéales, une résectiomplétandes lésions suivie d’'une
chimiothérapie intrapéritonéale (CIP) +/- hyperthir (CHIP  Chimiothérapie
Hyperthermique Intra Péritonéale) est indiquéedoesla carcinose est isolée et d’extension
modérée chez un malade en bon état général (ssuffisance viscérale). Cette association
thérapeutique n’est justifiée que si toutes lemiéssupérieures a 2 mm ont été retirées. Toute
carcinose péritonéale de découverte fortuite (aurscod’'une laparotomie ou d’une
ccelioscopie) en dehors d’un centre expert prépawmé l|p CHIP doit étre décrite précisément
dans le but de statuer sur la possibilité d’exéresms aucun geste de résection ne doit étre

réalisé.
c. Métastases a la limite de la résécabilité

En I'absence d’essai de phase Il publié sur letastéses potentiellement résécables,

il N"existe pas de recommandations de référence.
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Chez les patients avec des métastases pouvantidedsdcables en cas de réponse
majeure, il est recommandé de privilégier, aprésudision en RCP, un protocole donnant un
taux de réponse élevé dans l'optique d'une rédéeagicondaire (bi ou tri-chimiothérapie ou
plus biothérapie). Le choix du traitement est &utsr en fonction de la contre-indication
(nombre, taille, contact vasculaire ...) et du guati (co-morbidités, foie pathologique,
notamment stéatosique ...). La détermination dwistiu gene RAS (KRAS et NRAS exons
2, 3 et 4) dans la tumeur primitive ou les métastasst utile dans le choix de la stratégie
thérapeutique (sur tumeur primitive ou métastades)echerche d’une mutation BRAF est
optionnelle, elle n'est pas prédictive de « nonicaeffité » des anti-EGFR et confere

uniquement un mauvais pronostic.

En cas de métastases non résécables traitéesipantbBrapie, avec une excellente
réponse permettant d'envisager secondairementéseetion, la morbidité de I'hépatectomie
est majorée apres 6 cycles. Il est donc recommabhaolgérer des que les métastases
deviennent résécables sans attendre au-dela desddmahimiothérapie (réponse maximum
obtenue entre 2 et 4 mois) et de respecter un délat a 6 semaines aprés la fin de la
chimiothérapie avant d'opérer.

Pour les patients métastatiques opérés, une clhiénagie de 6 mois au total pré- et

postopératoire est recommandée.

Chez les patients devenus résécables seulemest@pséde 6 mois de traitement, une
chimiothérapie postopératoire de 2 a 6 mois sebortokicité cumulative et les suites

postopératoires peut étre envisagée.

d. Métastases « jamais résécables »

La caractérisation des métastases qui ne seroaigadsécables est parfois difficile.
La non résécabilité doit toujours étre définie apdéscussion en RCP avec présence d’au

moins un chirurgien et d’'un radiologue expérimenté.
Il est raisonnable de considérer comme non réseésabl

- Les métastases chez des patients incapablesitddef comorbidités, de supporter
I'acte chirurgical (ou les actes successifs) néiess) a I'éradication de tous les sites

métastatiques.

55



- Les métastases dans des sites non résécablesefosau par exemple). Une
métastase cérébrale isolée non résécable doir&itée par irradiation stéréotaxique. Celle-ci
peut étre indiquée jusqu’a 3 lésions.

- Les métastases et/ou trop nombreuses pour leti@seu le traitement local de tous
les sites (par exemple, dans tous les segmentaeod miliaire pulmonaire)

- En cas d’envahissement ganglionnaire massif (gulthies mésentériques ou

médiastinales) ou de lymphangite carcinomateusaqmire.

5. Statut sauvage du gene RAS

Il existe 2 traitements anti-EGFR possédant 'AMMuforisation de mise sur le
marché) dans le cancer colorectal métastasiqueetieimab (ErbituX) et le panitumumab
(Vectibix®) (96) (Figure 11).

a. Le cetuximab

Le cetuximab est un anticorps monoclonal murinyge igG1 qui se lie au domaine
extracellulaire de 'EGFR. Il bloque la dimérisatiale 'EGFR et interrompt la voie de
signalisation inhibant ainsi le développement daita, I'angiogénese, la diffusion
métastatique et induisant I'apoptoseglre 11).

Le cetuximab a une indication :

- en traitement de premiére ligne, en associativac aun traitement a base
d’oxaliplatine (FOLFOX).

- en traitement de premiere ligne, en associatiecr aine chimiothérapie a base
d’irinotecan (FOLFIRI).

- en monothérapie en seconde ligne, en cas d'é@dgetraitements a base d’irinotecan

ou d’oxaliplatine et en cas d’intolérance a I'iri@ocan

b. Le panitumumab

Le panitumumab est un anticorps monoclonal humiase, fixe au domaine de liaison
du ligand de 'EGFR et inhibe I'autophosphorylatitnrécepteur induite par tous les ligands
connus de I'EGFR. La fixation du panitumumab a FIRGa pour effet l'internalisation du
récepteur, l'inhibition du développement cellulaide I'angiogénése, de la diffusion
métastatique et I'induction d'une apoptdsgyre 11).
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Le panitumumab a une indication :

- en traitement de premiére ligne, en associativac aun traitement a base
d’oxaliplatine (FOLFOX).

- en traitement de premiere ligne, en associat@c an traitement a base d’irinotecan
(FOLFIRI) chez des patients qui ont déja recu unimimthérapie a base de fluoropyrimidine.

- en monothérapie en seconde ligne, en cas dédesctraitements a base de

fluopyrimidine, d’irinotecan ou d’oxaliplatine.

Chez les patients exprimant la forme non mutée @e&,RI'administration du
panitumumab en association avec la chimiothérapigremiere ligne de traitement augmente
la survie sans progression par rapport a la chivérapie seule (10,1 mois 7,8 mois /
rapport de risque de 0,72) ainsi que la survie @wlf26,0 mois/s 20,2 mois / rapport de
risque de 0,78) (97). De méme, lorsque le traitémpar chimiothérapie a échoué, le
cetuximab en monothérapie a permis d’augmenteutaies sans progression comparé aux
soins palliatifs seuls (3,7 mois 1,9 mois p<0.001) et la survie globale (9,5 nwsig,8 mois
p<0.001) chez les patients dont la tumeur porte fomae non mutée de KRAS (98). Des

résultats similaires ont été observés pour desatiraités avec le panitumumab.

épiréguline. ..

EGF, TGFaq,
Ligand | amphiréquline,

/

Dimérisation

Membrane

EGFR TK TK TKo Phosphorylation =
' @  activation de I'EGFR

Voies de signalisation intracellulaires activées
(Ras/MAPK, PISK/AKT)

———

Anxiogenése Prolifération Résistance a 'apoptose

Invasion/migration tumorale Diffusion métastatique

Figure 11 : Mécanismes du cetuximab et du panituatudiaprés Liévre A(99)
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A I'neure des thérapeutiques ciblées, la détecties anomalies moléculaires est
indispensable et nécessite une connaissance apgi®fde I'hétérogénéité tumorale. Cette
hétérogénéité est identifiée en premier lieu enras@opie puis en histologie et en biologie
moléculaire. Cette derniere décennie, la connaigsanoléculaire du développement du
cancer s’est considérablement enrichie, en pagalés$ techniques de détections sont de plus
en plus puissantes et de plus en plus sensibleso@is performants permettent d’identifier
les anomalies moléculaires principales du cloneotainmajoritaire qui sont potentiellement
des cibles thérapeutiques mais aussi de détecteamtEmalies plus rares caractérisant des

clones tumoraux minoritaires qui peuvent étre ioquobs dans la résistance au traitement.

L’hétérogéenéité tumorale est d’abord macroscopiguec des zones tumorales qui
sont nécrosées, hémorragiques, remaniées et lostidéétape de macroscopie est
primordiale car c’est elle qui détermine le choiesdzones d’intérét pour I'examen
microscopique et I'analyse moléculaire, d’ou l'innfamce d’échantillonner la tumeur (avec

un minimum d’un prélévement par centimetre).

L’échantillonnage tumoral est indispensable poétedniner de facon fiable le
diagnostic histologique le plus précis possible différenciation (certaines zones tumorales
peuvent étre moins différenciées), le grade (pangte le score de Gleason pour le cancer de
la prostate et le score de Fuhrman pour le cangearenh) et la présence d’'un contingent
minoritaire qui peut étre de plus mauvais prongstimtingent de cellules indépendantes). De
plus, I'hétérogéneéité tumorale morphologique peme¢ & conséquence d’'une progression

tumorale.

Il existe également une hétérogénéité phénotypigneimmunohistochimie qui
constitue des difficultés diagnostiques pour lesgueurs de différenciation tel que le TTF-1
(Thyroid transcription factorjl(dans les cancers broncho-pulmonaires, c’est uguear de
I'origine pulmonaire et de l'adénocarcinome qui pétre hétérogéene en fonction de la
différenciation tumorale) mais aussi pour les matgs de prolifération qui manquent de

reproductibilité inter- et intra- observateurs.
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En histologie, une tumeur est constituée de diffi® sous-populations homogénes ou
hétérogénes mais qui peuvent étre différentes esupldn moléculaire. Les progrés des
techniques de prélévements, de moins en moins iv@gspermettent des échantillons
tissulaires de plus en plus petits et/ou des étloast cytologiques mais sont-ils

représentatifs de la tumeur ?

