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RESUME

PRISE EN CHARGE DES THYMOMES CHEZ L'HOMME : DEVELOPPEMENT DE
CULTURES DE CELLULES EPITHELIALES DERIVEES DE TUMEURS POUR LA
COMPREHENSION DES DEREGULATIONS DE LA CELLULE TUMORALE

Les tumeurs épithéliales thymiques (TET) humaines sont rares (250 — 300 cas/an en France).
On distingue les thymomes de type A, AB ou B d’évolution lente avec une survie actuarielle > 95% a 5
ans pour les stades précoces et les carcinomes thymiques d’évolution plus sévére avec une survie
actuarielle a 5 ans < 20% pour les stades IV. La pierre angulaire du traitement des TET est I'exérése
chirurgicale compléte, facteur pronostique le plus significatif identifié a ce jour. Les récidives des TET,
essentiellement pleurales pour les thymomes et générales pour les carcinomes thymiques, sont de
prise en charge complexe. Les avancées thérapeutiques sont limitées notamment par 'absence de

modeles d’étude de la cellule épithéliale thymique tumorale.

Dans le cadre d'une prise en charge multidisciplinaire des récidives pleurales métastatiques,
nous avons développé la pleurectomie de cytoréduction associée a une chimio hyperthermie
(cisplatine/ mitomycine ; 42°C) intra thoracique (CHIT) pour la prise en charge des métastases
pleurales de thymome. Chez des patients sélectionnés (n=19), la médiane de survie sans récidive
était de 53 mois et les survies actuarielles a 1 an et 5 ans étaient respectivement de 93% et 86%.
Cette technique chirurgicale innovante a permis de développer une alternative a la morbide pleuro
pneumonectomie. L'efficacité de la CHIT pose des questions sur le role de I'hyperthermie et sur le
type de chimiothérapie a associer. Avec pour objectif d'améliorer la prise en charge des patients, la
connaissance de la biologie tumorale thymique et I'identification de potentielles cibles thérapeutiques
sont des voies de recherche importantes pour améliorer la survie des patients. Nous avons développé
des cultures de cellules épithéliales thymiques dérivées in vitro de 12 TET (11 thymomes A, AB ou B
et un carcinome thymique), caractérisées par leur potentiel prolifératif et leur expression de
cytokératine. La voie PI3K / Akt / mTOR joue un réle clé dans de nombreux cancers ; plusieurs études
de phases | / Il ont rapporté un effet positif des inhibiteurs de mTOR pour le contrdle de I'évolution du
thymome chez les patients. Nous avons mis en évidence l'expression et I'activation des effecteurs
mTOR, Akt et P70S6K dans les thymomes et dans les cellules épithéliales thymiques dérivées in vitro.
Nous avons montré l'efficacité de la rapamycine, inhibiteur de mTOR, a réduire la prolifération

cellulaire (30%) sans induire de mort cellulaire.

Nos résultats suggérent que l'activation de la voie Akt / mTOR participe a la prolifération
cellulaire associée a la croissance tumorale. Nous avons établi un nouvel outil permettant I'étude de la
dérégulation cellulaire au cours des thymomes. Dans un contexte de tumeurs rares, ces cellules
permettront d'aborder des études mécanistiques in vitro et de tester l'efficacité de drogues anti

tumorales.

Mots clés : tumeurs thymiques, chirurgie, plevre, cellules épithéliales thymiques tumorales, Akt/
mTOR, rapamycine, prolifération cellulaire.



ABSTRACT

MANAGEMENT OF HUMAN THYMOMAS: DEVELOPMENT OF THYMIC EPITHELIAL
CELL CULTURES DERIVED FROM TUMORS FOR THE UNDERSTANDING OF
TUMORAL CELLS DYSREGULATION.

Human thymic epithelial tumors (TETs) are rare (250 — 300 cases/ year in France). We
distinguish thymomas (A, AB and B subtypes) with indolent evolution (5 years actuarial survival in
early stages >95%) and more aggressive thymic carcinomas (5 years actuarial survival <20% in stage
IV). Surgical complete resection when feasible is the corner stone of a multimodal therapy and the
most significant factor on survival. Relapse of TETs principally in pleura for thymomas (75%) and
general for thymic carcinomas are difficult to treat. Therapeutics advances are limited given the lack of

studies models of tumoral thymic epithelial cell.

In a multidisciplinary approach for the treatment of metastatic pleural relapse of thymomas we
developed an innovative surgical technique: cytoreductive pleurectomy associated with hyper thermic
intra pleural chemotherapy (Cysplatin/ Mitomycin; 42°C) (ITCH). In selected patient (n=19), ITCH
provides an efficient alternative to the morbid pleuro pneumonectomy. The median of free disease
survival was 53 months, one year and five years actuarial survival were respectively 93% and 86%.
However, the effectiveness of ITCH procedure questions on the played role ok hyperthermia, on the
choice of chemotherapy association. With the aim to improve TETs therapies, the knowledge of TETs
biology to identify potential target therapies is currently challenging. We developed an in vitro study
model of tumoral thymic epithelial cells derived from 12 TETs (11 A, AB and B thymomas and one
thymic carcinoma) characterized by their proliferative abilities and the cytokeratin expression. The
PIK3 / Akt / mTOR pathway is implicated in numerous cancers. Several phase |, Il studies advocate
the potential role of mTOR inhibitors in the control of the metastatic disease. We highlighted the
expression and the activation of mTOR, Akt and P70S6K effectors in TETs and in thymic epithelial
cells in vitro derived. We showed the efficacy of rapamycin (mTOR inhibitor) in the inhibition (-30%) of

in vitro cell proliferation without cell death induction.

Our results suggest the implication of the PIK3 / Akt / mTOR pathway in the tumoral cell
growth. We established a new tool to study cell dysregulation in TETs. In the context of rare tumors,

these cells could allow in vitro mechanistic studies and test the efficacy of new anti tumoral therapies.

Key words: thymic tumors, surgery, pleura, tumoral thymic epithelial cells, Akt/ mTOR, Rapamycin,

cell proliferation.
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1 SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1 LE THYMUS

Le thymus est un organe hématopoiétique intra thoracique, médiastinal,
impliqué dans la maturation des lymphocytes T. Au cours de I'embryogeneése, le
thymus se forme a partir de la troisieme poche pharyngienne endoblastique. Les
deux premiéres ébauches thymiques se forment vers la septiéme semaine. Elles
entament une migration en position caudale et médiale pour s’arréter en position
intra thoracique retro sternale sous la glande thyroidienne. Aprés fusion des deux
ébauches thymiques sur la ligne médiane, le thymus devient un organe glandulaire
unique polylobé. Vers la douziéme semaine, le thymus est constitué et chaque lobule
est séparé en deux zones distinctes (la zone corticale et la zone médullaire).
Secondairement, le thymus est colonisé par des lymphocytes provenant de cellules
souches dont l'origine est incertaine (foie, omentum, sac vitellin) [1]. Le thymus se
développe jusqu’a puberté pour atteindre un poids maximal de 30 — 40 grammes a
'adolescence. Il subit ensuite une involution progressive. Chez I'adulte, le tissu
thymique est progressivement remplacé par du tissu adipeux sans cependant

disparaitre complétement [2].

1.1.1 Anatomie macroscopique et histopathologie

Le thymus est contenu dans la loge thymique (Figure 1A) dans le médiastin
antéro-supérieur. Il se compose de deux lobes pyramidaux latéraux unis sur la ligne
médiane sauf a ses extrémités individualisant ainsi les cornes thymiques supérieures
et inférieures lui conférant ainsi une forme de « H». Il repose en arriére sur le
péricarde et l'origine des gros vaisseaux intra thoraciques. Il s’étend latéralement
jusqu’aux nerfs phréniques et est en contact avec les plévres médiastinales (Figure
1B). La vascularisation thymique est assurée par des artéres en provenance des
artéeres thoraciques internes et thyroidiennes inferieures. Le drainage veineux
s’effectue par les veines thoraciques internes, les veines thyroidiennes inferieures et
le tronc veineux brachiocéphalique gauche. Le drainage lymphatique du thymus
s’effectue dans les nceuds lymphatiques antérieurs transverses et thoraciques

internes.
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Figure 1: (A): Rapports anatomiques de la loge thymique en coupe TDM. (B) anatomie
descriptive et rapports médiastinaux du thymus [3].
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En microscopie optique, le thymus est organisé en lobules séparés par une
capsule de tissu conjonctif lache contenant les vaisseaux sanguins nourriciers.
Chaque lobule est séparé en deux zones distinctes. Une zone périphérique, le
cortex et une centrale, la médullaire. Au centre de la zone médullaire, il est possible
d’identifier des structures lamellaires nommées corpuscules de Hassal
correspondant a des cellules épithéliales dégénératives. La zone médullaire contient
principalement des cellules épithéliales thymiques et des lymphocytes T. A l'inverse,
la zone corticale est principalement peuplée de lymphocytes T immatures (Figure 2)

[2].

Septa lobulaire
Corps de Hassal

Zone corticale

Artére lobulaire

Zone medullaire

Figure 2: coupe en microscopie optique de lobules thymiques aprés coloration HES
(hématoxyline-éosine-safran). Permission du Dr L Chalabreysse.

1.1.2 Fonction du thymus

Le thymus est un organe clé dans sélection et la différenciation des
lymphocytes T issus de la moelle. Les précurseurs hématopoiétiques lymphocytaires
migrent de la moelle osseuse jusqu’au thymus cortical périphérique ou ils deviennent
des précurseurs lymphoides double négatif (DN) et subissent quatre stages de
différenciations (DN 1 — 4) caractérisées par I'expression membranaire des clusters
de différenciation (CD) CD44 et CD25 : DN1 (CD44"; CD25"), DN2 (CD44"; CD25%),

15



DN3 (CD44-; CD25") et DN4 (CD44; CD25). Une fois I'acquisition d’'un statut
double négatif, les DN4 vont exprimer le récepteur membranaire TCR (T cell
Receptor) produit par réarrangements aléatoires des génes encodant les fragments
du récepteur [4]. L'expression des récepteurs CD4 et CD8 permettent le passage de
DN4 a un stade double positif (DP) de thymocytes au niveau du cortex profond. Les
DP thymocytes vont subir au niveau de la médulla les étapes de double sélection :
positive et négative. Les DP thymocytes présentant un TCR fonctionnel vont
continuer leur maturation tandis que les non fonctionnels vont étre éliminés par mort
cellulaire. Ces DN thymocytes vont alors subir une sélection négative apoptotique si
leur TCR présente une interaction méme faible avec des peptides du soi présentés
par le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) des cellules dendritiques et des
cellules épithéliales thymiques [5-7]. Les lymphocytes T immunocompétents ainsi
générés peuvent alors migrer dans les organes Ilymphoides secondaires

périphériques (Figure 3).
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Figure 3: Etapes thymiques de la maturation lymphocytaire T. les progéniteurs lymphoides
subissent une maturation corticale (DN1 a DN4). Les lymphocytes immunocompétents sont
sélectionnés au sein du cortex central (sélection positive). Aprés migration vers la médullaire, les
lymphocytes auto réactifs sont éliminés (sélection négative).

16



1.2 LE THYMUS TUMORAL

Les tumeurs épithéliales thymiques (TET) sont des tumeurs rares dont
I'incidence est estimée entre 1,3 et 3,2 cas par millions d’individus [8]. En France,
250 — 300 nouveaux cas sont diagnostiqués chaque année (Reseau tumeurs
THYMIques et Cancer : RYTHMIC) [9]. Selon la classification anatomo-pathologique
de I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) actualisée en 2015 [10-12], les TET
regroupent deux principaux types de tumeurs: les thymomes (reproduisant
'architecture du thymus normal associant des cellules épithéliales thymiques
tumorales et des lymphocytes normaux) et les carcinomes thymiques (présentant
des caractéristigues anatomo-pathologiques communes aux autres types de

carcinomes).

La prise en charge thérapeutique des TET est multidisciplinaire associant
eéquipes chirurgicales et médicales spécialisées en oncologie thoracique, radiologues
et radiothérapeutes. La pierre angulaire du traitement des TET est, quand elle est
faisable, I'exérése chirurgicale compléte, RO (exérése compléte en zone saine sans
résidu tumoral microscopique résiduel) qui est le facteur pronostique le plus

significatif identifié a ce jour [13-16].

Si les thymomes ont une évolution souvent indolente (survie actuarielle a 5 ans
>95% pour les stages précoces), des récidives tumorales peuvent survenir jusque
chez 30% des patients ; ces récidives sont fréquemment (75% des cas) localisées
dans la plévre. Les carcinomes thymiques ont une évolution beaucoup plus
péjorative (survie actuarielle a 5 ans <20% pour les stages IV) [17-19]. Ces éléments

pointent la nécessité d’'une meilleure compréhension de la mécanistique tumorale.

1.2.1 Caractéristiques anatomopathologiques des tumeurs thymiques

1.2.1.1  Thymomes

Les thymomes sont divisés en sous-types A, AB, B1 a B3 sur la base de la
ressemblance des tissus tumoraux avec les différentes zones anatomiques du
thymus normal, du degré d’atypie des cellules épithéliales tumorales et de la

proportion lymphocytes normaux. Les thymomes de sous-type A « médullaires » (4-
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19%) sont caractérisés parla présence de cellules épithéliales fusiformes ou
ovalaires réguliéres avec peu/pas de lymphocytes. Les thymomes de sous-type AB
« mixtes » (15-43%) sont caractérisés par l'association de zones de thymome A
pauvres en lymphocytes et de zones de thymome B riches en lymphocytes en
proportions variables. Les thymomes de sous-type B (B1, B2 et B3) dits « corticaux »
sont quant a eux caractérisés parla présence de cellules épithéliales thymiques
proches du thymus normal peu abondantes dispersées, polygonales, présentant peu
d’atypies avec un noyau pale et un nucléole indistinct, associées a une population
trés abondante de lymphocytes immatures (6-17%). Les thymomes de sous-type B2
(18-42%) sont caractérisés par des cellules épithéliales tumorales plus nombreuses
que dans le sous-type B1, a noyaux larges, vésiculeux entourées d’'une population
de lymphocytes immatures moindre que dans les B1. Enfin, les thymomes de sous-
type B3 (7-25%) sont caractérisés par des cellules épithéliales thymiques tumorales
organisées en nids, des atypies cellulaires modérées, I'absence de différentiation

médullaire et des lymphocytes immatures peu nombreux (Figure 4).

Carcinomes
Thymomes thymiques

micronodulaire A AB

‘&1“5?‘*»“1 Fi
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Figure 4 : Caractérisation histologique des tumeurs épithéliales thymiques. Permission du
Dr L Chalabreysse.

18



1.2.1.2 Carcinomes thymiques

Les carcinomes thymiques, plus rares que les thymomes (incidence 0,2 - 0,5
par millions d’individus), dont le sous type principal est représenté par le carcinome
epidermoide thymique se caractérisent parla présence de cellules épithéliales
tumorales avec un niveau d’atypie élevé et une perte de I'architecture lobulée (Figure
4). Les carcinomes thymiques de sous-types glandulaires, sarcomatoides, muco-
épidermoides, lympho-épithéliaux sont quant a eux beaucoup plus rares [20-23].

1.2.2 Particularités immunologiques des tumeurs thymiques

Les tumeurs épithéliales thymiques sont associées chez prés d'un tiers des
patients a des manifestations auto-immunes [24]. Ces syndromes para-thymiques
seraient lies a une dérégulation de la différenciation et de la sélection des
lymphocytes T par les cellules épithéliales thymiques tumorales conduisant a
'absence de sélection négative et a I'émergence de lymphocytes T auto-réactifs [7,
25]. Le réle physiologique de la cellule épithéliale thymique meédullaire est la
présentation a sa surface, de I'ensemble des antigénes tissulaires du soi sous la
dépendance du facteur de transcription Auto Immune Regulator (AIRE) dans le
Complexe Majeur d’Histocompatibilité (CMH) [26]. Ces interactions aboutissent a la
délétion clonale des lymphocytes T immatures auto-réactifs et protégent I'organisme
de manifestations auto-immunes (Figure 5). Des mutations germinales de AIRE ont
été décrites et s’associent a I'APECED (Auto-immune Poly-endocrinopathy
Candidase Ectodermal Dystrophy); une maladie auto-immune poly glandulaire et
cutanée au cours de laquelle de nombreux thymomes ont pu étre observés [7, 25,
27].
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Figure 5: Etapes clés de la délétion clonale négative aboutissant & I'élimination de
lymphocytes T auto réactifs [7, 25].

Le syndrome para thymique le plus fréguemment retrouvé chez un tiers des
patients est la myasthénie [28], une maladie de la jonction neuromusculaire induite
par la génération d’auto-anticorps bloquants les récepteurs a [I'acétylcholine,
neuromédiateur fondamental de la plague motrice musculaire. A l'inverse, seuls 10-
15% des patients porteurs d’'une myasthénie sont porteurs d’'un thymome. Il a pu étre
décrit vingt-cinq autres syndromes para thymiques dont les deux plus fréquents

étant : I'erythroblastopenie (10%) et I’'hypo gamma globulinémie (5-10%).

