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RESUME

Les protéines kinases de la voie de signalisateonEpidermal Growth Factor Receptor
sont 1’objet d’une dérégulation au cours des cancers broncho-pulmonaires. Les genes
encodant ces protéines sont porteurs de mutations oncogéniques mutuellement exclusives
induisant la transformation tumorale des cellules’é&thélium respiratoire. Ces mutations
définissent autant de sous-groupes moléculaires spécifiques caractérisés sur le plan clinique,
histologique, et biologique.

Notre travail a consisté en I’étude de ces mutations dans trois situations cliniques
spécifiques, les cancers broncho-pulmonaires du non-fumeur, les cancers broncho-
pulmonaires multiples et les tumeurs thymiquesL’évaluation des polymorphismes
génétiques chez les patients non-fumeurs atteints de cancer broncho-pulmonaire suggere le
réle de genes spécifiques, différents de ceux impliqués chez le patient fumeur. L’étude
génomique des cancers brongiudmonaires multiples montre la possibilité d’utiliser les
mutations oncogéniques pour évaluer le degré de clonalité des Iésions tumorales multiples
avec une corrélation significative avec leur analyse histo-pathologique déthibéalyse
génomique intégrative des tumeurs thymiques indidusistence de sous-groupes
moléculaires spécifiques, corrélés a la classification histologique, et caractérisés par des
mutations oncogéniques prédictivesl @éficacité de certains traitements ciblés.

Nos données illustrent les principes de la médecine personnalisée en oncologie
thoracique consistant en 1’analyse des caractéristiques moléculaires de aleadqumeur
individuelle, pour permate une meilleure personnalisation de la prise en charge des patients.

MOTS-CLES

Cancer broncho-pulmonaire, Thymome, Histologie, Biologie moléculaire, Mutation,
Epidermal Growth Factor ReceptdKIT, Médecine personnalisée

LABORATOIRE DE RATTACHEMENT
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ABSTRACT

Oncogenic mutations may be identified in several genes d&pgltkermal Growth Factor
Receptorsignaling pathway in non-small cell lung cancer. These mutations are transforming
for epithelial cells of the respiratory tract through deregulation of the encoded proteins. These
mutations are mutually exclusive and thus define molecular sub&dts@ cancer with
specific clinical, histologial, and biological relevance.

Here we integrated the use of mutation genotyping for the analysis of 3 specifid clinica
issues, including lung cancer occurring in never-smokers, multiple lung cancers, and thymic
malignancies. Our results indicate that genetic polymophisms in never-smokers with lung
cancer differ from those observed in smokers. Genomic profiling of multiple lung cancers
suggests the feasibility of mutational profiling as a surrogate marker to evaluate the clonal
relationships among multiple lung tumors, with a strong correlation with comprehensive
histologic subtyping. Integrated genomic analysis of thymic malignancies identified specific
molecular subsets, associated with histologic subtgpdsoncogenic mutations predicting
response to specific inhibitors.

Taken together, our results illustrate the concept of personalized medicine in thoracic
oncology, consisting of the individual analysis of molecular features of tumors to better tailor
the therapeutic management of patients.

KEY-WORDS

Lung cancer, Thymoma, Histology, Molecular biology, MutatiBpjdermal Growth Factor
ReceptorKIT, Personalized Medicine
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Premiére partie: Mutations oncogéniques des cancers broncho-pulmonaires

|. Epidémiologie des cancers broncho-pulmonaires
I.1. Fréquence des cancers broncho-pulmonaires

Le cancer broncho-pulmonaire représente la premiére cause de mortalité par cancer dans
le monde, avec plus de 1,2 million de déces annuels [1]. En France, avec plus de 30 000
nouveaux cas par an, le cancer brongtionaire est le second cancer chez ’homme et le
quatriéme chez la femme [2]. Si I’incidence et la mortalité de ce cancer sont actuellement 6
fois supérieures chez les hommes, il existe une augmentation continue de ces indicateurs chez
les femmes: respectivement 4,5% et 2,9% par an depuis 1980 (contre respectivement 0,6% et
0,7% chez les hommes) [2]. Une accélération de cette tendance est actuellement observée
chez les femmes jeunes, et les estimations indiquent que la mortalité par cancer broncho-
pulmonaire sera triplée d’ici 2020, dépassant chez les femmes la mortalité des cancers du sein

[3].
I.2. Classification histologique

La plupart des cancers broncho-pulmonaires sont des carcinomes (99% des cas),
développés a partir de 1’épithélium respiratoire des voies aériennes et des alvéoles
pulmonaires [4, 5]. Il existe 2 types histologiques principaux de cancer broncho-pulmonaire:
les carcinomes a petites cellules (15% des cas) et les carcinomes non a petites céftules (85
des cas), qui regroupent les adénocarcinomes, les carcinomes épidermoides, et les carcinomes
indifférenciés a grandes cellules [4]. Les travaux présentés dans cette thése se sont
exclusivement intéressés aux cancers broncho-pulmonaires non a petites cellules.

L’augmentation actuelle de I’incidence globale des cancers broncho-pulmonaires est
principalement liée a une augmentation des adénocarcinomes pulmonaires, qui sont devenus
le type histo-pathologique le plus fréquent (52% des cas) [5]. La classification histologique
des adénocarcinomes broncho-pulmonaires a évoluée au cours des derniéres antees avec
prise en compte des différents aspects architecturaux et cellulaires de ces tumeurs hétérogenes
au plan morphologiquer@bleau 1) [5]. Les adénocarcinomes sont mixtes dans plus de 80%
des cas, avec une combinaison de plusieurs sous-types architecturaux: sous-type Iépidique
(anciennement bronchiolo-alvéolaire), désignant une prolifération de cellules tumorales sans
invasion stromale, vasculaire ou pleurale ; sous-types papillaires et micro-papillaires,
caractérisés par des formations primaires, secondaires et tertiaires pseudo-papillaires
invasives qui remplacent 1’architecture pulmonaire normale ; sous-type acinaire, composé de
tubules ou de formation pseudo-glandulaires de cellules cuboides ou palissadiques; sous-type
solide, avec des cellules polygonales mucineuses. La plupart des adénocarcinomes présentent
une composante morphologique prédominante. Plusieurs variants cytologiques - cellules
mucineuses, colloidefetales entériques - ont également été décrits.

[.3. Facteurs de risque

Parmi les facteurs de risque des cancers broncho-pulmonaires, le tabagisme a un réle
prédominant, étant retrouvé da8¥s des cas chez I’homme et 60% des cas chez la femme
[6]. L’évolution de I’incidence et de la mortalit¢ du cancer broncho-pulmonaire refléte
I’évolution de la consommation de tabac depuis I’aprés-guerre, avec une latence comprise
entre 10 et 20 ans [3]. Néanmoins, seuls 10% a 15% des fumeurs développent un cancer du
poumon, suggérant I’existence d’un polymorphisme génétique qui, a exposition égale,
favorise la survenue de ce cancdr & outre, I’association au tabagisme est variable selon
les sous-types: alors que les carcinomes a petites cellules surviennent dans 99% des cas chez
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des patients fumeurs, les adénocarcinomes avec composante lépidique prédominante
apparaissent moins fréquemment associés au tabagisme, suggérant une part plus importante
des facteurs génétiques [5].

Tableau 1 Classification multidisciplinaire des adénocarcinomes pulmonaires proposge par
’International Association for the Study of Lung Cancer (IASLC), I’American Thoracic
Society(ATS), et/’European Respiratory SocieiigRS)[5].

Preinvasive lesions
Atypical adenomatous hyperplasia
Adenocarcinoma in situ (=3 cm formerly BAC)
Nonmucinous
Mucinous
Mixed mucinous/nonmucinous
Minimally invasive adenocarcinoma (=3 em lepidic predominant tumor
with =5 mm invasion)
Nonmucinous
Mucinous
Mixed mucinous/nonmucinous
Invasive adenccarcinoma
Lepidic predomimant (formerly nonmucinous BAC pattern, with =5 mm
invasion)
Acinar predominant
Papillary predeminant
Micropapillary predominant
Solid predominant with mucin production
Variants of invasive adenocarcinoma
Invasive mucinous adenocarcinoma (formerly mucinous BAC)
Colloid
Fetal (low and high grade)
Enteric

[.4. Principes de traitement

Le traitement actuel des cancers broncho-pulmonaires non a petites cellules repose sur la
chirurgie lorsque la tumeur est résécable (moins de 20% des cas), sur la radiothérapie en ca
de tumeur localement avancée non résécable, et sur la chimiothérapie en cas de tumeur
métastatique Malgré 1’association séquentielle et/ou concomitante de ceS modalités
thérapeutiques et les optimisations techniques de ces procédures, le taux de survie global des
cancers bronchiques non a petites cellules est inférieur a 20% a 5 ans, soit duntait
résistance de la tumeur au traitement, soit du fait de récidives locales et/ou systémiques
précoces. En cas de tumeur métastatique au diagnostic, la survie ne dépasse pas 15 mois avec
les protocoles les plus récents de poly-chimiothérapie [7].

Au total, les cancers broncho-pulmonaires non a petites cellules sont des tumeurs
fréquentes et de mauvais pronostic. Si la plupartedetumeurs sont liés au tabagisme,
I’augmentation de leur incidence, et notamment des adénocarcinomes chez les non-fumeurs,
indique une diversité génétique que les classifications histo-pathologiques ne mettent que
partiellement en évidence. Le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques
individualisées sur les caractéristiques moléculaires de ces tumeurs représente ainsi un enjeu
majeur en cancerologie thoracique.
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Il. Epidermal Growth Factor Receptor et carcinogenese pulmonaire
[I.1. Mécanismes de la carcinogenése pulmonai

Les avancées obtenues depuis une quinzaine d’années dans le domaine de la biologie des
cancers permettent une meilleure compréhension des différences moléculaires et génétiques
entre cellules non-tumorales et cellules tumorales. Les cancers broncho-pulmonaires non a
petites cellules se développent selon un processus multi-étape, caractérisé par une progression
de quelques cellules « initiées » par 1’acquisition d’altérations génétiques - activation
d’oncogenes, inactivation de génes suppreseurs de tumeur - leur conférant un avantage
prolifératif, vers une tumeur invasive][®ans ce processus d’initiation de la cancérogenése
pulmonaire, le tabac joue un rdle mutagéne prédominant, et s’associe a une instabilité
tissulaire propre a 1’épithélium respiratoire, susceptible d’étre 1’objet de métaplasies et de
dysplasies pré-tumorales multifocales [9].

Au cours du développement tumoral, les cellules néoplasiques acquitsetrts
altérations génétiques - mutatiatamplification géniques, pertes alléliques, surexpression et
sous-expression géniques - spécifiques a chaque sous-type histo-pathologique [5, 10, 11], et
deviennent capables de se multiplierdaii de leur limite réplicative physiologique, d’éviter
la différentiation tissulaire normale, et d’envahir les structures tissulaires périphériques [8,

12]. Considérant I’ensemble des cancers broncho-pulmonaires, les mémes voies de
signalisation intra-cellulaires, régulatrices de la prolifération, de la différentiation, et de la
réparation cellulaire, sont donc atteintes par des mécanismes génétiques différents et propres a
chaque sous-type tumoral. Profitant de ces différences moléculaires et génétiques entre
cellules non-tumorales et cellules tumorales, des thérapeutiques ciblées contre des voies
spécifiquement impliquées dans la prolifération et la survie des cellules tumorales, peuvent
étre développées.

Dans les cancers broncho-pulmonaires non a petites cellules, les 3 principales altérations
moléculaires des cellules tumorales sont les mutations inactivatricEBB5@g encodant un
facteur de transcription assurant ’intégrité génomique lors de la division cellulaire, la
dérégulation de la voie P16/RB contrdlant la transition entre les phases G1 et S du cycle
cellulaire, et lactivation du récepteur a I’Epidermal Growth FactofEGF), conduisant a une
prolifération cellulaire incontrélée [8].

[1.2. Voie de I’Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR)

Le récepteur a I’EGF (EGFR) est une glycoprotéine membranaire de la famille des
récepteurs a activité tyrosine kinase, permettantalamission d’un signal extracellulaire
vers le cytoplasme cellulaire. La fixation de son ligand principal, EGF, au niveau du domaine
extracellulaire induit une homo- ou une hétéro-dimérisation avec un autre récepteur trans-
membranaire a activité tyrosine kinagermettant 1’activation par autophosphorylation du
domaine intra-cytoplasmiqué€igure 1).

En aval, cette phosphorylation induit le recrutement en position sous-membranaire de
nombreuses protéines de transduction du signal comme Grb2, SOS et PIP3, qui permettent
I’activation de 2 voies principales de transduction du signal: la voie RAS/MAPK Mitogen-
Activated Protein Kinageet la voie PI3K Phospho-Inositide-3 Kina¥&AKT. Ces voies
permettent une régulation et une amplification du signal EGFR, et contrélent les processus de
différenciation, de prolifération, d’apoptose, et de survie cellulaire [13, 14].
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Figure 1. Les voies de transduction du signal squsates a ’EGFR sont la voie
RAS/MAPK et la voie PI3K/AT. Activée par RS, la cascade des MAPK comprend 3
niveaux: les MAPKKK MAPK Kinase Kinasg dont RAF, phosphorylent les MAPKK
(MAPK Kinas¢ comme MEK1/2, elles-mémes activant les MAPK p44/42 (ERK1/2), p38 et
SAPK/JINK. La voie PI3K/XT controle la dégradation de la cycline D1 responsable de
I’entrée en phase S, bloque 1’apoptose via le contrdle des caspases, et régule la croisgance
cellulaire en activant mTORrammalian Target Of RapamykiiAKT est activé par la kinase
PI3K et inhibé par PTEN, via la phosphorylation ou la déphosphorylation de PIP3.
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[1.3. Ciblagede la voie de ’EGFR au cours des cancers broncho-pulmonaires

Une activation de ’EGFR est retrouvée dans 40% a 80% des cas de cancer broncho-
pulmonaire non a petites cellules, quelqu’en soit le type histologique, procédant de plusieurs
mécanismes: surexpression (50-80% des cas), mutations activatrices (35-65% des cas),
amplification génique (30-40% des cas), et/ou surexpression des ligands (10% des cas) [13,
15-17. L’activation de la voie de ’EGFR entraine une augmentation de la prolifération
cellulaire et une diminution de 1’apoptose, conduisant a une croissance tumorale, mais aussi a
une néo-angiogenése atune stimulation des processus d’invasion tumorale [14]. Ces
phénoménes sont médiés pactivation des protéines sous-jacentes a I’EGFR. Ainsi, AKT
est activé dans 50% a 80% des cas de carcinome broncho-pulmonaire non a petites cellules,
PTEN est inhibé dans 45% a 75% des cas, et ERK1/2 est activé dans 30% a 70% des cas [14
15, 18].

La fréquence de I’activation de ’EGFR au cours des cancers broncho-pulmonaires non a
petites cellules a conduit au développement d’agents pharmacologiques ciblés a type
d’inhibiteurs pharmacologiques sélectifs de la tyrosine kinase de I’EGFR (TKIs), parmi
lesquels deux ont obtenu une autorisation de mise sur le marché: le gefitinib (IRESSA®,
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AstraZeneca, Macclefields, Royaurtei) et I’erlotinib (TARCEVA®, Roche, Basel,
Suisse). Les premiers essais cliniques de phase | et Il avec ces agents avaieévidesnes,

en troisieme ligne de traitement, des taux de réponse globale compris entre 8% et 28%,
similaires a ceux observés avec les chimiothérapies conventionnelles [19, 20].

Contrairement aux cancers du sein traités avec le trastuzumab (anticorps monoclonal anti-
HER?2), I’expression de ’EGFR ou de sa forme phosphorylée (P-EGFR) par la tumeur
n’apparaissaient pas comme des facteurs prédictifs constants de la réponse a ces inhibiteurs
[21]. Au contraire, certaines séries de patients avaiés en évidence I’existence de facteurs
prédictifs cliniques de 1’efficacité de ces agents: le sexe féminin, I’origine asiatique, I’absence
de tabagisme, et le type histologique d’adénocarcinome ou de carcinome bronchiolo-
alvéolaire [22]. En 2004, plusieurs équipes, dont celle de W. Padeauorial Sloan-
Kettering Cancer Centeont montré que ces constatations cliniques correspondaient au plan
moléculaire a I’existence de mutations activatrices du domaine tyrosine kinase de I’EGFR
présentes dans 10% des cancers broncho-pulmonaires non a petites cellules, et plus fréquentes
chez les femmes (40%ersus9% chez les hommes), les patients asiatiques (@9%us8%
pour les autres ethnies), non-fumeurs (4886sus9% chez les fumeurs), ou ayant un
adénocarcinome (30%ersus2% en cad’autre type histologique de carcinome non a petites
cellules), et chez les répondeurs aux TKIs (8&¥sus2% chez les non-répondeurE)gure
2a) [23-25].

[1.4. Epidémiologie et conséquences des mutations de ’EGFR

Les mutationsde I’EGFR sont d’origine somatique, dominantes, et apparaissent
précocement au cours de la carcinogenése pulmonaire, étant retrouvées dans les lésions pré-
invasives d’adénocarcinome broncho-pulmonaire comme les hyperplasies adénomateuses
atypiques [26]. Ces mutations surviennent spécifiquement dans les 4 premiers exons (exons
18 a 21) du genEGFR codant pour le domaine tyrosine kinase. Les deux plus fréquentes
sont les délétions de 2 a 6 codons dans I’exon 19 (codons 746-752), conservant le cadre de
lecture (44% des casjt la substitution L858R dans I’exon 21 (41% des cas). € mutations
ponctuelles dans 1’exon 18 (codon 719), plus rares, peuvent étre observéegu(re 2b) [27].

Toutes ces mutations entrainent une activation constitutive de la kinase de ’EGFR par
modification de la conformation du domaine de fixation de 1’Adénosine-Tri-Phosphate
(ATP), substrat de la phosphorylation de la tyrosine, créant une ouverture permanente du site
de fixation aux protéines sous-jacentes de transduction du sigigalrd 20) [27]. Le
récepteur 2 ’EGFR est donc constitutivement activé. Les TKIs, initialement synthétisés pour
inhiber ’EGFR sauvage, se fixent sur le méme site que I’ATP ; ainsi, les mutations
activatrices du domaine tyrosine kinase stabilisent la fixation des TKIs, qui entrent en
compétition avec I’ATP et inhibent 1’activation des protéines sous-jacentes.

Les TKIs entrainent ainglans les cellules porteuses de mutation activatrice de ’EGFR
une inhibition des médiateurskA et ERK1/2, sougacents a ’EGFR; cette inhibition n’est
pas retrouvée en I’absence de mutation de ’EGFR ce qui indique D’existence d’une
dépendance exclusive deKA et ERK1/2 a ’EGFR muté, au détriment d’autres récepteurs
transmembranaires sus-jacents susceptibles de les activer [23]. Au plan cellulaire, cette
dépendance se traduit par une « addiction oncogénique » a la voie de signalisation de I’EGFR,
dont I’activation est alors suffisante mais aussi nécessame développement, au maintien et a
la prolifération des cellules tumorales. Cette caractéristique définit le caractere oncogénique
des mutations activatrices de ’EGFR
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Figure 2: Mutations de ’EGFR dans les cancers broncho-pulmonaires non a petites cellules
[27]. (a) Les mutations de ’EGFR sont plus fréquentes chez les femmes, les asiatiques, les
nonfumeurs, et en cas d’adénocarcinome. (b) Fréquence des différentes mutations
activatrices de ’EGFR c) Localisation des mutations au niveau du domaine tyrosine kinase:
les fléches indiquent les délétions et les insertions autour de I’hélice alpha; la mutation L858R
est localisée au niveau de la boucle d’activation (en rouge) ; le cercle en pointillé indique le
site de fixation a ’ATP.

b Frequencies of EGFR mutational types (n = 477).
a EGFR mutations in NSCLC (n > 2000).
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L’EGFR apparait donc réciproquement comme un véritable « talon d’Achille » pour ces
cellules tumorales, puisque son inhibition ciblée par des inhibiteurs spécifiques suffit a
entrainer leur apoptose [28]. Ce costa® « addiction oncogénique » Se traduit également au
plan clinique, en cas de tumeur broncho-pulmonaire présentant une mutation activatrice de
I’EGFR par une réponse objective aux TKIs particulierement rapide et conffilgies(3).