L'étude de Longo et al. (100) a analysé des édhamgi tissulaires de 4 patients
atteints d’'un carcinome du rein métastatique. Btd®s mutations trouvées dans une biopsie
donnée n’étaient pas détectables dans tous lestéldms tumoraux du méme patient (101).
Le fait de détecter ou pas une mutation entrainehangement de stratégie thérapeutique
(comme le CCR métastatigue RAS muté qui ne béeéficbas de thérapie ciblée) et de
pronostic.

Une question légitime peut se poser: Est-ce ghétdrogénéité tumorale est la
conséguence d’une résistance au traitement ? Ras dine étude menée par Janne et al.
(102) a mis en évidence dans des lignées cellslairdans des cancers du poumon, des sous-
populations cellulaires présentant une amplificaie MET avant tout traitement. Ces clones
minoritaires porteurs d’anomalies moléculaires imypds dans la résistance aux thérapies

ciblées étaient donc présents avant le traiten®t (

Les mutations observées dans les métastases mefiifférents clones identifiés dans
la tumeur initiale, certains clones étant enricisand plusieurs lignes de traitements ont été

mises en ceuvre, la métastase est soumise a uokaseieduite par les différents traitements.

L’objectif de ce travail est d’étudier I'hétérog@éémutationnelle de RAS (KRAS,
NRAS) et de BRAF sur plusieurs zones tumoraleseatu &de la tumeur initiale, du ganglion

métastatique et de la métastase quand ils étaiesemis.

Il s’agit d’une étude rétrospective chez des péiepérés d’'un CCR au CHU de Poitiers.
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. Sélection des patients

Les 18 patients sélectionnés ont été opérés au @HRbitiers entre 2002 et 2009. lIs
ont été inclus de facon rétrospective. Les critat@sclusion étaient un age supérieur a
18 ans, un CCR histologiqguement prouvé avec un t®mgndu d’anatomie et cytologie
pathologique comportant le pTNM et une recherchemd&ation KRAS initiale ou postérieure

au traitement chirurgical.
3 Groupes ont été définis :

- Groupe | : Six patients KRAS12-13 sauvage (lintitesensibilité 2%) sur I'analyse

initiale par pyroséquencage.

- Groupe Il : Six patients KRAS 12-13 faiblementtéhavec une mutation détectée
entre 2 et 10% sur l'analyse initiale réalisée alsdechnique de pyroséquencage. Ces
patients ont fait I'objet d’'une analyse en biologieléculaire antérieure par séquencage direct
avec une limite de sensibilité de la technique % 25 ils avaient été inclus dans le groupe
KRAS 12-13 sauvage (2008-2009). Puis ils ont é&ttushdans I'étude du Dr Tougeron et ont
fait 'objet d’'une analyse rétrospective en bioegnoléculaire par pyroséquencage, leur
phénotype s’est avéré étre faiblement muté < 1086.thux de réponse étaient de 6,7% pour
les KRAS faiblement mutégersus37,0% pour KRAS sauvage (p <0,01). La survie sans
progression était de 2,7+ 0,5mois pour KRAS faildatrmutésversus6,0 + 0,3 mois pour
KRAS WT (wildtype) (p<0,01) (103).

- Groupe lIl : Six patients KRAS 12-13 muté ave® unutation détectée supérieure
a 10%.

A partir de ces 18 patients, 81 échantillons tummorant été analysés en biologie
moléculaire pour la recherche des mutationgé&he KRAS exon 2 (codons 12-13) (KRAS 12-
13), exon 3 (codon 61) (KRAS 61), exon 4 (codon (KBAS 146), du gene NRAS exon 2
(codon 12-13) (NRAS 12-13), exon 3 (codon 61) (N&®A®t du géne BRAF exon 15 (codon
600) (BRAF)
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[I. Sélection tumorale

La sélection tumorale a été faite sur lames HESm@én-Erythrosine-Safran) en
fonction de l'envahissement pariétal de la tumear peux anatomopathologistes: un

médecin expérimenté et un interne.

Les sélections tumorales d’'une tumeur pT3 (envahisg&a musculeuse) sont au

nombre de 3 :
- 1 sélection tumorale pT1 : tumeur intra-muqueuse.
- 1 sélection tumorale pT2 : tumeur envahissasblas-muqueuse.
- 1 sélection tumorale pT3 : tumeur envahissanilaculeuse.

Trois tumeurs avaient un contingent minoritaire meax qui a fait 'objet d’'une

sélection tumorale propre.

Une tumeur n’‘avait pas de zone tumorale identi#iatthns la muqueuse, la sous
muqueuse et la musculeuse mais seulement dansusasgoeuse. Elle a fait I'objet de 2

sélections tumorales a distance en pT3.

II. Macrodissection

Une fois la zone tumorale sélectionnée sur la IBES, elle est reportée sur le bloc de
paraffine correspondant. Cette zone sélectionnéealess macrodisséquée, réincluse en
paraffine dans un nouveau bloc numéroté. Une ntaulaahe HES est réalisée permettant de
vérifier que la zone observée au microscope opticpreesponde a la zone initialement
sélectionnée.

IV. Détermination du pourcentage de cellules tumorales

S’en suit I'étape de détermination du pourcentageeallules tumorales sur la zone
sélectionnée. Le pourcentage de cellules tumoeakete évalué par 2 anatomopathologistes (
un meédecin expérimenté et un interne) allant d®6% de cellules tumorales selon les zones

tumorales sélectionnées.
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V. Protocole d’analyse

La recherche des mutations RAS et BRAF est effeqbaé pyroséquencage.

Principe du pyroséquencage : Séquencage par sgnides nucléotides sont ajoutés
un a un. Le nucléotide est incorporé dans le b'#DWN en cours de synthése et libere un
pyrophosphate. Le pyrophosphate est transforméTén (Adénosine Triphosphate) grace a
une ATP sulfurylase. Une luciférase utilise cet Ap&ur émettre un signal lumineux. Ce
signal est capté par le séquenceur qui le repreduis la forme d’'un pic sur le pyrogramme.
La hauteur du pic est proportionnelle a lintensid@ signal lumineux elle-méme

proportionnelle au nombre de nucléotides ajoutés.

La technique décrite est celle réalisée pour KRRSL3 et KRAS 61 a partir du kit
therascreen KRAS PyroKit CE (Qiagen).

A. Déparaffinage (de la macrodissection) et extractiod’ ADN

L’extraction est realisée avec le kit QlAamp DNAHHE Tissue (Qiagen). La
macrodissection de la zone tumorale est transti&ags un tube de 2mL. Dans chaque tube est
ajouté 1mL d'histosol, les échantillons sont eresuibrtexés et centrifugés 3 minutes a
12 000g. Le surnageant est retiré et le culotaest dvec 1mL d’éthanol 100% puis centrifugé
3 minutes a 12 000g. Le surnageant est retirés@mnis’@vaporer I'éthanol) et le culot est
resuspendu avec 180uL d’ATL et 20uL de PK. Apréesd’licubation & 56°C et 1h a 90°C,
les échantillons sont vortexés et centrifuger lmegnt. On ajoute alors 200uL d’AL
(vortexer afin d’obtenir une solution homogéene)sp@00uL d’éthanol a 100% (vortexer
longuement et centrifuger rapidement). Le lysatdggiosé sur une colonne d’élution puis
centrifugé 1 minute a 6 000g. 500uL de solution A¥@ht ajoutés puis le tube est centrifugé
1 minute a 6 000g. Ensuite 500uL de solution AWiat sgoutés puis le tube est centrifugé 1
minute a 6 000g et 3 minutes a 8 000g. La colosh@lacée sur un tube de 1,5mL sur lequel
est noté « ADN + nom de I'analyse + numéro d’édflant+ Q (pour Qiagen) + 1 ou 2 (pour
1% ou 2™ extraction). Les échantillons sont élués avec 8@glLtampon d'élution ATE,
incubés 5 minutes a température ambiante et aegésf 1 minute a 8000g. A partir de cette
étape, I’ADN se trouve dans I'éluat. Il sera stacke80°C.
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B. Préparation de mix PCR pour pyroséquencage

Les analyses KRAS 12-13 et KRAS 61 sont effectaées le kit Therascreen KRAS
PyroKit CE (Qiagen).

Les autres analyses KRAS 146, NRAS 12-13, NRASG6BRAF ont été réalisées
pour des raisons financieres avec des amorces €®scu site et sont en cours de publication,

leurs descriptions ne peuvent étre mentionnées.

