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METHODES UTILISEES POUR LA RECHERCHE DES MUTATIONS KRAS

SEQUENCAGE DIRECT PYROSEQUENCAGE DHPLC . HRM . PCR EN TEMPS REEL PUCES ADN (LCD array)
High Resolution Melting

~15-20 % ~5% ~2-5% ~2-5% ~1-2% <1 %

SENSITIVITE
(MT/WT, %)

®» Détection de toute e Technique sensible

variation génétique au
niveau de l'amplicon
séquencé

@ Technique sensible @ Technique sensible e Technique sensible @ Technique sensible

act ggg gag gg

O Rl das fEanliens ® Rendu des résultats rapide (1 semaine)

rapide (1 semaine) e Facilité d’utilisation

e Détection de toute
variation génétique au
niveau de l'amplicon
testé

® Détection spécifique @ Détection de toute variation
des mutations génétique au niveau de Ulampli-
recherchées con analysé

0 E E Y s ARSI T 6 E 6

) ) o gta ttt gcc ata cac cat tat ag
@ Détection spécifique ® Une seule réaction PCR nécessaire pour identifier les = ' | .
des mutations recher- mutations ey : N . H Y R E

cnees @ Présence d’'un suppresseur spécifique des alleles

sauvages « Wild Type suppressor sequence (WSC) » N _.
permettant une meilleure sensibilité de la technique h 4 ! Vil HGEEN K

AVANTAGES

gta gga aat aa

e Détection spécifique des mutations recherchées gca aga agt ta

@ Technique peu sensible ® Connaissance en RSy
biologie moléculaire

requise

@ Connaissance en biologie
moléculaire requise

@ Détection uniquement
d’une seule mutation
par réaction : temps
technique allongé

@ Connaissance en biologie

. . . moléculaire requise
@ Connaissance en biologie
moléculaire requise ® ldentification de la
mutation par une autre

technique

® Identification de la mutation néces-
s Délai allongé saire par une autre technologie

® Délai allongé (4 jours a (4 jours 3 2 semaines)

2 semaines) ® Délai allongé (4 jours a 2

) ® Délai allongé
semaines)

(4 jours a 2 semaines)
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® Soit a partir de lames blanches non colorées
(coupes de 10 a 20 ym)
- Masse tumorale : 5 lames
- Biopsies : 10 lames

Merci de nous faire parvenir une copie du compte-
rendu anatomopathologique. Une coloration HES sera
effectuée au laboratoire Biomnis afin d'évaluer le pour-
centage d’infiltration tumorale sur la coupe réalisée ou
sur les lames transmises.

Rendu de résultats : 10 jours
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www.biomnis.com

19 av. Tony Garnier - 69007 LYON - Tél. : 04 72 80 10 10
78 av. de Verdun 94200 IVRY-SUR-SEINE - Tél: 01 49 59 16 16

d’un cancer colorectal
metastatique

JUIN 2009

' biomnis

BIOLOGIE MEDICALE SPECIALISEE



Données cliniques

En France, le cancer colorectal (CCR] est le 3¢éme cancer
le plus fréquemment diagnostiqué. Il représente la
deuxieme cause de mortalité liée a un cancer. Environ 30%
des patients présentant un CCR ont une maladie
métastatique au diagnostic (mCCR).

La recherche des mutations de loncogene KRAS est
réalisée dans le cadre d'une stratégie thérapeutique des
mCCR (thérapie anti EGFR].

Plusieurs mutations au niveau du géne KRAS ont été
décrites (codons 12, 13, 61 et 63). La détermination du statut
mutationnel KRAS permet d'une part lidentification des
patients éligibles aux nouvelles thérapies anti-EGFR et
d'autre part d'éviter 'administration de drogues fai-
blement efficaces, colteuses et potentiellement toxiques
pour les patients admis comme non répondeurs aux
traitements ciblés.