Plusieurs essais cliniques prospectifs randomisés ont Validécept d’utilisation des
TKIs de ’EGFR spécifiquement chez les patients dont la tumeur broncho-pulmonaire est
porteuse de mutation de ’EGFR Contrairement aux études cliniques initiales conduites dans
des populations de patients non sélectionnées, ces essais ont démontré un bénéfice significatif
en termes de taux de réponse et de survie sans progression avec le gefitinib, par rapport a la
chimiothérapie standard [29, 30]. En premiére ligne thérapeutique, la survie globale médiane
des patients peut ainsi atteindre prés de 3 ans. En 1’absence de mutation EGFR dans le tissu
tumoral, I’utilisation du gefitinib est en revanche délétere par rapport a la chimiothérapie [31].
Ces donneées illustrent la nécessité de sélection des patients sur la base des caractéristiques
moléculaires de la tumeur pour utiliser de facon efficace les thérapies ciblées spécifiques
d’une voie de signalisation cellulaire. La recherche des mutations de ’EGFRa été intégrée en
2009 comme un standard de prise en charge des adénocarcinomes broncho-pulmonaires
métastatiques [32].
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Figure 3: Rapidité de la réponse radiographique d’un cancer broncho-pulmonaire au gefitinib.
A gauche, radiographie thoracique d’une patiente ayant un adénocarcinome pulmonaire
bilatéral et résistant a 2 lignes de chimiothérapie conventionnelle, avant début du traitement
par gefitinib: il existe des opacités bilatérales. La tumeur était porteuse de la mutation/ L858R
de P’EGFR La patiente était dyspnéique et un traitement par oxygene était nécessaire. A
droite, aprés 10 jours de traitemeritxigénothérapie avait été arrétée, et la radiographie

thoracique montrait une disparition compléte des opacités tumorales. (photos: W. Pao).

Au total, les mutations de ’EGFR sont oncogéniques et définissent un sous-groupe
moléculaire, mais aussi clinique et histologique spécifique au sein des cancers broncho-
pulmonaires, pour lequel leshibiteurs de I’EGFR permettent une survie significativement
supérieure a celle observée avec les traitements standards. Ces mutations représentent ainsi un
mod¢le d’intégration des caractéristiques moléculaires individuelles de la tumeur dans la
stratégie de prise en charge des patients atteints de cancer broncho-pulmonaire.

Les différents aspects de la biologie des mutation$’E@FR au cours des cancers
broncho-pulmonaires sont présentés et mis en perspeative d’autres mutations
oncogéniques, en particulier du géqd@ dans les tumeurs stromales gastro-intestinales, dans
le chapitre de livrew. Pao, N. Girard. Clinical Applications of Kinase Inhibitors in Solid
Tumors. Handbook of Cell Signaling, Second Edition. Editeurs: Bradshaw RA et Denis
EA, Oxford Academic Press 2009 ; pp 615-31

27



28

Premiére partie: Mutations oncogéniques des cancers broncho-pulmonaires



Premiére partie: Mutations oncogéniques des cancers broncho-pulmonaires

[Il. Au-dela des mutations de ’EGFR: d’autres mutations oncogéniques

[1l.1. Nouvelles mutations oncogéniques

Les mutations de ’EGFR - prédictives de ’efficacité des TKIs de ’EGFR -, n’étant
retrouvées que chelO a 15% des patients atteints de cancer broncho-pulmonaire non a
petites cellules, 85% a 90% des patients sont non-répondeurs a ces agents. Chez ces patients,
des mutations dans le codon 12KiRAS médiateur sougcent a ’EGFR, ont été identifiées,
dans 20% a 30% des tumeurs. Les mutationKRIAS principalement observées dans des
tumeurs de patients fumeusint mutuellement exclusives avec les mutations de I’EGFR et
s’associent a une résistance primaire au gefitinib et a 1’erlotinib [33]. Les tumeurs porteuses
de mutation d&KRAScorrespondent ainsi a un second sous-groupe moléculaire au sein des
cancers broncho-pulmonaires non a petites cellules. La dépendance exclusive de ces tumeurs
a KRAS pour leur développement et leur prolifération, explique &#lassence d’effet anti-
tumoral des TKlgle ’EGFR.

Plus récemment, d’autres altérations moléculaires oncogénigques ont été mises en
évidence dans les cancers broncho-pulmonaires non a petites cefligese (4) [34]:
mutations d&KRAS HER2 BRAF, AKT1, MEK, ou FGFR1[35] ; translocation&ML4-ALK
etamplification deMET [34]. Ces différentes mutations sont pour la plupart observées dans le
domaine encodant la tyrosine kinase des protéines correspondantes, et - sauf pour PI3K - sont
mutuellement exclusives entre elles [34, 36]. Ces mutations définissent ainsi autant de sous-
groupes moléculaires spécifiques caractérisés sur le plan biologique, et associés a des
spécificités cliniques, histo-pathologiques, et thérapeutiques. Ainsi les traitements ciblés
contre une protéine activée par ces mutations oncogéniques seront efficaces uniqguement dans
le sous-groupe moléculaire correspondant, et inefficaces dans les autres sous-groupes.

L’évaluationde ces nouveaux inhibiteurs spécifiques de tyrosine kinase est maintenant
directement couplée a une sélection des patients basée sur la présence de la mutation
oncogénique prédictive de leur efficacité [3lZ]identification de ces mutations en routine
permettra le déueppement d’une médecine personnalisée Personalized Medicine les
traitements ciblés dés lors qu’ils sont disponibles - étant utilisés en fonction du profil
oncogénique individuel de la tumeur.

Figure 4. Fréguence des mutations oncogéniques des cancers broncho-pulmonaires non a
petites cellules [34].

Adenocarcinoma  Squamous-cell carcinoma

EGFR 5-15%* <5%T
KRAS Unknown ALK 5-15% <5%
HER2 <5% 0
BRAF <5% 0
KRAS >15% <5%
PIK3CA <5% <5%
AKT1 0 <5%
MAP2K1 <5% 0
MET <5% <5%

Data based on our literature search of Jan 31, 2010. *Mainly EGFR kinase domain
mutations. TMainly EGFR ‘VIII' mutations, which result from deletion of exons 2-7.

PI3KCA Table 1: Frequency of driver mutations in non-small-cell lung cancers

AKT! mEK
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Les aspects biologiques et cliniques des différentes mutations oncogéniques des cancers
broncho-pulmonaires non a petites cellWest décrits dans I’article: W. Pao, N. Girard.
New Driver Mutations in non-small cell lung cancer. Lancet Oncol 2011;12:175-82
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[ll. 2. Mutations secondaires et résistance aux thérapies ciblées

La résistance secondaire des cancers broncho-pulmonaires porteurs de mutation
activatrice de ’EGFRaux TKIs de ’EGFR d’une part constitue la principale limite clinique
de ceghérapeutiques, et d’autre part met en évidence 1’existence d’altérations moléculaires et
génigues dynamiques au cours de la progression tumorale.

Des mutations « secondairesle> ’EGFR sont ainsi retrouvées dans 50% des tumeurs
présentant une résistance acquise aux TKIs [38]. La mutation secondaire la plus fréquente est
la mutation T790M dans I’exon 20 de ’EGFR Isolée, cettanutation ne confére qu’une
activation limitée de I’EGFR et un avantage prolifératif modeste ; en revanche, en association
avec une mutation activatricie ’EGFR celle-ci produit une autophosphorylation majeure
du domaine tyrosine kinase #’&GFR [39-41]. L’augmentation de I’affinité de la tyrosine
kinasepour I’ATP, liée a la mutation T790Mst responsable d’une compétition accrue avec
les TKIs de premiere génération, gefitinib et erlotirlbvenant alors incapables d’inhiber
I’activation du récepteur [42].

Les données obtenues grace au développement de techniques plus sensibles de
génotypage indiquent en fait que des clones cellulaires porteurs de la mutation T790M
préexistent des le diagnostic au sein des tumeurs qui présenteront secondairement une
résistance acquisaux TKIs, par un effet de pression sélective J[4Ba détection d’une
mutation secondaire T790M dans la tumeur diagnostic s’associe ainsi a une survie
significativement réduiteCertains résultats contredisent cependant cette théorie. Ainsi il est
possible d’induire in vitro aprés traitement intermittent par gefitinib, la survenue de la
mutation T790M dans des cellules PC-9 monoclonales, portéusesdélétion dd’exon 19
de ’EGFR ce qui suggére I’existence d’un processus mutationnel induit au niveau cellulaire
par Pexposition aux TKIs [44]. Des TKIs de seconde génération non compétitifs avec I’ATP
sont en cours de développement, et pourraient avoir un intérét en cas de résistance acquise au
gefitinib.

Outre les mutations secondaires de ’EGFR la résistance secondaire aux TKIs de ’EGFR
est également associée a des altérations oncogéniques survenahifutses jglotéines a
activité kinase Ainsi 1I’amplification du géne codant pour le récepteur MET a été identifiée
chez 20% des patients présentant une résistance acquise aux TKIls, de facon isolée ou associée
ala mutation secondairée ’EGFRT790M [45, 46]. MET est un récepteur a activité tyrosine
kinase fonctionnant de fagon similaire a I’EGFR, dont les ligands sont le Scatter Cell Factor
(SCF), et I’Hepatocyte Growth FactofHGF) [47]. L’amplification de MET a été identifiée
par la comparaison des profils génomiques de tumeurs porteuses de mutation activatrice de
I’EGFR traitées par TKls et présentant une résistance secondaire, a des tumeurs porteuses de
mutation activatrice de ’EGFR et non traitées [45]. Une étude a également mis en évidence
I’amplification deMET in vitro dans des cellules de lignée porteuses de mutations activatrices
de PEGFRet rendues résistantes a ’erlotinib [46]. L’amplification de MET pourrait expliquer
pres de 25% des cas de résistance secondaire aux TKIs. Des inhibiteurs de MET sont
actuellement en cours de développement.

Au total, audela des mutations activatrices de 'EGFR de nombreuses altérations
oncogéniques, potentiellement émergentes sous traitement, peuvent étre identifiées sur des
genes encodant des protéines a activité tyrosine kinase. Leur identification et leur
caractérisation biologique sont remdupossibles par la mise a disposition de techniques
d’analyse génomique globales des cellules tumorales. Le développement de nouveaux agents
thérapeutiques ciblés contre ces anomalies est alors possible.
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IV . Méthodes d’identification des altérations moléculaires oncogéniques

Au cours des 15 derniéres années, 1’identification rapide des altérations moléculaires
présentes dans les cellules tumorales a été rendue possible par le développement de
techniques d’analyse génomique a haut-débit [4&]es techniques sont basées sur ’utilisation
de puces génomiquesicro-array9, supports constitués d’un ensemble de molécules d'ADN
fixées en rangées ordonngessqui vont s’hybrider avec I’ADN issu de la tumeur ou I’ADN
de référence, marqués par des fluorochromes différents. Chaque spot de la puce va étre
analysé individuellement par un scanner a tres haute résolution, et ce a la longueur d'onde
d'excitation des fluorochromes utilisés. Il est alors possible de mesurer, pour chaque sonde
représentative d’un alléle du génome, un niveau différentiel d’amplification ou d’expression.

Outre I’identification de cibles oncogéniques avec un potentiel thérapeutique, ces techniques
produisent des signatures moléculairdsisées sur des combinaisons d’altérations
moléculaires spécifiques, et associées a des caractéristiques cliniques, histologiques ou
évolutives. Les méthodes d’analyse des données peuvent étre non supervisées (clustering
hiérarchique) - permettant ainsi de regrouper, sans les défipmiori, des échantillons
tumoraux portexs d’anomalies moléculaires similaires -, ou superviséesl’objectif est alors

de définir une signature propre a des tumeurs regroupégsiori sur des criteres
morphologiques, cliniques ou pronostiques. Du fait de leur fréquence, les adénocarcinomes
pulmonaires ont fait 1’objet d’une caractérisation génomique intégrative utilisant ces
nouvelles technologies.

IV .1. Analyse des altérations de I’ADN: génomique
L’analyse de ’ADN comporte a la fois I’étude de la séquence des génes (techniques de
séquencage) efanalyse des variations du nombre de copies de ces genes (techniques

d'hybridation génomique comparative).

IV.1.1. Séquencage

Le séquencage est classiquement réalisé selon les principes de la méthode de Sanger, qui
consiste a initier la polymérisation de I’ADN a l'aide d'un petit oligonucléotide (amorce)
complémentairel’une partie du fragment d’ADN a séquencer. L’¢élongation de 1’amorce est
réalisée par des ADN polymérases thermostables. Les quatre désoxyribonucléotides (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP) sont ajoutés, ainsi qu’une faible concentration d'un didésoxynucléotide
(ddATP, ddCTP, ddGTP ou ddTTP). Ces didésoxynucléotides, une fois incorporé® dans |
nouveau brin synthétisé, empéchent la poursuite de 1’¢longation. Cette terminaison se fait
spécifiquement au niveau des nucléotides correspondants au didésoxyribonucléotide
incorporé¢ dans la réaction. Il en résulte un mélange de fragments d’ADN de tailles
croissantes, qui se terminent tous au niveau d'un méme nucléotide dans la séquence. Ces
fragments sont ensuite séparés par €électrophorese capillaire, ce qui permet ainsi de repérer la
position du nucléotide dans la séquence. La détection des fragments ainsi synthétisés se fait
en utilisant des traceurs fluorescents, attachés soit a I'oligonucléotide, soit au
didésoxyribonucléotide.

De nouvelles techniques automatiques sont développées afin de séquencer I’ensemble du
génome en un temps. Le séquencage shotgunest basé sur le principee amultiples
fragmentationsaléatoires de I’ADN, avec un séquencage individuel des fragments obtenus,
secondairement ordonnés entre eux sur la base des séquences chevauchantes, grd&e aux outi
informatiques. Le pyro-séquencage permet un seéquencage plus rapide, hid@égration
ordonnée des désoxyribonucléotides sur le fragment nucléotidigudibération d’un
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pyrophosphate déclenche un signal lumineux d’intensité proportionnelle au nombre de
nucléotides incorporés, mesurée par un capteur digital. Le systeme de séquencage 454 LIFE
SCIENCES utilise une puak fragments nucléotidiques sur lesquels I’ADN de 1’échantillon

testéva s’hybrider et faire I’objet d’un pyro-séquencage. Le systeme 454 LIFE SCIENCES
permet ainsi d séquencer plus de 500 millions de base par réaction [49, 50]. Outre le
séquengage d’un génome entier, ce systéme permet la détection ultra-sensible de mutations
présentes dans une faible proportion de cellules tumorales (moins de 1 cellule mutée sur 100
000), un concept appelé séquencage en profondéawgmentation de la résolution du
séquencage permet de mieux cibler les altérations présentes dans les cellules tumorales, sans
que les résultats soient modifiés par exemple par la présence éventuelléctiansllon de

cdlules inflammatoires ou immunitaires stromales non-tumorales.

Le re-séquencage systématique de génes spécifiques a permis la découverte de nouvelles
mutations oncogéniques dans les cancers broncho-pulmonaires. La plupart des études
publiées se sont focalisées sur les génes encodant les protéines a activité kinase, qui
représentent d’excellentes cibles thérapeutiques. Aprés une premiere étude conduite sur 26
échantillons de cancer broncho-pulmonaire non a petites cellules ayant exploré 518 genes
encodant de telles protéines [51¢ re-séquencage de 623 genes impliqués dans la
carcinogenese a identifié 1013 mutations non synonymes dans 163 tumeurs, essamtiellem
type de mutations ponctuelles (915 mutations) [36]. Outre les mutations oncogédituezs (
mutation3, fréquente®t décrites précédemment [34] - les génes de la voie de signalisation de
I’EGFR étant les plus fréequemment touchés par les mutations (289 mutations) -, cette étude a
mis en évidence des mutations récurrentes des genes suliaiRd: CDKN2A STK11
KDR, FGFR4 EPHA3 VEGFR NTRK NF1, APC, etRB1 La signification oncogénique de
ces mutations est inconnue. Enfin, de nombreuses mutations somatigjaiest retrouvées
gue dans des échantillons tumoraux uniques, et leur réle dans la carcinogenése est alors peu
probable passenger mutatiohs Plus récemment, el re-séquencage completi’un
adenocarcinome pulmonaire peu différendién patient ancien fumeur a montréxistence
de plus de 50 000 variations ponctuelles de séquence, dont 530 mutations somatiques [52].

En pratique clinique, plusieurs techniques permettent la détection rapide et sensible de
mutations oncogéniques connues. La technologie SEQUENOM est basée sur la mesure par
spectrométrie de masse de la tadlamplicons de PCRpécifiques intéressant la mutation
recherchée [53]. La technique de séquencage SNAPSHOT repose sur une PCR multiplex avec
la possibilité de détection par électrophorése de 28 mutations dans 8 genes de la voie de
signalisation EGFR & p@r d’ADN tumoral extrait de spécimens fixés et conservés en
paraffine, avec une sensibilité 2 a 5 fois supérieure a celle du séquencage direct [54].

IV.1.2. Hybridation génomique comparative

Les techniques d’hybridation génomique comparative (CGH, poamparative genomic
hybridizatior) permettent la mise en évidencaltérations du nombre de copies alléliques sur
I’ensemble du génome, condiisant a I’établissement d’un profil génomique [55]. Dans une
étude incluant 44 cancers broncho-pulmonaires non a petites cellthgbridation
génomique comparativepermis 1’identification de 93 variations focales du nombre de copies
alléliques [56, 5[ De facon intéressante, ces variations étaient peu différentes en fonction de
I’histologie tumorale, adénocarcinome ou carcinome épidermoide. La mise a disposition de
puces CGH a haute résolution (array C@ktnet d’identifier avec une plus haute précision
des amplifications ou des micro-délétions survenant sur des génes précis.
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IV.1.3. Single Nucleotide Polymorphisanrays

Les pucesSingle Nucleotide PolymorphisrS8NP)permettent 1’analyse instantanéewh
grand nombre - compris entre 10 000 et 1000 000 selon les puces utilisees - d
polymorphismes ponctuels de la séquence nucléotidique, appelés SNPs [58]. Les puces SNP
contiennentjusqu’a 40 sondes différentes pour chaque SNPBermettant d’assurer une
reproductibilité des résultats. Outrenalyse de la séquence ADN, ces puces peuvent évaluer,
a partir dela mesure de I’intensité du marquage fluorescenlgs variations du nombre de
copies alléliquessur I’ensemble du génome [59]. Ainsi, I'analyse par puce SNP de 371
adénocarcinomes broncho-pulmonaires a mis en évidence 57 variations récurrentes du
nombre de copies alléliques, dont 31 anomalies étaient focales: 24 amplifications et 7
délétions alléliques [60]. Seules 6 de ces altérations survenaient sur des oncogéenes connus
L’intégration des données avec celles du séquengage de geénes impliqués dans la
carcinogenese a montré des corrélations entre amplification et mutation oncogénique pour les
oncogene&£GFR KRAS MDM2 etHER2 et entre perte d’hétérozygotie et mutation pour les
génes suppresseurs de tum@DPKN2A RB1, PTEN TP53 et APC. Une étude récente
conduite sur 155 échantillons de carcinomes épidermoides broncho-pulmonaires a montré
I’existence de 25 amplifications focales sur le génome tumoral .[B5mplification du géne
FGFR1 (Fibroblast Growth Factor ), localisé dans la région 8pl2, était identifiée et
confirmée par hybridation fluorescente stu (FISH) dans 10% a 22% des cas. Cette
amplification, exclusivement retrouvée en cas de carcinome épidermoide, a démontré son
caractere oncogenique et était prédictivé’ efficacitéd’un inhibiteur de la tyrosine kinase de
FGFR, le PD173074, dans des cellules de lignée et des modéles xénogreffes [35].