Le mix PCR est préparé selon les indications dunisseur Qiagen. Pour un
échantillon, les volumes suivants sont ajoutés :
-7.0 pL d’eau (High Purity)

-12.5 pL HotStarTaq Plus Master Mix (2x)
-2.5 pL CoralLoad concentrate (10x)

-1.0 uL PCR Primers biotinylés (les séquences des@s ne sont pas transmises par
le fournisseur QIAGEN.

Au total le micro tube numeéroté contient : 23 pLni@ par échantillon + 2 uL d’ADN

C. Amplification

La PCR (réaction de polymérisation en chaine) @alisée dans un thermocycleur
(Applied Veriti) :

- 15 minutes a 95°C

- 20 secondes a 95°C

- 30 secondes a 53°C 1 cycle x 42

- 20 secondes a 72°C

- 5 minutes a 72°C

- L’échantillon est maintenu a une températurede 8
D. Pyroséquencage des produits de PCR

La plaque de dosage des amplicons est configuféala du logiciel PyroMark Q24
et stockée sur clé USB. Les amplicons sont idéstidiur les puits. Chaque plaque PyroMark
Q24 comporte un contrdle blanc (mix réactionnelssAbN), un contrdle non muté (non

ADN non méthylé fourni dans le kit) et un contréteté (ADN lignée mutée).
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Préparation de la solution de billes par puits :
- 1 uL de Billes de sépharose

- 40 pL de PyroMark Binding buffer

- 29 pL d’eau ultra pure

Dans une plague PCR 24 puits, la solution est &ouf7/0 pL par puits).
Conformément a la configuration de la plaque, 1@gLproduit PCR biotinylés sont ajoutés
dans chaque puits. La plaque est recouverte diomdihésif puis agitée de facon constante
(1 400 rpm) pendant 5 & 10 minutes.

Les 5 cuves de la station de travail sont prépaéles le schéma suivariigure 12) :

@ S0ml Parking
wash buffer
@ denaioszllution T—IOZT)I @
T atnonol 70 o |
PI;ZL;TJ:ER Plague Q24

Figure 12 : Station de travail Qiagen pour la préation des échantillons

Le tampon « Wash buffer » (10X) et « Denat solutiosont compris dans le kit Qiagen. Le

tampon « Wash buffer » est préalablement diluéaavant utilisation.

Avant toutes manipulations le vide est appliquésdan« hérisson » et les filtres sont

lavés avec de I'eau stérile (cuve 5).
Préparation du mix Primer Seq (25uL par puits) :

- Amorces (Primers Seq) : 0.8uL (Séquences descamadr2-13, 61 (KRAS) non
transmises par le fournisseur Qiagen, les séqueteseamorces des codons 146 (KRAS), 12-
13, 61 (NRAS) et 600 (BRAF) sont en cours de palilor).

- Annealing buffer : 24.2uL
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Figure 13: lllustration du systéme d’aspiration értsson » (Manuel du kit therascreen KRAS
12-13, KRAS 61 Pyro 07/2011)

Dans une plaque Pyromark Q24, la solution prépeirdessus est déposée. La plaque
PCR 24 puits et la plague Pyromark Q24 sont plasgek station de travail en s’assurant de
I'orientation des 2 plaques. Le vide est appligagsdle « hérisson » afin de capturer les billes
sur les filtres du « hérisson » en les plongeaigineasement dans la plaque PCR pendant 15
secondes. Le « hérisson » est déplacé dans lalcweatenant I'éthanol a 70% pendant 5
secondes (maintenir en I'air en position vertigagmdant quelques secondes afin d’évacuer
tout le liquide) puis dans la cuve 2 contenanblation de dénaturation et pendant 5 secondes
(maintenir en I'air en position verticale pendantelgjjues secondes afin d’évacuer tout le
liquide). Le « hérisson » est ensuite placé dansule 3 contenant le tampon de lavage
pendant 10 secondes. Les billes contenues sunéeisson » sont libérées (arrét du vide) dans
la plague PyroMark Q24. Ensuite les filtres du Kds®n » sont lavés successivement dans

les cuves 4 et 5 contenant de I'eau.

La plague PyroMark Q24 est incubée pendant 2 méndans I'étuve a 80°C puis
refroidie pendant au moins 15 minutes a tempéranngante.
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La cartouche de réactif PyroMark Q24 Cartridge mshplie selon les volumes

calculés (selon le logiciel Pyromark) en suivargdeéma ci-dessouBigure 14) :

[]
[] []
Etiquette

E= enzyme, S= substrat, A, T, C, G= nucléotides

Figure 14 : Schéma de la cartouche de réactif PyadtD24 Cartridge

Le pyroséquenceur est allumé, la cartouche chaigéeplaque PyroMark Q24 placée
sur le bloc. Le « run » est transféré sur le pygasé@ceur a I'aide de la clé USB. Lorsque le

« run » est terminé, les résultats se trouvantasclé USB sont analysés.

Pour chaque géne, une séquence d'injection estraugid enregistrée dans le
programme du pyroséquencage. Ces séquences donjgrennent en compte les mutations

recherchées pour le gene cible.
Les séquences d’injection sont les suivantes :

KRAS 12-13 : TACGACTCAGATCGTAG
KRAS 61 : GCTCAGTCAGACT

KRAS 146 : GATCAGCTGAGC

NRAS 12-13 : TACGACTCAGCATCGTAGAG
NRAS 61 : TCGTATCGAGAG

BRAF 600 : TCGTATCTGTAG
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E. Analyse des résultats

L’analyse des résultats est realisée a l'aide dyjciel PyroMark Q24. Le logiciel

analyse la séquence produite en tenant comptesig|leence d’analyse du gene cible.

1. Les analyses effectuées avec le kit Therascreen KBA
PyroKit CE (Qiagen)

KRAS Exon Zen rouge codon 12 et codon 13)

5'- GCCTGCTGAAAATGACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGAGCTGGTGGGSETA
GGCAAGAGTGCCTTGACGATACAGCTAATTCAGAATCATTTTGTGGACGAAATG
ATCCAACAATAGAG -3

Séqguences d’'analysélGTGRCGTAGGC et GITGRCGTAGGC

N : Toutes les bases (A, C,Gou )
R:AouG

KRAS Exon @&n rouge codon 61)

S-TCAGGATTCCTACAGGAAGCAAGTAGTAATTGATGGAGAAACCTGTCTCTTGG
ATATTCTCGACACAGCAGGTCAAGAGGAGTACAGTGCAATGAGGGACCAGTACA
TGAGGACTGGGGAGGGCTTTCTTTGTGTATTTGCCATAAATAATACTAAATCATTT
GAAGATATTCACCATTATAG-3’

Séquences d’'analys€ TCDTGACCTG et CTCHGACCTG et CTCTKACCTG

D:A,TouG
H:A TouC
K:TouG
Substitution d'acide nucléique | Substitution d'un acide aminé | LoB (unités %) | LoD (unités %)
Codon 12 (GGT)
GAT G12D 0,6 2,2
GTT G122V 0 1,0(7)
TGT G12C 0,5 2,1
AGT G12S 0,4 1,9
GCT G12A 0,7 2,3
CGT G12R 0,3 1,8
Codon 13 (GGC)
GAC | G13D 0,3 1,9
Codon 61 (CAA) analysé en oriention antisens (TTG)
GTG Q61H 0,8 2,8
TAG Q61L 1,2 3,1
TCG Q61R 1,6 3,5
ATG Q61H 0,7 2,6
TTC Q61E 1,2 3,1

Tableau 11 : LoB et LoD déterminées pour des maratspécifiques (Manuel du kit
therascreen KRAS 12-13, KRAS 61 Pyro 07/2011)
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LOB : Limite du blanc est la plus forte concentatiapparente de l'analyse apparente qui
devrait étre trouvée lors de répétitions d'un étitham témoin WT ne contenant pas les

mutations testées (104).

LOD : Limite de détection est la plus faible conication d'un analyte susceptible d'étre
distinguée de maniere fiable a partir de la LOBLetours de laquelle la détection est possible
(104)

Les LOB et LOD du kit KRAS 12-13, 61 sont déternggépar Qiagen.