1.3 Anomalies moléculaires des tumeurs thymiques

L’étude des anomalies moléculaires impliquées dans la carcinogénése
thymique est largement basée sur [I'exploitation d’échantillons tumoraux
pluricellulaires contenant cellules épithéliales tumorales, lymphocytes et cellules de
soutien. Cette approche globale permet d’identifier de nombreuses cibles
thérapeutiques potentielles ; néanmoins, il est difficile de différencier ce qui est
relevant et spécifique de la cellule épithéliale tumorale [29]. Des approches ciblées
de la cellule épithéliale thymique tumorale ont pu étre conduites avec I'analyse de
lignées cellulaires tumorales épithéliales thymiques humaines [30-34]. Ces lignées,
limitées en nombre (7 décrites a ce jour) sont porteuses d’anomalies moléculaires

spécifiques.
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L’analyse d’échantillons tissulaires de tumeurs thymiques a permis de
caractériser certaines mutations associées aux tumeurs, plus fréquentes dans les
carcinomes thymiques que dans les thymomes (60% vs. 20%) [35]. Ainsi, le
genotypage de 197 genes liés au cancer dans 47 carcinomes thymiques nous
indique que les mutations du gene TP53 sont observées dans 26% des cas en
association avec une diminution significative de la survie globale et a une
augmentation du risque de récidives tumorales [35-37]. Une analyse de type
PARADIGM (analyse du nombre de copies et de I'expression ARN) a montré une
augmentation de TP53, ainsi qu’une inhibition des oncogénes MYC/Max, MYB et
FOXM1 (facteur de transcription) dans les thymomes de sous-type A. un profil
inverse a été mis en évidence dans les thymomes AB, B et dans les carcinomes
thymiques. Ces résultats sont corrélés a I'agressivité des tumeurs de sous-type B et

des carcinomes thymiques [38].

1.3.1 Altérations chromosomiques

Des instabilités chromosomiques comme des délétions et des réarrangements
de la région q du chromosome 6 ont été rapportées dans de nombreuses tumeurs
malignes (sein, ovaire et mélanome) [39-41]. Des instabilités ont été mises en
evidence en utilisant un panel de 40 thymomes par la technique d’hybridation
génomique comparative (CGH). Une perte d’hétérozygotie (LOH) a été détectée
dans 24% des génes testés (293/1253), alors qu’une instabilité microsatellites n’était
identifiée que dans 2,4% des cas (39/1624) [42, 43]. Les LOH les plus fréquentes
sont observées dans une zone de 0,7-Mb, encadrée par les marqueurs D6S441 et
D6S290, située dans la région 25.2q du chromosome 6.

La fréquence des anomalies localisées sur le chromosome 6 augmente avec
'agressivité des tumeurs, soit environ 11% dans les thymomes de type A, et jusqu’a
26% dans les thymomes de type B3. La perte d’hétérozygotie affecte également la
région 6g23.3 — 25.3 ou est localisé le géne suppresseur de tumeurs ZAC (Zinc
Activated ion Channel) inhibiteur in vitro et in vivo de la prolifération cellulaire [44].
Les LOH de la région 6p21 peuvent également altérer les génes TNF-a (Tumor
Necrosis Factor a), CDKN1A et du CMH (Complexe Majeur d’Histocompatibilité) de
classe | et Il probablement impliqués dans les phénoménes tumoraux

d’échappement a la réponse immunitaire anti-tumorale [45].
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Sur les profils de CGH, il a également pu étre mis en évidence des gains
chromosomiques (17p et 20q) dans les thymomes de type A tandis que les
thymomes de type B présentent plutét une balance chromosomique plus équilibrée
(gain: 1,7/tumeur vs. Perte: 1,6/tumeur). Une altération, témoin d’'un linéage
commun entre les thymomes A invasifs et les thymomes de type B2, B3 a été mise
en évidence avec notamment un gain localisé dans la région q du chromosome 1.
Ce gain 1q pourrait étre un facteur pronostic de I'agressivité des thymomes de type A
[46].

1.3.2 Dérégulation des voies de signalisation

1.3.2.1 Résistance a la mort cellulaire

La protéine BCL2 (B Cell Lymphoma 2) est une protéine anti-apoptotique clé
(Figure 6). Son amplification induit un blocage de la signalisation intracellulaire de
I'apoptose provoquant une accumulation de cellules tumorales. Des gains du géne
BCL2 ont été décrit dans 12 a 57% des thymomes, principalement dans les types A
et B3. Il a également été mis en évidence une surexpression de la protéine BCL2
dans les carcinomes thymiques (dans 40 a 94% des cas) corrélée a 'augmentation
de la prolifération cellulaire et I'agressivité des tumeurs [36, 47, 48]. Par ailleurs,
linhibition des protéines BCL2 et MCL1 (Induced Myeloid Leukemia Cell
differentiation protein ; appartenant a la famille des protéines BCL2) par des SiRNA
(Silencing RNA) réduit la croissance cellulaire in vivo d’une lignée de cellules
épithéliales thymique tumorale. Sur le plan clinique, I'hyper expression de BCL2 dans

les tumeurs thymiques est un facteur de mauvais pronostic [48].
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Figure 6 : Voies d’activation de I’'apoptose. Deux voies majeures dans
la signalisation intracellulaire de I'apoptose : la voie des récepteurs de mort
(a droite) initiée par des signaux extra cellulaires (Fas ligand ou TNF-a)
activant directement des protéines de la famille des caspases ainsi que la
voie mitochondriale (a gauche) et la voie mitochondriale initiée par divers
signaux. Les protéines de la famille BCL2 selon qu’elles soient pro ou anti-
apoptotiques régules positivement ou négativement la formation de
I'apoptosome induite par 'augmentation de la perméabilité membranaire
mitochondriale [49].

1.3.2.2 Altérations de la voie PIK3/ Akt/ mTOR

La voie PIK3/ Akt /mTOR est impliquée dans la survie, la prolifération, la
différenciation et la synthése protéique cellulaire %, Elle est activée par
phosphorylation lors de la liaison d’un ligand comme par exemple les facteurs de
croissance IGF (insulin growth factor) ou EGF (epidermal growth factor), sur leurs
récepteurs transmembranaires. Cette liaison entraine I'homo dimérisation du
récepteur et l'activation de domaines tyrosines kinases. Les protéines ainsi
phosphorylées permettent un recrutement a la membrane de I'hétéro dimére PIK3
par le biais d’'un site de type SH2 [51]. La protéine PIK3 sous membranaire ainsi
activée entraine la production de PIP3 (phosphatidyl Inositol-3,4,5—triphosphate)
conduisant a la phosphorylation de la protéine cytosolique Akt qui a son tour
phosphoryle le complexe mTOR provoquant la prolifération cellulaire via les
effecteurs de P70S6K (S6 kinase beta-1) et 4E-BP1 (eukaryotic translation initiation
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factor 4E binding protein 1) (Figure 6). En cancérologie, les altérations de la voie
PI3K/Akt/mTOR sont fréquentes [52] et ses acteurs sont des cibles thérapeutiques
prometteuses [53].
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Figure 6. Interactions des voies de signalisation intra cellulaire avec la voie PIK3/ Akt/
mTOR. De nombreux stimuli extra membranaires via des liaisons Ligand-Récepteur
aboutissent a [l'activation de complexe PIK3. PIK3 déclenche ensuite une cascade de
phosphorisations dont les intermédiaires les plus significatifs sont Akt et mMTOR. mTOR, via
I'activation de P70S6K. Akt via Bad, léve l'inhibition de BCL2 conduisant a une diminution de
I'apoptose et a une augmentation de la survie cellulaire.

Le complexe PIK3 est composé d’une sous-unité -catalytique PIK3C
comprenant 4 iso formes PIK3CA, PIK3CB, PIK3CG et PIK3CD et d’une sous-unité
régulatrice PIK3R1, PIK3R2, PIK3R3, PIK3R4, PIK3R5 et PIK3R6. Ces différentes
sous-unités sont frequemment mutées et/ou surexprimés dans les cancers humains
[54] (Figure 7). Les mutations PIK3 sont des mutations activatrices augmentant la
phosphorylation/activation d’Akt et de mTOR conduisant a une hyper activation de la
voie. La mutation E545K de la sous-unité catalytique PIK3CA est identifiée dans de

nombreuses neéoplasies [55-58].
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Une activation de PIK3CA secondaire a une mutation activatrice a été
identifiee dans une lignée de cellules épithéliales tumorales thymiques dérivées d’un
thymome de type AB (IU-TAB1). Des mutations de PIK3R2 ont été rapportées en cas
de carcinome thymique dans une lignée primaire (MP57) et dans des échantillons
tissulaires de patients, PIK3R4, prédictives de lefficacité d’inhibiteurs spécifiques
[59].
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Figure 7. Mutations du complexe PIK3 dans les tumeurs épithéliales thymiques et des cellules
épithéliales dérivées de ces tumeurs. Mutations dans thymomes () et carcinomes thymiques ().

1.3.2.3  Mutations de c-KIT

Le récepteur de tyrosine kinase de type lll, c-KIT, est impliqué dans la fertilité,
homéostasie et la mélanogenése. Il fait partie de la famille des oncogénes et joue un

réle crucial dans I'apparition de cancers [60-62].

Une hyper expression de c-KIT est observée dans moins de 5% des thymomes,
surtout de type B3, et dans prés de 80% carcinomes thymiques [29]. Des mutations
activatrices de c-KIT ne sont retrouvées que dans 10% des cas. Dans une étude
portant sur 45 tumeurs thymiques, une hyper expression de c-KIT a pu étre mise en
évidence dans 3/7 carcinomes thymiques, tandis qu’'une mutation activatrice a été

identifiée dan 2/7 cas. La premiere mutation était une délétion dans I'exon 11 (V560)
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et la seconde est une délétion dans I'exon 14 (H697Y). Dans des modéles cellulaires
et chez des patients atteints de carcinome thymique, la mutation V560 était associéee
a une sensibilité aux inhibiteurs de tyrosine kinase tels que le Sorafenib, I'lmatinib et
le Sunitinib [29, 35, 63-67]. La présence de mutations de c-KIT n’est pas corrélée au
niveau d’expression de la protéine. D’autres mutations ont été rapportées dans la
littérature [65]. Par ailleurs, une activation de c-KIT entraine une activation de la voie
PIK3/ Akt/ mTOR [68].

1.3.3 Altérations de KRAS

KRAS est une protéine de type GTPase appartenant a la famille RAS ; elle
joue un réle important dans la signalisation tissulaire.Les mutations de KRAS sont
rares dans les thymomes et sont plus fréquemment observées dans les carcinomes
thymiques (4 a 14% des cas) et leur signification pronostique ou prédictive est

inconnue [69, 70].

1.3.4 Hyper expression de IGF-1R

L’'IGF-1R (insulin growth factor — 1 Receptor) est un récepteur tyrosine kinase
transmembranaire participant a [l'activation des voies de signalisation
PI3K/Akt/mTOR, des MAP-kinases impliquées dans la survie et la prolifération
cellulaire [71] (Figure 9). Une analyse de 63 tumeurs thymiques (56 thymomes et 7
carcinomes thymiques) a montré que I'expression de I'lGF-1R était significativement
plus élevée dans les stades plus agressifs (Il — IV, p=0,007) sans différence
significative suivant le sous-type histologique (A vs. B; p=0.1). Néanmoins,
'expression d’IGF-1R est significativement plus élevée dans les carcinomes
thymiques (86 vs. 43% dans les thymomes ; p=0,0039) [72, 73].

Le cixutumumab, un anticorps mono clonal dirigé contre IGF-1R a été testé
sur 49 patients présentant une tumeur thymique réfractaire avec des résultats
modestes (phase Il) [74]. Dans le groupe thymome (N=37), 5 ont eu une réponse
partielle tandis que 28 ont présenté une stabilité de la maladie. Dans le groupe
carcinome thymique (N=12), 7 patients n’ont pas répondu et 5 ont présenté une

stabilité évolutive. Plusieurs patients du groupe thymome (N=9) ont développé des
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réactions auto-immunes dont la plus fréquentes était une érythroblastopénie. Le
récepteur IGF-1R est impliqué dans l'activation lymphocytaire [75]. Le récepteur
IGF-1R peut également aprés activation faciliter le recrutement a la membrane et
activer Akt conduisant a l'activation de la voie PIK3/ Akt/ mTOR [76], dans des
cellules de carcinome thymique [77].
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Figure 9 : Voie de signalisation médiée par I'lGF-1R. Le récepteur IGF-1R lorsqu’il est activé
interagit avec de nombreuses voies de signalisation intracellulaires telles que PI3K/Akt/mTOR,
RAS.

1.3.5 Mutations de GTF2I

GTF2I (general transcription factor 21) est une protéine multifonction impliquée
dans les mécanismes de prolifération cellulaire, elle interfére avec le cycle cellulaire
via le facteur de transcription TF2I-1.Des analyses de séquencage [78] [38] ont mises
en évidence une mutation non-sens de GTF2I (L424H) exclusivement observée dans
les thymomes de faible agressivité de sous type A (82%) et AB (74%). Les mutations
de GTF2I sont rares dans les carcinomes thymiques (8%). Le rbéle de GTF2I dans la
carcinogénése thymique n’est pas clairement identifie. Dans une série de 296
patients, I'analyse de la survie a montré une survie supérieure chez les patients dont
la tumeur portait une mutation de GTF2I, probablement du fait d’'une histologie de
plus faible grade : survie a 5 ans et 10 ans de respectivement 90% vs.72% et 86%
vs. 56% ; p=0.002 [79] (Figure 10).
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Figure 10 : Tumeurs thymiques et mutations GTF2l. (a) fréquence des mutations GFT2I par
sous-type histologique. Le nombre de patients est donné entre parenthése a coté de chaque
sous-type histologique. (b) survie cumulée (Kaplan-Meier) démontrant une meilleure survie chez
les patients mutés (MUT, ligne bleue) vs sauvage (WT, ligne rouge) ; p< 0.001 [78].

1.3.6 Altérations du cycle cellulaire

Le géne CDKN2A (Cyclin-Dependant Kinase Inhibitor 2A) code pour deux
protéines ayant un rble suppresseur de tumeurs par inhibition de la phase de
transition G1-S et par activation de TP53 [80] (Figure 11).

Une étude de séquengage de 50 oncogénes et/ou génes suppresseurs de
tumeurs a été réalisée sur 35 carcinomes thymiques et a identifié la présence de
mutation non-sens dans le géne CDKN2A dans 11% des cas et une perte de la
protéine CDKN2A dans 38% des tumeurs testées. La perte de CDKN2A était
associée a une diminution de I'expression de p16/NK4a (cyclin-dependant kinase
inhibitor 2A , inhibiteur de CDK contribuant a la régulation du cycle cellulaire en

inhibant la phase S) avec une survie globale plus faible [78, 81, 82]
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Figure 11: La présence de mutations du géne de CDKN2A est corrélée a une
diminution de I'expression de la protéine p16. Mutations de CDKN2A et diminution de
I'expression de p16 ont un impact négatif sur la survie sans progression et la survie globale
[82].

1.3.7 Dérégulation du cycle cellulaire

L’angiogenése est un évenement fondamental nécessaire a la croissance
tumorale et la diffusion métastatique des tumeurs [83]. Le VEGF (vascular
endothelial growth factor) est un acteur principal de la néo-vascularisation
promouvant l'angiogenése et stimulant la prolifération, la migration et la survie
cellulaire en interagissant avec son récepteur (VEGF-R).

Les protéines VEGF-A, et les récepteurs VEGF-R1 et VEGF-R2 sont
surexprimés dans les tumeurs épithéliales thymiques. La surexpression du VEGF a
été retrouvée dans 63-75% des carcinomes thymiques et est corrélée a
'augmentation de la densité des néo-vaisseaux, a linvasion de la tumeur) et a

'expression de KI-67 [84]. L’expression du ligand VEGF est rare dans les thymomes
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de type A ou AB, mais augmentée dans les thymomes invasifs (5% vs. 55%). Seuls
les carcinomes thymiques présentent une élévation des taux circulant sanguin de
VEGF [84]. Le VEGF et le bFGF (basic fibroblast growth factor) sont aujourd’hui
identifié comme potentiels bio marqueurs de la diffusion métastatique dans les
carcinomes thymiques [85].

1.3.8 Anomalies épigénétiques

Les tumeurs épithéliales thymiques présentent de nombreuses mutations de
genes de régulation épigénétiques. Ces mutations se rencontrent dans environ 38%
des carcinomes thymiques et restent rares au sein des thymomes [35]. Des
mutations ont ainsi pu étre décrites dans des génes impliqués dans la modification
des histones comme BAP1 (BRCA associated protein 1), SETD2 (SET domain
containing 2) qui possédent un réle suppresseur de tumeurs. Des mutations de
ASLX1 (Additional sex combs like 1), régulateur de la transcription ont également
étés trouvées dans 4% des carcinomes thymiques testés.