KRAS non muté :
Patients répondeurs aux anti-EGFR

KRAS muté:
Patients non répondeurs aux anti-EGFR

Données scientifiques

Des mutations somatiques de la famille de loncogene
RAS [HRAS, KRAS and NRAS) ont été identifiées dans
plusieurs type de cancers : colorectal (33~53 %), pancréas
(~80 %), poumon (~30 %), ovaire, endomeétre, vessie, voies
biliaires (~45 %), thyroide (~55 %) et dans certaines
hémopathies malignes. Le géne KRAS est localisé sur le
chromosome 12. Il code pour une protéine qui est
impliquée dans la carcinogénése. KRAS joue un role
central dans le développement tumoral en régulant
d'autres protéines impliquées en aval dans le controle de
la prolifération cellulaire, lapoptose ou l'angiogénese.

L'activation de la voie de 'EGF (Epidermal Growth Factor)
est classiquement décrite dans les CCR. LEGFR
(Epidermal Growth Factor Receptor) est activé par auto-
phosphorylation au niveau de son domaine intracellulaire
tyrosine kinase apres fixation du ligand a sa partie
extracellulaire. Ceci aboutit a l'activation des deux prin-
cipales voies de signalisation PISK/AKT et RAS/MEK/ERK.
La présence d'une mutation dans un des génes dont la
protéine joue un role d'effecteurs en aval de 'EGFR peut
induire une autoactivation d'une voie de signalisation {on
parle alors de mutation activatrice] indépendamment de
la fixation du ligand a son récepteur. Ceci va rendre
inefficace des thérapies ciblées anti récepteur de facteur
de croissance telles que les thérapies ciblées anti EGFR.

Thérapies ciblées

Trois anticorps monoclonaux ont montré leur efficacité
dans la thérapie des CCR dont les anticorps anti-récepteur
des facteurs de croissances a UEGF (anti-EGFR) et les
anticorps anti-facteur de croissance endothélial vascu-
laires (anti-VEGF). Les nouvelles thérapies ciblant EGFR
tels que le cetuximab (Erbitux®; Merck Serono) et le pani-
tumumab (Vectibix®; Amgen) bloguent la liaison du ligand
a son récepteur et entraine ainsi linhibition des voies de
signalisation en aval. Ces anticorps ont obtenu une autori-
sation de mise sur le marché apres avoir montré leur effi-
cacité dans les mCCR. La détermination du statut muté ou
non muté du gene KRAS est essentielle pour la stratification
thérapeutique des mCCR.

P
OCetu;(rimab O Ligand (EGF, TGFa) ()
Panitumumab EGFR

Autophosphorylation é
——

Activation en cascade du signal
de transduction

LN

prolifération
cellulaire =

Mutations de KRAS

Distribution des mutations KRAS dans le cancer
colorectal métastatique

p.G12V; c.35G > T 21,7-28,1%

p-G12A; c.35G > C 6,4-82%

p-G12D; c.35G > A 35,7 - 38 % Codon 12
p.G12S; c.34G > A 7,6 -9,9 % 80 %
p.G12C; c.34G > T 53-7,6%

p.G12R; c.34G > C 1,2-1,6%

p.G13D; c.38G > A 11,7-15,8% [ LLELKE
p.G13C; c.37G > A 0,6 % 15 %

Autres (codon 61 et 63) <5%

D’autres mutations a rechercher ?

Limpact clinique pour la stratégie thérapeutique de la détection
des mutations BRAF et PI3K est en cours d'évaluation, en
particulier pour les patients non répondeurs aux anti EGFR
ne présentant pas de mutation dans l'oncogéne KRAS.

STRATEGIE DE BIOMNIS POUR LA DETECTION DES MUTATIONS DE LONCOGENE KRAS
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ex : ¢.35G>A (p.G12D)
~<—1— Mutations du codon 13

Contrale interne
d’hybridation

Ex: Détection de la mutation c.356>A (p.G12D) au niveau du codon 12 du géne KRAS




