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>La mutation ponctuelle de I'oncogéne Kras
confere un gain de prolifération non contrdlée
pour la cellule cancéreuse qui acquiert ainsi un
pouvoir oncogénique amplifié. Cette mutation est
retrouvée dans 75a 95 % des cancers du pancréas,
mais aussi dans les Iésions précancéreuses de
type PanIN (pancreatic intraepithelial neoplasia)
ou TIPMP (tumeur intracanalaire papillaire
mucineuse du pancréas). Ces lésions, ainsi que le
microenvironnement tumoral, ont été reproduits
dans des modeles transgéniques établis chez la
souris & partir de la mutation de Kras (souris Pdx1
[pancreatic and duodenal homeobox 1]-Cre;
Kras®'?®) associée ou non & Iinactivation de
génes suppresseurs de tumeurs (TP53, DPC4,
INK4A). La recherche de la mutation de Kras en
clinique humaine est facile et fiable a partir des
milieux biologiques, en particulier sur le matériel
de cytoponction de masses pancréatiques
prélevé sous écho-endoscopie. Cette recherche
devrait étre utile dans un avenir proche pour
'aide au diagnostic positif de cancer, en cas
de d’examen cytopathologique douteux ou
non contributif, mais aussi pour le diagnostic
différentiel avec la pancréatite chronique dans
sa forme pseudotumorale. <

Les oncogénes proviennent de genes cellulaires nor-
maux (proto-oncogénes) contrdlant les étapes de la
croissance et de la différenciation cellulaires. Lorsqu’ils
sont activés (surexpression, mutation ponctuelle), ils
contribuent a la transformation maligne de la cellule.
D’une fagon générale, une mutation ponctuelle de
I'un ou des deux alleles d’un oncogene se traduit par
une dérégulation de la fonction de la protéine qu’il
code. Les oncogenes sont classés selon leurs proprié-
tés en familles : facteurs de croissance, récepteurs
de facteurs de croissance, protéines impliquées dans
la transduction des signaux prolifératifs, et protéines
nucléaires régulant le cycle cellulaire. Les genes de la
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famille Ras, Hras, Nras et Kras (H pour Harvey, N pour neuroblastoma,
et K pour Kirsten), codent pour une protéine de 21 kDa impliquée dans
la transduction des signaux prolifératifs des facteurs de croissance.
Les protéines p21-Ras assurent leur fonction de transduction en se
liant au GTP. La régulation fine du degré d’activation de p21-Ras se
trouve déstabilisée lorsqu’il existe une mutation au niveau du site de
ligison du GTP. La conséquence fonctionnelle de cette mutation est
une suractivation des signaux prolifératifs transmise en cascade aux
protéines de la transduction situées en aval de p21-Ras (sérine et
thréonine kinases). Parmi les cancers épithéliaux, ’adénocarcinome
pancréatique est celui qui présente le plus fréquemment une mutation
de 'oncogene Kras, participant au gain de prolifération et d’invasion
pour ce cancer de mauvais pronostic et difficile a traiter [1, 2]. Plus
de 30 ans apres la découverte de Kras, le but de cette revue est de rap-
porter I'intérét de I’étude de cet oncogene dans le cancer du pancréas,
tant au plan scientifique que médical. Nous aborderons plus particu-
lierement la pathologie expérimentale et I'implication possible dans le
diagnostic du cancer du pancréas.