Des mutations de genes impliqués dans la méthylation de 'ADN comme
DNMT3A (DNA methyl transferase 3 alpha), TET2 (TET methyl cytosine dioxygenase
2) et WT1 (Wilms tumor 1) ont pu respectivement étre décrite dans 4 -7% des
carcinomes thymiques. De nombreux génes impliqués dans le remodelage de la
chromatine comme SMARCA4 (SWI related matrix associated actin dependant
regulator of chromatin subfamily A member 4), KDM6A (lysine demethylase 6A),
MLL2-3 (Mixed-Lineage Leukemia 2-3) peuvent également faire I'objet de mutations
[37].

Une hyper méthylation de 'ADN a été mise en évidence au niveau des
promoteurs de génes clés impliques dans la carcinogenése (régulation du cycle
cellulaire, adhésion cellulaire, apoptose, transduction du signal, réparation de '’'ADN)
dans 47% des tumeurs épithéliales thymiques : DAP-K (Death Associated Protein
Kinase), MGMT (O-6-MethylGuanine-DNA Methyl Transferase), HPP1 (Hyper
Pigmentation Progressive 1), CDH1 (Cadherine 1), CDKN2A, FHIT (Fragile Histidin
Triad), RASSF1A (Ras Association domain Family member 1), RARB2 (Retinoic acid
receptor B2), APC (WNT signaling pathway regulator), MLH1 [86, 87]. L’hyper
méthylation des promoteurs de DAP-K, CDKN2A, MGMT et HPP1 a été retrouvé a
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des taux significativement plus élevés dans les carcinomes thymiques (83% vs. 38%
dans les thymomes). L’hyper méthylation spécifique du promoteur du géne MGMT
est retrouvée dans 74% des carcinomes thymiques et dans 29% des thymomes et
conduit a une diminution de I'expression de la protéine MGMT par ailleurs décrite
comme un facteur de mauvais pronostic en I'absence d’'un traitement par agent
alkylant [88].

1.3.9 Réponse immunitaire anti tumorale

PD1 est un récepteur transmembranaire préférentiellement exprimé sur les
cellules immunitaires lymphocytaires. PDL1 est membre de la famille B7 du
complexe majeur d’histocompatibilité impliqué dans les mécanismes de présentation
de I'antigéne aux cellules immunocompétentes et exprimé a la surface des cellules
tumorales. La voie PD1-PDL1 est impliquée dans les mécanismes de tolérance et
d’auto-immunité [89]. Le blocage de la liaison de PDL1 avec PD1 par le biais
d’anticorps monoclonaux entraine une activation de la réponse immunitaire des
cellules immunocompétentes dirigée contre les cellules tumorales [90] (Figure 13).

Une analyse immuno-histochimique incluant les différents sous-types de
thymomes (n=84) a pu mettre en évidence une expression de PDL1 des cellules
épithéliales tumorales dans 19% (16/84). L’expression de PDL1 était plus importante
pour les thymomes de sous-types B1 riches en lymphocytes normaux : 42% B1 ;
50% B1, B2, (18% pour les A, B2 et B3). Les patients dont les tumeurs thymiques
exprimaient PDL1 pressentaient des stages Masaoka-Koga plus avanceés, |la encore
du fait de la corrélation entre histologie et stade au diagnostic (p<0.01) [91].
L’interprétation de ces données est en outre complexe du fait de I'expression de PD-

1 et PD-L1 par les cellules épithéliales thymiques non tumorales.

PDL1 est exprimé dans 88% des carcinomes thymiques (p<0.001) et dans 45-
75% des cellules épithéliales tumorales carcinomateuses thymiques [91-93].

L’intensité du marquage PDL1 est corrélée a 'agressivité de la tumeur [93-95].

Deux essais cliniques [96] chez des patients présentant de carcinomes
thymiques avancées ont été conduits mettant en évidence des taux de réponse

d’environ 30% mais avec des effets secondaires de type auto-immuns (polymyosite,
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myocardite, pemphygoide bulleuse), exacerbation de pathologies auto-immunes
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Figure 13 : mécanismes d’inhibition de la réponse immunitaire lymphocytaire T médiée
par la liaison PD1 / PD-L1. La liaison PD1-PDL1 inhibe la réponse anti tumorale par
l'intermédiaire de mécanismes de tolérance du soi [97].
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1.3.10 Cibles thérapeutiques potentielles dans les tumeurs thymiques
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Figure 15: Cibles thérapeutiques potentielles en carcinogenése
thymique [98].
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1.4 PRISE EN CHARGE CLINIQUE DES TUMEURS THYMIQUES

La prise en charge des tumeurs du thymus repose, quand elle est possible sur
la chirurgie d’exérése compléte sans résidus tumoraux microscopiques ou
macroscopiques (résection R0). L'absence de résidus microscopique apres chirurgie
est a ce jour, en analyse multivariée sur plusieurs études rétrospectives, un facteur

pronostic indépendant de survie a long terme [14, 15, 99-101].

Les différentes stratégies proposables en présence de tumeurs thymiques
sont résumées dans le tableau ci-dessous (Tableau 1).

Tumeurs primitives résécables
Stades 1, 11,1

'
Chirurgie I

< Résection compléte ? T
oui non
A4 \
Stades |, Il l Stades Il

¥

Tumeur sans envah%ssemenl P ératoire 466 Gy
capsulaire | Radiothérapie past -opératoire & avec I
surimpression sur le résidu tumoral
Stades | . Stades Il I

Survecll.ance . A rllsculer en l:om:enmmn I

Ratiolhemeposl-opemlarea!’:ﬁ Gy

Tumeurs primitives non résécables
Stades Il

A 4

Biopsie I

¥
[ cnimiotnérapie dinduction - 3 cycles

o

< Tumeurrésécable?
e —— —
[

- —
Tumeurs primitives Radoinérapie entre 60 et 66 Gy fJ
résécables de stades |, 11, Il

Tableau 1: stratégies thérapeutiques proposables en présence de
tumeurs thymiques, d’apres le référentiel national RYTHMIC (réseau tumeurs
thymiques et cancer). www.rythmic.org.
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La problématique principale des tumeurs thymique repose sur la conduite a
tenir en présence de tumeurs non résécables et ou métastatiques. Toutes les
données actuelles de la prise en charge des tumeurs thymiques sont présentées
dans l'article que nous avons publié en Annexe 1 (Girard N, Maury JM, Chalabreysse
L, Besse B. Tumeurs thymiques. EMC-Pneumologie 2016).

Dans le cas particulier des récidives pleurales de thymomes, plusieurs options
sont a discuter. Si elle est techniquement possible la résection chirurgicale doit étre
envisagée. Les modalités techniques sont multiples (de la pleuro pneumonectomie a
la tumorectomie simple) avec un impact significatif sur la survie chez des patients
hyper sélectionnés [102-112]. Dans cette optique, et en partant du principe que la
récidive pleurale est une maladie métastatique pour laquelle la résection est
obligatoirement incompléte (avec présence de résidus microscopiques tumoraux
aprés chirurgie : R1), nous avons développé une technique chirurgicale hybride
associant une pleurectomie décortication associée a une chimiothérapie intra
thoracique avec hyperthermie. Cette technique est décrite dans l'article présenté en
Annexe 2 [113]. Cette thérapie innovante souléve cependant de nombreuses
questions [114, 115] notamment sur le choix des agents anti mitotiques et sur son

efficacité a long terme [116].
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2 OBJECTIFS

Mon travail de these s’articule sur deux aspects de la prise en charge des
tumeurs thymiques : Une approche clinique, en lien avec mon activité de chirurgie
thoracique et mon implication dans la prise en charge globale de patients atteints de
tumeurs thymiques réfractaires ; dans ce cadre j'ai pu développer et analyser les
résultats d’une thérapeutique innovante : la cytoréduction chimio hyperthermie pour
métastases pleurales de thymomes. Une approche translationnelle et de laboratoire,
avec le développement d’'un modeéle cellulaire humain in vitro transposé d’'un modéle
murin [117] dans l'optique d’évaluer l'efficacité potentielle d’agents anti mitotiques sur

la croissance de cellules épithéliales thymiques tumorales.
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3 RESULTATS

3.1 Intra-thoracic Chemo-Hyperthermia for pleural recurrence of thymoma

3.1.1 Introduction

Les récidives pleurales des thymomes sont rares (7 — 20%) mais
caractéristiques de leur évolution [14, 111]. La plevre représente un site de
prédilection de I'atteinte métastatique (75% des cas). La chirurgie d’exérése est un
facteur prédictif majeur de survie a long terme, associée ou non a des
chimiothérapies  d’induction et/ou une radiothérapie post opératoire.
Malheureusement, il n'existe pas de consensus sur I'approche chirurgicale qui doit
étre employée. De nombreuses techniques ont été décrites allant de la tumorectomie
a la pleuro pneumonectomie extra pleurale [14, 103, 105, 111]. L’ITCH (intra thoracic
chemo hyperthermia) est une technique chirurgicale développée initialement dans le
traitement des récidives pleurales et péritonéales des mésothéliomes [118-120] qui
consiste en la réalisation d'une pleurectomie subtotale potentialisée par une
chimiothérapie hyperthermique peropératoire. Nous avons donc adapté cette
technique chirurgicale a la récidive pleurale des thymomes car potentiellement

efficace et moins morbide que la pleuro pneumonectomie.

Nous avons conduit une analyse rétrospective a été conduite entre 1997 et
2015 sur 19 patients consécutifs traités par cytoréduction pleurale et ITCH
(Cisplatine : 50 mg/m? et mitomycine : 25 mg/m?). Huit hommes et onze femmes
(Age médian : 44 ans). L'ITCH était associée a une pleurectomie isolée dans 4 cas
(22%), a des wedges résections dans 14 cas (74%) et un patient a eu une pleuro
pneumonectomie. |l n’y a eu aucun déceés péri-opératoire, 5 patients ont présenté
une complication incluant trois complications imputables a la chimiothérapie (deux
insuffisances rénales aigues spontanément réversibles et une aplasie médullaire
également réversible). Les durées médianes d’hospitalisation en unité de soins
intensifs et totales étaient de 1 et 10 jours. Aprés un suivi médian de 39 mois (range
10 — 127 mois) la médiane de survie sans récidive était de 42 mois ; cinq patients

(26%) sont décédés au cours du suivi.
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Notre étude montre que I''TCH est une option faisable et valable sur le plan
carcinologique chez des patients sélectionnés. Elle permet un contréle local et une
survie prolongée avec une morbidité et une mortalité faible. Le recours a cette

technique doit étre discuté en réunion de concertation pluridisciplinaire dédiée et
réalisée en centre expert [121, 122].
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3.1.2 Article 1: Intra-Thoracic Chemo-Hyperthermia for pleural recurrence of thymoma
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Background: Pleural recurrences are a hallmark of thymomas, and represent a challenge for multidisci-
plinary management. The purpose of this study was to assess the feasibility and the results in terms of
morbidity, mortality and survival rates, of Intra-Thoracic Chemo-Hyperthermia (ITCH) for the treatment
of pleural recurrences of thymomas.

Methods: Retrospective analysis of 19 consecutives patients between 1997 and 2015 treated by surgical

#m':_‘s; cytoreduction (pleurectomy) followed by ITCH with 25 mg/m? of mitomycin, and 50 mg/m? of Cisplatin.
Sm’,::ry Results: There were 8 men and 11 women with a median age of 44 years. ITCH was combined with
Chemotherapy pleurectomy alone in 4 (22%) patients, pleurectomy and wedge resections in 14 (74%) patients; 1 (5%)

patient had a pleuropneumonectomy. There were no perioperative deaths, and 5 patients (26%) presented
with postoperative complication, including 3 (16%) cases related to chemotherapy (one case of reversible
grade 2 bone marrow aplasia, and 2 cases of reversible, acute kidney failure). The median length of stay
in intensive care unit and hospital were 1 day and 10 days, respectively. After a median follow-up period
of 39 months (range 10-127 months), median disease-free survival was 42 months. Five patients (26%)
died during follow-up.

Conclusions: Our data indicate that ITCH is a feasible option for selected patients with pleural recurrence of
thymomas. ITCH clearly provides long local control, without major safety issues, and prolonged survival
may be achieved in selected patients. This therapeutic option should be discussed at a multidisciplinary
tumor board.

Pleural recurrence

© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction peutic strategy and evaluate the prognosis. Surgery is the mainstay

of the treatment, as complete resection represents the most signif-

Thymomas are rare thoracic malignancies that may be aggres-
sive and difficult to treat [1-3]. Multidisciplinary collaboration
between clinicians, surgeons, radiologists and pathologists is
required from establishing the diagnosis to organizing the thera-

* Corresponding author at: Service de Pneumologie, Hopital Louis Pradel, F-69500,
Bron Cedex, France.
E-mail address: nicolas.girard@chu-lyon.fr (N. Girard).
! Co-first authors.

http://dx.doi.org/10.1016/j.lungcan.2017.02.014
0169-5002/© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

icant favorable prognostic factor on survival [4].

Pleural dissemination is a hallmark of thymoma; while being
observed at the time of diagnosis in only 7-10% of cases — then
referred as to stage IVA disease [5,6], pleural lesions occur in 75%
of recurrences [7]. Re-resection is a major predictor of favorable
outcome in this setting, and may be combined with chemother-
apy. Surgical approaches range from single localized pleurectomy
to Extra Pleural Pneumonectomy (EPP) [5,6,8].

Intra-Thoracic Chemo-Hyperthermia (ITCH) was initially intro-
duced for cytoreductive surgery of mesothelioma, leading to
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increase local disease control while aiming at preserving the lung
function [9,10]. In the setting of advanced, recurrent thymoma,
those outcomes are also highly relevant, and ITCH has been con-
sidered an option in the treatment strategy [11].

Here we took advantage of our cohort of patients with thymoma
recurrences and treated with ITCH, to provide an analysis of the
feasibility of the procedure, and report on the outcome of patients.

2. Materials and methods
2.1. Study design

This single-institution retrospective study was conducted in
the departments of Thoracic Surgery, Respiratory Medicine and
Thoracic Oncology at the University Hospital of Lyon, France. The
French National Cancer Institute granted our center as an expert
center for the management of thymic tumors in January 2012. All
patients with advanced thymic malignancies who underwent ITCH
were included in this analysis. The Protocol Assessment and Review
Ethics Committee of the Pilot Unit for the management of Rare Tho-
racic Malignancies, a French National Institute-sponsored network
dedicated to the study of rare thoracic malignancies, approved the
study. Given the limited amount of data in the literature, the pri-
mary objective of this analysis was to evaluate the morbidity and
the mortality of ITCH, as well as survival rates.

2.2. Patients

From April 1997 to March 2015, 19 patients underwent pleural
surgery with ITCH at our center; during this period, 270 patients
were operated on fora thymic tumor. All patients had been included
in a prospective database.

Indication of ITCH was based on surgeon's experience, and
systematically discussed at an expert multi-disciplinary tumor
board. Minimal selection criteria for ITCH were the following:
age <75years, presence of isolated pleural metastasis of previ-
ously surgically-removed thymoma, pleural lesions evaluated as
being resectable by the surgical team, absence of extra-thoracic
metastasis, cardiopulmonary function allowing carcinologic pul-
monary resection if needed. Patients with thymic carcinoma were
not selected for ITCH.

Histology was assessed based on the World Health Organization
classification [1], and stage was assessed based on the Masaoka-
Koga-International Thymic Malignancies Interest Group system.

2.3. ITCH protocol and surgical procedure

All patients had insertion of epidural catheter before general
anesthesia. Surgical position was lateral decubitus with a 5th space
postero-lateral thoracotomy. Maximal attempts were made to
remove all macroscopic tumor lesions by mean of subtotal pleurec-
tomy, lung wedge resections, diaphragmatic and/or pericardium
resections.

Before the closure of the thoracotomy, the equipment for ITCH
was inserted into the pleural cavity: 30 French silicon drainage,
inflow drainage, inserted at the apex of the pleural space, and 30
French silicon drainage, inserted at the bottom. Thermic probes
(Mallinckrodt, Mulhuddart Dublin, Ireland) were also inserted in
the pleural space, one on the inflow, and the second one on the
outflow drainage. After thoracotomy closure, inflow and outflow
chest tubes were connected to a close sterile circuit where 4 lit-
ters of infusion (Travenol Laboratory, Norfolk, England) propelled
by mean of a roller pump (Cobe) at the rate of 200cm3/min. The
infusion contained 25 mg/m? of Mitomycin®, for a maximum dose
of 60 mg (MMC, Kyowa, Tokyo, Japan), and 50 mg/m? of cisplatin,
for a maximum dose of 100 mg. This liquid was heated through a

thermic exchanger connected to a heating circuit. Intra- and extra-
pleural thermic probes were connected to the thermic reader to be
monitored every 10 min.

ITCH was carried out for over 90 min with a close monitoring
of central temperature, respiratory and hemodynamic functions.
Mean maximal inflow temperature was 42° C. At the end of the
procedure, patients were transferred to the intensive care unit for
respiratory tube removal, and monitoring.