Les puces SNP permettent entfia réaliser des études d’association pan-génomique,
visant a mettre en évidence des associations significatives entre des caractéristiques cliniques
et des haplotypes définjmr une combinaison d’alléles polymorphiques situés sur un locus
spécifique. Le projet HapMap décrit les variations de polymorphismes observés dans les
différents groupes ethniques, et constitue une base de référence pour ces analyses.

IV.1.4. Epigénomique

L’épigénomique correspond 1&étude des modifications de I’expression des génes en
I’absence de modification de leur séquence ADN, et induites par une méthylation de leurs
promoteurs ou des modifications post-traductionnelles des protéines hisiamss.les
cancers broncho-pulmonaires, une instabilité génomique liggy@o-méhylation de régions
géniques, de méme qul’hyper-méthylation aberrante de promoteurs de genes suppresseurs
de tumeur comme16INK4 RASSF1A ou APC, a été détectée dans des échantillons
tumoraux, avec une valeur pronostique défavorable [61-64]. Ces altérations apparaissent
précocement dans la carcinogenése broncho-pulmonaire, en particulier chez le patient fumeur
[62, 63]. Des pucespéedfiques permettent d’évaluer la méthylation de régions alléliques sur
I’ensemble du génome [65, 66].

IV.2. Analyse des altérations d&’ARN: transcriptomique

La transcriptomique correspond a 1’étude de I’expression dé’ensemble des genes dans
un échantillon donné, et est rendue possible gpdéveloppement de puces d’expression qui
permettent I’identification et la quantification relative des ARNm produits par un génome
d’étude (par exemple issu de cellules tumorales) par rapport a un génome de référence (par
exemple issu de cellules non-tumespl L’ARN de ’échantillon tumoral et de 1’échantillon
non-tumoral est extrait et transcrit en ADN complémentaire, puis marqué par un
fluorochrome et hybridé sur une puce spécifique.
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De nombreuses études ont rapporté les résultaislgkes des profd d’expression dans
les adénocarcinomes broncho-pulmonaires. Les analyses non supervisées de ces profils
mettent en évidencele facon assez reproductible entre les différents panels d’échantillons
étudiés,’existence de 3 groupes spécifiques sur le plan histo-pathologique et moléculaire
[67-73]: un premier cluster, de meilleur pronostic et constitué de tumeurs avec une
architecture prédominante papillaire ou micro-papillaire, associé a la présence de mutations
de P’EGFR; un second groupe correspondant aux carcinomes avec composante lépidique
prédominante (bronchiolo-alvéolaire) ; et un troisieme groupe de tumeurs de patients fumeurs,
avec une morphologie solide et au pronostic plus défavorable. Les clusters 1 et 2
correspondent aux adénocarcinomes développés aux dépengdsitdedspiratoire terminale
[69, 74]. Le cluster 3 est associé aux mutation§RE3et deKRAS Ces constatations ont été
utilisées pour valider le concept de sous-type morphologique prédominant et de semi-
guantification en routine des sous-types hjsitthrologiques d’adénocarcinome [5, 67. Les
analyses supervisées ont permis de définir des signatures d’expression génique associées a un
pronostic favorable ou défavorable [75, .7B]intégration de ces données avec celles des
profils génomiques est possible [77

Plus récemment, 1’¢tude des micro-ARNs est rendue possible par le développement de
puces specifiques. Les micro-ARN sont des fragmé®WBN non codant de taille comprise
entre 18 et 24 nucléotides, et qui régulent de facgatiné I’expression génique en se fixant
sur les ARNm [78]. Contrairement aux ARNm, leur extraction est aisée dans des échantillons
tumoraux non congelés, le sang ou les expectorations. Les profils micro-ARN sont
aujourd’hui essentiellement utilisés pour identifier des marqueurs diagnostiques - par exemple
les hsa-mir-205 hsa-mir-99h hsa-mir-203 hsa-mir-202 et hsa-mir-102associés au type
histologique adénocarcinomateux - ou pronostiquesa-mir-155et hsa-let-7a-2associés a
une survie plus courte [78, 79]. Ces données préchgest faire I’objet de standardisation
des techniques de mesure et d’analyse, et de validation externe.

IV .3. Analyse des altérations des protéines: protéomique

La génomique et la transcriptomique ne permettent pas toujours de prédire le phénotype
protéique d’une cellule déterminée. La corrélation entre le niveau d’expression d’'un ARNm et
le niveau d’expression de la protéine encodgefaible, du fait de ’existence de mécanismes
épigénétiqued’une part et de modifications post-traductionnelles des protéifmsre part.

De nombreuses méthodes permettent d’établir des profils protéiques: €lectrophoréses en 2
dimensions et spectrométrie de masse, MALDI-TOrat(ix-assisted laser desorbtion
ionisation time of flight mass spectrométriyC-MS (iquid chromatography tandem mass
spectrometry; Receptor Tyrosine Kinase arrays qui permettent de détecter la
phosphorylation de multiples kinases en un temps - [80]tik&ge micro-arraypermettent
d’analyser en immunohistochimie ou pour détectiam situ d’ADN, plusieurs dizaines
d’échantillons tumoraux en un temps, étant constitu€sin assemblage de biopsies
cylindriques issues de blocs de paraffine ta@eurs individuelles colligées au sein d’un
méme bloc[81]. Dans les cancers broncho-pulmonaires non a petites cellules, une étude a
analysé les profils de phosphorylation de kinases par LC-MS dans 150 tumeurs individuelles,
et a mis en évidence ’activation de multiples kinases dont EGFR, PDGFR, DDR1, ROS et
ALK [82].

Au total, les nouvelles méthodes d’analyse moléculaire permettent une caractérisation
compléte, intégrative, des altérations survenant sur I’ADN, I’ARN, et les protéines au sein des
cellules tumorales. Les données collectées dans les cancers broncho-pulmonaires constituent
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une base de référence pour les études moléculaires futures. Au sein des multiples anomalies
mises en évidence, de nouvelles mutations oncogéniques peuvent étre identifiées, qui
définissent de nouveaux sous-groupes moléculaires spécifiques. Les projets conduits dans le
cadre dece travail illustrent 1’utilisation de ces outils pour la résolution de problématiques

cliniques spécifiques.
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Prédisposition génétique au cancer broncho-pulmonaire chez le patient
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|. Problématique du cancer broncho-pulmonaire chez le non-fumeur

Le tabagisme est la principale cause dancers broncho-pulmonaires [83], mais une
proportion croissante de ces tumeurs est diagnostiquée chez des patients nan-dlustean
dire des individus ayant consommé moins de 100 cigarettes au cours de leur existence [84].

I.1. Fréquence des cancers broncho-pulmonaires chez le non-fumeur

Aux Etats-Unis, plus de 10% des patients atteints de cancer broncho-pulmonaire sont des
non-fumeurs, ce qui refsente un total d’environ 21500 patients par an. Le taux d’incidence
annuel du cancer broncho-pulmonaij@sté a 1’age est compris entre 4,8 et 20,8 pour
100 000 individus non-fumeurs selon les séries [84, 85]. La proportion de non-fumeurs parmi
les patients atteints de cancer broncho-pulmonaire est encore plus élevée en Asie sty Sud-E
atteignanpres d’un tiers des cas dans une cohorte de 883 patients traités a Singapour [85].

I.2. Caractéristiques cliniquesdu cancer broncho-pulmonaire chezd non-fumeur

Chez les patients non-fumeurs, le sous-type de cancer broncho-pulmonaire le plus
fréquent est I’adénocarcinome [86, 87], qui représente entre 67% et 76% des cas [88] ; 60% a
70% de ces patients sont des femmes [85, 89-91]. Ces données sont similaires aux Etats-Unis
et en Asie, mais la prévalence du tabagisme chez les femmes asiatiques est plus faible [92
93]. Réciproquement, 20% des femmes atteintes de cancer broncho-pulmanaij@mais
fumé, alors que seuls 10% des hommes atteints de cancer broncho-pulmonaire sont des non-
fumeurs [94. Ces données n’indiquent d’ailleurs pas obligatoirement un risque plus élevé de
cancer broncho-pulmonaire chez les femmes non-fumeuses, puisque plus de femmes sont
non-fumeuses, et que les femmes vivent plus longtemps que les hommes [95]. En Europe, la
prévalence du tabagisme reste plus élevée, et la proportion de non-fumeurs parmi les patients
atteints de cancer broncho-pulmonaire est plus faible.

La survie globale des patients non-fumeurs porteurs de rdarmeho-pulmonaire non a
petites cellules métastatique est significativement supérieure a celle des patients fumeurs, quel
que soit le traitement anti-tumoral administré [87, 96]. Du fait de la fréquence accrue de
tumeurs porteuses de mutations activedrde ’EGFR la réponse et la survie des patients
non-fumeurs traités par gefitinib ou erlotinib sont supérieures a celles observées chez les
fumeurs [20, 31, 97].

I.3. Causes du cancer broncho-pulmonaire chez le non-fumeur

Les causes du cancer bronchique chez le non-fumeur ne sont pas élucidées. Pres de 30
des cas semblent liés a une exposition au tabagisme passif [88, 98], et prés de 25% des cas a
une exposition domestique au radon [99, 100]. On estime que 4% des cas sont associés a des
expositions professionnelles, et 2% des cas a des polluants atmosphériques [101]. Ces
données sont difficiles d’interprétation, la plupart des études étant rétrospectives et incluant
des patients par ailleurs fumeurs. Au total, prés de 40% des cancers broncho-pulmonaires du
non-fumeur restent « inexpliquésDiverses hypothéses ont été émises: inhalation d’huiles
de cuisson [102], de vapeurs de charbon [1d3miante, d’arsenic, de métaux lourds
(chrome, nickel, fer), ou de suigSertains ont suggéré I’influence de facteurs alimentaires
[104], d’antécédents de maladie pulmonaire inflammatoire [105] ou d’infection virale,
notamment par leluman PapillomaVirus 16/1R.06] ou leJaasiekte sheep retroviri$07].
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I.4. Mutations oncogéniques des cancers broncho-pulmonaires chez le non-fumeur

Parmi les altérations oncogéniques identifiées dans les cancers broncho-pulmonaires non
a petites cellules, les mutatioiSGFR et HER2 sont les plus associées a 1’absence de
tabagisme [5, 24, 108, 109]. Bien que les mutationKRIiES soient classiquement associées
au tabagisme, certaines mutations (G12A, G12D) surviennent plus spécifiquement dans des
tumeurs développées chez des non-fumeurs [110]. De mémé& Pb8rcertaines mutations
identifiees dans le tissu tumoral sont associées au phénotype non-fuméur [111

I.5. Prédisposition génétique au cancer broncho-pulmonaire

I.5.1. Données historigues

L’existence d’une susceptibilité génétique au cancer broncho-pulmonaire a initialement
été identifiée dans les séries de cas familiaux de cancer broncho-pulmonaire [112-114]. Une
méta-analyse récente a inclus 28 études cas-témoin et 4 études de cohorte posant la question
du risque familial de cancer broncho-pulmonaire, et a conclu a un doublement du risque en
cas d’antécédent familial de cancer bronch@ulmonaire, et ce quelque soit I’histoire
tabagigue personnelle [115]. Les génes liés a cette prédisposition familiale ne sont pas
connus.

De nombreuses études se sont par ailleurs intéressées aux polymorphismes génétiques
associés au cancer broncho-pulmonaire. Les SNB#sglé Nucleotide Polymorphidm
correspondenta des variations de nucléotide ponctuelles isolées, et révélent un
polymorphisme entre deux ou plusieurs séquences d’ADN. Ces variations sont germinales et
sont ainsi identifiabledans toutes les cellules de I’organisme. Les SNPs sont retrouvés toutes
les 100 a 300 bases dargénome. La plupart des SNPs sont localisés dans des régions non
codantes, et sont sans conséquences fonctionnelles. En revanche, dans le cas ou un SNP
touche une région codante ou une région régulatrice, les séquences géniques et protéiques
peuvent étre modifiées. Les SNPs peuvent ainsi cartographier des maladies multifactorielles
par une identification de génes candidats [116]. La puissance des marqueurs SNPs vient
essentiellement de leur fréquence et de leur présence sur I’ensemble du génome. Chaque
profil de SNPs est propre a un individu donné.

Dans les cancers broncho-pulmonaires, les polymorphismes les plus étudiés ont été ceux
des genes impliqués dans le métabolisme des carcinogenes dérivés dATAb4E17],
CYP1A1J118-120],ERCC2[121], GSTM1[122], MDM2 [123], MPO [124], NQO1[124], ou
XRCC1[125, 126]. Plus récemment, la possibilité de cartographier plusieurs milliers de SNPs
a I’aide de puces spécifiques, et la mise a disposition de centres de génotypage assurant une
gestion rigoureuse de la qualité des données, permettent la caractérisation plus compléte des
profils SNPs [127].

I.5.2 Etudes d’association pan-génomique

En comparant lesMNPs des individus porteurs d’une maladie a ceux de contrdles sains
par l’utilisation de SNP arrays, une méthodologie appeléeEtude d’association pan-
génomique »Genome-wide association stQdy est en effepossible d’identifier des régions
génomiques spécifiquement associées a la maladie, sans hypoihése sur un géne ou
une voie de signalisation précise. Trois études de ce type ont été publiées simultanément en
2008 dans les cancers broncho-pulmonaires [128-130]. La premiere étude, européenne,
comparé la fréquence de 315 450 SNPs chez 1989 patients atteints de cancer bronchique et
2625 témoins. Les résultats ont identifié une augmentation significative du risque de cancer
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broncho-pulmonaired’un facteur 1,80 chez les individus porteurs homozygotd'sine
variation mineure du SNIS1051730 (RR: 1,8; IC95%: 1,49-2,1&=5x10°% [128]. Le
risque relatif pour les patientshozygotes pour les variations mineures d’un autre SNP,
rs8034291, était également de 1,80 (IC95%: 1,49-2p®x10). Ces deux SNPs sont
localisés dans le locus 15024-25. Cette région encode plusieurs genes de la famille des
récepteurs nicotiniques ldacétylcholine (CHRNAS CHRNA3et CHRNBJ. Ces récepteurs
sont connus comme des acteurs de la dépendance au tabac [131]. Une seconde étude,
ameéricaine, a suivi la méme méthodologie chez 1154 patients et 1137 témaiitgngifié
les mémes SNPs comme étant associés a risque accru de cancer broncho-pulmohaire [129
La troisiéme étude, publiée par I’institut islandaisDeCode a inclus 10 995 individus, et avait
pour objectif initial ’identification des génes liés a la dépendance au tabac [130]. Les patients
étaient comparés en fonction du niveau de leur consommation quotidienne de tabac. De facon
intéressante, cette étude a montré que le polymorphisme rs1051730 était significativement
associé a la dépendance au talp5x10™°), et confirmait I’association au risque de cancer
broncho-pulmonaire dans un échantillon de 1024 cas de cancer et de 32 244 d&iiRdles
1.31; 1C95%: 1,19-1,44 p=1,5x10%. Les analyses secondaires réalisées sur la cohorte
ameéricaine ont confirmé’association entre le SNP rs1051730 et le risque de broncho-
pneumopathie chronique obstructidéemphyséme et de cancer, via la dépendance au tabac
[132, 133]. Une étude hawaienammontrél’association entre les alléles mineurs de ce SNP et
les taux de cotinine et de dérivés nitrosamines urinaires, témoins de la consommation de tabac
[134]. Une métamalyse de 1I’Université Washington a inclus 38 617 fumeurs, 7700 patients
atteints de cancer broncho-pulmonaire, 5914 contrdles fumeurs indemnes de cancer, et 3568
contréles fumeurs indemnes de broncho-pneumopathie chronique obstruesv&NPs
rs16969968 et rs588765, situés dans le locus 15g25.1, étaient significativement et
indépendamment associés a la broncho-pneumopathie chronique obstructive et au risque de
cancer broncho-pulmonaire [135

Au total, ces études ordentifié 1’existence d’une prédisposition génétique au cancer
broncho-pulmonaire, médiéeapla dépendance et la consommation tabagique. Les génes
identifiés encodent les récepteurs nicotiniquEacddtylcholine. Les analyses en sous-groupes
conduites dans ces étude®nt cependant pas permis de montrer de différence de risque
significative entre fumeurs et non-fumsur

I.5.3. Prédisposition génétigue au cancer broncho-pulmonaire chez le non-fumeur

En 2009, seules quelques études rapportant les résultats d’étude d’association pan-
génomique conduites spécifiquement chez des individus non-fumeurs atteints ou non de
cancer broncho-pulmonaire étaient disponibles. La principale série était taiwanaise, et
compte-tenu de la fréquence éledee mutations somatiques de ’EGFR dans les cancers
broncho-pulmonaires chez les patients asiatiquies focalisée sur 14 SNPs localisés sur ce
gene, étudiées dans une cohorte de 730 patients appariés a 730 contrdlelse[I36P
rs763317 (mutation G>Adans I’intron 1 du gene était significativement associé a un risque
accru de cancer broncho-pulmonaire (état hétérozygRie: 1,16 ; 1C95%:0,93-1,44
p=0,009 ; état homozygot&R: 2,40: 1C95%:1,34-4,33 p=0,008). Chez les femmes non-
fumeuses atteintes d’adénocarcinome, 1’association était encore plus forte (état hétérozygote:

RR: 1,23; I1C95%:®B7-1,75; eétat homozygote:RR: 3,52 ; 1C95%:1,32-9,37). La
significativité de ces associations restait toutefois limitée du fait du nombre relativement
faible de patients inclus, et restait sous le seuil dé Hdbituellement utilisé pour ce type
d’étude.