Réle et conséquences de I’activation du géne Ras

Le géne Kras se situe sur le chromosome 12 (12pl2). La protéine p21-
Ras est cytosolique et son ancrage a la face interne de la membrane
cytoplasmique par son extrémité carboxy-terminale est nécessaire pour
son activation [2]. Elle présente des homologies de structure avec la
sous-unité o des protéines G. LUactivation de la protéine Ras se fait en
plusieurs étapes successives au cours desquelles Ras subira des modifi-
cations post-traductionnelles au niveau du domaine CAAX de sa région
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carboxy-terminale (pour une revue voir [33]). Dans un premier temps, la
protéine Ras nouvellement synthétisée va subir une étape de farnésyla-
tion (par une farnésyltransférase cytosolique) au niveau de la cystéine
du domaine CAAX, augmentant ainsi I’hydrophobicité de cette région
et promouvant 'association de Ras a la membrane du réticulum endo-
plasmique. A ce site réticulaire, le clivage de CAAX (par la Ras-conver-
ting enzyme 1) et la carboxyméthylation des résidus farnésylcystéine
amino-terminaux (par une isoprenylcysteine carboxymethyltransferase)
génére une forme de Ras qui s’associe préférentiellement sur la face
cytosolique des membranes de I'appareil de Golgi. Une derniére étape
de palmytoylation de Ras (par une palmitoyltransférase golgienne) va
permettre son association a des vésicules intracellulaires et son adres-
sage final a la membrane plasmique. La deuxiéme étape comporte les
échanges GDP/GTP (guanosine di- et triphosphate) : les protéines Ras
ont une activité GTPase intrinseque faible et fonctionnent comme un
interrupteur GDP/GTP. La forme liée au GTP est active, tandis que celle liée
au GDP ne Pest pas. Les facteurs d’échanges de nucléotides guanidiques
permettent I’échange de GDP en GTP lors de I'activation de Ras. De leur
coté, les GTPase-activating proteins stimulent 'activité GTPasique de
p21-Ras, transformant le GTP en GDP aboutissant ainsi a I'inactivation
de la protéine. P21-Ras transmet les signaux prolifératifs des facteurs de
croissance se liant aux récepteurs a sept domaines transmembranaires
couplés aux protéines G (RCPG)! et aux récepteurs a activité tyrosine
kinase comme I'€GFR (epidermal growth factor receptor). Aprés acti-
vation de p21-Ras, un certain nombre de signaux de transduction vont
étre activés en cascade. Les protéines Raf (A-Raf, B-Raf et Raf-1) sont
d’abord recrutées par p21-Ras et vont activer les kinases MAPK/MEK] et
-2 (mitogen-activated extracellular signal regulated kinases) [31]. MEK1
et MEK2 ont une double activité tyrosine et sérine/thréonine kinase, et
elles activent par phosphorylation les kinases ERK1 et -2 (extracellular
signal-regulated serine/threonine kinase 1/2). Elles vont activer a leur
tour par phosphorylation leurs cibles nucléaires ou cytoplasmiques au
rang desquelles des kinases effectrices comme p90RSK (p90 ribosomal
Sé kinase) et des facteurs de transcription (dont c-Fos, c-Jun et c-Myc)
(Figure 1) [1-3]. Ces facteurs de transcription sont impliqués dans le
contrdle de la prolifération et du cycle cellulaires (via pl6, pl5, p21,
p27 et la cycline D1), de la différenciation et de la survie cellulaires (via
p90RSK), de la transition épithéliomésenchymateuse, de I'invasion et de
la migration cellulaires (via le TGFB [transforming growth factor B1),
et enfin de I"angiogenése (via Raf et VEGF [vascular endothelial growth
factor]). La PI3K (phosphoinositide 3-kinase) est aussi un des effecteurs
de la voie Ras conduisant a la phosphorylation du PIP2, puis a I’activation
de PIP3 et d’AKT (protéine kinase B). Cette derniére va jouer un role dans
la survie cellulaire et le controle de I"apoptose.

La mutation du gene Kras modifie le site de liaison du GTP dans la
protéine p21-Ras. L'activité GTPasique de p21-Ras mutée est réduite,
ainsi que sa capacité a interagir avec les GTPase activating proteins.
La conséquence fonctionnelle de cette mutation est une suractivation,
puisque p2l-Ras est en permanence liée au GTP. Les signaux mito-
genes, de migration, d’invasion, d’angiogenése sont donc activés en

! Voir le numéro thématique de m/s d’octobre 2012 consacré aux RCPG, vol. 28, n° 10.
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Figure 1. Mécanismes moléculaires mis en jeu par la mutation

de 'oncogéne Kras.

permanence sans activation préalable induite par la
fixation d’un facteur de croissance ou pro-angiogé-
nique a son récepteur.