2.4. Follow-up of patients

Adverse events (AEs) were recorded using the National
Cancer Institute grading system [National Cancer Institute. Com-
mon Terminology Criteria for Adverse Events v.3.0 and v.4.0
(CTCAE) http://ctep.cancer.gov/protocolDevelopment/electronic_
applications/ctc.htm. Accessed June 1st, 2016]. Post-operative mor-
bidity and mortality were recorded within a 30-day period after

surgery.
2.5. Statistical analyses

All patients were included in the statistical calculations. Follow-
up was obtained inall cases, and was censored on August 31st, 2016.
Overall survival (OS) was defined as the time elapsed between ITCH
surgery and death or last date of follow-up. Disease-free survival
was defined as the time elapsed between ITCH surgery and first
recurrence or last date of follow-up. Survival was assessed using the
Kaplan-Meier method. Statistical analyses were performed using
the GraphPad PRISM software, version 6.0.

3. Results
3.1. Study population

A total of 19 patients underwent ITCH over the study period
at our institution. Baseline characteristics of the patients are pre-
sented in Table 1. Median age was 44 years (21-68 years), and 8
(42%) were men. Type B2 thymoma was the most frequent sub-
type (53%), followed by type B3 (27%), and B1 (10%). Combination
of type B2 and B3 was found in 2 (10%) of cases. All patients had
a performance status of 0-1. Nine (47%) patients had a history of
myasthenia gravis. Mean left ventricular ejection fraction was 66%
(range 48%-72%), and mean forced expiratory volume in 1s was
91% (range 69%-96%).

Six patients (32%) had been initially diagnosed with stage
IVA disease. Median disease-free interval between surgery and
recurrence was 59 months (range: 12-120 months). No patient
presented with known cardiovascular disease, renal function alter-
ation, or hepatic abnormalities. At the time of initial thymectomy,
5 (26%) patients had induction chemotherapy; in 2 (10%) thymic
resection was incomplete (one R1 and one R2). Eight patients (42%)
had post-operative radiotherapy. Before ITCH, 5 patients (26%) had
previously been diagnosed with pleural recurrences, three of whom
(16%) had more than 2 pleural lesions. All these patients had previ-
ously received chemotherapy, wedge resection, pleurodesis or/and
radiotherapy before being considered for ITCH.

3.2. Intra-Thoracic Chemo-Hyperthermia procedure

Pleurectomy alone was performed in 4 patients (22%); 14 (74%)
patients had pleurectomy combined with lung wedge resections,
and 1 patient (5%) had an extra-pleural pneumonectomy. Seven
patients (37%) had partial diaphragmatic resection without pros-
thetic replacement. ITCH was performed in 100% of the patients
without per-operative adverse event; running course was 90 min
for all patients. No episode of cardiac or respiratory distress was
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Table 1
Pre-operative patients characteristics.
n (%)
Total 19 (100%)
Mean Age 49+ 11 years
Gender
Male 8 (42%)
Female 1 (58%)
Co-morbidities
Tobacco-smoking
Yes (16%)
No 16 (84%)
Myasthenia Gravis
Yes (26%)
No 14 (74%)
Performance status
0 10 (53%)
1 (47%)
Initial characteristics of thymoma
Stage
Stage I/l 1 (5%)
Stage Il 9 (47%)
Stage IV 9 (47%)
Histology
A 0 (0%)
AB 0 (0%)
Bl 2 (10%)
B2 10 (52%)
B3 5 (26%)
B2/B3 2 (10%)
Initial treatment of thymoma
Age at thymectomy 45+ 10years
Disease-free interval before recurrence 59 months
(Range: 12-120)
Number of recurrences before ITCH
0 14 (77%)
1 0 (0%)
2 2 (10%)
3 3 (16%)

observed. In patients with diaphragmatic resection, no fluids leak
from the pleural space to the peritoneum was observed.

3.3. Post-operative course and safety

No postoperative mortality was recorded, and five patients
(26%) presented with post-operative complications, including 2
(11%) cases related to surgery (one grade 2 pyothorax, and one
grade 2bacterial pneumonia), and in 3 (16%) cases related to ITCH
(including one reversible grade 1 bone marrow aplasia, and two
spontaneously reversible grade 2 acute kidney failure). The median
length of stay in the Intensive Care Unit (ICU) and at the hospital
were 1 (range: 1-26 days) and 10 days (range: 7-36 days), respec-
tively (Table 2).

34. Outcome

After a median follow-up period of 39 months (range: 10-127
months), 14 patients were alive, 12 of them with no evidence of
disease. Seven patients (37%) presented with tumor recurrence
with a median disease-free survival of 53 months (Fig. 1). Two
patients developed homo-lateral lymph node relapse, and were
treated with radiotherapy. One patient presented with pericardial
relapse, two patients with homo-lateral pleural metastasis, and one
with contra-lateral pleural relapse. Overall, median homo-lateral
pleural relapse disease-free survival was 41 months (range: 22-84
months). Five patients (26%) died during follow-up; median overall
survival was 63 months and 1-year and 5-year survival were 93%
and 86%, respectively (Fig. 1). Death was related to tumor progres-
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Fig. 1. Disease-free (A) and Overall Survival (B) of the 19 patients who received
Intra-Thoracic Chemo-Hyperthermia.

sion in one case, to viral or bacterial infection in 3 cases, and to
pulmonary embolism in one case.

4. Discussion

Here we report on the largest series of patients with pleural
recurrences of thymoma, and who were treated with ITCH. While
being based on a single center experience, with a limited number
of patients, which is related to the rarity of the disease, our results
highlight the feasibility and the safety of the procedure, and sug-
gest prolonged disease-free and overall survival may be achieved
in selected patients with aggressive, recurrent thymoma associated
with pleural disease.



JM. Maury et al. / Lung Cancer 108 (2017) 1-6

sagpam

/ 8l 3UON “Kwopainalg VAI 4} SA 0s J[ewaj 61
sagpam
/ Lh JUoN “Kwopainajg 1 14 ON 4 JEW 81
sagpam
/ 8N SUON “Kwopainalg 1 £d ON 34 J[ewwaj Ll
Awopauownaug
/ vils Eluownaug [einald BnXy 1 4] ON LS J[eway 91
sagpam
/ Ly 3UON “fwopainajg VAI 4} SaA 95 J[ewaj Sl
sagpam
/ (1]8}3 3UON ‘Awopainald aAl £l ON b 4 S[eway vl
sagpam
/ LI SUON “Awopainalg al 4} SaA 8S J[ewaj £l
y8/ieareqisd vz ainjiej Aaupry Awopainalg VA £l ON 8S J[EW zl
sagpam
/ LI SUON “fwopainalg 1 4} SaA 09 ElLY] I
sagpam
/ th auoN ‘fwopainajd 1 14 ON 6E Elly 01
1Z/[e13[enIu0) Lh xejoyiofg Awopainald 1 £d ON 89 J[ewaj 6
1 /le1aneqisd] 8h SUON Awopaimalg VAI £l SaA | 4 ElLY] 8
sagpam
9z/reunseipap 6111 ainjrej Aaupry ‘Awopainajd VAI ea-zd SA 62 JEW L
saspam
/ i 3UoN ‘Awopanald 1 ea-zd SaA 44 Bl 9
sagpam
/ vl eisejdy/enup iy ‘Kwopainalg 1 4} ON (4 J[ewaj S
saspam
6 /1eaieqisd] 9e/9Z JUON ‘Awopanalg VA [} ON £S5 J[ewaj 4
£5/leunseipay 1S 3UON Awopainald 1 [} SaA 65 J[ewaj £
saspam
/ oLy JUON ‘wopainajg VAI [4:} SaA 65 J[ewaj &
sagpam
Zz/wmipieduagd Lh 3UoN ‘Awopainald VAI 4} ON 8y J[EW I
(syuow)
[eAIIUI/3DURl uonI3sal
-1n231 Jo IS (sAep) Ae3s endsoH /DI suoneddwod aanesado-1sod [e2131ng agels e30)-eNoesey KSoj0151H SIARIS eluayisefpy (s1eak) a8y 1_puan a1uaned

"SaWOIN0 BULIAYRAAH-0WAY) JDEIOY [ -ENU] PUE S)ISLIIIEIRY SJUNE]

z2lqeL

42



JM. Maury et al. / Lung Cancer 108 (2017) 1-6 5

Recurrences of thymic epithelial tumors have to be managed
according to the same strategy as newly diagnosed tumors [1].
Complete resection of recurrent lesions represents a major pre-
dictor of favorable outcome [12-14]. In the landmark series from
Regnard et al., so called “re-resection” led to 5- and 10-year sur-
vival rates of 64% and 53%, respectively [5]. A major challenge in
this setting is to ensure complete re-resection, while preserving
the potential need for future procedures in the context of frequent
pleural and lung recurrences. In a recent pooled analysis of 18 stud-
ies reported over a 17 years’ period, 5-year survival rates after
re-resection ranged from 25% to 73%. Completeness of resection
was a major prognostic factor, similar to what is observed at time
of initial diagnosis, with 5-year survival rates of 90% vs. 30% in case
of incomplete resection [15,16].

In our series, post-operative morbidity and mortality rates were
26% and 0%. This compares favorably with figures reported in other
series — mortality rates ranging from 0% to 17%, and actually mostly
related to the extent of the resection. EPP may be carried out in
“super-selected” patients by well-trained teams, still with a higher
risk of mortality and morbidity, ranging from 0% to 17% and 20%
to 47%, respectively [6,8,17]; 1-year and 5-year actuarial survival
were 60%-75% and 30%-50% in those series, respectively. Taken
together, the benefit-risk ratio of ITCH may be better than EPP;
selection criteria are different, with EPP being reserved to cases of
extensive pleural invasion which may not be considered for ITCH.
How surgery followed by ITCH compares with induction systemic
chemotherapy remains to be assessed.

Our data compare well with previously reported series of
patients treated with ITCH for pleural recurrences of thymic malig-
nancies. In 2013, Yellin et al. [18,19] published their results in 35
patients, including 17 de novo stage IVA thymomas, 14 thymomas
with pleural relapse, and 4 thymic carcinomas; no systemic toxi-
city was reported. The 90-day mortality and morbidity rates were
3% and 12%, respectively. Actuarial survival rates at 5 and 10 years
were 81%, and 73% in de novo stage IVA thymoma, 67% and 56%
in thymomas with pleural relapse, and 0% in thymic carcinomas,
respectively.In 2015, Ambrogi et al. published a series of 13 patients
with no peri-operative death, and no reported toxicity [20]. With
a mean follow-up of 64 months, 5 relapses (2 ipsilateral, 2 con-
tralateral and 1 mediastinal nodal metastasis) were reported, with
a 5-year survival rate of 92%.

In our study, 7 (37%) patients presented with thymoma recur-
rences after ITCH. The presence of mediastinal nodal relapse may
encourage to systematically perform lymph node removal at the
time of thymectomy, and during ITCH as well. However, lymph
node sites to be explored are yet to be defined. Despite the lack
of data available, Bhora et al. recently recommended systematic
node removal in this setting [21].

In the setting of ITCH, the best chemotherapy regimen is still to
be discussed. We used mitomycin (25 mg/m2, maximum dose of
60 mg) and cisplatin (50 mg/m2, maximum dose of 100 mg), in the
context of our experience in peritoneal procedures, and in mesothe-
lioma [11,22]. Ried et al. showed that the use of cisplatin is safe,
and allows high concentration of chemotherapy to be reached in
the pleural cavity [23,24]. A dose of 150 mg/mz2 of cisplatin may be
used without increase toxicity. The choice for a second cytotoxic
agent remains unclear. Yellin et al. reported the use of doxorubicin
at 50-60 mg total dose [18], whereas Ambrogi et al. used lower
doses of 25 mg/m2 [20]. The impact on outcome is unclear given
the limited number of patients.

Ultimately, there is no clear consensus for the management of
stage IVA thymoma. The choice of the best therapeutic option has
to be discussed in the setting of multidisciplinary expert tumor
board. The surgical removal of pleural recurrence remains the best
option when feasible, given a significant improvement (p<0.001)
in survival as compared to medical treatment, with 5-year sur-

vival rates of 75%-91% and 13%-31%, respectively [ 16,25]. Our data
indicate that ITCH is a feasible option for selected patients with
pleural recurrence of thymomas. ITCH clearly provides long local
control, without major safety issues, and prolonged survival may
be achieved in selected patients. This therapeutic option should be
discussed in a specific multidisciplinary board.

In the setting of a rare thoracic malignancy, participation in col-
laborative research initiatives, including regional and international
databases, is recommended, as clinical trials may not be feasible. A
longitudinal analysis of treatment strategies in the setting of pleural
recurrence would provide further insights in the optimal therapeu-
tic management of patients, in the setting of multimodal treatment,
and continuous assessment of patient outcome.
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3.1.3 Discussion

Les résultats de cette thérapie sur 19 patients [116] montrent des résultats
encourageant en termes de survie sans récidive et de survie a long terme. La
cytoréduction pleurale était associée dans 74% des cas a des exéréses pulmonaires
non anatomiques et un patient a bénéficié d’'une pleuro pneumonectomie. Notre
protocole d'ITCH comprenait une perfusion de 90 minutes a 42 — 43°C d’un liquide
iso-osmolaire contenant 50 mg/m? de Cisplatine et 25 mg/m? de Mitomycine. Aucun
déces péri-opératoire n'a été reporté, cependant nous avons dénombré 5
complications post opératoire (26%) dont 3 étaient directement en relation a la
chimiothérapie (deux insuffisance rénales aigues spontanément résolutives aprés
hyper hydratation et une aplasie médullaire réversible). La survie sans récidive était
de 42 mois et la survie globale a 5 ans était de 86%. Ces résultats étaient en parfaite
adéquation avec les autres séries publiées [102, 107, 123, 124] (Tableau 1). Sept
patients (37%) ont présenté une nouvelle récidive (pleurale, lymphatique et

péricardique).

ITCH Outcomes
Author Year Thymoma Time . Mortality Median
Drugs (min) T(°C) Morbidity <90 days 1year 5years 10years survival
Yu et al. 2013 4 Cisplatin 100 mg/m® 120 41-43 1(25%) 0 100% NA NA NR
Ambrogi 2015 13 Cisplatin 80 mg/m’ 60 425 5 (38%) 0 100% 92% NA NR
etal. Doxorubicin 25 mg/m?
Maury etal. 2017 19 Cisplatin 50 mg/m? 90 42 5 (26%) 0 93% 86% NA 63
Mitomycin 25 mg/m?
Yellin et al. 2012 14 Cisplatin 100 mg/m® 60 45 4 (27%) 1(7%) 100% 80.8% 72.7 184
Doxorubicin max 60 mg
Refaelietal. 2001 9 Cisplatin 100 mg/m? 60 41-43 4 (40%) 0 100% 100% NA NR
Ried et al. 2012 8 Cisplatin 100-150 mg/m* 60 42 2 (25%) 0 100% NA NA 35

ITCH, Intra-Thoracic Chemo-Hyperthermia.

Tableau 1 : résultats de I''TCH dans la prise en charge des métastases pleurales de
thymomes.

La limite majeure de cette étude réside sur son caractére mono centrique
rétrospectif rendant I'analyse compliquée. Seule une étude multicentrique contrélée
permettant de formaliser les criteres de sélection pour cette technique aurait
'avantage de réunir un nombre plus important de malades et permettrait d’évaluer
les bénéfices réels de cette thérapie. Il serait intéressant de pouvoir comparer les

bénéfices de la cytoréduction isolée vs cytoréduction + ITCH. La rareté de ces
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tumeurs rend leur prise en charge difficle a homogénéiser. C’est pourquoi,
'émergence de centres experts devient une nécessité. Dans cette optique, en
France en 2012, un réseau d’expertise national a été créé: le réseau RYTHMIC
(Réseau tumeurs THYMIques et Cancer). Depuis sa création, tous les patients
présentant une tumeur thymique sont discutés en temps réel par le biais de réunions
pluridisciplinaires en Visio conférences hebdomadaires permettant d’affiner et

d’homogénéiser la prise en charge médico-chirurgicale.

L’évaluation des effets secondaires de la chimiothérapie dans cette indication
reste difficile et ne permet pas de mettre en évidence de facteur de risques. Un de
nos patients ayant présenté une insuffisance rénale post opératoire avait été pris en
charge un an avant pour l'ablation de la tumeur primitive ayant nécessité une
résection du tronc veineux innominé et du péricarde conduisant au développement
d’adhérences pleurales post opératoire. Ces adhérences ayant rendue la chirurgie
de cytoréduction complexe aboutissant a une plaie cardiaque suturée qui a peut étre

facilitée le passage systémique de la chimiothérapie locale.

Il n’existe pas de consensus sur le choix des drogues anti tumorales a utiliser.
Seul le cisplatine a été utilisé dans toutes les études en raison de la preuve de d’un
effet synergistique quand il est associé a I'hyperthermie [125-127]. Le choix de la
seconde drogue reste controversé. Dans notre étude, l'utilisation de la mitomycine
était basée sur I'expertise précédente pleurale et péritonéale [128, 129]. Cependant,
il serait intéressant de réaliser d’autres études pharmacocinétiques avec de

nouveaux agents anti mitotique pour augmenter I'efficacité locale.