Une autrecause rare de susceptibilité génétigue au cancer broncho-pulmonaire, en
particulier chez le non-fumeusst la présence d’une mutation germinale T790M de ’EGFR
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[137-139. Identifiée initialement dans une famille dans laquelle 6 individus sur 3 générations
ont présenté un cancer broncho-pulmonaire, dans 3 cas de type bronchiolo-alvéolaire [137],
cette mutation a été depuis rapportée dans 2 autres famillgs [139

En conclusion, les patients non-fumeurs atteints de cancer broncho-pulmonaire
représentent un groupe spécifiqgue et homogene, différent de celui des patients fumeurs a la
fois du fait d’une proportion élevée de femmes et d’adénocarcinomes, d’une survie
supérieure, et, comme nous l’avons discuté précédemment, de I’existence de mutations
activatrices d ’EGFR prédictives de la réponse aux TKIs. La part des facteurs génétiques
dans la survenue de ces tumeurs est vraisemblablement importante, et la mise en évidence de
variants géniques, outre identifier des individus a risque pour des campagnes de prévention et
de dépistage, pourrait permettre la découverte de nouveaux marqueurs diagnostiques et de
cibles thérapeutiques potentielles.

Il. Travail de recherche: étude des genes de prédisposition au cancer
broncho-pulmonaire chez le non-fumeur

Les objectifs de notre projet étaient: 1) de collecter des informations cliniques et des
échantillons biologiques sur une cohorte de 2000 patients non-fumeurs atteints de cancer
broncho-pulmonaire2) de réaliser une étude d’association pan-génomique pour identifier les
génes prédisposant a ’adénocarcinome pulmonaire chez les femmes caucasiennes non-
fumeuss, c’est-a-dire dans le sous-groupe de patients non-fumeurs le plus fréquent dans la
population américaine, et 3) de comparer nos résultats a ceux obtenus dans deux cohortes de
patientes asiatiques.

Nous avons mis en place un protocole prospectif national de recrutement de patients non-
fumeurs atteints de cancer broncho-pulmondixenpte tenu de la nécessité d’une collecte
rapide d’échantillons biologiques (sang ou salive) pour 1’étude d’association pan-génomique,
nous avons congu un site Interngtviv.mskcc.org/neversmokerswithlungcangeermettant
d’informer et de recruter les patients volontaires, qui pouvaient nous contacter par le biais du
site pour déposer leurs coordonndgg\re 5).

Ce protocole de recherche clinique non interventionnelle a été approuvé par I’ Institutional
Review Board duMemorial Sloan-Kettering Cancer CentéMSKCC; protocole MSKCC
IRB#08104), et enregistré dans la basew.clinicaltrials.gov (NCT00745160). Lors du
déménagement du laboratoire de W. Pad/anderbilt-Ingram Cancer Centex Nashville,
nous avons transféré le protocole et le site intemmet(vicc/neversmokerswithlungcancer
VICC IRB# 090568;NCT01141218). Le délai de mise en place administrative de ce
protocole a été de 4 mois’dude a été ouverte officiellement le 24 septembre 2008. En
termes de calendrier, nous estimions que le recrutement des 2000 patients serait obtenu en 24
mois. La difficulté principale était de faire connaitre I’étude aupres des associations de
patients et des praticiens les prenant en charge.

Le recrutement dans le protocole a été plus faible que prévu. Aprés 12 mois, seuls 201
patients avaient renvoyé déshantillons sanguins via 1’utilisation du site internet. L’analyse
publiée a été réalisée apres inclusion des 124 premiers patients.
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Figure 5: Site Internetvww.mskcc.org/neversmokerswithlungcangeige d’accueil
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Pour conduireotre étude d’association pan-génomigue, nous avons donc, en paralléle du
protocole prospectif, collectéu sein de l’institution des échantillons sanguins de 120
patientes non-fumeuses atteintes de cancer broncho-pulmonaire. Nous disposions également
d’échantillons sanguins de femmes contréles caucasiennes, non-fagméondemnes de
carcer, et appariées pour 1’age (n=95). Nous avons enfin analysé une cohorte de cas et de
contréles issusle I’Aichi Cancer Centerde Nagoya au Japon. Ces cas (n=125) et ces
contréles (n=247) étaient également appariés. Nadrke a été approuvée par I’Institutional
Review Board et le Privacy Board ddemorial Sloan-Kettering Cancer CentérBUC
Numbers: HBS2008082 et HBS2009015; IRB Waiver Numbers: WA0385:08A0129-

09).

Nous avons utilisé une plateforme lllumina, avec des puces Human610Quad SNP, ciblant
plus de 600 000 SNPs communs aux populations caucasiennes et asiatiques. Le centre de
génomique de Dinstitution nous a offert outre I’acceés a cette plateforme, une formation
initiale et une aide technique pour I’hybridation des puces. L’analyse des données a été
réalisée par le Dr. Robert Klein [14@]’estimationinitiale était qu’avec 400 patients dans le
groupe de cas et le groupe contrdlétude aurait une puissance de 80% pour détecter @n
augmentation du risque relatif de cancer de 2,2, et une puissance de 50% pour détecter un
augmentation du risque relatif de 1,9.

Outre les SNPs inclus sur la plateforme lllumina, nous avons exploré les 2 SNPs du gene
de ’EGFRprécédemment identifiés dans la littérature comme étant associés a un risque accru
de cancer broncho-pulmonaide:mutation T790M dans 1’exon 20 et le SNP rs763317 dans
I’intron 1. Nous avons procédé par séquencage direct.

Les résultats préliminaires de ce travail sont décrits en détail dans le manuscrit, page
suivante N. Girard, E. Lou, CG. Azzoli, R. Reddy, M. Robson, M. Harlan, I. Orlow, Y.
Yatabe, K. Nafa, M. Ladanyi, A. Viale, MG. Kris, G. Riely, V. Miller, RJ. Klein, K.
Matsuo, W. Pao. Analysis of genetic variants in never-smokers with lung cancer
facilitated by an Internet-based blood collection protocol: a preliminary report. Clin
Cancer Res 2010;16:755-63
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En bref, les résultats préliminaires de cette étude sont les suivants: (1) Nous avons
identifié 2 nouveaux cas de mutation germinale T7RNFEGFR; ces 2 mutations étaient
retrouvées exclusivement chez des patients atteints de cancer broncho-pulmonaire. Dans notre
cohorte de large effectif (n=369), la frequence de ce polymorphisme était donc de 0,54%
Aucune mutation T790M’a été retrouvée chez les 292 contrdles appariés pour 1’age et le
sexe p=0.208). 2) Nous n’avons pas retrouvé 1’association entre 1’alléele mineur du SNP
rs763317de ’EGFRet un risque accru de cancer broncho-pulmonaire, chez les 369 cas et les
292 controles testés, et ce malgré une puissangeori suffisante. ¥) Nous n’avons pas
identifie de SNP associé a un risque significativement accru de cancer broncho-pulmonaire
dans le groupe anatomo-clinique le plus important de notre cohorte, a savoir les 217 patientes
non-fumeuss atteintes d’adénocarcinome pulmonaire gpariées pour 1’age et le sexe aux 342
contrdles. En particulier, aucun des polymorphisme€H&RNA3J rs8034191 ou rs1051730,
n’était significativement plus fréquent dans notre population de cas, par rapport a la
population contrdle. Cette constatation peut cependant étre due a un manque de puissance
statistique.

Ces données préliminaires indiquent toutefois la faisabilité de notre approche pour
collecter des échantillons sanguins de patients non-fumeurs atteints de cancer broncho-
pulmonaire. Le déménagement du laboratoire du Dr Pao a la Vanderbilt University de
Nashville a probablement été un facteur limitant important pour le recrutement initial de cette
étude. Le protocole a été ré-ouvert dans cette institution, et des efforts supplémentaires
d’information des patients et des praticiens ont été conduits.

Nos résultats montrent égalemémtfaisabilité des études d’association pan-génomique
chez les patients non-fumeurs atteints de cancer broncho-pulmdnaibgctif principal
d’identification de variants associés a un risque de catiaepas été atteint a ce stade de
I’étude. L’absence de reproduction de 1’association identifiée pour le SNP EGFRrs763317
montre la nécessité de validation de tous les résultat€pdbins ce domaine. Nos données
suggerent le rble cruciale I’ethnie et du tabagisme dans la variation du risque, les
polymorphismes précédemmeidentifiés chez les asiatiques et les fumeurs n’apparaissant
pas comme étant significatifs dans notre cohorte.
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lll. Perspectives: données récentes sur lgrédisposition génétigue au
cancer broncho-pulmonaire chez le non-fumeur

Depuis la publication de notre travail, plusieurs étudeséetnalyses de données
existantesont identifi¢ ’existence de nouveaux variants SNPs associé au cancer broncho-
pulmonaire, en particulier chez les individus non-fumeurs.

Une analyse poolée ddonnées de 21 études d’association génomique incluant un total
de 11 645 patients atteints de cancer broncho-pulmonaire et 14 594 contrbles, en majorité
caucasiens (85% des cas), a été rapportée [141]. Cette étude a validé les variantsote la rég
15025, en particulier le SNP rs16969968 (RR: 1,BB95%:1,21-1,32 p=2x10%°), comme
étant associés a un risque significatif de cancer broncho-pulmonaire, mais ne retrouvait pas
d’association significative entree variant et le risque de cancer dans les sous-groupes de
patients asiatiques ou non-fumeursanalyse détaillée de ce SNP rs16969968, non présent
sur le panel de la puce lllumina, a montré une association avec le risque de cancer broncho-
pulmonaire, indépendante de la quantité de tabac consommeée chez les fumeurs actifs ou les
anciens fumeurs [142]. Chez les nmseurs, I’association n’était cependant pas significative
(RR=1,18 ;IC95%: 0,99-1,40 p=0,07).

L’ethnie apparait cruciale dans I’informativité des SNPs sur le risque de cancer conféré
par une région chromosomique, puisque la proportion de chaque polymorphisme est variable
dans les populations caucasiennes et asiatiques. Ainsi la régionakpa2ait-elle également
associée a un risque accru de dépendance au tabac et de cancer broncho-pulmonaire dans la
population chinoise, mais les SNPs spécifiques de cette région identifiés chez les caucasiens
ne létaient pas dans cette populatioji43]. L’association était mise en évidenag 1’étude
de SNPs plus informatifs dans cette population (rs2036534, rs667282, rs129&0984,
rs6495309]143].

L’analyse pooléede 21 ¢études d’association génomique a €galement confirmeé
I’association entre risque de cancer broncho-pulmonaire et les variants mineurs des SNP
rs2736100 (RR: 1,15 ; 1C95%: 1,10-1,20 ; p=1}) et rs402710 RR: 1,14 ; IC95%: 1,09-

1,19 ; p=5x10°) de la région 5p15, contenant le géne delamerase reverse transcriptase
(TERT) dans les populations caucasiennes et asiatiques. Cette association avait été suggérée
parl’étude européenne [141, 144]. ISNP rs2736100 est situé dans I’intron 1 du géneTERT,

activé dans les caa6 et responsable d’un potentiel de réplication cellulaireillimitée. Le SNP
rs402710 est situé dans une région contenant le promotd@Rieet le geneCLPTM1L.Ces
associations était differentesen fonction de I’histologie tumorale, le SNP rs2736100 étant

plus spécifiquement associé aux adénocarcinojhés]. Une autre étude du consortium
international a confirmé ce résultat. Incluant 13 300 patients caucasiens atteints de cancer
broncho-pulmonaire et 19 666 contrbles, cette analyse a étudié les associations entre les
polymorphismes précédemment identifiés et le cancer broncho-pulmonaire, en fonction du
type histologique de la tumeur [1l43.e SNP rs2736100TERT) était associé a un risque

accru et spécifiqud’adénocarcinome pulmonaire (RR:1,23; 1C95%:1,13-1,33; p=3,02x10").

L’ association avec les tumeurs d’histologie non adénocarcinomateuse n’était pas significative,

et ce également dans les cohortes de validation étudiées. Cette spécificité histologique n’était

pas retrouvee pour les SNPs de la région 15925.[141

Le SNP rs2736100 (TERBenfin été identifi€ comme étant associé au cancer broncho-
pulmonaire chez les femmes non-fumeuses dans plusieurs séries. Dans la série taiwanaise de
584 patientes et 585 contrbles, validée par une cohorte de 1164 cas et 1736 contrbles, ce SNP
était significativement associé au cancer broncho-pulmonaire (RR: 1,54 ; IC95% 1,41-1,68 ;
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p=2,6x10°) [146]. Des résultats similaires étaient retrouvés dans une série japonaise et dans
le groupe des adénocarcinomes de la série anglaise GELCAPS [147, 148].

Nous n’avons pas retrouvé d’association entre le locus 5p15 et le risque de cancer dans
notre cohorte de patients non-fumeurs, possiblement du fait du faible nombre de patientes
asiatiques atteintes de cancer broncho-pulmonaire, du déséquilibre entre nos populations de
contrbles, en majorité asiatiques, etcdg en majorité caucasiens. Cette association pourrait
étre spécifiguement retrouvée dans les populations asiatiques.

L’intégration des données génomiques avec une caractérisation clinique plus détaillée des
patients inclus dans ces analyses est crudimle!’évaluation des résultats. Ainsi, une étude
conduite a Singapour a étudié 6 polymorphismes répartis suebdgel’inflammation - IL1-

3, IL6, COX-2 PPARy et ILIRN -, dans des sous-groupes de patientes non-fumeuses
porteuses de diverses maladies inflammatoires pulmonaires - tuberculose, asthme, toux
chronique, atopie - et atteist@r=433) ou non (n=1375) de cancer broncho-pulmonaire [149]
Dans cette étude, le risque de cancer broncho-pulmonaire était augmenté chez les patiente
atteinte de I’'une ou l’autre de ces maladies inflammatoires et porteuses de certains
polymorphismes a 1’état homozygote: par exemplela présence de ’alléle mineur T/T du SNP
rs1143627 du gendlL1-3 augmentait le risque de cancer uniquement pour le groupe de
patientes atteinted’asthme ou de toux chronique (RR: 2,2€95%: 1,15-4,38 ; p=0,018)

Les SNPs testés dans cette étude sont inclus dans la pudedllgune nous avons utilisée,

mais aucun d’entre eux n’apparaissait 1lié - méme avec un risque relatif plus faible que le seuil

fixé dans notre analyse - a un risque accru de cancer broncho-pulmonaire. Nous ne disposons
pas de données cliniqgues slléventuelles co-morbidités inflammatoires pour la plupart des
patients inclus dans notre cohorte.

De nombreuses publications rapportent les résultats d’analyses statistiques conduites sur
les données d’une ou de plusieurs cohortes. Chaque semaine, de nouveaux polymorphismes
de susceptibilité au cancer broncho-pulmonaire sont identifiés, par exemple dans les génes
controlant 1’apoptose comme TNFSF8[150] ou les geénes de réparation de I’ADN comme
TP53 ATM, ou ERCC1[148, 151, 152]D’autres études ont été publiées chez les non-
fumeurs. Le variant rs2352028 sur le gene glypicatBG5H sur le locus13g31.3 a été
associé de fagon significative au cancer broncho-pulmonaire dans cette population (RR: 1.46
1C95%:1,26-1,70 p=5,94x10°) [153]. Le GPC5 est impliqué dans la division cellulaire et la
régulation de la croissance tumorale, et la présence de ces variants mineurs congluit a un
réduction de son expression dans le tissu pulmonaire normal.

Tous ces résultats doivent étre validés dans des cohortes indépendantes, en particulier
chez le non-fumeur et dans des sous-groupes histologiques et ethniques spécifiques
L’utilisation de seuils de significativité suffisants (fOau minimum) et la sélection
d’associations augmentant le risque relatif de cancer d’un facteur supérieur a Zmt les
garants d’une meilleure reproductibilité et d’une potentielle pertinence biologique et clinique
Des études biologiqgues doivent étre conduites afin de comprendre les mécanismes
moléculaires et le réle de ces différents genes de susceptibilité. La significativité clinique de
ces polymorphismes doit étre évaluée dans le cadre d’études prospectives, par exemple de
dépistage du cancer broncho-pulmonaire.
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I. Problématique de I’hétérogénéité intra- et inter-tumorale des cancers
broncho-pulmonaires

l.1. Hétérogénéité intra-tumorale des cancers broncho-pulmonaires

Au-dela du typage histologique distinguant adénocarcinomes, carcinomes épidermoides, et
carcinomes indifférenciés a grandes cellules, les cancers broncho-pulmonaires non a petites
cellulessont des tumeurs hétérogenes. Airsimme nous 1’avons détaillé précédemment, les
adénocarcinomes regroupent des tumeuescldtectures diverses - sous-types acinair&,
croissance lépidique/bronchiolo-alvéolaire, solide, et papillaire [5,L&¢]profils d’expression
de ces différentes entités morphologiques sont différents [67, 71-75], et plusieurs études de
faible effectif ont suggéré des corrélations entre composante morphologique prédominante et
statut mutationnel oncogénique: aires sous-types bronchiolo-alvéolaires et papillaires ont été
associés a la présence de mutations activatrices de ’EGFR[5, 67, 154], le sous-type solide aux
mutations d&KRAS[67], et le variant cellulaire en bague a chaton aux translocdfiiihel-ALK
[155]. Le soustype histologique prédominant n’a cependant pas été systématiquement intégré
dans I’analyse des études de profilage génomique et mutationnel de plus large effectif [36, 60].

Au plan clinique, les tumeurs broncho-pulmonaires avec une composante adénocarcinomateuse
a croissance lépidique, prédominante ou non, seraient de meilleur pronostic, indépendamment
du statut mutationnel ou des traitements recus [156-158], et les tumeurs de morphologie micro-
papillaire prédominante de pronostic plus défavorable [159]. A noter que pour les carcinomes
épidermoides, si des variants - basaloides, papillaire ou a cellules claires - ont été décrits [5,
160], aucune donnée sur 1I’hétérogénéité tumorale n’a été rapportée a ce jour L’absence de
caractérisation moléculaire intégrative disponible pour ces tumeyramet pas d’identifier

de sous-groupes moléculaires spécifiques.

L’interprétation de ces données est complexai I’on integre la quantification systématique
de chaque sous-type morphologique présent dans les tumeurs individuelles. Cette hétérogénéité
morphologique refletedlle D’existence de différents clones tumoraux ? Quelle est la
reproductibilité des profils génomiques, mutationneis d’expression dans différentes zones
d’une méme tumeur ? Quel est le niveau de corrélation entre statut mutationnel oncogénique et
sous-types histologiques en présen@omment évaluer le pronostic en fonction des sous-types
histologiques de la tumeur ?