Mutation de I’oncogéne Kras et carcinogenése
pancréatique

La mutation ponctuelle de I'oncogene Kras confere
donc un gain de prolifération non controlée a la cellule
cancéreuse pancréatique qui acquiert ainsi un pouvoir
oncogénique amplifié. Cette mutation siege au niveau
des exons 1 et 2 et, plus particulierement, au niveau du
codon 12 (mutation de loin la plus fréquente au niveau
de la premiére ou deuxieme base), et plus rarement au
niveau des codons 13, 19, 59 et 61 [2]. La forme sau-
vage du codon 12 est GGT (glycine) ; les formes mutées
les plus fréquentes sont GAT (acide aspartique) et GTT
(valine). Pour le codon 13, une glycine est transformée
le plus souvent en acide aspartique (GAT) (Figure 1) [1,
4]. Cette mutation est retrouvée dans 75 a 95 % des
pieces d’exérése d’adénocarcinome pancréatique. Elle
est également présente a une fréquence moindre dans
le cancer du cdlon (35 a 43 % des tumeurs, codons 12
et 13), puis le cancer du poumon (20 & 30 %). La muta-
tion est beaucoup plus rare au cours des cancers des
voies biliaires (cholangiocarcinome) de I’endométre,



Lésions prénéoplasiques

Canaux  PanIN-1Aet 1B PanIN-2 PanIN-3 Cancer
normaux
Modifications
morphologiquesm lll!
Mutations

génétiques

Kras 35% 5% 75095 %
CDKN2A 30 % 80 % 80 % 80 %
DPC4 = = 34 % 55 %
TP53 = = 12 % 70 %
Figure 2. Fréq des principales altérations géniques au sein des lésions

précancéreuses pancréatiques humaines.

de I'ovaire, de I'estomac, de Icesophage, et de la thyroide [2]. Uadé-
nocarcinome pancréatique se développe majoritairement a partir des
cellules excréto-canalaires. Il est bien établi que son développement se
fait a partir de lésions dites prénéoplasiques dont la présence constitue
un facteur de risque de développement de ce cancer. €n premier lieu,
il s’agit des lésions néoplasiques pancréatiques intraépithéliales ou
PanIN (pancreatic intraepithelial neoplasia). | existe trois sous-types
de PanIN. Les PanIN de type 1, subdivisées en type A et B, sont for-
mées de cellules canalaires produisant une grande quantité de mucine
intracytoplasmique et dont le noyau, petit, est maintenu au niveau de
la membrane basale. Dans les PanIN de type 2, il existe une perte de
la polarité du noyau et une élévation du rapport nucléocytoplasmique.
Dans ce type, les Iésions prennent un aspect papillaire complexe. Enfin,
le type 3 se caractérise par de fortes atypies avec un noyau proéminent
et des mitoses anormales ; il est considéré comme un carcinome in situ
(Figure 2). Ces lésions sont reproduites au cours de la carcinogenése
expérimentale, comme le modéle chimio-induit chez le hamster doré de
Syrie et les modeles transgéniques établis chez la souris.

Les autres lésions prénéoplasiques sont constituées par les TIPMP
(tumeurs intracanalaires papillaires mucineuses du pancréas) qui
correspondent a une prolifération papillaire avec une muci-sécrétion
de I’épithélium canalaire. €lles peuvent se développer aux dépens
du canal pancréatique principal et/ou d’un canal secondaire (elles
prennent dans ce cas un caractére kystique). Le risque de dégéné-
rescence est variable selon que I'atteinte touche le canal de Wirsung
(risque de 50 a 60 % a 5 ans) ou les canaux secondaires (risque de 5 &
15 % a 5 ans). Enfin, les cystadénomes mucineux sont aussi des Iésions
kystiques ne communiquant pas avec le canal pancréatique, consti-
tuées d’un épithélium dit « ovarien » sécrétant du mucus. Le risque de
dégénérescence est évalué a 30 %.