Finalement I'évolution spontanée des Iésions métastatiques de thymomes est
connue pour étre indolente et les malades peuvent ainsi spontanément présenter de
longues survies. Au cours du suivi aprés ITCH nous avons rapporté que moins de
50% des malades décédaient de la maladie métastatique. Ce constat impose donc
une seélection rigoureuse des candidats a cette thérapie. Une meilleure
compréhension de la biologie de ces tumeurs, doit conduire a mieux formaliser
I'utilisation de traitements systémiques ciblés, qui représentent une alternative ou

pourraient étre associés a la résection chirurgicale.
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3.2 Activation de la voie de signalisation Akt/ mTOR dans les cellules épithéliales
thymiques tumorales dérivées de tumeurs thymiques

3.2.1 Introduction

L’étude des tumeurs thymiques est rendue difficile par la coexistence dans les
tissus de lymphocytes normaux et de cellules épithéliales thymiques tumorales lors
de l'analyse d’échantillons tissulaires tumoraux, et par 'absence de modéles d’étude
in-vitro. Dans ce contexte, notre travail a consisté en 3 étapes : nous avons d’abord
développé un modele de dérivation in-vitro de cellules épithéliales thymiques
tumorales, puis analysé l'activation de la voie de signalisation Akt/ mTOR et enfin
testé l'inhibition de la prolifération cellulaire par la rapamycine (inhibiteur de mTOR).

Entre Janvier 2015 et décembre 2017, 12 patients ont étes inclus dans I'étude.
Nous avons pu inclure 2 thymomes A dont une forme rare de thymome
micronodulaire a stroma lymphoide, 6 thymomes AB, un thymome B2, deux

thymomes B2/B3, et un carcinome thymique.

Des cellules épithéliales thymiques ont été deérivées in vitro a partir de
thymomes et ont été caractérisées par I'expression de la cytokératine. Nous avons
étudié la dérégulation de la voie Akt/ mTOR par Immunodetection des formes
activées des protéines P-Akt, P-mTOR et P-p70s6k sur tissus tumoraux totaux et
cellules dérivées. Une activation de la voie Akt/ mTOR a pu étre mise en évidence
dans les tumeurs thymiques et les cellules épithéliales tumorales thymiques

dérivées.

L’efficacité de linhibition de la croissance cellulaire par la rapamycine a été
testée in vitro sur cellules dérivées. L’effet de la rapamycine (10 — 100 nM) sur la
prolifération cellulaire des cellules épithéliales tumorales dérivées a mis en évidence
une inhibition de la prolifération de I'ordre de 20 — 30% (p<0.05). Cette inhibition de
la prolifération s’accompagnait d’'une diminution de I'expression des formes activées
d’Akt et de mTOR.

Nous avons établi un systéme efficace et reproductible de dérivation in-vitro
de cellules épithéliales thymiques tumorales. lls montrent I'implication de la voie Akt/

mTOR comme une voie d’activation de la croissance tumorale dans la carcinogénése
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thymique. lls confirment au niveau cellulaire I'intérét des inhibiteurs de mTOR comme
agent thérapeutique utilisable et efficace sur l'inhibition de la croissance cellulaire

tumorale.

3.2.2  Article 2 : Activation de la voie de signalisation Akt/ mTOR dans les cellules
épithéliales tumorales dérivées de thymomes. Révisions soumises PLOSONE

Activation of the mTOR/ Akt pathway in thymic epithelial cells
derived from thymomas
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ABSTRACT

The pathogenesis of thymic epithelial tumors remains poorly elucidated. The
PI3K/Akt/mTOR pathway plays a key role in various cancers; interestingly, several
phase I/Il study reported a positive effect of mTOR inhibitors in disease control in
thymoma patients. A major limit for deciphering cellular and molecular events leading
to the transformation of thymic epithelial cells or for testing drug candidates is the

lack of reliable in vitro cell system

We analyzed protein expression and activation of key players of the
Akt/mTOR pathway namely Akt, mTOR, and P70S6K in eleven A, B and AB
thymomas as well as in normal thymuses. While only Akt and phospho- Akt were
expressed in normal thymuses, both Akt and mTOR were activated in thymomas.
phospho- P70S6K was expressed in all thymic tumors whatever their subtypes, and
absent in normal thymus. Interestingly, in primary thymic epithelial cells maintained
for short period of time after their derivation from seven AB and B thymomas, we
report the activation of Akt; mTOR and P70S6. Finally, we analyzed the effect of
mTOR inhibitor on thymoma derived epithelial cells and showed that rapamycin (100

nM/ ml) significantly reduced cell proliferation.

Our results suggest that the activation of the Akt/ mTOR pathway might
participate to the cell proliferation associated with tumor growth. Ultimately, our data
enhance the potential role of thymic epithelial cells derived from tissue specimens for

in vitro exploration of molecular abnormalities specific to rare thymic tumors.
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INTRODUCTION

Thymic epithelial tumors (TETs) are rare epithelial malignancies (0.2-1.5%) of
the anterior mediastinum, with an estimated incidence about 1.3-3.2 cases per million
worldwide [8]. The WHO classification distinguishes thymomas and thymic
carcinomas [11]. Thymomas are defined as A, AB, B1, B2, B3 sub-types according to
the morphology of tumor epithelial cells, the proportion of non- tumoral thymic
lymphocytes (decreasing from B1 to B3) that are associated with tumor cells, and
their similarities to normal thymic architecture. Thymic carcinomas present with a
high degree of epithelial cells atypia associated with a loss of normal thymic

architecture.

Surgical resection is the corner stone of the multimodal treatment of thymomas
[100]. Tumor stage [101] and radical complete surgical resection have been shown
as independent prognosis factor of best outcome [14, 15, 99]. Advanced or
metastatic cases are treated with induction chemotherapy, surgery, combined
radiation-chemotherapy [121, 130-132] with variable outcomes from 12 to 60%
response [133-136].

The pathogenesis of thymic epithelial tumors remains poorly elucidated.
Sustained efforts have been made to characterize molecular abnormalities occurring
in TETs to improve their treatment and eventually the patient prognosis. Sequencing
of 197 cancer-related genes revealed the presence of non-synonymous somatic
mutations in over 60% thymic carcinomas and barely 15% thymomas [35]. The most
frequent mutations (26 % of thymic carcinomas) were located in the p53 tumor
suppressor gene [37]. The Cancer Genome Atlas recently reported results using
multi-platform omics analyses on 117 TETSs, leading to define four subtypes defined
by genomic hallmarks [17]; GTF2l was confirmed as an oncogene associated with
type A thymoma, and mutations in HRAS, NRAS, and TP53 were identified in
thymomas. A major limit of those studies was the use of tumor tissue specimens
precluding specific analysis of epithelial tumor cells while lymphocytes may present
with a high level of expression of genes related to carcinogenesis [36, 37, 48, 137-
140]

The PI3K/Akt/mTOR pathway plays a key role in various cancers and among them

thymic tumors. Mutations of genes encoding regulatory subunit of PI3K have been

50



reported in a tumorigenic thymic carcinoma cell line, using targeted exome
sequencing, predicting the efficacy of PIK3 inhibitors [59]. Several phase I/l study of
mTOR inhibitors were reported in advanced thymic epithelial tumors, reporting on
high disease control rates [141-143]. Meanwhile the cellular dysregulation of the Akt/
mTOR pathway has not been reported in thymomas. Using primary thymic epithelial
cells derived from A, AB and B thymomas, we report the dysregulation of the Akt/
mTOR pathway in thymomas and the anti-proliferative effect of rapamycin on thymic
epithelial cells.

MATERIALS AND METHODS

Biological samples

Between January 2015 and December 2017, thymic samples from patients
that have undergone removal surgery for thymic tumors (N=12) (Table 1) or cardiac
surgery (N=2) for normal thymuses have been included in our study. Tumoral and
normal tissues and their associated data (Table 1) were obtained from the
CardioBiotec biobank (CRB-HCL, Hospices Civils de Lyon BB-0033-0046), a center
for biological resources authorized by the French ministry of social affairs and health.
Patients with thymic epithelial tumors were identified by the departments of
pulmonary medicine and thoracic oncology and thoracic surgery (Groupement
Hospitalier Est, HCL Lyon). All samples used in the study were collected and used in
accordance with the ethical rules of the bio bank and in agreement with the French

legislation. All patients signed a written informed consent.

Immediately after surgery, the thymic tumors were placed in RPMI 1640 cell
medium supplemented with penicillin and streptomycin and processed in a biosafety
level 2 lab in the next two hours for cell derivation or frozen in liquid nitrogen for

further use.
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Myasthenia Tumor size Previous

Pa:l#em ?)?rl)e Sex gravis (cm) chemotherapy Subtype1 Stagin92 TNV
3153 73 M No 7 No A (pleural metastasis) VA T3NOM1a
3154 70 M No 5.7 No A (Mcronodular with IA  T1aNOMO

lymphoid stroma)
2635 57 M No 6 No AB | T1aNOMO
2646 83 F No 5 No AB | T1aNOMO
2836 46 M No 10 No AB | T1aNOMO
3147 70 M No 11 No AB ] T2NOMO
3148 65 F No 2E Yes® AB | T1aNOMO
3152 68 F No 2E No AB | T1aNOMO
2779 38 M No 6.5 No B2 1A T1aNOMO
3146 71 M Yes 3.2 No B2 1A T1aNOMO
3149 63 F No 9 Yes® B2/ B3 | T1aNOMO
3150 66 M Yes 6 No B2/ B3 ] T3NOMO
2637 68 M No 7 No Thymic carcinoma ] T3NOMO

Table 1. Clinical features of thymomas included in the study. 1 Subtype has been
defined according to the WHO classification, 2 staging according to the Masaoka-Koga
classification, 3 TNM according to the ITMIG guidelines. 4 unknown, pleural metastasis; 5
received Caelyx therapy for Kaposi treatment, 6 received cisplatin, adriamycin and
cyclophosphamide neo-adjuvant treatment.

Derivation of thymic epithelial cells

Thymic epithelia cells (TECs) were obtained from thymic epithelial tumors as
previously described with minor modifications [144, 145]. Thymic tissues were
immediately placed in ice cold RPMI 1640 medium, cut in 1- 3 mm3 pieces and
transferred in "LiberaseTM (Roche) digestion solution (RPMI 1640 medium
supplemented with 0.5 U/ml of LiberaseTM and 0.1% w/v DNase I) with ~ 2 ml of
digestion solution/ cm3 of tissues. After 20 min incubation at 37°C under gentle
agitation, supernatants were collected, mixed (v/v) with 1X PBS supplemented with
0.1 % bovine serum albumin, and 0.5 mM EDTA, and centrifuged at 480g for10 min
at 4°C. The digestion procedure was repeated 4-6 times. Cells were counted in

trypan blue using a Cellometer (Nexcelon BioSciences), seeded at 2- 4.106 cells/
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cm2 in "TEC medium" (RPMI 1640 medium supplemented with 2% Ultroser® serum
substitute (Pall corporation) and penicillin/streptomycin) and incubated at 37°C, 5%
CO2 in humid atmosphere. After 24 hours, cell culture supernatants were centrifuged
at 4809 for10 min at 4°C to eliminate non-adherent cells, supplemented with an equal
volume of new "TEC medium" and add to the cultured cells. Cells were checked daily
and passaged at confluence with trypsin EDTA solution.

Phenotypic characterization of primary thymic epithelial cells

Primary thymic epithelial cells were cultured on treated glass slides
(LabTekTM, Thermo Scientific) in "TEC medium", rinsed in PBS and fixed with ice
cold acetone. After 20 min rehydration in PBS, cells were incubated for one hour at
room temperature with BM4048 mouse monoclonal anti-cytokeratin (Acris) or mouse
monoclonal anti-vimentin (Sigma) diluted in PBS supplemented with 1% bovine
serum albumin as recommended. After PBS washes, cells were incubated for one
hour at room temperature with anti-mouse IgG Dylight antibodies Eurobio). Nuclei
were stained with DAPI for 10 min and mounted with Fluoromount G (Electron
Microscopy Sciences). Microscopic examinations were performed using an Axio-

Imager Z1 epifluorescence microscope and analyzed using the Zen software (Zeiss).

Protein expression in thymic tissues and thymic epithelial cells

Proteins were prepared from thymic tissues and primary thymic epithelial cells
using respectively T-PER® extraction reagent or M-PER® extraction reagent
(Thermo Fisher) supplemented with "HALT protease and phosphatase inhibitor
cocktail®” (Thermo Fisher) Lysates were homogenized by sonication on ice and
proteins were measured from the collected supernatants. Twenty to thirty micrograms
of total proteins were separated on SDS-PAGE, transferred onto PVDF membrane
and used for the detection of Akt with "Akt1 Precision AbTM antibody" (BIORAD
VMAOQ00253), phospho-Akt using "phospho-Akt (Ser 473) antibody" (Cell signaling,
9271S), mTOR using "mTOR PrecisionAbTM Antibody" (BIORAD, VPA00174),
phospho mTOR using "phospho-mTOR (Ser2448) Antibody" (Cell signaling, 2971),
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phospho p70S6k using "phospho-p70 S6 Kinase (Thr389) Antibody" (Cell signaling,
9205) and p-actin (Monoclonal Anti-B-Actin—Peroxidase antibody, Sigma) as
recommended. Immunoreactive bands were detected with goat anti-rabbit IgG (whole
molecule) - peroxidase antibodies produced in goat (Sigma) and revealed using the
"Clarity Max™ Western ECL Blotting Substrate” (BIORAD) on a "ChemiDoc™
Imaging System" (BIORAD).

Thymic epithelial cells proliferation upon rapamycin exposure

Primary thymic epithelial cells (5000 cells/well) derived from thymomas, #3147
(AB), #3146 (B2) and #3149 (B2/B3) were incubated in "TEC medium" in 96 well
plates for twelve hours then treated with 1, 10 or 100 nM rapamycin (Sigma).
Controls with DMSO or untreated cells have been included. Proliferation was
measured 24, 48 and 72 hours after rapamycin treatment with the “CellTiter-Glo®
Luminescent Cell viability assay” (Promega). All tests have been repeated at least

twice and performed in triplicates.

Cell death of thymic epithelial cells upon cisplatin and rapamycin

exposure

Primary thymic epithelial cells (5.104 cells/well) derived from three thymomas
(#3146 B2, #3147 AB and #3149 B2/B3) were incubated in "TEC medium" in 6 well
plates for twelve hours then treated with 100 nM rapamycin (Sigma) or 10 uM
cisplatin (Promega). Controls with untreated cells have been included. HelLa cells
treated with 10 uM cisplatin have been used as control of induced cell death. Cell
death assay was measured by flow cytometry (Becton Dickinson) 24 and 48 hours

post treatment, using 10ug/ml propidium iodure at FACS (Becton Dickinson).
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Sequencing mutation of the PI3K complex: PI3KCA and PI3KR1and
GTF2|

Mutations have been sought using primers designed in exons 1 to 21 of the
PIK3CA gene (GenBank NMO06218.3), exons 5 to 16 of the PIK3R1 (GenBank
NM181523) gene and have been sought in 5-10 and exons 10 to 15 of the GTF2I
(GenBank NM001518.4) gene (Table 2).

Table 2. Primers used to amplify GTF2i and PIK3 genes

Gene Region 5'-3' sequence (5'- 3")

FOR - AAGAGCCCCGAGCGTTTCT
REV- TGCTTCAGCAATTACTTGTTCTGG

Exons 1to 4

FOR - ACCATGACTGTGTACCAGAACAA
PIK3CA Exons 4 to 11
REV- ACACAATAGTGTCTGTGACTCCA

FOR - AAGGAGAAATATATGATGCAGCCA
Exons 18 to 21
REV- CCAGAGTGAGCTTTCATTTTCTCA

FOR - ACGTTTTGGCTGACGCTTTC
REV- GGTTAATGGGTCAGAGAAGCCA
PIK3R1 FOR -
Exons 10to 16 ACTCTTACACTAAGGAAAGGGGGA
REV- GCCTCAGGGTGGCTGAACT
FOR - TGAAGGCACAGAAATGGA

GTF2I Exons 10 to 15
REV- ACCATTCTTCCTTTACTCC

Exons 5t0 9

Primers were selected with PrimerBlast software. Briefly, RNAs were extracted
with the "Pure Link RNA minikit" (Ambion), reverse transcribed using "iScript cONA
synthesis kit" (Bio-Rad) and amplified with "KAPA HIFI hotstart polymerase"
(Clinisciences) for 35 cycles (2 min at 98°C, 15 sec at 60°C and 30 sec at 72°C) on a
Mic gPCR system (BioMolecularSystem). Amplicons were controlled on agarose gel,
sequenced (GTAC Biotech) and analyzed with the Vector NTI software (Invitrogen).
The potential impact of discovered mutation was analyzed with the "PolyPhen-2

(Polymorphism Phenotyping v2) predictive model".
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Statistical analysis

Statistical analyses (threshold of o = 0.05) were performed using the t test with
the "GraphPad Prism" (GraphPad) software. All tests were done with a significant
threshold of a = 0.05.