Seule une étude a analysé de facon systématiéttrogénéité moléculaire des cancers
broncho-pulmonaires [161]. Cette sétponaise a inclus 21 patients atteints d’adénocarcinome
porteurs d’une mutation activatrice de I’EGFReta consisté en la recherche de ces mutations par
technique PCR (SNAPSHOT) dans 50 & 60 biopsies de 160d&alisées par microdissection
laser dans différentes zones de la tumeur. Les résultats ont montré une homogénéitairmoléc
pour 15 tumeurs, pour lesquelles la mutation était identifi€ée dans toutes les biopsies réalisées.
Pour les 6 umeurs restantes, la mutation n’était retrouvée que dans une partie des zones
tumorales analysées (dea84% des biopsies).Cette étude a été conduite sur fragments
tumoraux congelés. Le mode de conservation du tissu peut interférer dgmsdanalyse, une
étude antérieure ayant monfréxistence de faux-négatifs (20% des cas) de la recherche de
mutationsEGFR réalisée sur fragments fixés et inclus en paraffine, par rapport a la recherche
réalisée sur tissu congelé [162]. La sensibilité de la technique de recherche de mutation joue
eégalement un roldans I’interprétation des résultats. Comme nous 1’avons vu précédemment,
des clones cellulaires porteurs de la mutation T790M peuvent étre identifiés par des techniques
de PCR ultra-sensible dés le diagnostic au sein des tufB@HKR mutées et qui présenteront
une résistance secondaire au moment de leur exposition aux TKIs, par un effet de pression
sélective [43] Ces clones ne sont pas retrouvés lorsqu’une technique de séquengage direct,
moins sensiblegd utilisée. Enfin, le niveau d’invasion des cellules tumorales pourrait étre
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variable au sein d’une méme tumeur, avec une progression des altérations moléculaires
oncogéniques, comme suggéré dans une observitinradénocarcinome broncho-pulmonaire
porteur d’une délétion de I’exon 19 de I'EGFR, a 1’état hétérozygote dans les zones
d’hyperplasie adénomateuse atypique et de carcinome bronchiolo-alvéolaire, et a 1’état
homozygote dans les zones papillaires [163

|.2. Hétérogénéité des lésions broncho-pulmonaires pré-tumorales

La compréhension de 1’hétérogénéité tumorale des cancers broncho-pulmonaires invasifs
doit prendre en compte les résultats des analyses moléculaires conduites sur les lésions
considérées comme pré-tumorales. Le paradigme de la carcinogenése pulmoneite dst c
I’acquisition par une cellule pulmonaire non-tumoraled’une mutation oncogénique unique,
précoce, conduisant a une croissance celluthineale les cellules tumorales pouvant acquérir
des altérations moléculaires supplémentaires, non oncogéniques, au cours de leurs divisions
successives et de leur progression métastatiqué.’i@ktabilité tissulaire propre a 1’épithélium
respiratoire, associée ou non au tabagisme, conduit au développement de Iésions pré-tumorales -
appelés dysplasies - de grade variable - ou carcinamstu pour les carcinomes épidermoides
et hyperplasie adénomateuse atypique et adénocarcimomsieu (anciennement carcinome
bronchiolo-alvéolaire pur) pour les adénocarcinomes invasifs [4, 5, 9, 164].

L’ évolutivité de ces 1ésions vers une tumeur invasive est cependant incertaine, mais leur
existence sur de larges régions voltensemble de 1’épithélium respiratoire explique la
possibilité de développement de plusieurs lésions tumorales synchrones ou successives
(métachrones), partageant possiblement certaines anomalies moléculaires (cancérogenése en
champ) [165]. L’acquisition d’anomalies moléculaires supplémentaires peut induire la
transformation tumorale. Plusieurs Iésions peuvent ainsi se développer au sein de ces champs de
cancérogenese. Le traitement chirurgical des Iésions emportant au minimum un lobe pulmonaire
permet le traitement de I’ensemble de la zone dysplasique péri-tumorale et évite les récidives
locales, pouvant sur le plan moléculaire, étre clonales avec la tumeur traitée (récidives
métastatiques), ou étre indépendantes (tumeurs primitives multiples), tout en partageant
certaines caractéristiqgues avec la tumeur traitée, étant développées au sein du méme champ de
dysplasie [166, 167].

Plusieurs études ont rapporté les résultats d’analyse des mutations oncogéniques dans des
lésions pré&umorales d’adénocarcinome broncho-pulmonaire. Dans une étude japonaise portant
sur 134 Iésions opérées chez 74 patients, la fréquence des mutationscastilealfiE GFR était
de 3% dans les lésiond’hyperplasie adénomateuse atypique, de 11% dans les lésions
d’adénocarcinome in situ, et de 42% dans les Iésions d’adénocarcinome invasif [168]. Ces
données suggérent soit que les lésions porteuses de muiddidiSGFR progressent plus
rapidement vers des lésions invasives, soit que les adénocarcinam@sutation de ’EGFR
ne se développent pas a partir de lésions de type hyperplasie adénomateuse atypique, soit que
les mutationsEGFR sont tardives dans le processus de carcinogenese, ce qui va tautefois
I’encontre de leur caractére oncogénique [168]. A [D’inverse, les mutations de KRAS
mutuellement exclusives avec celles de ’EGFR étaient retrouvées dans 27% des Iésions pré-
tumorales, 17% des carcinomes bronchiolo-alvéolaires, et 10% des adénocarcinomes invasifs
Les mutations d&KRASpourraient ainsi, chez les patients asiatiques, étre plus précoces dans la
carcinogenese. En cas de lésions multiples chez un méme patient (n=24), les mutations étaient
différentesd’une Iésion a 1’autre dans la moitié des cas. Les données de cette étude restent
cependant limitéedu fait de 1’utilisation du séquengage direct, peu sensible pour détecter des
mutations présentes dans une faible proportion de cellules au sein des échantillons tumoraux, et
ce malgré la microdissection. Cependant, une étude a la méthodologie similaire retrouvait des
résultats comparables en utilisant une technique de génotypage plus sensible basée sur la PCR
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[169]. Ces données suggerent en outre la possibilité de tumeurs pulmonaires développées a
partir de mécanismes oncogéniques différents chez un méme individu.

l.3. Hétérogénéité inter-tumorale: cancers broncho-pulmonaires multiples

La présence de plusieurs lésions de cancer broncho-pulmonaire non a petites cellules au sein
du parenchyme pulmonaire, de fagon synchrone ou métachrone, peut étre le fait soit de tumeurs
multiples primitives, développées indépendamment - et ainsi non clonales -, soit de métastases
avec une lésion principale primitive pulmonaire et une lésion métastatique - les deux lésions
étant clonales. Le cancer broncho-pulmonaire est le second cancer le plus fréquent aprés
chirurgie d’un premier cancer broncho-pulmonaire [170].

1.3.1 Aspects cliniques

1.3.1.1. Epidémiologie

Les cancers broncho-pulmonaires multiples métachrones surviennent chez 0,8% a 15% des
patients avec un antécédent de cancer broncho-pulmonaire, la variabilité de ces chiffres étant
liée au mode de recrutement des séries publiées (autopsies, registres des cancers, cohortes
chirurgicales) et au délai de survenue choisi - 1 mois, 3 mois, 6 mois, voire 12 mois [171, 172].
Leur incidence est en augmentation du fait I¢eccroissement du nombre de patients
diagnostiqués avec un premier cancer broncho-pulmonairgiade précoce, a la meilleure
survie des patients aprés prise en charge chirurgicalenélioration de la morbidité et de la
mortalité péri-opératoires, et possiblemafd réalisation de traitements adjuvants permettant un
meilleur contrdle local et systémique.

Les cancers broncho-pulmonaires synchrones sont également devenus plus fréquents du fait
de la meilleure sensibilité des techniques d’imagerie (tomodensitométrie spiralée, tomographie
par émission de positong} d’endoscopie (auto-fluorescence]l73]. Les cancers broncho-
pulmonaires multiples synchrones ont une présentation avec seulement deux Iésions
parenchymateuses pulmonaires dans la moitié des cds [174

[.3.1.2. Stadification

La stadification des cancers broncho-pulmonaires multiples est complexe. La survie a 5 ans
de ces patients estfdeéorable par rapport a celle des patients porteurs de tumeurs uniques de
méme taille (19-28%ersus48-54%) [175-178]. Dans le systeme de stadification proposé par
I’International Association for the Study of Lung Caneser 2009, les tumeurs multiples
synchrones localisées dans le méme lobe correspondent a un stade T3, celles localisées dans un
lobe différent homolatéral, a un stade T4, celles situées dans le poumon controlatéral, a un stade
Mla [176-178]. Cette stadification considéere de fagcon implicite que toutes les lésions tumorales
multiples synchrones sont métastatiques, et ne prend ainsi pas en compte les phénoménes de
cancérogénese en champ. Les lésions multiples primitives indépendantes sont au contraire
stadifiées TxMO.

1.3.1.3. Classifications anatomo-cliniques

Afin de distinguer tumeurs broncho-pulmonaires multiples primitives indépendantes et
métastases, des critéres anatomo-cliniques ont été développés en 1975 par Martini et Melamed
au Memorial Sloan-Kettering Cancer CentéFableau 2 [179]. Ces criteres, adaptés de ceux
proposés par Warregt Gate pour les carcinomes de la sphere oto-rhino-laryngologique, ont été
proposés a partir d’une série chirurgicale de 50 patients opérés de cancers broncho-pulmonaires

51



Troisieme partie: Hétérogénéité inter- et intra-tumorale des cancers bronclmoyainéa

multiples, parmi lesquels 18 présentaient des tumeurs synchrones, et 32 des tumeurs
métachrones. L’histologie tumorale était identique dans 31 cas, et différente dans 19 cas. Les

auteurs ont analysé les caractéristiques cliniques, raitates, histologiques, et évolutives de

ces lésions. Les principaux criteres choisis pour définir des tumeurs broncho-pulmonaires
multiples indépendantes étaient 1) un type histologique différent, 2) en cas d’histologie
identique, une localisation dans des segments pulmonaires différents, la présence, associée a la
tumeur invasive,d’un foyer de carcinome in situ, 1’absence d’extension lymphangitique
commune ou de métastases systémiques, et 3) pour les lésions métachrones, un intervalle
diagnostique supérieur a 2 ans [179]; en effet, aprés traiteniemt cdncer broncho-
pulmonaire, les récidives métastatiques sont deux a trois fois plus fréquentes que les seconds
cancers meétachrones (27-3%%sus10-12% apres résection chirurgicale de tumeur de stade |
[180, 181]), mais leur incidence diminue au cours du temps, étant maximale dans les deux
années suivant la premiere chirurgie [182]. Ces criteres ont été définis & une époque ou le
carcinome épidermoide était le type histologique le plus fréquent, et ne comportaient aucune
donnée moléculaire.

L’American College of Chest Physiciaasactualisé en 2003 les criteres de Martini-
Melamed [182], en en conservant les principaux éléments: type histologique, extension
ganglionnaire médiastinale et métastatique, localisation tumorale (lobe identique ou différent), et
intervalle diagnostique (2 a 4 ans) pour les lésions métachrodiggré 1’absence de
caractérisation moléculaire systématique des cancers broncho-pulmonaires a cette époque, le
critere d’altérations moléculaires différentes était ajouté pour définir les tumeurs broncho-
pulmonaires primitives indépendantes.

Tableau 2: Criteres de Martini-Melamed [172} de I’American College of Chest Physic&n
[182].

Table 2—Definition of Satellite Nodules, MPLCs, and

Table 111, Criteria for diagnosis
Pulmonary Metastases

Metachronous tumors
A. Histology different
B. Histology the same, if:

Satellite nodules from primary tumor
Same histology

1. Free interval between cancers at
least 2 years or
2. Origin from carcinoma in situ or
3. Second cancer in different lobe or
lung, but:
a. No carcinoma in lymphatics common
to both
b. No extrapulmonary metastases at
time of diagnosis

Synchronous tumors
A. Tumors physically distinct and separate
B. Histology:
1. Different
2, Same, but in different segment, lobe,
or lung, if:
a. Origin from carcinoma in situ
b. No carcinoma in lymphatics common
to both
c. No extrapulmonary metastases at
time of diagnosis

And same lobe as primary cancer
And no systemic metastases
MPLCs
Same histology, anatomically separated
Cancers in different lobes
And no N2.3 involvement
And no systemic metastases
Same histology, temporally separated
= 4-yr interval between cancers
And no S'\'Stumiu metastases from either cancer
Different Ilist(:fng’\'
Different histologic type
Or different molecular genetic characteristics
Or arising separately from foci of carcinoma in situ
Hematogenously spread pulmonary metastases
Same histology and multiple systemic metastases
Same histology. in different lobes
And presence of N2,3 involvement
Or < 2-yr interval

1.3.1.4. Impacthérapeutique

Face a un patient présentant de facon synchrone ou métachrone plusieurs cancers broncho-
pulmonaires]’une des principales questions pour le clinicien est de déterminer si ces tumeurs
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correspondent a des tumeurs primitives indépendantes, pour lesquelles une résection chirurgicale
pourra étre potentiellement curative, ou a des métastases, nécessitant une chimiothérapie.

La plupart des séries de cancers broncho-pulmonaires multiples rapportées dans la
littérature sont chirurgicales et, méme pour celles publiées réecemment, basées sur les criteres de
Martini-Melamed pour distinguer métastases et tumeurs primitives indépendeatiesa(x 3
et 4, pages suivantes). En pratique, la chirurgie des cancers broncho-pulmonaires multiples est
souvent ¢alisée dans I’hypothése - favorable au plan pronostique - de tumeurs primitives
indépendantes [183].’impact de la distinction entre tumeurs multiples primitives et métastases
n’a pas ¢été évalué de fagon prospective. La survie & 5 ans en cas de cancers broncho-
pulmonaires métachrones est supérieure a celle observée en cas de cancers muttipteesy
(11%)(Tableaux 3 et 4 pages suivantgs

[.3.2. Données moléculaires

Au-dela des criteres anatomo-cliniques, la distinction entre tumeurs broncho-pulmonaires
multiples primitives et métastases est basée sur les analyses de clonalité des différentes Iésions
tumorales. Les cellules de tumeurs métastatiques sont clonales, c'est-a-dire dérivées d'une méme
cellule parente, et sont ainsi porteus#altérations moléculaires oncogéniques et non-
oncogéniques identiquekigure 6) [166, 167]. Au contraire, les cellules de tumeurs multiples
indépendantes seront porteuses d’altérations moléculaires différentes.

Figure 6. Clonalité des tumeurs épithéliales multiples: les tumeurs primitives multiples
présentent des altérations moléculaires différentes, les tumeurs métastatiques - claesles -
caractéristiques moléculaires identiques [166
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Tableau 3 Séries cliniques de cancers broncho-pulmonaires multiples synchrones. ND : non disponible ; M3&G&ial Sloan-Kettering
Cancer Center

Auteur Ref. Année n Type histologique Localisation Chirurgie Survie
similaire  différent unilatérale Dbilatérale index i‘;?‘%:? nz;doliasr;e a3ans ab5ans

?A“;"Srtl'(ngc) [179] 1975 18 72% 18% 78% 22% 100% 83% 24 37% 28%
Mathisen [184] 1984 10 ND ND 0% 100% 100% 100% 15 10% 0%
Wu [185] 1984 10 50% 50% 90% 10% 100% 100% 29 48% 35%
Ferguson [186] 1985 28 68% 32% 39% 61% 100% 68% ND ND ND
Deschamps [187] 1990 36 33% 67% 86% 14% 100% 100% 14 27% 16%
'(T\jl’;ﬁ'gg)“ [188] 1991 33 48% 52% 76% 24% 100% 100% 38 55% 44%
Verhagen [189] 1994 15 73% 27% 60% 40% 100% 100% 20 26% 15%
Ribet [190] 1995 24 58% 42% 37% 63% 100% 63% 15 18% 0%
Angeletti [191] 1995 18 33% 67% 56% 44% 100% 100% 48 63% 46%
Antakli [192] 1995 26 ND ND 46% 54% 100% 100% 15 12% 12%
Adebonojo [171] 1997 15 80% 20% 67% 33% 100% 100% 43 58% 0%
Okada [193] 1997 28 43% 57% 75% 25% 100% 100% >60 95% 70%
van Rens [175] 2000 73 59% 41% 49% 51% 100% 100% 24 37% 20%
Rea [194] 2001 19 68% 32% 47% 53% 100% 100% 33 52% 20%
Aziz [195] 2001 10 70% 30% 60% 40% 70% 70% 31 40% 10%
Nakata [196] 2004 26 100% 0% 35% 65% 100% 100% >60 92% ND
Tsunezuka [197] 2004 19 50% 50% 0% 100% 100% 100% 90 82% 69%
Chang [198] 2007 92 88% 12% 88% 12% 100% 100% 36 50% 35%
Trousse [199] 2007 125 83% 17% 27% 73% 100% 100% 35 48% 34%
Rostad [200] 2008 94 90% 10% 99% 1% 100% 100% ND ND ND
Riquet [183] 2008 118 64% 36% 92% 8% 100% 100% ND ND 23%
Voltonini [201] 2009 43 63% 37% 35% 65% 100% 100% 32 41% 34%
Jung [202] 2010 32 44% 56% 72% 28% 100% 100% 50 66% 46%
FI\I/InSk?/SIC) [203] 2010 175 83% 17% 74% 26% 100% 100% 67 64% 48%

* chevauchement des périodes d’inclusion
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Tableau 4 Séries cliniques de cancers broncho-pulmonaires multiples métachrones. ND : non disponible ; M&aial
Sloan-Kettering Cancer Center

Auteur Ref. Année N dilar;:;vsat::ue Type histologique Localisation Chirurgie Sum;:uﬁai::eie la Sl;s::li: dﬂiﬁ;gﬁrla

S ers s S . second médiane a3 as médiane a3 ab
similaire  différent unilatérale bilatérale index N N

cancer (mois) ans ans (mois) ans ans
?Ah;i‘srtlg]cl:C) [179] 1975 32 4-192 68% 32% 9% 81% 100% 100% > 60 72% 54% 12 20% 1%
Mathisen [184] 1984 80 4-208 ND ND ND ND 100% 100% 76 82% 60% 28 40%  33%
Wu [185] 1984 20 4-48 30% 70% 40% 60% 100% 100% ND ND ND 26 63% 42%
Mousset [204] 1989 68 ND 37% 63% ND ND 100% 50% ND ND ND ND ND ND
Deschamps [187] 1990 44 4-90 70% 30% 55% 45% 100% 100% 80 80% 55% 30 48%  33%
'(T\ﬁg%’g)” [188] 1991 78 12-228 65% 35% 34% 66% 100% 1005 65 87%  70% 24 30%  23%
Wassmer [205] 1991 11 9-180 64% 36% 64% 36% 100% 73% ND ND ND ND ND ND
Verhagen [189] 1994 40 7-288 63% 37% 60% 40% 100% 83% 72 83% 53% 15 33% 18%
Ribet [190] 1995 51 ND 80% 20% 40% 60% 100% 40% ND ND 58% 12 24%  17%
Angeletti [191] 1995 19 6-124 73% 27% 32% 68% 100% 100% >70 95% 77% 21 40%  25%
Antakli [192] 1995 39 5-218 ND ND 33% 67% 100% 100% ND ND ND 21 33% 23%
van Merbeeck  [206] 1996 23 28-81 48% 52% ND ND 100% 52% 50 80% 67% 14 48%  30%
Adebonojo [171] 1997 37 12-175 54% 46% 27% 73% 97% 97% 83 83% 75% 48 53% 37%
Okada [193] 1997 29 8-128 63% 37% ND ND 100% 100% > 60 87% 66% 28 41%  33%
Rea [194] 2001 61 2-201 68% 32% 28% 72% 100% 100% >120 89% 85% 66 62% 51%
Aziz [195] 2001 41 20-78 65% 45% 32% 68% 100% 95% ND ND ND 49 57%  44%
Rice [172] 2003 49 5-103 86% 14% 35% 65% 100% 63% > 96 96% 90% 32 ND ND
Nakata [196] 2004 5 26-146 100% 0% 40% 60% 100% 100% ND 100% ND ND 77% ND
Tsunezuka [197] 2004 19 ND 67% 33% 0% 100% 100% 100% 167 100% 100% 114 67% 51%
Hishida [207] 2006 16 ND 50% 50% ND ND 100% 100% ND ND ND 38 71%  40%
Riquet [183] 2008 116 ND 51% 49% 41% 59% 100% 100% ND ND ND ND ND 16%

* chevauchement des périodes d’inclusion
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L’analyse moléculaire de la clonalité des cancers broncho-pulmonaires multiples, pour
étre informative, doit étre basée sur la recherdhudtérations génétiques 1) survenant
précocement au cours de la carcinogenese broncho-pulmonaire, 2) non ubiquitaires dans les
cellules tumorales, afin que la probabilité de les retrouver de facon identique dans des lésions
primitives indépendantes reste faible, 3) et conservées dans les métastases [208]. En outre,
I’hypothése de travail des analyses de clonalité pour les lIésions broncho-pulmonaires est que
les cellules tumorales, ou leurs précurseurs, ne se propagent pas par voie aérogene dans
I’arbre broncho-pulmonaire.