Lanalyse génomique dans les Iésions prénéoplasiques de type PanIN
révele une mutation Kras dans tous les cas : cette mutation apparait
précocement dés le stade PanIN de type 1, et la fréquence de la muta-
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tion augmente au fur a mesure de la progression des
lésions (Figure 2) [5, 6]. La mutation de Kras est aussi
mise en évidence dans 50 % des TIPMP, tous stades ana-
tomopathologiques confondus. Dans les cystadénomes
mucineux, sa fréquence est variable selon I'histologie :
en cas d’adénome, elle sera de 20 %, 33 % pour les
Iésions borderline et 87 % dans les carcinomes in situ.
Outre la mutation activatrice de I’oncogeéne Kras, I’ex-
pression de genes suppresseurs est altérée au cours de
la carcinogenése pancréatique : le gene CDKN2A qui code
pour la protéine plé (inhibiteur la cycline D/CDK4, pro-
téine kinase), SMAD4 (mothers against decapentaplegic
homolog 4)/DPC4, qui joue un rdle prépondérant dans la
signalisation intracellulaire via la voie du TGFP3, et le géne
TP53 (Figure 2). D’autres altérations géniques se pro-
duisent avec des mutations de I’€GFR et de BRCAZ2 [breast
cancer 2], et I'activation de la télomérase [1-3]. Il res-
sort donc que la mutation de Kras est la plus fréquente et
la plus précoce au cours du cancer pancréatique, ce qui
a suscité de nombreux travaux au plan de la recherche
fondamentale, mais aussi de la recherche clinique.

Applications en recherche

Les possibilités d’expression hétérologue du gene Kras
dans des modéles cellulaires ont permis d’entreprendre
des travaux de carcinogenese in vitro, et I’équipe de
Weinberg a ouvert la voie en démontrant que la car-
cinogenese humaine, et notamment I’émergence des
altérations génétiques, était de type « multi-étapes »
[7]. Cette équipe avait confirmé que la transformation
maligne de cellules humaines ne se produisait qu’aprés
activation mono-allélique d’oncogénes et mutation/
délétion bi-allélique de génes suppresseurs de tumeurs,
et ce avec une cinétique bien précise. 'activation de
Kras par mutation faisait partie de cette cascade. Dans
un autre registre, la connaissance de la mutation de
I’oncogene Kras et ses conséquences en termes de pro-
lifération et d’activation des systemes de transduction
sont importantes pour décortiquer les mécanismes de
prolifération et de progression tumorale de la cellule.
€n effet, Iinactivation de la voie Ras sera nécessaire
pour faire la part des événements dépendants de Ras et
de ceux relevant des autres voies de régulation intra-
cellulaires. Enfin, les cellules présentant des mutations
de Kras seront autant de modéles in vitro pour tester
des molécules a visées thérapeutiques, comme les
inhibiteurs des farnésyltransférases, les inhibiteurs
antisens, et les siARN (petits ARN interférents).

A c6té des modeles cellulaires, les modéles transgéniques
animaux ont ouvert une nouvelle voie dans I’étude de la
carcinogenése pancréatique expérimentale. Les premiers
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Lésions précancéreuses

Génotypes PanIiIN TIPMP cM
Pdx1-Cre ; Kras®'?° Oui

Ptfla-Cre ; Kras®'?® Oui

Ptfla-Cre ; Kras®'?; Ela-TGFoL Oui Oui

Pdx1-Cre ; Kras®'?®; Ink4a/Arflo/1ox Oui

Pdx1-Cre ; Kras®'? ; p53'ox/lox Oui

Pdx1-Cre ; Kras®?® ; p5 3R/ Oui

Pdx1-Cre ; Kras®? ; Smad4'o/'x Oui

Ptfla-Cre ; Kras®'?® ; Smad4'*!x Oui
Ptfla-Cre ; Kras®'?® ; p53R12MH/+: Breq2™ ol Oui

Ela-tTA TRE-Cre ; Kras®'?' + pancréatite Oui

Tumeurs
Age . .
(mois) ADK Meétastases Références

>12 D Oui [8]
>12 D Oui [8]
5 D Oui [9]
2 | Non [10]
1,5 D Non [11]
2,5 D Oui [12]
4 D Oui [13]
3,5 D Oui [14]
2 D Oui [15]
8-12 D Non [16]

Tableau I. Modéles animaux transgéniques développés a partir de la mutation de ["oncogéne Kras. PanIN : pancreatic intraepithelial neoplasia ;