2. Les analyses « techniques établies sur site »

KRAS 146 Exon ¢éen rouge codon 146)

S-TATAACTTTTTTTTCTTTCCCAGAGAACAAATTAAAAGAGTTAAGGAC TCTGA

AGATGTACCTATGGTCCTAGTAGGAAATAAATGTGATTTGCCTTCTAGAACAGTA
GACACAAAACAGGCTCAGGACTTAGCAAGAAGTTATGGAATTCCTTTTATTGAAA
CATCAGCAAAGACAAGACAG-3

Séqgquences d’analys@& TCAVCAAAGA, ATCAGBAAAGA

V:A CouG
B:C, TouG
A146T A146P A146G Al46V
Codon 146 Codon 146 Codon 146 Codon 146
ACA CCA GGA GTA

NRAS Exon 2en rouge codon 12 et codon 13)

S-CTTTAAAGTACTGTAGATGTGGCTCGCCAATTAACCCTGATTACTGGTTCCAA
CAGGTTCTTGCTGGTGTGAAATGACTGAGTACAAACTGGTGGTGGTTGGAGAGG
TGGTGTTGGGAAAAGCGCACTGACAATCCAGCTAATCCAGAACCACTTTGTAGAT
GAATATGATCCCACCATAGAG-3

Séquences d'analys&SNTGNTGTTGGGAAAAGC NGTNGTGTTGGGAAAGC

G12S G12R Gl2C G12D G12A G1l2v
Codon 12 Codon 12 Codon 12 Codon 12 Codon 12 Ctdon

AGT CGT TGT GAT GCT GTT
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NRAS Exon 8en rouge codon 61)

5'-CCTCCCTCCCTGCCCCCTTACCCTCCACACCCCCAGGATTCTTACAGAACAA
GTGGTTATAGATGGTGAAACCTGTTTGTTGGACATACTGGATACAGCTGGAAAG
AAGAGTACAGTGCCATGAGAGACCAATACATGAGGACAGGCGAAGGCTTCAcCT
GTGTATTTGCCATCAATAATAGCAAGTCATTTGCGGATATTAACCTCTACAG-3

Séquence d’analysecCNAGAAGAGTA —VAAGAAGAGTA- CANGAAGAGTA

CNA VAA CAN
CGA-Q61R | CTA-Q61L | AAA-Q61K| CAC-Q61H| CAG-Q61Q| CAT&H

BRAF Exon 15(codon 600)

S-ATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCT
ACAGTGAAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCA
TTTTGTGGATG-3

Séquences d'analys€ WCTGTAGC, CAYTGTAGC, C/CTGTAGC

W:TouA

Y:CouT

V600E V600G VG600A V600M

GAG (CTC) | GGG (CCC) GCG (CGC) ATG (CAT|

Les LOB et LOD des techniques établies sur sit¢ caloulées selon les formules :

e LOB: pwt+ 1.645 SD
e LOD: pwt+ 3X SD wt
* uwt: moyenne obtenue avec un échantillon wt

 SD: écart-type

3. Interprétation biologique

L’interprétation biologique prend en compte les L&Hes LOD, les témoins positifs,
négatifs et les blancs d’'une part et le taux daudégation de I'échantillon d’autre part. Selon le

taux de la mutation I'échantillon est considéré ému non muté.
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Si le taux de mutation est < LOD, il s’agit d’'ursa@on muté (WT).

Si le taux de mutation estLOD et< LOD + 3 unités %, il s’agit d’'un cas avec un
taux faible de mutation (PLLM : potentiel low levautation).

Si le taux de mutation est > LOD + 3 unités %;ab# d’un cas muté (MUT).
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Figure 15 : Tracé de pyrogramme obtenu apres amadiygn échantillon présentant un
génotypage sauvage des codons 12 et 13 (KRAS Exon 2
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Figure 16 : Tracé de pyrogramme obtenu apres amadiygn échantillon présentant un
génotypage sauvage des codons 61 (KRAS Exon 3)
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Figure 17 : Tracé de pyrogramme obtenu aprés amatysn échantillon présentant une
mutation GGT— GAT (substitution d’'une Glycine par un Acide asiggue au niveau du
codon 12 (KRAS Exon 2)
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Caractéristigues anatomopatologiques et cliniquesesd 18 patients

Au total 18 patients ont été inclus et 81 échamigltumoraux ont été réalisés. Chaque
échantillon a fait I'objet de 6 analyses en biokbognoléculaire : KRAS 12-13, KRAS 61,
KRAS 146, NRAS 12-13, NRAS 61 et BRAF.

Il y avait exactement autant de femmes (50%) gherdmes (50%). L’age moyen au
diagnostic était de 66.1 ans avec un écart tyggdans (51 ans a 79 ans). Et 38.9 % avaient

moins de 60 ans.

Concernant la stadification pTNM des tumeurs, 5.88ient pT2, 77.8% pT3 et
16.7% pT4a. 55, 6% des tumeurs avaient un envahéteganglionnaire. Une seule tumeur
était métastatique au moment du diagnostic. 5.58tameurs étaient de stade |, 33, 3% de
stade Il, 55.6% de stade Ill et 5.5% de stade IV.

Les caractéristiques cliniques et anatomopatholmgides patients sont présentées

dans leTableau 12ci-dessous :

Sex Ration
Homme 9 (50%)
Femme 9 (50%)
Age
Moyenne 66,1 avec un écart type 9,1
<60ans 7(38,9%)
>60ans 11 (61,1%)
pTNM
T2 1(5,5%)
T3 14 (77,8%)
T4a 3(16,7%)
NO 8(44,4%)
Nla 1(5,5%)
N1b 3(16,7%)
N2a 1(5,5%)
N2b 5 (27,8%)
M+ 1(5,5%)
Thérapie Ciblée ( Cetuximab ou Panitumumab) 10 (55,6%)

Tableau 12 : Caractéristigues clinigue et anatontbpébgigue des patients
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Il. Caractéristigues moléculaires des 18 patients :

A. Description des différents groupes

1. Groupe I. Analyse KRAS 12-13 initiale : WT

- Patient 1:_Analyse initiale BRAF WT et MSSoutes les analyses moléculaires des

différentes sélections tumorales étaient non mutées

- Patient 2 :_Analyse initiale BRAF WT et MS&analyse KRAS 12-13 de sélection T3

montrait la présence d’'une mutation G13D (I'acid@re Glycine est remplacé par un acide
aminé Acide aspartique au niveau du codon 13) &%2] es autres analyses de I'ADN
initial, T2 et du ganglion étaient sauvages. Ceepatprésente une hétérogénéité tumorale

KRAS 12-13 avec deux clones distincts identifiéa clone sauvage et un clone muté G13D.

- Patient 3:_Analyse initiale BRAF WT (statut M3lon fait) Toutes les analyses

moléculaires des différentes sélections tumordhist non mutées.

- Patient 4 :_Analyse initiale BRAF V600E muté eEMToutes les analyses moléculaires

KRAS et NRAS étaient sauvages. La nouvelle analgs€échantillon initial et I'analyse de
la sélection tumorale T2 étaient BRAF V600E mutéspectivement a 5,6% et 28,3%, alors
qgue la sélection tumorale T1 était sauvage. Ceqmiapirésente une hétérogénéité tumorale
BRAF V600E avec deux clones distincts identifi@s :clone sauvage et un clone muté BRAF
V600E.

- Patient 5:_Analyse initiale BRAF WT (statut M3lon fait) Toutes les analyses

moléculaires des différentes sélections tumordalst non mutées.

- Patient 6 :_Analyse initiale BRAF WT et MSSoutes les analyses moléculaires des

différentes sélections tumorales étaient non mutées

2. Groupe Il. Analyse KRAS 12-13 Initiale : PLLM

- Patient 7 ; Analyse initiale BRAF WT, KRAS 12-P8LM G12S a 2%.

L’ADN initial a été vérifié par une nouvelle anatysCe clone a également été retrouvé au
niveau des sélections tumorales T1 et T2 (PLLM Ga253% et muté G12S a 31,7%). Les

sélections (T3 et ganglion) étaient non mutées. deaxieme extraction de la sélection
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tumorale T1 demandée par erreur, a montré la pcésé'nne autre mutation en position 12
(G12D a 6,8%). La présence de cette nouvelle nomadinsi que celle de la premiére
extraction en T1 ont été revérifiées et a nouvedrouvées (PLLM G12S 2,8% et PLLM
G12D 2,7% respectivement pour la 1ére et la 2ertraction).

Concernant l'analyse KRAS 61, la sélection tumoraiéiale ne montrait pas de
mutation. T2 présentait une mutation Q61L a 7%. $&ections tumorales en T1 (1ére et
deuxieme extractions), T2 et en T3 présentaientnomation Q61L PLLM a 4,2%, PLLM a
4,1%, a 7% et PLMM a 3,9% respectivement. La sé@edumorale ganglionnaire était non
mutée. Les analyses KRAS 146, NRAS 12-13 et BRAROK étaient non mutées. Elles
n'ont pas étaient réalisées pour la deuxieme didrade T1.

Concernant l'analyse NRAS 61, les quatre sélectimmsorales T1, T2, T3 et le
ganglion ont été retrouvées mutées Q61K a 49%, 29%, et 22% respectivement.

Au total, ce patient a une hétérogénéité tumorale aveadsepce de clones non
mutés et de plusieurs clones mutés KRAS G12S, GOBRL et NRAS Q61K.

- Patient 8 ; Analyse initiale BRAF WT et KRAS 13-PLLM G12V a 2%
L’analyse KRAS 12-13 de toutes les sélections tategr étaient mutées G12V (9.4% a

38.8%). Toutes les autres analyses moléculairganétaon mutées.

- Patient 9 : Analyse initiale BRAF WT et KRAS 13-PLLM G12S a 2%
L’ADN initial a subi une nouvelle analyse KRAS 13-inontrant un PLLM G12S a 3,8%.
Toutes les autres sélections tumorales étaientmdées.