Aucune analyse intégrative de la clonalité des cancers broncho-pulmonaires multiples
n’avait été réalisée avant notre travail. La plupart des études, y compris celles publiées
récemmentn’ont pas corrélé les résultats des analyses de clonalité avec les criteres anatomo-
cliniques. Les marqueurs moléculaires utilisés pour définir la clonalité ne répondaient pas
toujours aux criteres énumeérés ci-dessus, la plupart étant ubiquitaires dans les cellules
tumorales broncho-pulmonairesalyse de la ploidie cellulaire [192, 209], analyses partielles
de perte d’hétérozygotie, notamment des régions chromosomiques 3p, 9p et 17p [210, 211,
215, 218, 219-221, 224], statut mutationnelkdRASet EGFR[168, 223] Tableau 5. En
revanche, ’analyse des mutations dEP53 était informative dans ce contexte: ces mutations
sont en effet identifiées dans plus de 50% des cancers broncho-pulmonaires, et correspondent
a de multiples substitutions nucléotidiques distribuées sur I’ensemble du géne. La probabilité
que deux tumeurs broncho-pulmonaires primitives indépendantes présentent une mutation
similaire de ce géne est inférieure a 1Panalyse de TP53permettait ainsi de différencier les
cancers broncho-pulmonaires primitifs des cancers broncho-pulmonaires métastatiques dans
35 a 66% des cas, avec une bonne corrélation avec les analyses déhperterygotic et,
dans deux études, avec les criteres de Martini-Melamed [208, 214-219, 222, 224].

Tableau 5 Etudes de clonalité en cas de cancer broncho-pulmonaire multiple. LOH: perte
d’hétérozygotie

Auteur Année  Ref. n Analyses
synchrones métachrones

Ichinose 1991 [209] 14 0 Ploidie

Lau 1997 [208] 2 0 TP53, KRAS
Mitsudomi 1997 [214] 0 16 TP53

Hiroshima 1998 [215] 19 11 TP53, LOH

Wang 1999 [216] 6 0 TP53, KRAS
Matsuzoe 1999 [217] 20 0 TP53

Shimizu 2000 [218] 14 0 TP53, LOH

Holst 1998 [219] 28 0 KRAS, TP53, LOH
Shin 2001 [220] 5 LOH, KRAS, TP53
Huang 2001 [221] 4 5 LOH

van Rens 2002 [222] 21 10 TP53

Tang 2003 [210] 12 7 LOH

Dacic 2005 [211] 20 0 LOH

Yoshida 2005 [168] 24 0 EGFR, KRAS
Ryoo 2006 [212] 1 0 EGFR

Chang 2007 [213] 55 3 TP53, EGFR

Ruiz 2007 [223] 3 0 CGH, EGFR, KRAS
Wang 2009 [224] 18 12 TP53, LOH
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Il. Travail de recherche: analyse génomique, mutationnelle et histologique
intégrative de I’hétérogénéité inter- et intra-tumorale des cancers broncho-
pulmonaires

II.1. Hétérogénéité inter-tumorale: cancers broncho-pulmonaires multiples

1.1.1. Evaluation de la clonalité a partir destations oncogéniques de I’EGFRet deKRAS

La premiere étape de notre travail a été initiée a plriir constatation de 1’existence de
patients atteintsl’adénocarcinomes broncho-pulmonaires multiples porteurs de mutations
oncogéniques différentes, a partir des données du génotypage de roufiBSER et de
KRASréaliséauMemorial Sloan-Kettering Cancer Center

Nous avons identifiélans les bases de données de I’institution les patients opérés plus
d’une fois de cancer broncho-pulmonaire, pour lesquels le génotypage avait mis en évidence
des mutationsle ’EGFR et/ou deKRAS différentes. Sur la base des études de clonalité
rapportées antérieurement dans la littératuoes avons émis 1’hypothése que ces tumeurs
porteuses de mutations oncogéniques différentes, correspondaient a des tumeurs primitives
indépendantes. Nous avons analysé la valeur des deux classifications cliniques existantes
(Martini-Melamed et American College of Chest Physicianginsi que de I’analyse histo-
pathologique détaillée de la morphologie tumorale, inclieuantification des sous-types
histologiques [67], pour porter le diagnostic de tumeurs primitives indépendantes.

Les résultats de cette analysat détaillés dans ’article: N. Girard, C. Deshpande, CG.
Azzoli, V. Rusch, WD. Travis, M. Ladanyi, W. Pao. Use of epidermal growth factor
receptor/Kirsten rat sarcoma 2 viral oncogene homolog mutation testing to define cloha
relationships among multiple lung adenocarcinomas: comparison with clinical
guidelines. Chest 2010;137:46-52

Brievement, sur les 7 patients atteints de cancers broncho-pulmonaires multiples inclus
dans cette analyse, les deux classifications anatomo-cliniques concluaient sur le statut des
tumeurs multiples - tumeurs primitives indépendantes ou métastases -, de facon différente
pour 2 patients, et ne pouvaient porter de diagnostic pour 1 patimntlyse histo-
pathologique détaillée de la morphologie tumorale était différente dans tous les cas, soit en
terme de sous-type histologique prédominant, soit sur une proportion relative différente des
sous-types présents dans la tumeur. Ces résultats suggéraient ainsi, outre la valeur limitée des
criteres anatomo-cliniques pour distinguer tumeurs primitives multiples et métastases
pulmonaires, I’intérét potentiel de 1’analyse histo-pathologique détaillée dans ce contexte.

Ce travail restait néanmoins limité par la faible valeur du statut mutati&@ieR et
KRASpour évaluer le degré de clonalité des cancers broncho-pulmonaires multiples, du fait 1)
de leur présence dans seulement 50% des cas de cancers broncho-pulmonaires, 2) de leur
fréquence malgré tout élevée avec un risque signifi¢ailiserver, de maniére fortuite, une
mutation identique dans deux tumeurs indépendantes.
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[1.1.2. Evaluation de la clonalité a partir des profils génomiques

La seconde étape de notre travail a été de comparer les profils génomiques de cancers
broncho-pulmonaires multiples, obtenus par hybridation génomique comparative. Les profils
génomiques, en caractérisant, pour chaque région chromosomique, les amplifications et les
délétionsalléliques de I’ADN, permettent de définir le degré de clonalité entre cellules
tumorales issues de cancers multiples. Les tumeurs métastatiques, résultats de la division
mitotique d’une cellule tumorale parente, présentent des profils génomiques similaires,
contrairement aux tumeurs primitives indépendantes, qui ont des profils génomiques
différens.

Une méthode d’analyse spécifique des données issudss puces d’hybridation
génomique comparative (array CGH)été développée par 1’équipe du Memorial Sloan-
Kettering Cancer Centepour évaluer la clonalité de tumeurs multigl225-228]. Le profil
génomique obtenu par aCGH de haute résolution est normalisé pour individualiser un total de
15 000 régions aliques sur I’ensemble des 22 paires de chromosomes somatiques. Les
polymorphismes connus du nombre de copies alléliques et les variations de signal sont
éliminés. Un algorithme de segmentation circulaire binaire est ensuite appliqué, comparant,
pour chaque gain ou perte alléligue au sein de chaque segment chromosomique, la position
relative des points de cassueg, prenant en compte I’amplitude du signal par rapport au
signal de baseSi la différence de position ou de longueur de I’altération chromosomique est
significative, le segmrmt est inclus dans I’analyse. Un likehood ratio est ainsi établi pour
quantifier le degré de clonalité entre les cancers multiples. Un ratio élevé (supérieur a 100)
indique des profils génomiques similaires et est caractéristigue de lésions clonales
métastatiquesAfin d’intégrer les potenticlles variations de distribution des valeurs du
likehood ratioet de réaliser un contréle interne des données, la distribution des ratios pour
chaque paire tumorale issue de patients individuels est comparée a une distribution de
référence pourabsence de clonalité, obtenue a partir de la comparaison des profils de paires
de tumeurs issues de patients différents.

Afin de collecter des échantillons congelés de cancers broncho-pulmonaires multiples,
nous avons mis en place un protocole d’étude spécifique, ayant fait I’objet d’une validation
par I’Institutional Review Boardle I’institution (obtention d’un Waiver : WA0003-08 et
d’une autorisation d’utilisation d’échantillons biologiques spécifique HBUC: HBS2008006).
Nous avons collecté ainsi 42 échantillons de cancers broncho-pulmonaires multiples opérés
chez 20 patients, 18 patients ayant été opérés de 2 tumeurs, et 2 patients ayarésétié Gpé
tumeurs. Le nombre de patients inclus a été faible en regard du nombre total de patients ayant
été opérésdans I’institution de tumeurs multiples (559 patients sur la période 1997-2007), en
particulier du fait, pour les tumeurs synchrones, de la conservation dans la banque de tumeurs
uniguement tEchantillons de la lésion principale. Au total, 6 patients étaient porteurs de
tumeurs synchrones et 14 de tumeurs métachrones. Un total de 24 paires de cancers broncho-
pulmonaires multiples a donc été analysé.

Les échantillons tumoraux colkgs ont fait I’objet d’une relecture histo-pathologique
pour vérification de la présence de cellules tumorales en proportion suffisante (plus de 70%).
L’ADN tumoral a été extrait et utilisé pour la réalisation des profils génomiques sur puce
aCGH Agilent 244K. Le profil mutationnel été établi par I’analyse des mutations les plus
fréquentes degenes de la voie de signalisation de I’EGFR, en utilisant une technique de PCR
suivie d’une analyse des amplicons en spectrométrie de masse (technologie SEQUENOM).
Tous les exons du ged@53ont été séquencés. Le tissu non-tumoral a été utilisé pour établir
le caractére somatique des mutations identifiées.

58



Troisieme partie: Hétérogénéité inter- et intra-tumorale des cancers brorcturaives

Les profils génomiques étaient interprétables pour 22 paires de tumeurs. Les ratios de
clonalité étaient en faveur de cancer broncho-pulmonaire métastatique pour 4 paires, et en
faveur de cancers broncho-pulmonaires multiples indépendants pour 14 paires. Pour 4 paires,
les ratios de clonalité étaient élevés en faveur de métastasesgnadat dans I’intervalle
des valeurs de la distribution de référence des tumeurs multiples indépendantes. Ces profils
génomiques ont été définis comme étant équivoques.

Pour les 17 paires de tumeurs pour ledgsidé profil mutationnel était informatié,’ est-
a-dire montrant des mutations différentes ou similaires pour un ou plusieurs des génes
explorés, il existait une concordance parfaite des résultats avec ceux des profils gémomique
mutations différentes pour les tumeurs non clonales, et mutations identiques pour les tumeur
clonales. Pour les 4 cas considérés comme équivoques au profil génomique, des mutations
somatiques identiques ont été identifiées, ce qui suggérait la clonalités désions. Les
profils mutationnelsi’ont identifié aucune mutation somatique pour 7 paires de tumeurs, ne
permettant pas de conclusion.

Le diagnostic de cancer broncho-pulmonaire métastatique ou de cancers broncho-
pulmonaires primitifs indépendants, obtenu par le profil génomique, était contradictoire avec
celui basé sur la classification de Martini-Melamed dans 7/22 (32%) cas. Cette classification
avait été établie & une époque ou les carcinomes épidermoides étaient plus fréquents que les
adénocarcinomes, et, 6 des 7 paires pour lesquelles une discordance était mise en évidence
correspondaient a des adénocarcinomes multiples.

Afin de faciliter les analyses histo-pathologiques détaillées ci-aprés, nous avons considéreé
que les 4 paires de tumeurs ayant des profils génomiques identiques et des mutations
identiques étaient clonales (métastases pulmonaires), et que les 9 paires de tumeurs ayant des
profils génomiques différents et des mutations différentes étaient indépendantes (cancers
broncho-pulmonaires primitifs indépendants). Pour les 4 paires de tumeurs dont les profils
génomiques étaient équivoques, mais qui étaient porteuses de mutations somatiques
identiques, le diagnostic de cancer broncho-pulmonaire métastatique a été retenu. Deux paires
de tumeurs restaient non caractérisées au plan moléculaire, les profils génomiques étant de
mauvaisejualité, et aucune mutation n’étant détectée.

Les conclusions de ce travail étaient 1) que les profils génomiques permettent une
distinction entre cancer broncho-pulmonaire métastatique et cancers broncho-pulmonaires
primitifs indépendants, 2) que lesiteres anatomo-cliniques conduisent a un diagnostic
inexact dans une grande proportion de cas, et 3) que les profils mutationnels pourraient
représenter une méthode de substitution plus accessible que les profils génomiques pour
évaluer la clonalité des cancers broncho-pulmonaires multiples.

Les résultats de ces analyses ont été publiés tatisld: N. Girard, |. Ostrovnaya, C.
Lau, B. Park, M. Ladanyi, D. Finley, C. Deshpande, V. Rusch, I. Orlow, WD. Travis ,
W. Pao, CB. Begg. Genomic and mutational profiling to assess clonal relationships
between multiple non-small cell lung cancers. Clin Cancer Res 2009;15:5184-90.
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11.1.3. Analyse histo-pathologigue détaillée

La troisieme étape du travail a efétudier de facon détaillée les caractéristiques histo-
pathologiques des paires de cancers broncho-pulmonaires multiples, et de comparer les
résultats aux données moléculaires.

L’¢tude histo-pathologique de chaque échantillon de notre cohorte de cancers broncho-
pulmonaires multiples a été réalisé de facon indépendante des analyses moléculaires. Nous
avons utilis¢é d’une part des lames histologiques réalisées sur les fragments congelés
effectivement utilisés pour les analysesléculaires, et d’autre part les lames réalisées sur les
échantillons des mémes tumeurs, fixés en formaline et conservés en paraffine, ayant été
utilisés pour le diagnostic histo-pathologique de routine. Toutes ces lames ont été colorées a
I’hématoxyline-éosine. Nous avions au préalable vérifié la reproductibilité des résultats des
analyses moléculaires - profils génomiques et mutationnels - sur diéféemantillons
tissulaires issus de régions distinctes de 8 tumeurs de notre cohorte.

Pour les adénocarcinomes, alors que la classification IASLC/AT SHERS: pas encore
publiée [5] nous avons utilisé les données de 1’étude préliminaire de Motoi et al[67],
suggérant 1’intérét d’une quantification par incréments de 10% des différentes régions
morphologiques présentes dans chaque lésion pour déterminer le sous-type histologique
prédominant. Nous avons également analysé les différents variants cytologiques des cellules
tumorales: cellules claires, mucineuses, ou en bague a chaton. Pour les carcinomes
épidermoides, 1’architecture du stroma et les variants cytologiques étaient pris en compte. Un
algorithme décisionnel basé sur ces éléments a été développé pour distinguer cancers

broncho-pulmonaires métastatiques et cancers broncho-pulmonaires pidfendants.

Le principal résultat de cette analyse est I’excellente corrélation - 91% - entre les résultats
du diagnostic moléculaire et ceux denalyse histo-pathologique réalisée sur lames fixées.
Les 2 paires pour lesquelles les conclusions étaient discordantes correspondaient pour le
premier cas, a des carcinomes épidermoides multippeshistologique pour lequel 1’analyse
histo-pathologique détaillée reste plus difficile, et pour le second cas, a des tumeurs pour
lesquelles le diagnostic moléculaire était bas&uement sur ’existence de mutations de
KRASIdentiquesgn 1’absence de profil génomique interprétable.

Les résultats de cette analyse sont publiés damsicle suivant: N. Girard, C.
Deshpande, C. Lau, D. Finley, VW. Rusch, W. Pao, WD. Travis. Comprehensive
Histologic Assessment Helps to Differentiate Multiple Lung Primary Nonsmall Cell
Carcinomas From Metastases. Am J Surg Pathol 2009;33:1752-64
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11.1.4. Hétérogénéité inter-tumorale: perspectives

Notre étude est la premiére a avoir analysé une cohorte de cancers bronchoimgmona
multiples en intégrant les données des profils génomiques, définissant le degré de clonalité de
ces lésiongsles données des profils mutationnels, et 1’analyse histo-pathologique détaillée. Les
résultats indiquent une discordance avec les criteres standards de Martini-Melamed dans plus
de 30% des cas.

Les données des profils génomiques des cancers broncho-pulmonaires multiples de notre
sérieont récemment fait 1’objet d’une réinterprétation statistique par clustering hiérarchique
[229]. Sur les 24 paires analysées, 6 paires issues de patients uniquesegtaigpées entre
elles, suggérant le diagnostic de métastadede ces 6 paires avaient été identifiées comme
étant clonales lors de notre premiére analyse ; 1 de ces 6 paires avait été diagnostiquée comme
cancer bronch@ulmonaire métastatique du fait de ’existence de mutations identiques dans
les 2 Iésionsgn 1’absence de profil génomique interprétable lors de notre premiére analyse.

Le clustering hiérarchique semble cependant moins spécifique pour étudier le degré de
clonalité de cancers multiples, que 1’algorithme circulaire binaire utilisé initialement pour
interpréter nos données, 1) identifiant une paire de tumeurs (19 a et b) comme étant clonale,
alors que le ratio de clonalité, calculé a 3, était en faveur de tumeurs primitives indépendantes,
et 2) n’identifiant pas la tumeur 20c comme étant clonale avec les tumeurs 20a et 20b.

Figure 7: Clustering hiérarchique des profils génomiques des cancers broncho-pulmpnaires
multiples inclus dans notre étude [229].
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La mise a disposition de techniques de détection de mutations oncogéniques plus
sensiblespourrait permettre d’envisager de nouvelles analyses sur les paires de cancers
broncho-pulmonaires multiples de notre cohorte, en particulier la détection de différents
clones cellulaires, caractérisés par une mutation oncogénique spécifique, au sein des tumeurs
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individuelles. La mise en évidencéaude telle hétérogénéité intra-tumorale est possible par les
techniques de PCR ultra-sensible et/ou la détection de cellules tumorales circulantes [43].
L’utilisation de puces SNP aurait pu permettre d’intégrer dans notre analyse un plus grand

nombre de mutations, oncogéniques ou non, avec la possibilité d’étudier la chronologie de
développement de ces lésions tumorales multiples [230].

Au plan biologique,du fait de I’existence de champs de cancérogenése au sein du
parenchyme pulmonaire, la distinction entre tumeurs clonales métastatiques et tumeurs
primitives indépendantes non clonales peut apparaitre artificielle, et une situation
intermédiaire correspond a celle daseurs issues d’un méme champ de cancérogenése
partageant certaines caractéristiques moléculaires tout en étant indépendantes, situation mal
caractérisée dans I’analyse de nos profils génomiques, et pouvant expligliekistence de
ratios de clonalité équivoques. Ainsi une étude a rapperiBtence d’une mutation de TP53
sur I’ensemble de I’arbre bronchique d’un patient fumeur [231]. En outre, sans prendre en
compte la possibilité de larges champs de cancérogenese dans le parenchyme pulmonaire, les
cancers broncho-pulmonaires multiples pourraient dériver de cellules souches dormantes
issues d’une lésion tumorale indep232, 233].