TIPMP : tumeurs intrapapillaires et mucineuses du pancréas ; CM : cystadénome mucineux ; ADK : adénocarcinome pancréatique ; D : différencié ;

| - indifférencié ; Pdx1 : pancreatic and duodenal homeobox 1 ; Ptfla : pancreatic transcription factor la ; €la: élastase ; TGFaL : transforming

growth factor o¢; tTA : tetracyclin transactivator ; TRE : tetracyclin response element.

modeles murins ont ciblé Iexpression constitutive de I'oncogéne Kras
dans les acinus pancréatiques grace au promoteur de I’élastase ou par
insertion dans le géne de Mist] (muscle, intestine and stomach expres-
sion 1), un facteur contrdlant le phénotype acinaire. Kras a aussi été
exprimé dans des cellules progénitrices pancréatiques par knock-in dans
le gene de la nestine. Ces modeles ont produit des Iésions cancéreuses
majoritairement acinaires et/ou des Iésions prénéoplasiques qui n"ont
pas progressé jusqu’au stade cancer. De fagon inattendue, le ciblage de
Kras avec le promoteur de la cytokératine 19, un marqueur des cellules
canalaires, n’a produit ni tumeur, ni Iésions précancéreuses. €n 2003,
les souris KC ont permis de franchir une étape importante. La mutation
Kras®?® est introduite aprés une cassette Lox-Stop-Lox (LSL), empé-
chant la transcription, dans un alléle du géne de Ras. La version onco-
génique de Kras est alors induite, a des niveaux physiologiques, pendant
le développement embryonnaire apres excision de la cassette LSL par la
recombinase Cre exprimée sous le contrdle des promoteurs des facteurs
de transcription Pdx1 (pancreatic and duodenal homeobox 1) ou Ptfl
(pancreatic transcription factor 1), spécifiques des cellules souches
pancréatiques [8, 9] (Tableau I).

€n moins d’une décennie, ces souris génétiquement modifiées ont pris une
place prépondérante comme modéles de cancer du pancréas. Elles miment
fidelement la pathologie humaine : 100 % des souris reproduisent les dif-
férentes Iésions précancéreuses de type PanIN, du stade PanIN1A au stade
PanIN3 (Figure 3). Les PanIN murines sont similaires aux PanIN humaines
du point de vue des voies de signalisation activées et des protéines expri-
mées. Ces souris confirment le role initiateur essentiel joué par I'oncogéne
Kras dans la carcinogenése pancréatique. Une faible proportion (10 %) des
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souris développent des tumeurs de phénotype canalaire a
un dge avancé, ce qui suggere la nécessité d’un événement
additionnel pour que les Iésions précancéreuses pro-
gressent jusqu’au stade cancer. Sur la base des caractéris-
tiques moléculaires des tumeurs pancréatiques humaines,
un panel important de modéles a été généré en combinant
la mutation de Kras avec d’autres altérations génétiques.
Uinactivation de génes suppresseurs de tumeurs de souris,
comme TP53, SMAD4, et INK4A/ARF, mutés dans la patho-
logie humaine, conduit au développement, en quelques
mois, de tumeurs invasives entourées d’un stroma dense.
Il est intéressant de noter que le phénotype des tumeurs
et des lésions prénéoplasiques varie selon le génotype.
Par exemple, la délétion de Smad4 dans le pancréas d’une
souris KC induit le développement de TIPMP et de cysta-
dénomes mucineux, alors que I'expression du TGFou dans
ces souris génére des TIPMP (Tableau /) [10-14]. Pour
reproduire au mieux la pathologie humaine, la mutation
de Kras a été induite a I'dge adulte. Certains mécanismes
d’initiation du cancer, ainsi que le lien entre inflammation
et oncogeneése pancréatique ont été démontrés et analysés
en soumettant ces souris a des protocoles induisant une
pancréatite chronique [15, 16].