Concernant I'analyse KRAS 61, I'analyse de I'’ADNtied montrait un PLLM Q61R a

3,8%. Les autres sélections tumorales étaient nages.

Concernant I'analyse NRAS 61, toutes les sélecttanwrales étaient mutées Q61R
(36 & 53%).

Les autres analyses KRAS 146, NRAS 12-13 et BRABOEEtaient non mutées.

Au total, ce patient présente une hétérogéneéité tumorale @es clones sauvages et
des clones mutés KRAS G12S, Q61R et NRAS Q61R.

- Patient 10 : Analyse initiale BRAF WT et KRAS 13-PLLM G12D a 2%.
L’analyse de I’ADN initial pour KRAS 12-13 montraéigalement un PLLM G12D a 2%.
Toutes les autres sélections tumorales concernBAtSK12-13 et les autres analyses étaient

non mutées. Ce patient présente une hétérogénditérdale avec deux clones distincts

identifiés : un clone sauvage et un clone G12D.
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- Patient 11 : Analyse initiale BRAF WT et KRAS 13-PLLM G12D a 2%
L’analyse de I'ADN initial et de la sélection tunade T3 montraient un PLLM G12D

respectivement a 4,1% et a 2,4%. Les sélectionsriales T2 et ganglion étaient mutées
G12D a 5,3% et 5,5% respectivement. Toutes leeawnalyses étaient WT. Ce patient

présente un clone muté KRAS G12D.

- Patient 12 : Analyse initiale BRAF WT et KRAS 13-PLLM G12D a 2%

L’analyse de I’ADN initial montrait également un BM G12D a 3,6%. Toutes les autres

sélections tumorales étaient non mutées.

Concernant I'analyse KRAS 61, la sélection tumomigemontrait un PLLM Q61L a
4,2%. Toutes les autres sélections tumorales étaggnmutées.

Concernant l'analyse KRAS 146, les sélections tahesr initiales T3 et T3bis
montraient une mutation A146T respectivement a 7098p et 47%. La sélection tumorale
Métastase était sauvage.

Au total, Ce patient présente une hétérogénéité tumoraie @es clones sauvages et
des clones mutés KRAS G12D, Q61H et A146T.

3. Groupe lll. Analyse KRAS 12-13 Initiale : Mutée

- Patient 13 : Analyse initiale BRAF WT, MSS et KRA2-13mutée G12V

Toutes les sélections tumorales montraient une troot& RAS G12V de 20,1% a 53,4%.

Toutes les autres analyses étaient WT.

- Patient 14 : Analyse initiale BRAF WT, MSS et KRA2-13 mutée G12V
Les sélections tumorales initiale, T1 et T2 moetmaiune mutation G12V respectivement a
13%, 4,2% et 14,8%. La sélection tumorale T3 &4ditM G12V a 3,8%. La sélection

tumorale ganglion était WT avec 5 % de cellulesdrates. Pour comparaison, les sélections

tumorales T1 et T3 avaient également 5% de cellwesrales et étaient respectivement
mutées G12V a 4,2% et PLLM G12V a 3.8%. Toutesaldses analyses étaient non mutées.
Ce patient présente une hétérogénéité tumoraledmrecclones distincts identifiés : un clone

sauvage et un clone KRAS G12V.

- Patient 15 : Analyse initiale BRAF WT et KRAS 13-mutée G12D

Toutes les sélections tumorales montraient unetrotdRAS G12D (34,5 a 46,3%). Toutes

les autres analyses étaient non mutées. Ce pptisgnte un clone muté KRAS G12D.
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- Patient 16 : Analyse initiale BRAF WT et KRAS 13-mutée G12V.
Toutes les sélections tumorales montraient une tioot&12V (13,8 a 46,3%). Toutes les

autres analyses étaient non mutées. Ce patiergrppeésn clone muté KRAS G12V.

- Patient 17 : Analyse KRAS 12-13 Initiale mutée2@1

Toutes les sélections tumorales montraient unetioot&12V (10 a 25,4%).

Concernant l'analyse NRAS 61, la sélection tumotalgale montrait un PLLM
Q61K a 7%. Toutes les autres sélections tumorales autres analyses étaient non mutées.

Au total, ce patient présente une hétérogénéité tumoraledas clones KRAS G12V
et NRAS Q61K.

- Patient 18 : Analyse initiale BRAF WT, MSS et KRA2-13 mutée G12R
Toutes les sélections tumorales montraient une tront&12R (29,4 a 56,5%).Toutes les

autres analyses étaient non mutées. Ce patiergrpeésn clone muté KRAS G12R.

B. Synthese des analyses moléculaires des 18 patients

Dans une tumeur : on peut avoir des zones mutgemeanutées pour un gene donné :
hétérogénéité spatiale (T1 muté et T2 sauvagexsan@e). Et la méme zone tumorale peut
présenter plusieurs mutations d'un méme géne (KR233 et 146 par exemple) ou des
mutations de deux genes différents (KRAS et NRAS pzemple) : hétérogénéité

mutationnelle. Les deux peuvent coexister.

Les résultats sont résumés dansliasleaux 13et 14
1. Hétérogénéité spatiale

La tumeur présente en son sein des zones mutées ehutées pour un géne donné
(KRAS, NRAS ou BRAF). Ces clones sont soit fortetrmmnsoit faiblement mutés.

a. Patients avec un clone sauvage et un clone fortehranté dans des
zones tumorales différentes

5 patients/18 présentent une hétérogénéité dedreatites zones tumorales pour au
moins une analyse : présence d’un clone sauvagjaletmoins un clone forment muté pour la

méme analyse.
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» Patient 2 : 2 clones KRAS 12-13: 1 clone WT / Inel&513D
» Patient 4 : 2 clones BRAF : 1 clone WT / 1 clon€OVE
» Patient 7 : 3 clones KRAS 12-13: 1 clone WT / Inel&12S/ 1 clone G12D
2 clones KRAS 61: 1 clone WT /ldne Q61L
» Patient 12 : 2 clones KRAS 146 : 1 clone WT / Inelé146T
» Patient 14 : 2 clones KRAS 12-13: 1 clone WT /dnel G12V
Dans notre étude, 27,7 % des patients présentenhétérogénéité tumorale pour au
moins une analyse.
b. Patients avec un clone sauvage et un clone faiblatmauté (PLLM)
dans des zones tumorales différentes
Si on prend en compte les sélections tumoraledefagnt mutées PLLM (dont le
pourcentage de mutation est compris entre la LODaeLOD +3%): 3 patients sont
concernes :

e Patient 9 : 2 clones KRAS 12-13: 1 clone WT /1 elétLLM G12S
2 clones KRAS 61/ 1 clone WT /ldne PLLM Q61R
e Patient 10 : 2 clones KRAS 12-13: 1 clone WT /dnel PLLM G12D
e Patient 17 : 2 clones NRAS 61 : 1 clone WT / 1 el®LLM Q61K
» Patient 12 : présente en plus de ces deux clon@sSKIR6 :

2 clones KRAS 12-13: 1 clone WITclone PLLM G12D
2 clones KRAS 61: 1 clone WTdldne PLLM Q61H

En prenant en compte les sélections tumorales efadght mutées (PLLM):
8 patients / 18 présentent une hétérogénéité tuenpoarr au moins une analyse soit 44,4%

des patients.

2. Hétérogénéité mutationnelle

Au sein d'une tumeur, une zone tumorale peut glogieurs génes mutés.

Quatre patients présentent plusieurs mutationss k@ mutations dans le CCR sont
exclusives avec les connaissances actuelles :g@@ample 1 clone tumoral KRAS 12-13 ne
peut pas étre muté sur les autres analyses.

* Patient 7 : 2 mutations KRAS 12-13 / 1 mutation KR@&1 / 1 mutation NRAS 61

e Patient 9 : 1 mutation PLLM KRAS 12-13 / 1 mutatiebhLM KRAS 61 / 1 mutation
NRAS 61

* Patient 12 : 1 mutation PLLM KRAS 12-13 / 1 mutatieLLM KRAS 61 / 1 mutation
KRAS 146

* Patient 17 : 1 mutation KRAS 12-13 / 1 mutation RLNRAS 61
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Les dix autres patients ne présentaient pas ddugétdéité tumorale spatiale ou
mutationnelle. Quatre patients avaient un statuvage dans toutes les sélections tumorales
pour les analyses de tous les genes. Six patieggeqtaient la méme mutation dans toutes les

sélections tumorales pour une analyse donnée.