Enfin, une étude récente conduite sur des modéles murins de cancer du sein, de
mélanome et de cancer colorectal, a suggeséstence de cellules tumorales circulantes
agessives capable de recoloniser la tumeur primitive dont elles étaient issues (mécanisme de
"tumor self-seedirly, voire une autre tumeur multiple considérée comme étant indépendante
[234]. Ces mécanismemsédiés par des cytokines responsables de I’adhésion (IL-6 etIL-8) et
de I’infiltration (MMP1/collagenase-1 eictin cytoskeleton component fascineles cellules
tumorales, s’ils existaient pour les cancers broncho-pulmonaires multiples, seraient
susceptibles de rendre les analyses de clonalité telles que nous les avons réalisées, plus
difficilement interprétables.

En pratique clinique, l’intérét potentiel de la distinction entre cancers broncho-
pulmonaires primitifs indépendants et cancer broncho-pulmonaire métastatique se concoit en
situation préopératoire, et dans ce cas, seuls des échantillons tumoraux de petite taille,
prélevés par voie endo-bronchique ou trans-pariétale, sont disponibles. Dans ce contexte, les
profils génomiques ne sont pas réalisables, nécessitant des échantillons tumoraux congelés
pour extraire une grande quantitt d’ADN non fragmenté. Au contraire, les profils
mutationnelsont I’avantage de pouvoir étre obtenus sur des échantillons tumoraux de trés
petite taille, cytologiques, en phase liquide ou fixés et conservés en paraffine. La corrélation
avec les profils génomiques est excellenteugmentation du nombre de mutations analysées
pourrait permettred’améliorer I’informativit¢é de ces profils. Enfin, *&nalyse histo-
pathologique détaillée, si elle requiert, comme les profils génomiques, des échantillons
tumoraux tissulaires de taille suffisandd;avantage de ne pas nécessiter de plateau technique
spécifique et ttre informative dans tous les cas. Pour les spécimens archasés, |
comparaison des comptes-rendus intégrant la semi-quantification des sous-types
histologiques, pourrait suffire. Cette stratédianalyse histo-pathologique doit cependant
étre validée sur des échantillons de petite taille. La reproductibilité doit étre évdiuéect
de I’immunohistochimie doit étre étudié.

En conclusion, nos résultats, et principalement la corrélation entre profil mutationnel et
analyse histo-pathologie, doivent maintenant étre validés sur une cohorte plus large de
cancers broncho-pulmonaires multiples. Les conséquences cliniques de ces analyses
demeurent incertaines, car en présence de cancers broncho-pulmonaires multiples opérables,
une chirurgie est souventalisée dans I’hypothése de tumeurs primitives indépendantes. Le
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diagnostic de cancer broncho-pulmonaire métastatique engage possiblement la nécessité
d’une chimiothérapie adjuvante et d’une surveillance oncologique plusapprochée. L’impact

clinique de I'utilisation des outils moléculaires a la place des critéres de Martini-Melamed
reste a évaluer de facon prospective. Notre analyse préliminaire du pronostic des patients de
notre cohorte indique une meilleure discrimination entre la survie des patients atteints de
tumeurs métastatiques et celle des patients atteints de tumeurs primitives indépendantes par
les outils moléculaires.

[1.2. Hétérogénéité intra-tumorale
La derniére partie de notre propetait pour objectif d’évaluer le niveau d’hétérogénéité
intra-tumorale thdénocarcinomes broncho-pulmonaires uniques, selon les mémes modalités

d’analyse que celles décrites précédemment pour les cancers broncho-pulmonaires multiples.

11.2.1. Introduction

Comme nous I’avons vu précédemment, les données sur les corrélations entre aspect
histologique et altérations moléculaires ne sont que parcellaires dans les adénocarcinomes
broncho-pulmonaires, et somdsées sur 1’analyse du sous-type histologique prédominant et
I’étude moléculaire d’un fragment tumoral unique [67]. Au-dela du concept de sous-type
prédominant, notre analyse histo-pathologique des cancers broncho-pulmonaires multiples
suggere au contrairBimportance de chaque composante architecturale pour les analyses
moléculaires.

L’accés au tissu tumoral en cas de tumeur broncho-pulmonaire périphérique de stade
avancé (ne faisant pas 1’objet de résection chirurgicale) est possible par prélevement
cytologique réalisélors d’une ponction trans-pariétale a 1’aiguille. Les échantillons
cytologiques obtenus permettent de poser le diagnostic histologique de la tumeur dans la
plupart des cas [5]Certaines données préliminaires suggérent la possibilité d’étudier
certaines caractéristiques moléculaires sur de tels échantillons [2B5E23/Aluation de
I’hétérogénéité moléculaire intra-tumorale apparait cruciale pour interpréter la représentativité
de ces analyses portant sur un fragment tumoral de faible taille.

Les objectifs de notre analyse étaient aimgid’évaluer 1’hétérogénéité « globale» des
profils génomiques et mutationnels réalisés différentes zones tissulaires d’une méme
tumeur adénocarcinomateus®) d’évaluer la possibilité d’établir ces profils sur des
prélevements cytologiqueset 3) de déterminer les profils génomiques et mutationnels
spécifiques a chaque sous-type morphologique (sous-types acinaire, papillaire, a croissance
lépidique/bronchiolo-alvéolaire, et solide).

11.2.2. Collecte des échantillons

Nous avons donc mis en place un protocole prospectif de collecteétatied
d’échantillons tumoraux’adénocarcinomes broncho-pulmonaires (protocole MSKCC, IRB
Waiver: WA0037-08 HBUC: HBS2008014). Le plan de cette étude est décrit ddfiguae
8. Le protocole a été ouvert en mai 2008 et proposé a tous les patients consécutifs hospitalisés
dans le service de chirurgie thoracique pour résection ghisater d’une tumeur pulmonaire,
diagnostiquée ou non en préopératoire comme étant un adénocarcinome broncho-pulmonaire.
Les criteéres d’inclusion dans I’étude étaient les suivants: (@irurgie d’un adénocarcinom
pulmonaire primitif, (2) de taille supérieure ou égale a 3 cm, et (3) absence de traitement néo-
adjuvant. Les patients sélectionnés pour lesquels le diagnostic histo-patholoiigite
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obtenuqu’en postopératoire était inclus dans 1’étude uniquement si la I1ésion était de type
adénocarcinome. Le protocole de collecte a consisté en la réaligatioivo, au bloc
opératoire, de 2 prélevements de tissu tumoral dans des zones différentes de chaque tumeur,
de 2 ponctions cytologiquesl’aiguille dans leszones adjacentes a celles biopsiées, et d’un
prélevement de tissu non-tumoral associé a une ponction cytologique en tissu non-tumoral
Les échantillons tissulaires ont été immédiatemi@ntus dans I’OCT (Tissue-Tek) et
congelés pour analyse ultérieutén échantillon tissulaire supplémentaire était prélevé de
facon optionnelle pour le diagnostic moléculaire de routine. Les éléments cytologiques ont été
controlés au microscope pour évaluer le contenu en cellules tumorales, et inclus dans le
RNAprotect cell reager{Qiagen) avant d’étre centrifugés et congelés. Un tube de sang total

du patient a été congelé.

Figure 8: Protocole de collecte d’échantillons d’adénocarcinomes broncho-pulmonaires pour
étude de I’hétérogénéité intra-tumorale.
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11.2.3. Analyse des échantillons

Les échantillons tissulaires ont été analysés au plan histo-pathologique, avec la
réalisation, pour chaque blocude premiére coupe sur langelorée a I’hematoxyline-€osine
pour analyse de I’architecture tumorale, puis de 5 coupes jointives sur lame, congelées pour
microdissection laser, de 5 coupes sur lame posiction de I’ADN (méthode d’extraction
standard au pél), puis d’une derniére coupe sur lame colorée a I’hematoxyline-€0sine pour
analyse del’architecture tumorale. Les échantillons cytologiques ont fait 1’objet d’une
extraction directele I’ADN.

Les lames histologiques ont été relues par le Dr W. Travis pour évaluation semi-
quantitative des differentes composantes architecturales et repérage des zones
morphologiques spécifiqued’un sous-type histologique pour microdissection laser. La
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microdissection laser a ensuite été realisée sur les lames congelées réalisées de fagcon sous-
jacente a la premiefame diagnostique. L’ADN a été extrait des cellules micro-disséquées,

puis amplifié paWhole Genome AmplificatigiREPLI-G, Qiagen)L’ADN a été utilisé pour

la réalisatbn d’un profil mutationnel sur les mutations les plus fréquemment observées dans
les cancers broncho-pulmonaires non a petites cellules, selon le méme protocole que celui
décrit précédemment pour les cancers broncho-pulmonaires multiples.

11.2.4. Résultats

Nous avons collecté des échantillons tissulaires et cytologiques de 31 adénocarcinomes
broncho-pulmonaires opérés entre mai et décembre 2008. Pour chaque tumeur, nous
disposions des 2ranches de section de tissu congelé, d’'une tranche de section de tissu
normal, de 2 culots cellulaires issus @esctions a 1’aiguille réalisées ex vivoau niveau des
tranches de section tissitta, et d’un culot globulaire de tissu norma&lous disposions d’un
troisieme échantillon tissulaire tumoral pour 24 tumeurs.

Nous avons réussi a isolpar microdissection laser des cellules tumorales de régions
morphologiques spécifigues (acinaires, croissance lépidique/bronchiolo-alvéolajres
papillaires et solides) pour 15 tumeurs. Pour 5 tumeurs, un seul sous-type morphologique a pu
étre collecté, alors que pour 10 tumeurs, au moins 2 sous-types morphologiques différents ont
été collectésKigure 9).

Figure 9: Microdissection laser de la tumeur H20, avec collecte de cellules issues de régions
d’architecture papillaire (partie supérieure), acinaire (partic centrale), et solide (partie
inférieure). La colonne de gauche montre la tumeur avant dissection, la colonne centrale, la
tumeur apres dissection, et la colonne de droite, les cellules collectées.

Cap

Nous devions initialement comparer les profils génomiquesl’@semble de ces
échantillons, mais les résultats obtenus lors de notre étude des cancers broncho-pulmonaires
multiples nous ont conduits a ne réaliser pour une premiere apprpche profil
mutationnel. Nous avons d’abord évalué¢ I’hétérogénéité « globale » des tumeurs, en
comparant les profils des différentes tranches de section et spécimens cytologiques collectés.
Douze tumeurs étaient porteuses de mutation activatrice de ’EGFR (6 mutations de type
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L858R, 6 délétions de I’exon 19), 6 tumeurs étaient porteuses de mutation HRAS 6
tumeurs de mutations dd°53(associée a une mutati@GFRdans 4 cas). Aucune mutation
de notre panel n’était identifiée dans 11 tumeurs. Les résultats des profils mutationnels étaient
identiques dan¥’ensemble des échantillons prélevés sur une méme tumeur dans 21 (68%)
cas Les discordances entre prélévements impliquaient une mutktibBEGFR dans 6 cas,
une mutation dKRASdans 4 cas, et une mutationTd53dans 2 casl@ableau 6).

Les ponctions cytologiques permettaient 1’obtention d’un profil mutationnel dans 95%
des cas, dont les données étaient identiques a celles obtenues a partir des tranches de section
tissulaires. Les prélevements cytologiques étaient concordants avec les prélévements
tissulaires adjacents dans 100% des cas.

Enfin, les analyses conduites sur les cellules micro-disséquées issues de régions
morphologiques spécifiques montraient, pour les 5 cas agiaihtobjet de la dissection d’un
seul sous-type architectural, des mutatiden$ EGFR identifiées dans des zones acinaeges
papillaires, et une mutation d&KRAS retrouvée dans une zone de croissance
lépidique/bronchiolo-alvéolaire. Ces mutations étaient retrouvées dans les prélevements
tissulaires issus des tumeurs correspondantes pour tous les patients. Pour les 10 tumeurs ayant
fait 1’objet de la dissection de plusieurs régions architecturales, une hétérogénéité
mutationnelle était retrouvée dans 3 (30%) cas.

1.2.5. Perspectives

Ces données sont préliminaires, montrent la faisabilité des préléevements cytologiques
pour évaluer les profils mutationnels, et surtout suggerent, comme les études précédemment
rapportées [161], I’existence d’une hétérogénéité moléculaire dans un tiers des
adénocarcinomes broncipaimonaires, potentiellement liée a 1’hétérogénéité morphologique
de ces tumeurs.

Le principal point de discussion est lasgbilit¢ d’explications techniques a la non-
détection de mutations dans les échantillons identifiéss comme étant hétérogénes, toutes les
discordances observées impliquant une absence de mutation dans au moins un échantillon
tumoral. La technique de recherche de mutations utilisée, par PCR Guiw détection de
la taille amplicons par spectrométrie de masse (SEQUENOM), est cependant considérée
comme étant sensible, avec la possibilité de détection de mutations présentes dans 1-2% des
cellules analysées. Les échantillons ont tous été évalués par cette technique de fagon répétée
sans modification des résultats. L’utilisation de techniques plus sensibles de séquencage
pourrait permettre de limiteecisque d’erreur technique.

L’absence de différence de profil mutationnel pour la majorité des cellules issues de
régions morphologiquement différentas sein d’'une méme tumeur est potentiellement liée
au fait que les mutations recherchées dans notre étude surviennent précocement dans le
processus de carcinagse, alors que I’organisation architecturale semble plutot étre le fait de
différences dans les profils d’expression ARN [67-75]. Nos résultats ne sont donc pas
contradictoires avec le fait qu’un sous-type histologique prédominant au sein d’une tumeur
broncho-pulmonaire soit plus fréquemment associé a une mutation oncogénique spécifique.
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Tableau 6: Résultats des profils mutationnels dans les échantillons tissulaires (TISSUO, TISSU1, TISSk#pggues (CYTO1, CYTO2)
des 31 tumeurs incluses dans notre étude. La colonne GLAOB#{ue I’existence d’une hétérogénéité intra-tumorale au sein de ces
échantillons. Les résultats des profils mutationnels effectués sur des cellules microdisséquéis iégims morphologiques spécifiques sont
également présentés (colonnes de droite).

ID TISSUO TISSU 1 TISSU 2 CYTO 1 CYTO 2 GLOBAL acinaire Solide Iépidique papillaire
H1 exon 19 15pb del exon 19 15pb del none exon 19 15pb del none YES exon 19 15pb del not collected  not collected not collected
H2 not collected None none none none NO not collected not collected  not collected not collected
H3 not collected None none none none NO not collected not collected  not collected not collected
H5 exon 19 15pb del exon 19 15pb del exon 19 15pb del exon 19 15pb del exon 19 15pb del NO none not collected  not collected exon 19 15pb del
H6 KRAS G12S KRAS G12S KRAS G12S KRAS G12S KRAS G12S NO not collected not collected  not collected not collected
H7 none KRAS G12C none KRAS G12C none YES not collected not collected G12C not collected
H8 exon 19 15 bp del exon 19 15 bp del exon 19 15 bp del exon 19 15 bp del exon 19 15 bp del NO not collected not collected  not collected exon 19 15 bp del
H9 exon1915bpdel exon1915bpdel exon1915bpdel exon1915bpdel exon 19 15 bp del NO exon 19 15 bp del None not collected exon 19 15 bp del
TP53 R248Q TP53 R248Q TP53 R248Q TP53 R248Q NO none None not collected none
H10 EGFR L858R EGFR L858R EGFR L858R EGFR L858R EGFR L858R NO not collected not collected  not collected not collected
TP53 H193D TP53 H193D TP53 H193D TP53 H193D not collected not collected  not collected not collected
H11 none None none none none NO not collected not collected  not collected not collected
H12 none None none none none NO none not collected  not collected not collected
H13 none None none none none NO none not collected  not collected none
H14 none KRAS G12D KRAS G12D KRAS G12D KRAS G12D YES none not collected  not collected none
H15 EGFR L858R EGFR L858R EGFR L858R EGFR L858R EGFR L858R NO EGFR L858R not collected EGFR L858R not collected
H16 not collected None TP53 C242S none TP53 C242S YES not collected not collected  not collected not collected
H17 not collected None none none none NO not collected not collected  not collected not collected
H18 not collected None none none none NO not collected not collected  not collected not collected
H19 none EGFR L858R EGFR L858R EGFR L858R EGFR L858R YES EGFR L858R not collected EGFR L858R not collected
TP53 H214R TP53 H214R TP53 H214R TP53 H214R TP53 H214R not collected TP53 H214R not collected
H20 KRAS G12C KRAS G12C KRAS G12C KRAS G12C none NO KRAS G12C KRAS G12C not collected KRAS G12C
H21 none EGFR L858R EGFR L858R EGFR L858R EGFR L858R YES EGFR L858R EGFR L858R not collected EGFR L858R
H22 none None none none none NO not collected not collected  not collected not collected
H23 none EGFR L858R EGFR L858R EGFR L858R EGFR L858R YES not collected not collected  not collected not collected
H24 not collected none none none none NO not collected not collected  not collected not collected
H25 none KRAS G12A KRAS G12A KRAS G12A KRAS G12A YES not collected not collected  not collected not collected
H26 KRAS G12D KRAS G12D KRAS G12D KRAS G12D KRAS G12D NO not collected not collected  not collected not collected
H27 none none none none none NO not collected not collected  not collected not collected
H28 exon 19 18bp del None exon 19 18bp del no del exon 19 18bp del YES exon 19 18bp del not collected  not collected none
None TP53 D259Y none TP53 D259Y TP53 D259Y not collected not collected TP53 D259Y
H29 not collected TP53 L188DEL TP53 L188DEL TP53 L188DEL TP53 L188DEL NO not collected not collected  not collected not colleced
H30 none EGFR L858R EGFR L858R EGFR L858R EGFR L858R YES not collected not collected  not collected not collected
H31 none None none none none NO none none not collected none
H40 exon 19 15 pb del exon 19 15pb del exon 19 15pb del exon 19 15pb del exon 19 15pb del NO not collected not collected  not collected not collected

Exon 19 15/18 pb del: délétion de 15fk8res de base dans I’exon 19 de "EGFR
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|. Présentation des tumeurs épithéliales du thymus

I.1. Caractéristiques générales

Les tumeurs épithélialel thymus sont des tumeurs malignes rares, dont 1’incidence est
edimée a 0,15/100 000 individus [238]. Ces tumeurs représentent moins de 1% des tumeurs
intra-thoraciques, mais prées de 20% des tumeurs du médiastin. Leur classification
histologique actuelle a été développée par 1’Organisation Mondiale de la Santé, et distingue
thymomes et carcinomes thymiques. Les thymomes sont des tumeurs mixtes, associant un
contingent de cellules épithéliales tumorales, développé a partir des thymocytes, et un
contingent de lymphocytes non tumoraux et peu différenciés. Leur classification en sous-
typesrepose sur I’aspect morphologique des cellules tumorales, sur la proportion relative du
contingent lymphoide, et sur la ressemblaneel’architecture du tissu tumoral avec les
différentes zones anatomiques du thymus normal [1, 239]. Les carcinomes thymiques
primitifs sont encore plus rares, représentant moins de 1% des tumeurs épithéliales du thymus
[240]. La classification histologique des carcinomes thymiques distingue carcinomes de haut
grade (adénocarcinome, sarcomatoide, lympho-épithélial) et carcinomes de bas grade
(basaloide, épidermoide, muco-épidermoide), en fonction du pronostic, mais ces sous-groupes
ont été individualisés a partir de données anciennes et issues de cohortes de tres faible effectif.
Contrairement aux thymomes, les carcinomes thymiques sont dans la majorité des cas
d’emblée invasifs, avec une extension aux structures médiastinales adjacentes dans 80% des
cas [240, 241].