Les applications et perspectives qu’offrent les modéles
murins dérivés des souris KC dans les domaines de la
prévention, du diagnostic [17] et de la thérapie sont
larges. De méme, des méthodes d’imagerie, comme le
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type PanIN dans le pancréas des souris transgéniques Pdx1-Cre ; LSL-Kras

éreuses de
G12D

Figure 3. Coupe histologique montrant la pré pré-

A : cellules acinaires ; | : Tlot de Langerhans ; C : canal. Les foyers de Iésions
de dysplasie de bas grade sont entourés ; une Iésion de dysplasie de plus haut

grade formée a partir d’un canal est signalée par un astérisque.

PET-CT (imagerie par émission de positons), ont été testées pour le
dépistage des lésions PanIN dans ce modeéle [18]. Enfin, ce modéle a
aussi permis de démontrer I'importance de la barriere physique que
constitue le microenvironnement tumoral qui s’oppose aux stratégies
d’augmentation de Iefficacité de la chimiothérapie [19].

Applications en clinique humaine

Réle dans le diagnostic

Des techniques de détection ont été développées pour I'analyse des
mutations de Kras dans les différents milieux biologiques humains.
Elles prennent en compte le fait que la mutation de "oncogene Kras
est fréquente au cours du cancer du pancréas, est bien caractérisée
et présente sous forme de hotspots, notamment sur le codon 12. Elles
sont basées sur les progrés d’extraction d’ADN (avec utilisation de
microkits) et de I"amplification génique, qui ont grandement facilité
ce développement clinique.

Techniques de détection

La plus ancienne est I'analyse par RFLP (restriction fragment length poly-
morphism) qui est basée sur le caractere unique du site de la mutation
en permettant I'utilisation d’une enzyme de restriction (BstNI pour la
mutation du codon 12) [4, 20]. Lautre méthode couramment appli-
quée est le séquencage direct apres PCR (polymerase chain reaction) au
moyen d’amorces encadrant la région des codons 12 et 13 [20]. D’autres
méthodes sont actuellement moins utilisées : I’hybridation DDGE (denatu-
rating gel gradient electrophoresis) ou SSCP (single strand conformation
polymorphism). Plus récemment ont émergé la technique du snapshot
(SNP) et de la PCR quantitative en temps réel. Le séquencage direct, le SNP
et la PCR en temps réel avec discrimination allélique sont actuellement les
méthodes les plus compétitives en termes de colt et de fiabilité.

m/s n® 11, vol. 29, novembre 2013

€tudes sur les milieux biologiques

Leur objectif est d’essayer d’améliorer le diagnostic du
cancer du pancréas. Il s’agit d’affirmer le diagnostic
devant des symptdmes (douleurs abdominales et amai-
grissement, pancréatite aigué apparemment idiopathique)
ou un contexte évocateurs, alors que I'imagerie est non
contributive. Il s’agit aussi du diagnostic différentiel dans
le cas d’une pancréatite chronique a forme pseudotumo-
rale, c’est-a-dire chez des patients atteints d’une pan-
créatite chronique avec une masse tissulaire pancréatique.
Ce probleme crucial en pancréatologie clinique a été
abordé en recherchant la mutation Kras dans divers
milieux biologiques, comme le sang circulant, le suc
pancréatique pur, le liquide duodénal, et le matériel de
ponction pancréatique. Beaucoup d’études ont initiale-
ment (avant les années 2000) concerné le suc pur pré-
levé par cholangiopancréatographie par voie rétrograde
per-endoscopique (CPRE) chez des patients porteurs
de cancer et de pancréatite chronique. Cette technique
endoscopique n’est actuellement plus appliquée en cli-
nique dans un but diagnostique, mais uniquement dans
un but thérapeutique. €n effet, cet examen invasif a été
remplacé par 'imagerie en coupe, comme le scanner ou
IIRM (imagerie par résonance magnétique), mais aussi
par I’écho-endoscopie. Si 'on cumule les études de
CPRE, pres de 500 patients porteurs de cancer et 300 de
pancréatite chronique ont été évalués. La sensibilité de
la recherche de la mutation de Kras (le plus souvent par
RFLP suivi d’un séquencage) était de 73 %, et la spécifi-
cité était de 90 %. Malheureusement cette recherche n’a
pas permis le diagnostic de formes débutantes de cancer
du pancréas [4, 21]. D’autre part, I’analyse concomi-
tante d’autres altérations géniques dans le suc (P16,
DPC4, TP53) n’a pas amélioré ces performances [22]. €n
revanche, le suivi a long terme des patients porteurs de
pancréatite chronique et d’'une mutation de I’oncogene
Kras (10 % des patients étudiés) détectée dans le suc
n’a pas révélé d’apparition ultérieure de cancer du pan-
créas, confirmant peut étre le caractére « multi-étapes »
de la carcinogenese pancréatique. €n d’autres termes,
d’autres altérations géniques sont nécessaires pour une
carcinogenese avérée avec probablement une progres-
sion PanIN-adénocarcinome. Les études effectuées sur
le liquide duodénal, le plasma ou les selles sont moins
nombreuses : leur sensibilité est plus faible (entre 40 et
60 %) et leur spécificité toujours élevée, de 90 a 95 %, en
ce qui concerne la recherche de la mutation de Kras pour
le diagnostic de cancer du pancréas.