RESULTS

Clinical features

From January 2015 to December 2017, twelve patients (8 males and 4
females, mean age of 66.67 £ 8.99 years (46 — 83)) who have undergone surgery
(Table 1) for thymic epithelial tumors (3154, 2635, 2646, 2836, 3147, 3148, 3152,
3146, 3149, 3150, 2637) or for pleural relapse of a type A thymoma removed 25

months before the surgery (3153) have been included in our study (Table 1).

Among them, patients 3148 and 3149 received chemotherapy before surgery
respectively to treat cutaneous Kaposi lesions with Caelyx and initially locally
advanced thymoma with cisplatin, adriamycin and cyclophosphamide. Two patients
(3146 and 3150) presented myasthenia gravis and were treated with intra venous
polyvalent immunoglobulins one week before surgery (table 1). According to the
WHO pathological classification, tumors were of type AB for 6 patients (2635, 2646,
2836, 3147, 3148, and 3152), B2 for 3 patients 3146, 3149, 3150 and thymic
carcinoma for patient 2637 (table 1). Subtype A thymic samples were from pleural
metastasis in patient 3153 and micronodular thymoma with lymphoid stroma, a rare
presentation of type A thymoma for patient 3154. According to the Masaoka
classification, tumors were of stage | for six patients, IlA for two patients, Il for three

patients and IVA for one patient (table 1).
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Derivation of thymic epithelial cells

Primary thymic epithelial cells were successfully derived from the twelve
tumors immediately after removal and expanded in culture. Daily observation under
phase microscope showed that cells had an epithelioid morphology (Fig 1). Cells
proliferated, and the epithelial morphology was maintained along the study up to
passages 6 to 7, corresponding to a median time in culture of 56 days. The primary
thymic cells derived from the tumors expressed cytokeratin (Fig 1), a marker of
epithelial cells, with a mean of 79% positive cells except for cells derived from the
thymic carcinoma 2637 that were negative for cytokeratin but expressed vimentin.

To summarize, we successfully derived primary epithelial cells from thymic tumors
and pleural metastasis of a type A thymoma. These cells expressed cytokeratin and
were able to proliferate in vitro over several passages. The subsequent analyses
(detection of protein as well as proliferation studies) were performed on early

passages, to be as close as possible to the in vivo phenotype.
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Tissue Thymoma-derived cultures
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o F2n 0

=

3153 (A) G o
P TN @ -
o A

e
SIS
a5y

2646 (AB) -7e
e

3149 (B2/B3) Bz

Representative cell cultures derived from patients 3153 (pleural metastasis of A
thymoma), 2646 (AB thymoma), 3146 (B2 thymoma) and 3149 (B2/ B3 thymoma). HES
(hematoxylin- eosin- saffron) staining were used to characterize the thymic tissues.
Thymoma-derived cells were observed daily by phase microscopy and stained for their
expression of cytokeratin and vimentin. Nuclei stained with DAPI (blue).

Mutations of Pi3K and GTF2i genes

A screening of PIK3 and GTF2l mutations was performed on all tumors.
Among the 12 tumors, only patient 3149 (B2/ B3 thymoma) carried a non-
conservative A/C transversion localized on position 56 of exon 2 of PIK3CA (Fig 2A).
The mutation induced a K - Q amino-acid change, predicted as deleterious with the
PolyPhen-2 prediction. We also detected a GTF2I mutation for tumor 3154, reported
as a micronodular thymoma with lymphoid stroma, a rare presentation of type A

thymoma (Fig 2B). The mutation located on exon 15 was associated with a non-
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conservative T/A transversion leading to L-> H amino-acid change in the deduced

amino-acid sequence (Fig 2B).

A. Mutation K-56-Q PIK3CA B. Mutation L-402-H GTF2i
AB thymoma 3148 B2 thymoma 3149
"Wild type"
K Y L L A,
TAC TTACTT{ECA
'EATG ‘ ‘_ [ AATIGRAALCGT
G T TTACTTGC
B2/ B3 thymoma 3149 Micronodular with lymphoid stroma

type A thymoma 3154

Mutated

| [ *I ‘ \
i?g | {\\ N ‘Jh\ A TTHCATGCA
P i GTACGT

Fig 2. Mutations in PIK3CA and GTF2i. PIK3CA and GTF2i have been
amplified from total RNA extracted from thymoma, sequenced and compared to
reference sequences. A. C/A mutation in exon 2 of PIK3CA in B2/ B3 thymoma
#3149. B. T/A mutation in exon 15 of GTF2i in micronodular with lymphoid stroma
type A thymoma #3154

Activation of the Akt/ mTOR/ P70S6K pathway in thymomas

The Akt/ mTOR pathway is a key pathway implicated in cell proliferation. We
analyzed its activation in thymomas as well as in normal thymuses from cardiac
surgery. In these latter ones, only Akt and the activated phospho- Akt were
expressed while mTOR, phospho-mTOR or phospho-P70S6K proteins were
undetectable (Fig 3A). In thymomas, both Akt and mTOR were activated (Fig 3A), as
shown by the detection of phosphorylated proteins. The protein signals have been

quantified using ImageLab (Biorad) and expressed as the ratio [protein of interested/
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B-actin] (Fig 3B). It suggested that B2 thymomas expressed higher level of Akt and
activated phospho- Akt than A or AB subtypes (Fig 3B). A Mann and Whitney
analysis showed a statistically significant overexpression of Akt in B2 vs. AB and A
thymomas (respectively p=0.0017 and p=0.0095). Finally, phospho- P70S6K was
expressed in all thymic tumors whatever their subtypes, and absent in normal

thymus.

Overall, the Akt/ mTOR pathway was activated in A, AB and B thymomas as
demonstrated by the detection of phosphorylated Akt, mTOR and P70S6K proteins,
with various level of expression that probably reflected the relative frequency of

tumoral and non-tumoral cells within the tumors.

60



A. Protein expression
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Fig 3: Activation of the Akt/ mTOR pathway in thymic epithelial tumors. A. Total and
phosphorylated protein expression was analyzed using antibodies directed against total Akt and
phosphorylated- Akt (P- Akt) (60 kDa), total mTOR and phosphorylated- mTOR (P- mTOR) (289
kDa), phosphorylated P70S6K (P- P70S6K) (70 kDa) and -Actin (40 kDa). B. Protein expression
(Akt, phospho- Akt, phospho- P70S6K, mTOR, phospho- mTOR) has been measured and
expressed as [protein of interest/ actin] relative expression in A (white bars), AB (grey bars) and B
(B2 and B2/ B3; black bars) thymomas, thymic carcinoma (TC, hatched bars ) or normal thymus
(N, dotted bars). Detection have been repeated at least 3 times.
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Activation of the Akt/ mTOR pathway in thymic epithelial cells derived from
thymomas

To determine the role of the Akt/ mTOR pathway in proliferation of tumoral
thymic epithelial cells, we analyzed expression of mTOR, Akt and P70S6K in 7
independent thymoma-derived epithelial cell cultures. Interestingly, all the primary
cells expressed detectable levels of phosphorylated Akt and mTOR while phospho-
P70S6K was low or barely detectable except in the 3146 B2 thymoma (Fig 4). This
suggests that the activation of the Akt/ mTOR pathway might participate to the cell
proliferation associated with tumor growth.
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A. Protein expression
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Fig 4: Activation of the Akt/ mTOR pathway in thymoma-derived thymic epithelial cells. A.
Total and phosphorylated protein expression was analyzed using antibodies directed against total
Akt and phosphorylated- Akt (phospho- Akt), total mMTOR and phosphorylated- mTOR (phospho-
mTOR), phosphorylated P70S6K (phospho- P70S6K) and B-Actin in thymic epithelia cells derived
from A, AB or B2 thymomas. B. Protein expression has been measured and expressed as [protein
of interest/ actin] relative expression in A (white bars), AB (grey bars) and B (B2 and B2/ B3; black
bars) thymomas



Effects of rapamycin treatment on tumoral TECs proliferation

We analyzed the effect of rapamycin, an inhibitor of mTOR, on cell
proliferation of thymic epithelial cells. We focused our analysis on cell cultures
derived from AB (# 3147), B2 (# 3146) and B2/ B3 (#3149) thymomas, at early
passages, because they had good proliferative abilities with ~24 hours doubling time
a prerequisite for studying rapamycin inhibition over a 72-hour period. Importantly,
these three thymomas and the derived thymic epithelial cells expressed mTOR and
phospho-mTOR (Figures 3 and 4). We controlled the inhibiton of mTOR and
phospho-mTOR in cells treated for 24 hours with 100 nM rapamycin by measuring
the level of protein expression and confirmed that they were significantly reduced
after 48 hours with rapamycin (Fig 5).
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Fig 5. Inhibition of mMTOR and phospho-mTOR expression upon rapamycin treatment of
thymoma- derived cells. A. Expression of mTOR and phospho-mTOR proteins in thymoma-
derived cells after 48 hours treatment with 100 nM rapamycin (+) or no rapamycin (-). B. Protein
expression has been measured and expressed as the ratio [treated/ untreated] cells.
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The proliferation rate was measured daily, in triplicates and repeated at least
twice over 72-hour treatment with 1 nM, 10 nM or 100 nM rapamycin. No effect was
detectable with 1 nM rapamycin but with 10 or 100 nM, the proliferation was reduced
in all three primary cell cultures (Fig 5). When compared to untreated cells, 100 nM
rapamycin significantly blocked cell proliferation with a decrease by 40%, 25% and
29% of the cell numbers for TECs derived from 3146, 3149 and 3147 thymomas
respectively. The inhibitory effect of rapamycin was similar to what we observed
(32%) in A549 cells treated with 100 nM rapamycin (fig 6).

To confirm that rapamycin efficiently inhibited cell proliferation, we measured
cell death using flow cytometry in TECs treated with 100 nM rapamycin or 10 yM
cisplatin at 24- and 48-hours post-treatment. Rapamycin had no significant effect on
cell death and only TECs 3147 derived from a B2 lymphoma significantly died upon
cisplatin treatment (Fig 6B).
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Fig 6. Proliferation and cell death of TECs upon rapamycin treatment. 1. Proliferation
rate has been measured in TECs derived from AB (#3147), B2 (#3146) and B2/ B3 (#3149)
thymomas after 24, 48 and 72 hours of culture with 0 nM (O), 10 nM (4) or 100 nM (@)
rapamycin. 2. Cell death was measured by flow cytometry and expressed as percentage of
cell death in TECs treated for 24 or 48 hours with 100 nM rapamycin (H) or 10 uM cisplatin
(™). Statistical significance (o= 0.05) with t test; ** <0.02; *** < 0.001
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DISCUSSION

Deciphering the molecular events in thymomas has remained a major
challenge given the rarity of those tumors together with histological heterogeneity,
precluding large genomic studies to be conducted, and the presence of lymphocytes
intermixed with epithelial tumors cells in tissue specimens leading to potential
misinterpretation of genomic features specifically associated with thymic
carcinogenesis [29, 143, 146]. In this study, we report the feasibility of derivation of
primary thymic epithelial cell cultures from type A, AB and B thymomas, their
phenotypic and genetic characterization as well as the deregulation of the Akt-mTOR
pathway and its impact on cell proliferation.

Previous reports of derivation of cells from thymic epithelial tumors have been
made available. Most cell lines were obtained from thymic carcinoma specimens,
with limited or more comprehensive subsequent molecular characterization. Besides
PIK3 regulatory subunits mutations [59], copy number gain of the anti-apoptotic
molecule BCL2 was observed at comparative genomic hybridization of such cell
lines, while in vitro siRNA knockdown reduced cell proliferation, and in vivo exposure
to a pan-BCL2 inhibitor led to an inhibition of xenograft growth, via a mechanism
involving the PIK3/AKT/mTOR pathway [48]. Exposure of thymic carcinoma cells to
HSP90 inhibitors led to cell cycle arrest and apoptosis, and blocked invasiveness,
through the down regulation of HSP90 oncogenic clients, including insulin-like growth
factor 1 receptor (IGF-1R), a transmembrane tyrosine kinase receptor frequently
overexpressed in thymic carcinomas, CDK4, and PIK3/Akt [77]. Taken together,
these data were of significant therapeutic relevance: while pictilisib is mostly
developed in breast cancers, which more frequently harbor PIK3 alterations, phase Il
trials dedicated to thymic epithelial tumors were conducted with the IGF-1R inhibitor
cixutumumab [74], the mTOR inhibitor everolimus [147] reporting on clinical antitumor
activity in advanced, refractory cases. The IU-TAB-1- cell line was established from
type AB thymoma, with phenotypic and molecular profiling but limited information of
derivation protocol and success rate, and subsequent analysis of molecular pathways
of interest [31].

In this study, we were able to derive primary thymic epithelial cells from all

thirteen samples immediately after tumor removal, and successful expansion in
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culture. We provide the community with a reliable protocol that worked not only for
thymic carcinomas but also for thymomas which are known to have lower
proliferation index associated with slow growth and better outcome. We also show
the feasibility of pathway analysis on those cells, including in vitro exposure to mTOR
inhibitor, providing with a major tool to validate finding of high-throughput tissue
analyses obtained on tissue specimens.

In our study, we found that the Akt-mTOR pathway was activated in thymic
epithelial tumor cells derived from type A, AB, and B thymomas specimens, with
correlation with corresponding tissue specimens; proliferation of those cells was
significantly reduced after exposure to rapamycin through decrease of mTOR
phosphorylation. We identified for the first time PIK3CA mutation in a type B2/B3
thymoma, which may be one mechanism of Akt-mTOR pathway, among others [148].
PI3K activation was also reported to be related to overexpression of a microRNA
cluster on chr19q13.42 in type A and AB thymomas, observed in IU-TAB1 cell line
[149]. This alteration was also observed in the cohort of The Cancer Genome Atlas
[38]. Interestingly, only one of our cases harbored a GTF2| mutations, that was
associated at RPPA analysis in this cohort, with lower expression of the apoptosis,
cell cycle, DNA damage response, hormone receptor signaling, breast hormone
signaling, RAS/MAPK, RTK, and TSC/mTOR pathways [38]. Our findings related to
the activation of the Akt-mTOR pathway in a majority of specimens from patients with
thymomas are of significant clinical relevance, given the recent results of a phase Il
study of everolimus in advanced thymic epithelial tumors, reporting on a disease
control rate of 88%, with median progression-free survival of 10.1 months and
median overall survival of 25.7 months [147]. Everolimus is currently available and

may represent an off-label option for refractory tumors [100].

Ultimately, our data enhance the potential role of thymic epithelial cells derived
from tissue specimens for an in vitro exploration of molecular abnormalities specific
to thymic carcinogenesis. This may be relevant in a research setting to assess the
value of molecular alterations observed at high-throughput genomic profiling, and
develop in vivo models, but also to develop approaches for precision medicine

strategies at the patient individual level.
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3.2.3 discussion

La caractérisation des événements moléculaires a l'origine des tumeurs
épithéliales thymiques est complexe de par leur rareté et leur spécificité tissulaires
associant en majorité des cellules épithéliales thymiques tumorales et des
lymphocytes normaux. Cette hétérogénéité pouvant conduire a une interprétation
erronée des évenements moléculaires de la carcinogenése thymique[29, 143, 146]
en cas d’utilisation d’échantillons tissulaire, d’'une part du fait de la dilution du signal
spécifique des cellules tumorales lors de l'analyse génomique, et d’autre part du
niveau d’expression élevée dans les lymphocytes non tumoraux. Dans cette étude,
nous rapportons la faisabilité de la culture de cellules épithéliales tumorales dérivées
de tumeurs thymiques (A, AB et B) et I'analyse du réle de la dérégulation de la voie

Akt-mTOR sur la prolifération cellulaire tumorale.

La dérivation de cellules issues de tumeurs thymiques a déja été décrite. . A
ce jour, six lignées tumorales épithéliales thymiques ont été décrites ; trois dérivées
de carcinome thymique (une non nommée, Thyl-6 et Ty-82)[30, 32, 33] et trois
dérivées de thymomes (B1, et 2 AB: IU-TAB-1, Thy0517)[30, 31, 34]. Elles ont
permis de décrire la présence d’anomalies chromosomiques (translocations t15; 19
et q12; p13), de caractériser une expression de p53, de 'EGFR, de BCL2. Ces
lignées ont également permis de découvrir des mutations des sous unités de
régulation de PI3K[59]. Il a également pu étre mis en évidence une augmentation du
nombre de copies de la molécule anti apoptotique BCL2 par CGH. L'utilisation de
BCL2 siRNA in vitro a conduit a la réduction de la prolifération cellulaire, de méme, in
vivo, I'exposition a des inhibiteurs de BCL2 diminue la croissance tumorale dans des
modeéles de xénogreffes murins via des mécanismes cellulaires impliquant la voie
Akt-mTOR[48]. L'exposition de cellules de carcinomes thymiques a des inhibiteurs de
HSP90 conduisait, dans ces cellules a un arrét du cycle cellulaire et a I'apoptose
bloquant ainsi l'invasivité tumorale via linhibition d’effecteurs de HSP90 comme
'IGF-1R (récepteur transmembranaire surexprimé dans les carcinomes thymiques),
CDK4 et PI3K/AKt[77]. En fait, certaines de ces lignées, comme la lignée IUTAB1
issue de thymome de type AB, n'ont pas été caractérisées de fagon exhaustive ; les
lignées de carcinomes thymiques n’ont été utilisées que de fagon ponctuelle dans

des études a ce jour non reproduites.
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Dans notre étude, nous avons été capables de dériver des cellules primaires a
partir des treize échantillons tumoraux immédiatement apres la chirurgie d’exérése et
réussi la mise en culture. Le point marquant est d’avoir pu mettre au point ce
protocole principalement pour les thymomes connus pour avoir un index mitotique
bas et une croissance lente. Ce modeéle a I'avantage d’étre reproductible, en effet, la
dérivation a été efficace dans plus de 80% des procédures (13/16) et permet
d’utiliser des cellules tumorales présentant des caractéristiques biologiques au plus
proche de la tumeur et du patient.