KRAS 12-13 KRAS 61 KRAS 146 NRAS 12-13 NRAS 61 BRAF V600E
Patient 2 WT/ G13D WT WT WT WT WT
Patient 4 WT WT WT WT WT WT/V600E
Patient 7 WT/G12S/G12D WT/Q61L WT WT Q61K WT
Patient 9 WT/G12S WT/Q61R WT WT WT WT
Patient 10 WT/G12D WT WT WT WT WT
Patient 12 WT/G12D WT/Q61H WT/A146T WT WT WT
Patient 14 WT/G12V WT WT WT WT WT
Patient 17 GI12R WT WT WT WT/Q61K WT

Tableau 13: 8 patients présentant une hétérogéndindrale
Rouge: fortement muté
Vert: faiblement muté

A noter que parmi les 18 patients, dix ont recu théapie ciblée (Cetuximab ou
Panitumumab). Parmi les 10, trois patients se soBtés étre non mutés sur toutes les
sélections tumorales. Six patients présentent aingnone seélection tumorale KRAS ou
NRAS mutée (soit 60%) et un patient a au moins séiection tumorale PLLM (10%). Au
total 70% des patients ayant recu un traitementQeuximab ou Panitumumab avaient au
moins une sélection tumorale KRAS ou NRAS PLLM out@e.
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Numéro Patient I p TNM % C tumorales I KRAS 12-13 KRAS 61 KRAS 146 NRAS 12-13 | NRAS 61 BRAF MSI
1 Initial 40 WT WT WT WT WT WT MSS
1 T1 90 WT WT WT WT WT WT NF
1 T2 40 WT WT WT WT WT WT NF
1 T3 30 WT WT WT WT WT WT NF
1 GG 70 WT WT WT WT WT WT NF
2 Initial 80 WT WT WT WT WT WT MSS
2 T2 15 WT WT WT WT WT WT NF
2 T3 20 MUT G13D 22,5 WT WT WT WT WT NF
2 GG 5 WT WT WT WT WT WT NF
3 Initial 80 WT WT WT WT WT WT NF
3 T1 60 WT WT WT WT WT WT NF
3 T2 40 WT WT WT WT WT WT NF
3 T3 10 WT WT WT WT WT WT NF
3 GG 5 WT WT WT WT WT WT NF
4 Initial 70 WT WT WT WT WT MUT V600E 5,6 MsI
4 T1 30 WT WT WT WT WT WT NF
4 T2 90 WT WT WT WT WT MUT V600E 28,3 NF
5 Initial 80 WT WT WT WT WT WT NF
5 T1 90 WT WT WT WT WT WT NF
5 T2 75 WT WT WT WT WT WT NF
5 T3 25 WT WT WT WT WT WT NF
6 Initial 100 WT WT WT WT WT WT MSS
6 T1 60 WT WT WT WT WT WT NF
6 T2 30 WT WT WT WT WT WT NF
7 Initial NC PLLM G125 2,2 WT FA WT FA WT NF
7 T1 lére extraction 70 PLLM G125 3,3 PLLM Q61L 4,2 WT WT MUT Q61K 49 WT NF
7 T1 2éme extraction 70 MUT G12D 6,8 PLLM Q61L 4,1 NF NF NF NF NF
7 T2 25 MUT G125 31,7 MUT Q61L 7 WT WT MUT Q61K 29 WT NF
7 T3 40 WT PLLM Q61L 3,9 WT WT MUT Q61K 29 WT NF
7 GG 25 WT WT WT WT MUT Q61K 22 WT NF
8 Initial 30 MUT G12V 9,4 WT WT WT WT WT NF
8 T1 60 MUT G12V 26,4 WT WT WT WT WT NF
8 Mucineux 90 MUT G12V 38,8 WT WT WT WT WT NF
8 T2 75 MUT G12V 36,4 WT WT WT WT WT NF
8 T3 60 MUT G12V 32,6 WT WT WT WT WT NF
8 GG 80 MUT G12V 31,4 WT WT WT WT WT NF
9 Initial 70 PLLM G125 3,8 PLLM Q61R 3,8 WT WT MUT Q61R 43 WT NF
9 T1 95 WT WT WT WT MUT Q61R 44 WT NF
9 T2 70 WT WT WT WT MUT Q61R 53 WT NF
9 T3 25 WT WT WT WT MUT Q61R 36 WT NF

10 Initial 30 PLLM G12D 2 WT WT WT WT WT NF
10 T1 20 WT WT WT WT WT WT NF
10 T2 25 WT WT WT WT WT WT NF
10 T3 30 WT WT WT WT WT WT NF
10 GG 30 WT WT WT WT WT WT NF
11 Initial 5 PLLM G12D 4,1 WT WT WT WT WT NF
11 T2 5 MUTG12D 5,3 WT WT WT WT WT NF
11 T3 5 PLLM G12D 2,4 WT WT WT WT WT NF
11 GG 5 MUT G12D 5,5 WT WT WT WT WT NF
12 Initial 40 PLLM G12D 3,6 WT MUT A146T 70 WT WT WT NF
12 T3 20 WT PLLM Q61H 4,2 MUT A146T 19 WT WT FA NF
12 Autre zone 15 WT WT MUT A146T 47 WT WT WT NF
12 Méta 25 WT WT WT WT WT WT NF
13 Initial 70 MUT G12V 22,6 WT WT WT WT WT MSS
13 T1 70 MUT G12V 53,4 WT WT WT WT WT NF
13 T2 10 MUT G12V 31,4 WT WT WT WT WT NF
13 Mucineux 30 MUT G12V 27,6 WT WT WT WT WT NF
13 T3 15 MUT G12V 20,1 WT WT WT WT WT NF
14 Initial 30 MUT G12V 13 WT WT WT WT WT MSS
14 T1 5 MUT G12V 4,2 WT WT WT WT WT NF
14 T2 40 MUT G12V 14,8 WT WT WT WT WT NF
14 T3 5 PLLM G12V 3,8 WT WT WT WT WT NF
14 GG 5 WT WT WT WT WT WT NF
15 Initial 40 MUT G12D 36,6 WT WT WT WT WT NF
15 T1 60 MUT G12D 46,3 WT WT WT WT WT NF
15 T2 15 MUT G12D 34,8 WT WT WT WT WT NF
15 T3 20 MUT G12D 34,5 WT WT WT WT WT NF
15 GG 40 MUT G12D 59,2 WT WT WT WT WT NF
16 Initial 40 MUT G12V 22 WT WT WT WT WT NF
16 T1 80 MUT G12V 46,3 WT WT WT WT WT NF
16 T2 40 MUT G12V 31,2 WT WT WT WT WT NF
16 T3 10 MUT G12V 13,8 WT WT WT WT WT NF
17 Initial 30 MUT G12V 10 WT WT WT PLLM Q61K 7 WT MSS
17 T1 30 MUT G12V 20,5 WT WT WT WT WT NF
17 T2 20 MUT G12V 13,9 WT WT WT WT WT NF
17 T3 10 MUT G12V 25,4 WT WT WT WT WT NF
17 GG 20 MUT G12V 16 WT WT WT WT WT NF
18 Initial 80 MUT G12R 48,3 WT WT WT WT WT NF
18 T1 30 MUT G12R 29,4 WT WT WT WT WT NF
18 T2 35 MUT G12R 46,5 WT WT WT WT WT NF
18 T3 20 MUT G12R 56,5 WT WT WT WT WT NF
18 Mucineux 80 MUT G12R 54,4 WT WT WT WT WT NF

Tableau 14 : Résultats des analyses KRAS 12-1B46INRAS 12-13, 61 et BRAF

NF : non fait, FA : failled analyse
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1. Relation entre le pourcentage de cellules tumoralest le pourcentage de

mutation retrouvée

Dans un deuxiéme temps, nous avons voulu étudieelddion potentielle entre le
pourcentage de cellules tumorales des différenteses et le pourcentage de mutation

observée.

Chague sélection tumorale était intégrée dans artide groupes : Initial, T1, T2, T3
ou ganglion pour maintenir I'indépendance des éillams ; ceci facilitant la comparaison
des résultatgGraphique 1). Nous avons réalisé un test de corrélation de r&mea (non
paramétrique) dont les résultats obtenus ne sansigaificatifs Tableau 195. De plus les
cing droites de corrélation (modeles linéaires) ordes coefficients de
performance/détermination (R2) compris entre 0,608,162. Ce taux tres faible confirme
donc que nous ne pouvons pas mettre en évideno®rd&ation entre le pourcentage de
cellules tumorales et le pourcentage de mutatiosusNpouvons cependant observer une
« influence » pour les groupes T1, T2 et T3 et gang plus on observe un pourcentage
élevé de cellules tumorales plus le risque d’awmir pourcentage de mutation élevé est
important. Ces résultats doivent étre interprétés tenant compte du faible nombre

d'échantillons dans chaque groupe initial, T1, TI2et ganglion.

Relation % cellules tumorales et % de mutation
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Graphique 1 : Relation entre le pourcentage deutedl tumorales et le pourcentage de
mutation

% MUT : pourcentage de mutation
% C TUM : pourcentage de cellules tumorales
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Coefficient de corrélation de Spearman Probé@silites tests associés
Initial -0,236 0,362
Tl 0,254 0,361
T2 0,06 0,819
T3 0,188 0,485
Ganglion 0,48 0,16

Tableau 15: Résultats du test de spearman

V. Relation entre la profondeur de la tumeur et le potcentage de mutation

Pour étudier l'effet du pourcentage de mutationl'sigressivité de la tumeur, nous

avons étudié la relation entre la profondeur der@eur et le pourcentage de mutation.