€tudes sur le matériel de ponction pancréatique
Depuis I'avenement de I"écho-endoscopie et des cyto-
ponctions dirigées, le diagnostic des Iésions tissulaires
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Nombre

de patients Sensibilité (%)

cancer/PCC

Kras : 77 Kras : 100

28/8 CytoP : 62 CytoP : 100
CytoP + Kras : 81 CytoP + Kras : 100
Kras : 73 Kras : 100

33/24 CytoP : 97 CytoP : 100
CytoP + Kras : 97 CytoP + Kras : 100
Kras : 74 Kras : 100

62/15 CytoP : 84 CytoP : 100
CytoP + Kras : 94 CytoP + Kras : 100
CytoP : 82 CytoP : 97

57/11
CytoP + Kras : 90 CytoP + Kras : 47
Kras : 67 Kras : 100

129/27 CytoP : 83 CytoP : 100

CytoP + Kras : 88 CytoP + Kras : 100

Spécificité (%)

Précision (%) RéfF.
Kras : 82
CytoP: 71 [23]
CytoP + Kras : 85
Kras : 91
CytoP : 84 [24]
CytoP + Kras : 98
CytoP : 58 [25]
CytoP : 59
i~ [26]
CytoP + Kras : 89
Kras : 86
CytoP : 72 [20]

CytoP + Kras : 90

Tableau II. Evaluation des performances de la recherche de la mutation de 'oncogéne Kras dans le matériel de cytoponction prélevé sous écho-

endoscopie chez des patients atteints de cancers du pancréas et de pancréatites chroniques. PCC: pancréatite chronique calcifiante ; CytoP :

cytopathologie.

pancréatiques a été grandement amélioré. Néanmoins, la sensibilité de
I’examen cytopathologique pour le diagnostic de cancer oscille entre 65 et
95 %, avec une valeur prédictive négative allant de 50 a 70 %. La spécifi-
cité est assez élevée (entre 90 et 100 %), ce qui permet d’assurer le dia-
gnostic de bénignité des masses pancréatiques. Plusieurs études, incluant
celle menée par notre équipe, ont évalué I'importance de la recherche de
la mutation de Kras dans le matériel de cytoponction pancréatique pour
le diagnostic d’adénocarcinome (Tableau I1) [20, 23-26]. Cette analyse
apporte, tout d’abord, une contribution au diagnostic différentiel entre
cancer et pancréatite chronique pseudotumorale. €n effet, devant un
tableau de pancréatite chronique avec masse tissulaire pancréatique,
I’absence de mutation de Kras dans les cellules obtenues par ponction est
fortement en faveur de la bénignité. n revanche, en cas de ponction non
contributive par absence de cellules malignes évidentes et d’un géne Kras
muté, le diagnostic de malignité d’une masse tissulaire pancréatique est
hautement probable (impliquant une nouvelle biopsie et/ou une chirur-
gie). La recherche de la mutation de Kras dans le matériel de cytoponction
obtenu sous écho-endoscopie serait donc un complément au diagnostic
cytopathologique. Méme si la faible cellularité du matériel de cytoponc-
tion peut altérer la sensibilité de I’analyse de Kras, cette derniére apparait
tout de méme utile et complémentaire de la cytologie. Uanalyse de Kras
dans le liquide de ponction semble aussi tres utile dans le cadre du dia-
gnostic de malignité des cystadénomes mucineux et des TIPMP, mais nous
disposons de moins d’études dans ce domaine.