Ce modeéle revét toute son importance pour I'analyse de voies métaboliques
impliquées dans la tumorogénése des tumeurs thymiques. Nous avons également
montré qu’il était possible d’analyser des voies de signalisation intra cellulaires sur
des cellules tumorales thymiques dérivées (incluant I'exposition in vitro aux
inhibiteurs de mTOR) confirmant ainsi les données obtenues par des analyses haut
débit obtenues sur tissus. Notre étude montre l'activation de la voie PIK3/ AKT/
MTOR dans les échantillons tissulaires tumoraux ; la difficulté d’interprétation de ce
résultats est liee a la présence, en cas de thymome, de lymphocytes pour lesquels

cette voie de signalisation peut faire I'objectif d’'une activation.

Nous décrivons également 'activation de la voie Akt-mTOR dans les cellules
dérivées de thymomes A, AB et B. Le niveau d’expression dans les cellules dérivées
de thymomes était en fait similaire a celui observé dans les échantillons tissulaires
tumoraux desquels elles étaient dérivées. L'exposition des cellules dérivées a un
inhibiteur de mTOR (rapamycine) réduisait significativement la croissance cellulaire
via une inhibition de P-mTOR. L’activation de PIK3 a également été précédemment
rapportée comme étant en relation avec une hyper expression du cluster 19q913.42
dans des thymomes de sous-type A et AB, et également rapporté dans la lignée |U-
TAB1[149] ; cette lignée est porteuse d’'une mutation de PIK3, mais ne montre pas

d’inhibition de sa croissance lors d’une exposition.

Nous avons pour la premiere fois identifié la présence d’'une mutation PIK3CA
dans un thymome de sous-type B2B3 potentiellement impliquée dans la dérégulation
de la voir Akt-mTOR [148]. Un seul de nos échantillons était porteur d’'une mutation

GTF2l connue pour étre associée a une diminution de I'apoptose, de la croissance
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cellulaire, de la réponse aux dommages de 'ADN, de RAS/MAPK, RTK et de la voie
Akt-mTOR [38].

La mise en évidence de [lactivation de la voie Akt-mTOR des cellules
épithéliales thymiques tumorales dans la majorité de nos échantillons dérivés de
thymomes revét une importante significativité clinique et thérapeutique démontrée
dans deux études cliniques évaluant la réponse aux thérapies par inhibiteurs de
mTOR dans des tumeurs thymiques réfractaires métastatiques. Ces études, utilisant
principalement I'everolimus, ont pu mettre en évidence un taux de contrbéle de la
maladie pour prés de 90% et une médiane de survie sans récidive de 11,6 mois et
de survie globale de 25,7 mois[147]. Dans ces études, aucune sélection des patients
n’était effectuée, alors méme que nos résultats suggérent l'intérét de rechercher une

activation de la voie PIK3/ Akt/ mTOR, possiblement par mutation de PIK3

En conclusion, nous avons mise en place un protocole unique de dérivation de
cellules épithéliales thymiques tumorales, permettant d’étudier l'effet sur Ila
croissance cellulaire de thérapeutiques spécifiques. Notre modéle valide I'approche
d’inhibition de la voie PIK3/ Akt/ mTOR.

75



4  PERSPECTIVES

Mon travail de these illustre la collaboration entre unités de recherche
fondamentales et recherche clinique. Ce projet a été construit a partir du constat de
la difficulté de la prise en charge médicale des tumeurs thymiques métastasées a la

plevre et des tumeurs thymiques localement avancées.

Les résultats de I'analyse rétrospective d’'une série de patients présentant un
thymome avec localisations secondaires pleurales isolées pris en charge par une
technique chirurgicale innovante ont mis en lumiére de nombreux points a

approfondir.

La compréhension des mécanismes biologiques a l'origine des tumeurs
epithéliales thymiques reste a ce jour parcellaire. De nombreuses analyses ont
permis de caractériser différents profils moléculaires corrélés aux sous-types
histologiques des tumeurs thymiques. Notre modéle de dérivation et de culture de
cellules primaires issue de tumeurs thymique a été établit dans l'optique de
caractériser des anomalies biologiques relevantes de la cellule épithéliale thymique
tumorale en restant au plus proche de la tumeur d’origine, sans linterférence des
lymphocytes intra-tumoraux. Il a nécessité une étroite collaboration entre différents
services cliniques hospitaliers (pneumologie, chirurgie thoracique, bloc opératoire et
anatomopathologie). Il a été créé en adaptant un modéle de dérivation de cellules

epithéliales thymiques murines [117].

Notre modéle a donc permis de confirmer in vitro que la voie Akt/ mTOR était
activée dans les cellules épithéliales thymiques tumorales dérivées de tumeurs. Nous
avons également montré que le traitement in vitro par un inhibiteur de mTOR
(Rapamycine) diminue d’environ 30% la croissance cellulaire (p<0.05) confortant in

vitro I'utilisation de thérapies inhibitrices de mTOR.

Par le développement de la dérivation de cellules tumorales issues de
tumeurs thymiques, il est maintenant possible d’envisager la mise en place de
modeéles in vivo de tumeurs thymiques sous la forme de PDX (Patient-derived
xenograft). Le PDX est un modéle qui consiste a injecter des cellules tumorales dans

des souris immunodéprimées (afin d’éviter un rejet des cellules humaines par I'héte)
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dans l'optique de tester de nouvelles thérapeutiques. Ce modele permet de restituer
un environnement tumoral in vivo (vascularisation, infiltration immunitaire, tissus
conjonctif au plus proche de la tumeur originelle [150]) et évite un biais de sélection
de cellules cultivées in vitro. Le PDX permet également des restituer un aspect
tumoral tridimensionnel contrairement aux cultures monocouches. L’humanisation
des PDX permet d’envisager une étude des mécanismes de réponse immunitaire

impliqués potentiellement dans la carcinogenese thymique.

La dérivation de cellules épithéliales thymiques tumorales pourrait s’intégrer
dans un projet d’étude de type « AVATAR ». Le principe de I'approche « AVATAR »
consiste a greffer sur des modeles PDX de souris immunodéficientes des fragments
de tumeur originelle d’'un patient ou des cellules tumorales dérivées permettant aprés
croissance tumorale une caractérisation moléculaire, des tests pharmacologiques de
sensibilité afin d’identifier le ou les traitements efficaces susceptibles d’étre

administrés au patient dont est issue la xénogreffe (Figure 1).
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Figure 1 : Génération de modeles PDX : prélévements de fragments tumoraux Et/ou dérivation de
cellules primaires tumorales transplantées dans des souris Immunodéficientes (P0Q). Créations
d’avatars (P1) PDX permettant des tests pharmacologiques de sensibilité aux anti-mitotiques[151].
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Ce modéle a été développé initialement chez des patients atteints de
carcinome pancreéatique : Parmi les 15 patients dont les tumeurs ont été greffées sur
souris, 11 ont pu bénéficier de traitements ciblés par les tests pharmacologiques
précliniques avec 88% de rémission partielles durables [152]. D’autres études ont par
la suite montré l'intérét d’'une telle procédure et, en particulier, la forte corrélation
entre l'efficacité observée chez la souris et la réponse des patients atteints de
cancers bronchiques non a petites cellules par les traitements ainsi identifiés [153-
155].

L’approche « AVATAR » présente néanmoins linconvénient de ne pas
permettre d’identifier pour tous les patients le ou les traitements les plus efficaces. En
effet, les chances de parvenir a proposer aux patients les meilleures approches
thérapeutiques dépendent de deux critéres principaux, d'une part le pronostic
clinique des patients (et donc leur probabilité d’étre encore en vie a la fin des tests
précliniques) et, d’autre part, de la probabilité pour la tumeur greffée de croitre sur la
souris. Dans I'’hypothése des patients atteints de CBNPC, la probabilité de survie a 1
an des patients opérés est relativement élevée, de I'ordre de 75-80% ; de plus, la
probabilité de croissance sur souris est trés importante, supérieure a 80%. Les
tumeurs thymiques (en dehors du carcinome thymique) sont des tumeurs a
croissance lente, méme dans les formes métastatiques et pourraient bénéficier d’'une
telle approche. A ce titre, notre modéle de dérivation de cellules épithéliales
tumorales et le développement de modeles « AVATAR » pourrait s’'intégrer dans
'amélioration de la pratique clinique de cytoréduction chimio hyperthermie intra

thoracique pour métastases pleurales de thymomes.

Il est ainsi possible d'imaginer de créer un avatar pour chaque patient pris en
charge chirurgicalement d’'une tumeur thymique en utilisant la dérivation cellulaire.
En effet, les cellules dérivées pourraient ainsi étre immortalisées et congelées au
sein d’une banque pour servir lors d’une éventuelle récidive. Il serait alors possible
de comparer les cellules de la tumeur originelle avec les cellules métastatique. Les
éventuelles différences mises a jour pourraient permettre de mieux comprendre les

mécanismes biologiques impliques dans la formation des métastases
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6 ANNEXES

6.1 ANNEXE 1: Girard N, Maury JM, Chalabreysse L, Besse B. Tumeurs thymiques.
EMC-Pneumologie 2016;13(3):1-15 [Article 6-047-D-10].
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Tumeurs thymiques

N. Girard, J.-M. Maury, L. Chalabreysse, B. Besse, RYTHMIC

Les tumeurs épithéliales thymiques sont des tumeurs rares, d‘évolution et de pronostic variables. La clas-
sification histopathologique sépare deux principaux types tumoraux : les thymomes, qui reproduisent
I'architecture du thymus normal, associant des cellules épithéliales thymiques tumorales et des lympho-
cytes non tumoraux, et les carcinomes thymiques. L'dge moyen au diagnostic est compris entre 50 et
60 ans. Aucun facteur étiologique, en particulier environnemental ou infectieux, n’a été identifié a ce jour.
Des manifestations auto-immunes sont mises en évidence chez prés d’un tiers des patients au diagnos-
tic, la myasthénie étant la plus fréquente, avec I'érythroblastopénie et I'hypo-gamma-globulinémie. Le
systéme de stadification le plus utilisé est celui de Masaoka, revu par Koga, mais un systéme tumeur,
node, métastase (TNM) est actuellement en cours de développement. La premiére étape face a une lésion
médiastinale suspecte de tumeur épithéliale thymique consiste en I'établissement du diagnostic différen-
tiel avec les autres tumeurs du médiastin antérieur et les Iésions thymiques non malignes. L'évaluation
de la résécabilité représente ainsi la premiére étape du traitement d’une tumeur thymique; en effet, la
résection compléte représente le facteur pronostique le plus constant et le plus significatif sur la survie
sans progression et la survie globale des patients. Si la résection compléte semble possible d’emblée, la
chirurgie représente la premiére étape du traitement et est éventuellement complétée d’une radiothérapie
postopératoire. En cas de tumeur thymique non résécable, une biopsie préthérapeutique doit étre effec-
tuée a visée diagnostique. La stratégie de traitement repose sur une chimiothérapie d’induction, suivie
d’une résection chirurgicale ou d’une irradiation. Les patients restant non éligibles pour un traitement
focal recoivent une chimiothérapie exclusive. A la suite d'un appel d’offre de I'Institut national du cancer
en 2010, un réseau de soins national de centres experts sur les thymomes et carcinomes thymiques
a été mis en place en 2011 : le Réseau tumeurs thymiques et cancer (RYTHMIC). L'objectif du réseau
est d’uniformiser la prise en charge des patients atteints de tumeur thymique, en particulier grace a la
rédaction du référentiel national et la mise en ceuvre de réunions de concertation de recours.

© 2016 Hsevier Masson SAS. Tous droits réservés.
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Tableau 1.
Classification histopathologique des tumeurs épithéliales thymiques.
Type Classification OMS Invasion (%) Survie sans progression a 10ans (%)
A Cellules fusiformes ou polygonales, sans atypie 10-40 100
Architecture ide reprodui les zones médullai
Rares lymphocytes T immatures
AB Thymome mixte associant zones de thy de type A (pa en lymphocytes) et de 30-40 100
type B (riche en lymphocytes)
Présence de lymphocytes matures et immatures
Bl Architecture organoide reproduisant les zones corticales 45-50 85
Ratio de cellules épithéliales/lymphocytes et degré d'atypie croissant des sous-types B1 a B3
Lymphocytes immatures
B2 65-70
B3 85-90 35
Carcinome thymique: 90-95 15
—cellules épithéliales atypiques
—infiltration
bsence de lymphocytesT

—expression fréquente de CD117/KIT et CDS

OMS : Organisation mondiale de la santé.

Figure 1.

Classification histopathologique des tumeurs épithéliales thymiques.

repose sur un faible nombre d’études, la plupart rétrospectives,
avec un niveau de preuve limité. Un référentiel de prise en charge
a été développé par le Réseau tumeurs thymiques et cancer (RYTH-
MIC), réseau national dédié a la prise en charge et I'étude des
tumeurs thymiques, mis en place par I'Institut national du cancer
(INCA). Cet article présente les principes de la prise en charge des
tumeurs épithéliales thymiques, sur la base de ce référentiel, en
intégrant les données les plus récentes issues des bases de données
internationales disponibles.

H Incidence et classification
anatomopathologique

Les tumeurs épithéliales thymiques sont des tumeurs rares ; leur
incidence est estimée entre 1,3 et 3,2 cas par million d'individus "l.
En France, entre 250 et 300 nouveaux cas sont diagnostiqués
chaque année.

La classification histopathologique de I'Organisation mon-
diale de la santé (OMS), actualisée en 2015, sépare deux
principaux types tumoraux: les thymomes, qui reproduisent
I'architecture du thymus normal, associant des cellules épithé-
liales thymiques tumorales et des lymphocytes non tumoraux
—une caractéristique unique de ces tumeurs— et les carcinomes
thymiques, similaires aux carcinomes observés dans d'autres loca-
lisations anatomiques (Tableau 1) (Fig. 1)'>*). Cinq sous-types de

2z

90

thymomes sont décrits, sur la base de la ressemblance du tissu
tumoral avec les différentes zones anatomiques du thymus nor-
mal, du degré d’atypie des cellules épithéliales tumorales et de
la proportion relative du contingent de lymphocytes: types A
(« médullaires »), AB («mixtes») et B1, B2, B3 («corticaux») .
La reproductibilité de cette classification est imparfaite, comme
le suggérent la variabilité de fréquence de ces sous-types en fonc-
tion des séries rapportées et les quelques études de reproductibilité
interobservateurs publiées . 11 existe en fait une hétérogénéité
tumorale, significative du fait du volume tumoral souvent impor-
tant, a laquelle s'ajoute la possibilité de thymomes comportant
plus d'un type histopathologique ou de type frontiére®l. En
outre, 'administration de corticoides ou de chimiothérapie peut
conduire 4 une déplétion lymphocytaire intratumorale et a une
modification du sous-type histologique —par exemple d'un sous-
type AB ou B1, riche en lymphocytes, vers un sous-type A ou B3,
a prédominance épithéliale. L'actualisation récente de la classifi-
cation de I'OMS intégre la formalisation de critéres de définition
pour chaque sous-type tumoral P,

Le terme de «thymome bénin» doit étre abandonné car
I'évolution de ces tumeurs est caractérisée, quel que soit le
sous-type histologique, par une potentielle agressivité locale, loco-
régionale et systémique.