Sur I'ensemble des analyses realisées, 8 patieétemtaient a la fois une sélection
tumorale T1, T2, T3 et ganglionnaire. Le prélevemaitial qui correspondait a une coupe
transpariétale de la muqueuse colique n'a pasritép compte. Le pourcentage de mutation
observé pour le groupe T1 était compris entre B6eb, pour le groupe T2 entre 0 et 67.7,
pour le groupe T3 entre 0 et 34.5 et pour le graggrgglion entre 0 et 59(&raphique 2).
Nous avons réalisé le test de comparaison de Faedftest non paramétrique de
comparaison de 4 échantillons appariés) dont ldtedsest non significatif (p-value = 0.669)
Vu I'hétérogénéité des résultats nous ne pouvoasEttre en évidence de relation entre la

profondeur de l'infiltration tumorale et le pour¢age de mutation observe.

Relation entre l'infiltration tumorale et le % de
80 mutation
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Graphique 2 : Relation entre l'infiltration tumomlet le pourcentage de mutation
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L’objectif de ce travalil était d’évaluer I'hétérag#té mutationnelle de RAS (KRAS,
NRAS) et BRAF dans le cancer colorectal. Nous aw#@hsctionné pour cette étude plusieurs
zones tumorales chez 18 patients au sein de lautuimiéale (T1, T2, T3) et étudié le statut
RAS et BRAF dans ces zones et dans les gangliotestatiques et dans la métastase quand
ils étaient présents.

Bien que notre étude comporte un faible nombre ateeqts (n=18), 81 échantillons
tumoraux ont pu étre analysés. Chacun a subi §/semlKRAS, NRAS et BRAF), ce qui
représentait 486 analyses au total. Il s'agissaitedétude rétrospective, car nous voulions
étudier les CCR qui initialement étaient WT en s#mage direct puis PLLM en
pyroséquencage. Ces deux techniques differenteparsiensibilité (25%ersus2%). Nous
avons pris en paralléle des patients WT et mutésagaient également été étudiés par
séquencage direct & la méme période. Notre ét@lé ealisée sur un seul site le CHU de

Poitiers.

Il est important de prendre en compte le pré aitplgt: le délai entre la réalisation du
geste chirurgical et 'immersion du prélevementsdnformol (10%), la quantité de formol
qui doit étre de 9 pour 1, 'immersion completeptélevement, la durée de fixation (de 6 a
72h selon les prélevements) et I'épaisseur desacopéd.a quantité d’ADN extraite ainsi que
sa qualité sont également importantes. La conmaissde la quantité de cellules tumorales
contenue sur les copeaux ou la macro dissectigral@vement analysé intervient également.
En dessous d'un certain seuil, la sensibilité deetzhnique n’est plus assurée. Certaines
techniques sont plus sensibles que d’autres teldegpyroséquencagersusle séquencage
direct (les 6 patients du groupe PLLM avaient eudépart une analyse KRAS 12-13 par
séquencage direct: les 6 analyses étaient WT @jolen pyroséquencage une mutation
PLLM avait été détectée). L'équipe d’Ahn et al. tadéé 101 cancers bronchiques non a
petites cellules (tumeur primitive, ganglion et astase) par séquencage direct et par une
analyse heteroduplex : 12/101 (11,9%) montraieet hiétérogénéité en séquencage direct et
17/101 (16,8%) en analyse heteroduplex (105).
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Nous avons pu mettre en évidence dans cette éhalbaiérogéneéité tumorale dans le
sens ou au sein de la tumeur toutes les zonesnmeas forcément mutées ou encore ne
présentant pas la méme mutation : nous nous treudmmc devant une hétérogenéité
tumorale spatiale et mutationnelle a la fois. Pdewil8 patients inclus, 5 présentaient une
hétérogénéité tumorale spatiale pour au moins nalyse (27,8%). En incluant les mutations
PLLM (comprises entre la LOD et la LOD+3%), 8 pat& présentaient une hétérogénéité
tumorale pour au moins une analyse (44,4%). Quuatients (2,4, 10, 14) (22,2%) présentent
une hétérogeénité tumorale spatiale avec un senéafauté présent sur une ou plusieurs zones
tumorales. Quatre patients (7, 9, 12 et 17) (22,@fé¥3entaient une hétérogénéité tumorale
spatiale et mutationnelle :

- pour le patient 7 : 4 clones mutés dont 2 cldRBAS 12-13 (G12D et G12S), 1
clone KRAS 61 (Q61L) et 1 clone NRAS 61(Q61K) ;

- pour le patient 9 : 3 clones mutés dont 1 cloRAK 12-13 (G12S PLLM), 1 clone
KRAS 61(Q61R PLLM) et 1 clone NRAS (Q61R) ;

- pour le patient 12 : 3 clones mutés dont 1 cliRAS12-13 (G12D PLLM), 1 clone
KRAS 61 (Q61H) et 1 clone KRAS 146 (A146T) ;

- pour le patient 17: 2 clones mutés : 1 clone KRI&ZS13 (G12R) et 1 clone NRAS
61 (Q61K). Ces différents clones mutés étaientguridssur une ou plusieurs zones.

Comme dans notre étude, I'étude menée par Takata &imis en évidence que 4 des
5 mélanomes primaires étudiés montraient une rg#été tumorale avec la présence de
cellules WT majoritaires et de cellules BRAF mutéBgux de ces quatre mélanomes
présentaient plusieurs clones BRAF mutés (106)quijge de Gobbert et al. a analysé les
génesKRAS BRAF et PIK3CA sur 100 CCR entre le centre de la tumeur et latfro
d’invasion ; il a été montré que 8% des CCR étaiénerogenes. lls ont également étudié 55
tumeurs primitives et ganglions métastatiques prEgentaient une hétérogéneéité soit 31%, et

20 tumeurs primitives et métastases a distancwiené hétérogénes (10%) (107).

D'une maniere intéressante, nous avons pu obsgquestes mutations de KRAS et
NRAS pouvaient coexister puisque chez 4 patier22¢2) nous observons la présence dans
la méme zone ou dans des zones différentes lanpeske ces mutations. De méme, nous
avons observé chez trois patients (16,2%) la poesdans la méme zone ou dans des zones
différentes des mutations des différents exons KRASS mutations des différents exons de
KRAS et de NRAS sont décrites comme exclusivest-Fahercher les autres mutations de
RAS si une mutation de I'exon 2 de KRAS est mis@wdence ? Méme si au niveau de la
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prise en charge thérapeutique la mise en évidenaee dmutation contre indique la
prescription d'anti EGFR. Dans l'avenir, des thi&spciblant telle ou telle mutation

pourraient étre envisagees et la recherche de R&@& @lors étre complete.

L’homogénéité/hétérogeneéité des mutations au ssrcdncers est débattue. Certaines
équipes ont montré que les tumeurs étaient homsgases le temps telle que I'équipe de
Merlio et al. qui a étudié 88 patients (mélanomem@res et métastases) seulement 4
patients (4,5%) présentaient une hétérogénéitétumeorale. De nombreuses équipes ont mis
en avant I’hétérogénéité tumorale dans le tempsues$ I'espace (108). Par exemple, I'équipe
de Polsky et al. a étudié 18 mélanomes primitifsnétastases : 8 cas (44,4%) étaient
discordants (6 : primitifs WT / métastas@BAF muté ; 2 primitifsSBRAF muté / métastases
WT). Cette équipe a également étudié 19 patiergatgylusieurs métastases de mélanome : 5
présentaient 1 métastase WT et une métaBfagd-muté (26.3%) (109).

Cette étude souléve de nombreuses questions surcdeséquences de cette
hétérogénéité tumorale sur la pratique quotidieaeLt-il réaliser plusieurs analyses sur la
tumeur primitive ? Analyser un ganglion tumorablel ?), une métastase a distance (laguelle
sélectionnée ?) ? Lors d'une récidive locale, mégli® ou a distance faut-il réaliser un
nouveau prélévement pour analyse en biologie migi#el? Faut-il changer la technique
d’analyse ? Multiplier les analyses impligue unegragntation accrue du travail de la
tumorotheque et de la plateforme INCa (temps teddmi ingénieur, anatomo-

cytopathologiste et biologiste) et du codt.

Une autre technique peut étre utilisée, il s’agiNiGS (Next-Generation Sequencing).
Elle peut séquencer des millions de genes en un & avec un co(t faible et une sensibilité
de 1%.

Comment connaitre au mieux, a un moment donné sptécstatut mutationnel du
CCR ? Au moment du diagnostic. Aprés une chimiatpiér et/ou une thérapie ciblée. Lors

d’une récidive locale, régionale ou a distance.