Au plan clinique, le traitement des tumeurs épithéliales du thymus repose sur la résection
chirurgicale compléte, qui est obtenue dans 50% a 70% des cas et, qui représente, avec le
stade tumoral évalué par la classification de Masaoka [242], le facteur pronostique le plus
significatif sur la survie sans progression et la survie globale des pdfdits243]. Le
caractére pronostique de la classification histologique est lié au fait que les thymomes de typ
B3 et les carcinomes thymiques sont associées a un stade tumoral au diagnostic plus avancé
(stadeslll-1V) [243-245]. Les indications de la radiothérapie et de la chimiothérapie sont
discutées en situation péri-opératoire, mais leur efficacité en situation de récidive tumorale
reste modestR41], pointant la nécessité de nouvelles approches thérapeutiques.

Les principales données cliniques des tumeurs épithéliales du thymus sont présentées
dans larticle (page suivante) N. Girard, F. Mornex, P. van Houtte, JF. Cordier, P. van
Schil. Thymoma: a focus on current therapeutic management. J Thor Oncol 2009;4:119
26

I.2. Données biologiques

Peu de données sur la biologie des tumeurs épithéliales du thymus sont disponibles chez
I’homme. Les modeles animaux et de cellules primaires ou de lignée ne sont pas nombreux et
sont peu accessibles [246]. La plupart des études sur les caractéristiques moléculaires des
tumeurs thymiques ont étconduites a ’hniversit¢ de Wilrzburg/Mannheim, avec la
description dans les cellules tumorales, de multiplammalies cytogénétiques focales et
récurrentesobservées sur I’ensemble du génome, en particulier des délétions des régions
chromosomiques 3p, 6p, 16et,17p, et des amplifications des régions 1qg, ¥1d.8p. Ces
altérations &mccumulent progressivement des thymomes de type A aux thymomes de type B3
et aux carcinomes thymiques [247-21{icune étude n’a cependant étudié rble biologique
desgénes localisés au sein de ck@rations dans la carcinogenese thymique.

L’expression du géne suppresseur de tuméupP53 est altérée dans 40% a 50% des
thymomes et 75% a 100% des carcinomes thymiques [252-254]. Dans les études rapportées,
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le niveau d’expression de TP53 semble corrélé au niveau d’invasion tumorale. Des mutations
de TP53 ont rarement été observées [252]. Deux études se sont intéressées a la voie de
signalisation p16INK4RB, qui contréle la transition G1-S du cycle cellulaire, avec une
dérégulation mise en évidence dans 40% a 70% des cas, la encore plus importante en cas de
tumeur invasive [254, 255D autres études ont rapporté une méthylation aberrante de genes
suppresseurs de tumeur plus fréquente en cas de carcinome thymiquet[P&6plication
de la télomérase, de BCL-2 un oncogéne inhibiteur de I’apoptose -, ou des matrix-
métalloprotéases [257-260], toutefois sur des séries de faibles effectifs, utilisant
exclusivement les techniquesdmmunohistochimie, et non reproduites a ce jour.

Le rb6led’oncogenes spécifiques, en particulier de ceux impliqués dans le développement
des cancers broncho-pulmonaires a été suggérée par plusieurs observations cliniques isolées
de réponse a des thérapeutiques ciblées spécifiques [261A268].1’EGFR est surexprimé
dans 70% des tumeurs épithéliales du thymus, en particulier en cas de stade avancé, avec la
possibilité d’amplification génique associéede I’EGFR [269-271]. KIT est un récepteur a
activité tyrosine kinase dont la structure et le fonctionnement est similaire dcEEGFR,
et est exprimé spécifiguement dans les carcinomes thymiques [272-274], avec la @ossibilit
de réponse a des inhibiteurs de la tyrosine kinase dedfiine 1’imatinib, le sunitinib ou le
sorafenib [263-268].
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ll. Travail de recherche: étude génomique intégrative des tumeurs
épithélialesdu thymus

Notre projet s’est intéressé a 1’étude génomique intégrative des thymomes et carcinomes
thymiques, sur le modele des travaux effectués dans les cancers broncho-pulmonaires non a
petites cellules, avec pour objectif$) d’identifier des mécanismes spécifiques de la
carcinogenese thymique, 2) et en particulier des mutations oncogéniques pouvant étre ciblées
par des thérapeutiques spécifiqua$ d’étudier les difféerences moléculaires entre sous-types
histologiques et 4) d’évaluer la valeur pronostique de biomarqueurs tumoraux.

Nous avons collecté 45 échantillons tissulaires congelés de tumeurs épithéliales du
thymus opérées aMemorial Sloan-Kettering Cancer Centesprés accord des différents
comités institutionnels (Waiver Number: WA0036-08 et HBUC Number: HBS2008013).
Nous avons analysé ces échantillons tumoraux au plan histo-pathologijue
immunohistochimiqueaprés construction d’un tissue micro-arraya partir des blocs de
tumeurs correspondantes fixées et inetuen paraffine,pour évaluer 1’expression des
protéines KIT et EGFRNous avons, aprés extraction de I’ADN tumoral, analysé les profils
génomiques de ces tumeussr une plateforme de puces d’hybridation génomique
comparative (aCGH Agilent 244Kkt réalisé un profilage mutationnel pour les genes
suivants:EGFR KRAS HRAS NRAS BRAF, PIK3CA AKT1, ERBB2 MEK1, TP53 KIT, et
PTEN Les échantillons tumoraux ont enfin été analysés sur une plateforme Affymetrix pour
les profils d’expression (puces HG-U133A 2.0ppres extraction de I’ARN tumoral. Les
échantillons collectés correspondaient a 38 thymomes (type A: n=8 ; type B2: n=22 ; type B3:
n=8), et 7 carcinomes thymiques.

Nous avonanmis en évidence 1’existence de mutations activatrices de KRAS (G12A et
G12V) et deHRAS(G13V) dans trois tumeurs (deux thymomes et un carcinome thymique).
La présence de telles mutations n’était pas corrélée au niveau d’expression de I’EGFR en
immunohistochimie. Trois tumeurs surexprimaient fortement KIT en immunohistochimie,
parmi lesquelles deux étaient porteuses de mutations activatrit¢d3 @eutations V560del
et H697Y). Ces mutations étaient mutuellement exclusives avec celR&3Ieeur caractére
transformant a été démontré en utilisant des cellules Ba/F3 transfectées par des plasmides
porteurs de ces mutations. La prolifération de ces cellules est daueéépsndante de 1’1L3,
démontrant le caractére oncogénique de ces deux mutaltiorngro, la prolifération des
cellules porteuses de la mutation V560del était inhibée de facon identique par les inhibiteurs
de KIT, imatinib et sunitinib. En revanché&jnhibition de la prolifération des cellules
porteuses de la mutation H697M€cessitait des concentrations plus élevées d’imatinib,
supérieures a celles habituellement utilisées en thérapeutique. Ces cellules étaient sensibles au
sunitinib. Ces données fournissent un rationnel pour 1’évaluation clinique de thérapies ciblées
contre ’EGFR et KIT dans les tumeurs épithéliales du thymus. Aucune autre mutation
oncogénique (parmi celles incluses dans notre panel§té identifiée dans notre cohorte
d’¢échantillons.

Les profils génomiques et d’expression ont €té analysés par clustering hiérarchique non
supervisé, et étaient différents dans les différents groupes histologiques étudiés. Ainsi,
I’analyse des profils génomiques a mis en évidence deuxgroupes principaux, I’un caractérisé
par des altérations multiples et étendues du nombre de copies alléliques, et comportant les
thymomes de type B3 et les carcinomes thymigae$autre caractérisé par une absence
d’aberration chromosomique et comportant les thymomes de type A et de type B2. Les profils
génomiques des carcinomes thymiques étaient différents de ceux des carcinomes broncho-
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pulmonaires du méme typé.’analyse des profils d’expression a montré deux groupes
distincts, 1’'un comportant les thymomes de type B2 et 1’autre les thymomes de type A et les
carcinomes thymiques. Cette distinction était en fait liée au niveau &lexfgression des

génes du métabolisme des lymphocytes non tumoraux présents dans les thymomes de type
B2.

Au total, nos donnéesle profilage génomique et d’expression représentent une
justification de la classification histologique actuelle des tumeurs épithéliales du thymus, et
montrentl’existence de sous-groupes moléculaires partageant une signature spécifique. Ces
signatures n’apparaissaient pas dans la limite du faible nombre d’échantillons inclus dans
notre analyse, comme étant pronostiques sur la survie sans progression ou la survie globale
des patients, et n’étaient pas associées spécifiquement aux mutations oncogéniques
identifiées.

Nous avons enfigtudi¢ 1’expression de 1’Insulin-like Growth Factor-1 ReceptdiGF-
1R) dans notre cohorte de tumeurs thymiques, en utiliSsam¢ part letissue micro-arrayde
45 tumeurs précédemment décritlatutre part un secondissue micro-arrayde 18 tumeurs,
non inclusesdans 1’étude précédente du fait de la disponibilité uniquement d’échantillons
fixés et conservés en paraffiie|GF-1R est un récepteur cellulaire a activité tyrosine kinase,
dont la structure et le fonctionnemesint similaires a ceux de I’EGFR, et qui est impliqué
dans la régulation de la prolifération, de la différentiation et de la survie cellulaire [275].
L’IGF-1R ed surexprimé dans de nombreux cancers épithéliaux, et est apparu comme une
nouvelle cible potentielle pour le développement de thérapies ciblées spécifiques, alors que
notre étude des tumeurs thymiques était en cAursotal, 63 tumeurs épithéliales du thymus,
dont 56 thymomes et 7 carcinomes thymiques, ont été analys&eB:-1R était surexprimé
dans 86% des carcinomes thymiques et 43% des thymomes. La surexpression de I’'IGF-1R
était significativementassociée a celle de ’EGFR (p=0.015). En revanche, le niveau
d’expression de I’lGF-1R n’était pas pronostique Sur la survie sans progression.

Les résultats de ces analyses sont publiés daagilges suivants:

- N. Girard, R. Shen, T. Guo, MF. Zakowski, A. Heguy, GJ. Riely, J. Huang, C. Lau,
AE. Lash, M. Ladanyi, A. Viale, C. Antonescu, WD. Travis, VW. Rusch, MG. Kris,
W. Pao. Comprehensive genomic analysis reveals clinically relevant molecular
distinctions between thymic carcinomas and thymomas. Clin Cancer Res
2009;15:6790-9

- N. Girard, J. Teruya-Feldstein, EC. Payabyab, GJ. Riely, VW. Rusch, MG. Kris, MF.
Zakowski. Insulin-like growth factor-1 receptor expression in thymic malignancies.
J Thorac Oncol 2010;5:1439-46
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[11. Conclusions

Depuis la publication de nos résultats, deux é&ymtetant sur les mécanismes de la
carcinogenese des tumeurs thymiques ont été rapportées. La premiere a été conduite chez 4
patients atteints de carcinome thymique et traités par sunitinip. [2&@4dalyse de I’activation
de 42 kinases par la technique Beceptor Tyrosine Kinase array montrél’activation
d’IGF-1R, de PDGFRB, de KIT, etde FGRF2 dans les cellules tumorales. Aucune mutation
des géneKIT, KRASouBRAFn’a ét identifiée.

La seconde étude a été condiiteitro sur des cellules de lignée de carcinome thymique
[276]. Ces cellules ont été exposées a des inhibiteurs de HSP90, une protéine chaperonne
impliquée la maturatiqnla stabilisation et I’activation de multiples kinases, dont IGF-1R,
CDKA4, et les protéines des voies PISK-AKT et MAPK. Une réduction de la viabilité cellulaire
et de I’entrée en apoptose, ainsi qu’un blocage de I’invasion, étaient alors observés.
L’utilisation d’inhibiteurs spécifiques de IGF-1R reproduisBinhibition de la prolifération
des cellules tumorales, ce qui suggeraitalade 1’expression de IGF-1R, liee a HSP90, dans
I’échappement I’apoptose et potentiecllement la prolifération cellulaire dans les carcinomes
thymiques.

Les implications cliniques de nos résultats, en termes prédictifs et pronostiques, ont fait
I’objet d’un article de synthése (page suivantd): Girard. Thymic tumors: relevant
molecular data in the clinic. J Thorac Oncol 2010;5:5S291-5.

Nos données constituent en effet un rationnel pour le développement clinique
d’inhibiteurs ciblés contre certaines altérations moléculaires en cause dans les tumeurs
épithélialesdu thymus. L’utilisation de telles stratégies repose idéalement sur une sélection
des patients sur la base de la présence dans les cellules tumorales, des altératidagesoléc
ciblées. Ainsipour les carcinomes thymiques, I’analyse des mutations de KIT a été incluse
dans plusieurs référentiels de prise en charge de ces tumeurs. Depuis notre publication, une
large série de 107 tumeurs thymiques évaluées Ipopiression de KIT a été rapportée, et
confirme nos données en termes de fréquence et de valeur prondstigugression de KIT
[274]. Seules 8 tumeurs ont été génotypées pdilr dans cette étude, sans mutation
identifiée. Une nouvelle observation de réponse au sorafedjfalement été rapportée chez
un patient porteur de carcinome thymique avec une nouvelle mutatkiT de577-D579del
[267]. Collectivement, la fréquence actualisée des mutationklTedans les carcinomes
thymiques est de 6/79 cas, soit 7.6R4. mise en place d’un essai international chez les
patients porteurs de carcinome thymique avec mutatiddl Test a 1’étude. De méme, nos
donnéessur ’expression de IGF-1R, couplées a celles de 2 cohortes publiées récemment
[276, 2717, ont constitué un rationnel biologigue pouta mise en place dun essai
thérapeutique de phase I, actuellement en cours, évaldavits-12, anticorps monoclonal
dirigé contre IGF-1R, dans les thymomes et carcinomes thymiques (clinicaltrials.gov ID:
NCT00965250). Enfin, un essai ouvert Bational Cancer Instituteaméricain offre la
possibilité de traitement a la carte des tumeurs épithéliales du thymus, par erlotinib en cas de
mutation de ’EGFR et par l'inhibiteur de MEK AZD6244 en cas de mutatiorRéd- ou de
RAS (clinicaltrials.gov ID: NCT01306045). Urmite d’information sur les différentes
mutations oncogéniques retrouvées dans les carcinomes thymiques et prédictives de la
réponse a des thérapeutiques ciblées spécifiques, a été mis ea Ipddessse suivante:
http://www.vicc.org/mycancergenome
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Notre travaila consisté en I’utilisation d’outils de biologie moléculaire pour I’analyse de
problématiques clinigues en oncologie thoracique. La problématique du cancer broncho-
pulmonaire chez le patient non-fumeur est devenue fréquente en pratique de routine.
L’évaluation des polymorphismes génétiques chez ces patients dliggelieation de génes
spécifiques, différents de ceux participaatt métabolisme des carcinogénes du tabac
L’identification de génes de susceptibilité du cancer broncho-pulmonaire requiert une
validation dans plusieurs cohortes indépendanrtaame le montre 1’absence d’association
dans notre série avec plusieurs polymorphismes précédemment rapportés dans la littérature.
La fréquence de la mutation germinBI&FR T790M est faible, mais son identification est
importante afin de mieux comprendmesémplications en termes de dépistage et de réponse
au traitement. Plusieurs étud&association pan-génomiques sont en cours dans les cancers
broncho-pulmonaires; une meilleure annotation des caractéristiques cliniques des patients
inclus dans ces analyses - histologie, statut mutationnel de la tistaelar, survie - pourrait
permettre une meilleure interprétation des données et la mise en évidence de nouvalles cible
oncogéniques.

Notre travail sur les cancers broncho-pulmonaires multiples montre la possibilité
d’utiliser des biomarqueurs simples, recherchés en routine pour leur valeur prédictive
thérapeutique (mutations f&EGFRet deKRAS, pour évaluer le degré de clonalité entre des
tumeurs multiples. Nos résultats suggeérent un intérét dans ce codieé@alyse histo-
pathologique détaillée, maintenant intégrée a la nouvelle classification histologique
IASLC/ATS/ERS des adénocarcinomes broncho-pulmonaires. La validation de nos résultats
sur une série indépendante permettrait de proposer 1’établissement de nouveaux criteres
anatomo-cliniques emoléculaires pour différencier cancers broncho-pulmonaires pigmiti
multiples et cancer broncho-pulmonaire métastatique. Ces criteres, remplacant ceux proposés
par Martini et Melamed, pourraient étre intégrés dans le systeme actuel de stadification des
cancers broncho-pulmonaires.

Le développement des techniques de profilage moléculaire profite égaletiemdede
tumeurs intra-thoraciques plus rares. Notre analyse des tumeurs épithéliales du thymus a
montré I’existence de sous-groupes moléculaires spécifiques, caractérisés par des mutations
oncogéniques précises potentiellement prédictive¥effecacité de certains traitements
ciblés. Des essais thérapeutiques basés sur ces résultats sont en cours, la sélection des patients
sur des criteres moléculaires permettant de réduire le nombre de cas nécessaire pour en
interpréter les résultat&es profils génomiques et d’expression montrent la Iégitimité de la
classification histologique actuelle, et constituent une base annotée cliniquement, disponible
pour de futures analyses.

Au travers de ces trois problématiques cliniques, nos données illustrent les principes de la
médecine personnalisée en oncologie thoracique [279-R&1dpe décisive de tels projets a
étéla collecte d’échantillons biologiques de bonne qualité provenant de groupes de patients
parfaitement caractérisés sur le plan clinique. Longtemps considérée comme étant éloignée de
la pratique clinique de routine, 1’utilisation des techniques de caractérisation moléculaire fait
aujourd’hui partie intégrante de la prise en charge des cancers broncho-pulmonaires, grace au
développement denéthodes d’analyse plus accessibles en termes de colt et de mise en
cuvre. Au-dela de la valeur prédictive thérapeutique des mutations oncogéniques, les
biomarqueurs ont une utilité potentielle dans le dépistage, le diagnostic, et la surveillance des
tumeurs intra-thoraciques. La prise en charge des patients est alors basée non plus sur le
niveau de preuve des interventions proposees, détermii&fimacité d’un traitement sur
une population globale, mais stualyse individuelle de caractéristiques moléculaires de la
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tumeur ou du patient, permettant un ciblage personnalisé des mécanismes génétiques
spécifiqguement impliqués dans le développement de la tumeur du patient.

L’implémentation de la médecine personnalisée en routine clinique représente un
nouveau paradigme de prise en charge des patients atteints de tumeur intra-thoracique
Comme décrit préecédemment, les technigliesalyse génétique a haut-débit nécessitent de
grandes quantités de matériel biologique, de bonne qualité et souvent congelé. Les cliniciens
doivent adapter les méthodes de diagnostic pour obtenir de tels échantillons tumoraux. Les
techniques et I’analyse des données doivent étre standardisées. Les problématiques éthiques
doivent étre discutées. Au-dela de ces nombreux défis, la médecine personnalisée permettant
une individualisation des pratiques médicadesn patient spécifique, constituent une des
voies de recherche et de prise en charge les plus prometteuses pour les patients atteints de
tumeurs intra-thoraciques.
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