Réle possible dans le traitement et le pronostic du cancer

du pancréas

Le développement d’inhibiteurs des farnésyltransférases a débouché
sur des essais incluant des patients porteurs d’adénocarcinomes

m/s n° 11, vol. 29, novembre 2013

pancréatiques localement avancés. Il n’a pas été mis
en évidence d’effet notable. Il en est de méme pour
les stratégies de vaccination a base de mélanges de
peptides p21-Ras porteurs des différentes mutations.
Des études de phase 1 sont en cours pour tester la
stratégie ARN interférents dans cette indication. &n ce
qui concerne I’évaluation de Kras comme facteur pro-
nostique dans le cancer du pancréas, plusieurs études
ont été menées chez des patients opérés, mais aussi
chez des patients porteurs de tumeurs non résécables
et/ou métastatiques. Les résultats de ces différentes
études sont d’interprétation difficile compte tenu de
I’hétérogénéité des populations et du faible nombre
de cas [27]. €n ce qui concerne les adénocarcinomes
réséqués, la présence d’une mutation de Kras est trés
certainement un facteur de mauvais pronostic. &n
revanche, ceci reste a prouver pour les cancers locale-
ment avancés [27, 28].

Conclusions

Depuis la mise en évidence, il y a plus de 30 ans, de
I’oncogéne Kras et de son statut de mutation prédomi-
nante dans le cancer du pancréas, la recherche biomé-
dicale a profité de cette découverte a plusieurs titres :
la compréhension des phénomeénes de prolifération et
d’invasion non contrélées de la cellule cancéreuse pan-
créatique, le développement de modeéles transgéniques
reproduisant la carcinogenése pancréatique humaine,



et le développement d’outils pour la recherche de la mutation de Kras
applicables en pratique clinique quotidienne. Si ces outils sont tres
utiles dans le cadre de la prise en charge des cancers colorectaux
métastatiques [32] (contre-indication d’un traitement par anti-EGFR
en présence de la mutation de Kras) [29, 301, on entrevoit quelques
applications dans le cadre du cancer du pancréas : aide au diagnostic
des masses solides pancréatiques, voire appréciation du pronostic.
Les implications dans le traitement ne sont pas encore bien appré-
hendées. Il n'en reste pas moins que les études portant sur Kras a
I’échelle cellulaire, dans des modéles animaux et dans les tumeurs et
tissus humains, ont apporté un lot inestimable de connaissances avec,
in fine, des applications cliniques quotidiennes. C’est un excellent
exemple de transfert de technologie de la recherche fondamentale
vers la clinique humaine et les soins médicaux. ¢

SUMMARY

Kras oncogene and pancreatic cancer: thirty years after

Point mutations of the Kras oncogene induce in cancerous cells an uncon-
trolled increase of cell proliferation and invasiveness. Mutation of Kras
appears early during the process of the pancreatic carcinogenesis and is
the most frequent genetic alteration in pancreatic adenocarcinoma (75
to 95% of cases) as well as in precancerous lesions such as PanIN and
IMPN. These latter lesions and tumour microenvironment are reproduced
in transgenic models developed in mice. These models are induced on
the basis of Kras mutation (Pdx1-Cre; Kras®*?® mice) associated or not
to the inactivation of tumour suppressor genes (TP53, DPC4, INK4A). Kras
mutation assay is easily performed in human biological samples, especially
in the cellular material sampled in pancreatic masses under endoscopic
ultrasound by fine needle aspiration biopsy. In the near future, searching
for Kras mutation could be useful in clinical practice either for positive
diagnosis of pancreatic adenocarcinoma in case of unconclusive/doubtful
cytopathological analysis or for the differential diagnosis with chronic
pancreatitis especially in its pseudotumoural form. ¢
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