L’analyse des cellules tumorales circulantes (CoC)'analyse de '’ADN circulant
semblent étre les plus adaptées. Ces analysessitéaesine prise de sang, pas d’anesthésie
ni de geste invasif. Elles peuvent étre répétéas tatemps et donnent a un moment T, le
nombre de CTC ou la quantité d’ADN circulant, Ié&at mutationnel pour chaque analyse
réalisée. Cela permet donc d’avoir une réponsetéeagi précise face a la progression de la

maladie.
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Certaines équipes étudient les CTC. Elles sera@mélées avec le stade clinique du
CCR. L'équipe de Rafael et al. a étudié les CTCsden CCR chez 94 patients: 34
possédaient des CTC (36,2%) : 20,7% au stade [1924u stade 1l et 60,7% au stade IV
(110). Une autre équipe a étudié la relation eidrenombre de CTC et la survie sans
progression et la survie globale chez des patiamésnts de CCR métastasés. Le seuil était
fixé a 3 CTC / 7,5ml de sang. Les patients ayaati lus de CTC avaient une survie sans
progression de 4,5 mois versus 7,5 mois pour ceipawpient moins de 3 CTC. La survie

globale était respectivement de 9,4 massusl8.5 mois (111).

D’autres équipes étudient 'ADN circulant. L’équidé&/chou et al. a étudié 95 CCR
métastatiques. Elle a comparé I'analyse du tisswtal avec la technique « gold standard »
et 'analyse de ’ADN circulant par PCR quantitativConcernant la mutation BRAF V600E,
I'analyse de I’ADN circulant a montré 100% de sfiéité et 100% de sensibilité. Concernant
la recherche de mutations KRAS la spécificité étlat 98%, la sensibilité de 92% et la
concordance de 96% ; un tissu tumoral était WT #veeétection d’'une mutation dans ’ADN

circulant et 3 tissus tumoraux étaient mutés ajaesI’ADN circulant était WT (112).

L’hétérogénéité du statut mutationnel a égalemenetudiée dans les CTC du CCR.
L’équipe de Gasch et al. a étudié le statut mutatb des géneEGFR KRASet PIK3CA
pour respectivement 33, 5 et 5 CCR. Deux CCR sumpi&entaient une hétérogéeneité
tumorale pourEGFR (6%), 1/5 présentait une hétérogénéite pBIRAS (20%) et 4/5
présentaient une hétérogénéité pdRIK3CA (80%). Un des patients présentant une
hétérogénéité polRIK3CAavait 9 CTC mutées (6 E545A et 3 E542A) et 6 CTT. Bh sus,
parmi ces 9 CTC mutéd3K3CA 5 étaient également mutéRAS(113). Cette équipe a

mis en évidence I'hétérogénéité des mutations t jplas CTC.

En conclusion, notre étude a pu mettre en évidemeshétérogénéité tumorale a la
fois spatiale et mutationnelle dans les CCR. lladugté intéressant d’étudier cette
hétérogénéité sur un plus grand nombre de patientsprospectif et multicentrique. La
détection des CTC et de 'ADN circulant représelfdeenir avec la possibilité d’analyser
I'état mutationnel et son hétérogénéité a un mondemné de I'évolution de la maladie.
Enfin, ceci permettra d’adapter la thérapeutiqu@las juste grace a une simple prise de sang

qui pourra étre renouvelée selon la réponse aermant.
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Annexe 1: Le code génétique présente les coddes atides aminés correspondants
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Nom 3 lettres1 lettre

alanine Ala A

arginine Arg R
asparagine Asn N
aspartate ou acide aspartiq Asp D
cystéine Cys C
glutamate ou acide glutamic Glu E
glutamine GIn Q

glycine Gly G

histidine His H
isoleucine lle I

leucine Leu L

lysine Lys K
méthionine Met M
phénylalanine Phe F
proline Pro P

sérine Ser S

thréonine Thr T

tryptophane Trp W
tyrosine Tyr Y

valine Val Vv

Annexe 2: Acides aminés et abréviations




8. Colon et rectum

DONMEES D'IDEMTIFICATION DU DOSSIER PATIENT
RATTACHEES AU COMPTE RENDU ANATOMOPATHOLOGIQUE

Etablissement auterisé ol a été effectué le préléevement®
Mom de |'etablissement et n* FINESS

Identifiant patient (I’établissement autorisé ol a été effectué le prélévement a la responsabilité de fournir
ces données au pathologiste )*

Nom de famille (de naissance ou d'adoption)
e i R e e e

Nom d'usage (par exemple nom d'épouse)
Date de naissance (JJ/MM/AAAA) (en U'absence de date de naissance et par défaut : age)
|dentifiant national de santé {INS) du patient s'il existe
dentifiant permanent du patient (IPP) attribué par |' tablissement autorisé ol a été effeetué le prélavement
Code postal de résidence

ldentifiant medecin demandeur (|'établissement autorisé ol a été effectué le prelevement a la
responsabilité de fournir ces données au pathologiste)*
Hom du préleveur

Date de prélévement

COMPTE RENDU ANATOMOPATHOLOGIQUE
DONNEES MINIMALES A RENSEIGNER POUR UNE TUMEUR PRIMITIVE
COLON - RECTUM (C18/C19/C20) = PIECES OPERATOIRES

Identifiant médecin pathologiste

N de compte rendu

Hom de la structure d'anatomie et cytologie pathologigues et n’ FINESS
Signatai're du compte rendu

Date de signature du compte rendu

Compte rendu de la piéce opératoire

Deseription de la piéce opératoire (sous la responsabilité du préleveur)*

Type de prélevement

Colectamie droite/colectomie transverse/colectomie gauche /fsigmoidectomie/exerese locale
endorectale/exeérése du rectum et meésorectum/amputation abdoming-périnéalesanoproctectomie/autre
Organe/region anatomique

Célon /Rectum

Localisation de la/des tumeur(s) dans l'argane

Célon ascendant/angle colique droit/colon transverse/angle colique gauche/cdlon

descendant /sigmoide/rectum fautre

Description histopathologique

Type histutnglque‘

Adénocarcinome lieberkihnien/ carcinome indifférencié/carciname a cellules en bague & chaton/carcinome
colloide (mucineux) /carcinome medullaire/autre

Mise & jour 2011 des comptes rendus d'anatomgpathologie ; données minimales 4 renseigner pour ung tumeur primitive 95
»xx DEecembre 2011
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Grade histopronostique’
Pour les adénacarcinomes lieberkiihniens : bien différencie/moyennement diff érencié/ peu différencié

Extension tumorale

Tranches de section chirurgicalas

- Etat de la tranche de section distale : saine/envahie
= Pour tumeur rectale : marge circonferentielle en mm

Autres facteurs pronostiques et/ou prédictifs

Emboles vasculaires ; oui/non

Infiltration peri-nerveuse : oui/non

Evaluation de la régression tumorale (en cas de traitement néo-adjuvant)

Critéres permettant de déterminer le pT/pN

Critéres relatifs a la tumeur :

Degré d'infiltration de la parci colorectale, peri-colorectal, et des organes adjacents
Preésence d'une perfaration en zone tumorale

Présence de dépdts tumorauy dans le meso

Critéres relatifs aux ganglions :
Hombre de ganglions envahis/nombre de ganglions exarmines

pT/pN?

Notes

i * Le pathologiste ne peut renseigner ces données que si elles i ont L€ transmises.

* Un «/» dans le texte équivaut a » ou ». ) _

i ' Selon la classification OMS en vigueur. En son absence, la classification utilisée est & préciser,
7| 'annee de la classification UICC utilisée est mentionnée dans le texte a la suite du pTNM.

Annexe 3 : Compte rendu anatomopathologique stafisiani 2/2011 (Inca)
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Resume

Objectif : En clinique, les patients ayant un cancer colate@CCR) RAS
sauvage (Rat Sarcoma viral oncogen homolag) saitégrpar anticorps anti-
Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR). Cependantertains nombre de
patients ne répondent pas au traitement. Pourifi@enine des causes possibles,
nous avons cherché les mutations de la voie dalsgtion RAS et analysé leur

distribution au sein de la tumeur initiale, du danget de la métastase.

Matériels et Méthode : 18 patients ont été inclus rétrospectivement. 81
sélections tumorales ont été effectuées selon ddifisation pTNM. 70 en
tumeur initiale, 10 en ganglions métastatiques @nlmétastase a distance.
Apres extraction de 'ADN de chaque sélection tuamr une analyse par
pyroséquencage des produits de PCR a été réalmsdgs mutations KRAS,
NRAS et BRAF.

Résultats : 53 sélections tumorales étaient mutées KRAS, 9 NBAS BRAF.
Une hétérogénéité intra-tumorale est retrouvée chgmtients (39%). Une
hétérogénéité entre la tumeur initiale et la masesganglionnaire ou a distance
est retrouvée chez 6 patients (33%). Au total &ptt ont une hétérogénéité
tumorale (44%). De plus, 4 patients possédaiensiguus clones tumoraux

mutés au sein de la méme zone tumorale (22%).

Conclusion : Nos résultats montrent qu’'une importante proporiims CCR
présente une hétérogéneéité mutationnelle RAS. ©biervation pourrait avoir
des implications importantes dans [utilisation d& thérapie ciblée et

'adaptation du traitement face a la progressiotadealadie.

Mots Clés :Cancer Colorectal, RAS, EGFR, Hétérogénéité