Les carcinomes thymiques ont une morphologie similaire a
celle de leurs homologues développés dans d’autres localisations
anatomiques et sont plus rares que les thymomes, avec une
incidence de 0,2 a 0,5 par million d'individus”l. Le sous-type

EMC - Pneumologie
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Tableau 2.
Caractéristiques cliniques et anatomiques, stadification, des tumeurs épithéliales thymiques, en fonction du type histopathologique.
Fréquence relative (%)  Classes d’age (années) Ratio h /fi éqt dela Stade de Masaoka (%)
(moyenne) myasthénie (%)
1 n m IVA IVB

Type A 12 (3-26) 8-88 (64) 1/1,4 15 (0-35) 60 31 8 <1 <1
Type AB 28 (15-43) 11-89 (57) 1/1,4 20 (5-42) 67 26 1
Type B1 18 (6-53) 6-83 (50) 1/1,6 40 (5-69) 50 37 9 3 1
Type B2 26 (8-41) 4-83 (49) 11 50 (23-73) 32 20 28 8 3
Type B3 16 (3-35) 8-87 (55) 1/0,8 50 (25-65) 19 36 27 15 3
Carcinome 18 (1-28) 28-71 (50) 11 <5 100 10 45 15 20

le plus fréquent dans le thymus est le carcinome épidermoide,
mais des carcinomes de type adénocarcinome, sarcomatoide, lym-
phoépithélial, mucoépidermoide ont été décrits. Les carcinomes
thymiques doivent étre distingués des localisations médiastinales
ou thymiques de tumeurs primitives extrathymiques, en pre-
mier lieu pulmonaires, qui représentent la cause la plus fréquente
de carcinomes du médiastin antérieur. Contrairement aux thy-
momes, les carcinomes thymiques sont dans la majorité des cas
d’emblée invasifs, avec une extension aux structures médiasti-
nales adjacentes dans 809 des cas au diagnostic. Compte tenu
de la nature purement épithéliale de ces tumeurs, les syndromes
parathymiques sont exceptionnels (voir ci-aprés).

Des tumeurs neuroendocrines peuvent également se dévelop-
per a partir des cellules épithéliales thymiques mais ne seront pas
discutées ici du fait de leur rareté et d’'une stratégie de prise en
charge correspondant a celle des tumeurs neuroendocrines extra-
thoraciques.

B Aspects cliniques et étiologiques

L'dge moyen au diagnostic des tumeurs épithéliales thymiques
est compris entre 50 et 60 ans mais ces tumeurs peuvent étre obser-
vées a tout dge, en particulier chez les enfants (Tableau 2). Il n'y
a pas de prédisposition liée au sexe, méme si une tendance a une
prépondérance féminine a été rapportée pour les sous-types A,
AB et B1, et une prépondérance masculine pour les carcinomes
(Tableau 2) 2.3.5-81

Aucun facteur favorisant le développement des tumeurs épithé-
liales thymiques, en particulier environnemental ou infectieux,
n'a été identifié a ce jour. Les données rapportant la survenue
de thymome aprés exposition a des radiations ionisantes, chez
les individus immunodéprimés, y compris le contexte d'infection
par le virus de 'immunodéficience humaine, ou aprés transplanta-
tion d’organe solide, sont d'interprétation difficile, en particulier
dans le contexte du diagnostic différentiel avec une hyperplasie
thymique rebond, fréquente dans ces situations (voir ci-apreés).

Certaines maladies génétiques, comme la néoplasie endocri-
nienne multiple de type 1 (NEM 1), sont associées a une incidence
plus élevée de tumeurs thymiques, de thymomes et carcinoides
thymiques, dans un contexte familial, et d’association a des syn-
dromes de susceptibilité au cancer'”.. En outre, les patients aux
antécédents de tumeur épithéliale thymique ont un risque accru
de développer des cancers extrathymiques, hématopoiétiques
—lymphomes diffus a grandes cellules B et leucémies —et solides—
cancers gastriques, colorectaux, pancréatiques, thyroidiens!'”;
ces associations pourraient correspondre autant a I'existence de
facteurs étiologiques communs ou 3 un déficit des mécanismes
de I'immunité antitumorale qu’a des effets indésirables des traite-
ments mis en ceuvre ou a des biais de surveillance.

B Aspects diagnostiques
Symptomatologie
Prés d’'un tiers des patients atteints de tumeur épithéliale

thymique sont asymptomatiques au diagnostic, situation plus fré-
quente en cas de tumeur de stade précoce "), Environ un tiers des
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patients présentent des symptomes locaux liés a la compression
médiastinale, comme des douleurs thoraciques, une toux et une
dyspnée; environ la moitié de ces patients présentent également
des signes systémiques. Plus rarement, un syndrome cave supé-
rieur, une dysphonie ou des hémoptysies peuvent étre observés,
en fonction de 'invasivité de la tumeur '), Les signes généraux
sont plus rares (moins de 109% des patients) et plus fréquents en
cas de carcinome thymique.

Imagerie

L'examen standard pour le diagnostic des tumeurs épithéliales
thymiques est la tomodensitométrie thoracique avec injection de
produit de contraste iodé, permettant I'exploration de I'ensemble
de la loge médiastinale antérieure et des cavités pleurales, des
apex pulmonaires aux culs-de-sac costodiaphragmatiques. Dans
ce contexte, l'imagerie par résonance magnétique est moins per-
formante que la tomodensitométrie, sauf en cas de Iésion kystique
ou de suspicion d’hyperplasie thymique (voir ci-aprés) '3,

Biologie

Des manifestations auto-immunes sont mises en évidence
chez prés d'un tiers des patients au diagnostic!'*. Ces syn-
dromes « parathymiques » sont liés a la fois a une dérégulation
de la différenciation des lymphocytesT par les cellules épithé-
liales thymiques médullaires tumorales et a I'expression aberrante
d'antigénes par la tumeur "5, En effet, le rdle physiologique
des cellules épithéliales thymiques médullaire est la présen-
tation, a leur surface, de l'ensemble des antigénes tissulaires
du soi ou tissue-restricted antigens (TRAs), dans le contexte du
complexe majeur d’histocompatibilité, produisant la délétion
clonale des lymphocytes immatures autoréactifs, et protégeant
ainsi l'organisme des phénoménes d’auto-immunité!'*'5l, Un
des mécanismes conduisant au développement de manifesta-
tions auto-immunes chez les patients porteurs de thymome
est l'inactivation du facteur de transcription auto-immune
regulator (AIRE), msgonsable de la transcription des génes
encodant ces TRAs/™'¢l. Des mutations germinales inactiva-
trices de AIRE ont été décrites et s'associent a l'autoimmune
polyendocrinopathy-candidiases ectodermal dystrophy (APECED), une
maladie auto-immune polyglandulaire et cutanée, monogénique,
au cours de laquelle des thymomes peuvent étre observés '),

La myasthénie est le syndrome parathymique le plus fréquent,
retrouvée chez prés d'un tiers des patients (Tableau 2)/"*'81; 3
I'inverse, seuls 10 a 15 9% des patients porteurs d'une myasthénie
sont porteurs d'un thymome, dont le diagnostic différentiel avec
une simple hyperplasie thymique, fréquente dans ce contexte,
requiert parfois une biopsie chirurgicale (voir ci-aprés). La
recherche d’anticorps antirécepteur de I'acétylcholine est systé-
matique, en particulier avant tout geste chirurgical, du fait du
risque de myasthénies paucisymptomatiques pouvant s’exacerber
dans un contexte spécifique. Les myasthénies observées en asso-
ciation aux thymomes sont exceptionnellement séronégatives, et
I'électromyogramme n’est pas nécessaire en cas de positivité des
anticorps; il n'est recommandé qu’en situation de discordance
entre dosage et manifestations cliniques.
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Tableau 2.
Caractéristiques cliniques et anatomiques, stadification, des tumeurs épithéliales thymiques, en fonction du type histopathologique.
Fréquence relative (%)  Classes d’age (années) Ratio h /fi éqt dela Stade de Masaoka (%)
(moyenne) myasthénie (%)
1 n m IVA IVB

Type A 12 (3-26) 8-88 (64) 1/1,4 15 (0-35) 60 31 8 <1 <1
Type AB 28 (15-43) 11-89 (57) 1/1,4 20 (5-42) 67 26 1
Type B1 18 (6-53) 6-83 (50) 1/1,6 40 (5-69) 50 37 9 3 1
Type B2 26 (8-41) 4-83 (49) 11 50 (23-73) 32 20 28 8 3
Type B3 16 (3-35) 8-87 (55) 1/0,8 50 (25-65) 19 36 27 15 3
Carcinome 18 (1-28) 28-71 (50) 11 <5 100 10 45 15 20

le plus fréquent dans le thymus est le carcinome épidermoide,
mais des carcinomes de type adénocarcinome, sarcomatoide, lym-
phoépithélial, mucoépidermoide ont été décrits. Les carcinomes
thymiques doivent étre distingués des localisations médiastinales
ou thymiques de tumeurs primitives extrathymiques, en pre-
mier lieu pulmonaires, qui représentent la cause la plus fréquente
de carcinomes du médiastin antérieur. Contrairement aux thy-
momes, les carcinomes thymiques sont dans la majorité des cas
d’emblée invasifs, avec une extension aux structures médiasti-
nales adjacentes dans 809 des cas au diagnostic. Compte tenu
de la nature purement épithéliale de ces tumeurs, les syndromes
parathymiques sont exceptionnels (voir ci-aprés).

Des tumeurs neuroendocrines peuvent également se dévelop-
per a partir des cellules épithéliales thymiques mais ne seront pas
discutées ici du fait de leur rareté et d’'une stratégie de prise en
charge correspondant a celle des tumeurs neuroendocrines extra-
thoraciques.

B Aspects cliniques et étiologiques

L'dge moyen au diagnostic des tumeurs épithéliales thymiques
est compris entre 50 et 60 ans mais ces tumeurs peuvent étre obser-
vées a tout dge, en particulier chez les enfants (Tableau 2). Il n'y
a pas de prédisposition liée au sexe, méme si une tendance a une
prépondérance féminine a été rapportée pour les sous-types A,
AB et B1, et une prépondérance masculine pour les carcinomes
(Tableau 2) 2.3.5-81

Aucun facteur favorisant le développement des tumeurs épithé-
liales thymiques, en particulier environnemental ou infectieux,
n'a été identifié a ce jour. Les données rapportant la survenue
de thymome aprés exposition a des radiations ionisantes, chez
les individus immunodéprimés, y compris le contexte d'infection
par le virus de 'immunodéficience humaine, ou aprés transplanta-
tion d’organe solide, sont d'interprétation difficile, en particulier
dans le contexte du diagnostic différentiel avec une hyperplasie
thymique rebond, fréquente dans ces situations (voir ci-apreés).

Certaines maladies génétiques, comme la néoplasie endocri-
nienne multiple de type 1 (NEM 1), sont associées a une incidence
plus élevée de tumeurs thymiques, de thymomes et carcinoides
thymiques, dans un contexte familial, et d’association a des syn-
dromes de susceptibilité au cancer'”.. En outre, les patients aux
antécédents de tumeur épithéliale thymique ont un risque accru
de développer des cancers extrathymiques, hématopoiétiques
—lymphomes diffus a grandes cellules B et leucémies —et solides—
cancers gastriques, colorectaux, pancréatiques, thyroidiens!'”;
ces associations pourraient correspondre autant a I'existence de
facteurs étiologiques communs ou 3 un déficit des mécanismes
de I'immunité antitumorale qu’a des effets indésirables des traite-
ments mis en ceuvre ou a des biais de surveillance.

B Aspects diagnostiques
Symptomatologie
Prés d’'un tiers des patients atteints de tumeur épithéliale

thymique sont asymptomatiques au diagnostic, situation plus fré-
quente en cas de tumeur de stade précoce "), Environ un tiers des
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patients présentent des symptomes locaux liés a la compression
médiastinale, comme des douleurs thoraciques, une toux et une
dyspnée; environ la moitié de ces patients présentent également
des signes systémiques. Plus rarement, un syndrome cave supé-
rieur, une dysphonie ou des hémoptysies peuvent étre observés,
en fonction de 'invasivité de la tumeur '), Les signes généraux
sont plus rares (moins de 109% des patients) et plus fréquents en
cas de carcinome thymique.

Imagerie

L'examen standard pour le diagnostic des tumeurs épithéliales
thymiques est la tomodensitométrie thoracique avec injection de
produit de contraste iodé, permettant I'exploration de I'ensemble
de la loge médiastinale antérieure et des cavités pleurales, des
apex pulmonaires aux culs-de-sac costodiaphragmatiques. Dans
ce contexte, l'imagerie par résonance magnétique est moins per-
formante que la tomodensitométrie, sauf en cas de Iésion kystique
ou de suspicion d’hyperplasie thymique (voir ci-aprés) '3,

Biologie

Des manifestations auto-immunes sont mises en évidence
chez prés d'un tiers des patients au diagnostic!'*. Ces syn-
dromes « parathymiques » sont liés a la fois a une dérégulation
de la différenciation des lymphocytesT par les cellules épithé-
liales thymiques médullaires tumorales et a I'expression aberrante
d'antigénes par la tumeur "5, En effet, le rdle physiologique
des cellules épithéliales thymiques médullaire est la présen-
tation, a leur surface, de l'ensemble des antigénes tissulaires
du soi ou tissue-restricted antigens (TRAs), dans le contexte du
complexe majeur d’histocompatibilité, produisant la délétion
clonale des lymphocytes immatures autoréactifs, et protégeant
ainsi l'organisme des phénoménes d’auto-immunité!'*'5l, Un
des mécanismes conduisant au développement de manifesta-
tions auto-immunes chez les patients porteurs de thymome
est l'inactivation du facteur de transcription auto-immune
regulator (AIRE), msgonsable de la transcription des génes
encodant ces TRAs/™'¢l. Des mutations germinales inactiva-
trices de AIRE ont été décrites et s'associent a l'autoimmune
polyendocrinopathy-candidiases ectodermal dystrophy (APECED), une
maladie auto-immune polyglandulaire et cutanée, monogénique,
au cours de laquelle des thymomes peuvent étre observés '),

La myasthénie est le syndrome parathymique le plus fréquent,
retrouvée chez prés d'un tiers des patients (Tableau 2)/"*'81; 3
I'inverse, seuls 10 a 15 9% des patients porteurs d'une myasthénie
sont porteurs d'un thymome, dont le diagnostic différentiel avec
une simple hyperplasie thymique, fréquente dans ce contexte,
requiert parfois une biopsie chirurgicale (voir ci-aprés). La
recherche d’anticorps antirécepteur de I'acétylcholine est systé-
matique, en particulier avant tout geste chirurgical, du fait du
risque de myasthénies paucisymptomatiques pouvant s’exacerber
dans un contexte spécifique. Les myasthénies observées en asso-
ciation aux thymomes sont exceptionnellement séronégatives, et
I'électromyogramme n’est pas nécessaire en cas de positivité des
anticorps; il n'est recommandé qu’en situation de discordance
entre dosage et manifestations cliniques.
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Tableau 3.
Manifestations auto-immunes associées aux tumeurs épithéliales
thymiques
Affections
neuromusculaires

Myasthénie

Dystrophie myotonique
Encéphalite limbique
Neuropathie périphérique

Neuromyotomie acquise
Synd de Morvan (; ie et
encéphalite)
Syndrome de 'homme
ide/encéphalomyélite progressive avec

rigidité et myoclonies
Ataxie cérébelleuse
Polymyosite (carcinomes)
Erythroblastopénie
8iq! Anémie pernicieuse

Polyglobulie

Pancytopénie

Anémie hémolytique

Leucémies

Myélome multiple

Connectivites et Lupus érythémateux disséminé

maladies systémiques  polyarthrite rhumatoide
Syndrome de Gougerot-Sjégren
Sclérodermie systémique
Pneumopathies interstitielles

Déficits Hypo-g globulinémie (synd; de

Good)

Lymphopénie T

Néoplasie endocrinienne multiple

Multiple endocrine neoplasia

endoc Maladie de Cushing

Thyroidite

Pemphigus

Lichen plan

Candidose muqueuse chronique

Affections
dermatologiques

Alrmarin nennbs

Divers Myocardite a cellules géantes
Syndrome néphrotique
Colite ulcérée

Osté 1 i — P
(3 (- L3

Plus de 25 autres syndromes parathymiques ont été décrits, les
plus fréquents étant I'érythroblastopénie (109 des cas) et 'hypo-
gamma-globulinémie (5-109 des cas) (Tableau 3). La myasthénie
est souvent associée a ces autres affections auto-immunes (15 a
209% des cas), responsables du décés du patient dans 25% des
cas dans certaines séries"®!%. La thymectomie ne les améliore
que de fagon trés inconstante, ces affections auto-immunes ne
correspondant pas a des syndromes paranéoplasiques.

L'avis d'un interniste doit étre sollicité en cas de manifesta-
tions parathymiques inhabituelles. En cas de myasthénie, un avis
d’un neurologue référent doit étre obtenu, en particulier dans le
cadre de la préparation a un traitement chirurgical ; des perfusions
d'immunoglobulines polyvalentes, voire des séances de plas-
maphérése, peuvent étre réalisées en préopératoire. L'existence
d'infections graves, répétées et/ou inhabituelles associées a une
hypo-gamma-globulinémie, définit un syndrome de Good et
implique un avis interniste et une supplémentation réguliére en
immunoglobulines.

La proposition du réseau RYTHMIC est, outre une évaluation
clinique compléte, en particulier neurologique, la réalisation d"'un
bilan biologique systématique au diagnostic de tumeur épithé-
liale thymique, comportant un hémogramme avec taux de

4

réticulocytes, une électrophorése des protéines sériques,
un dosage des anticorps antinucléaires et antirécepteurs a
I'acétylcholine (les myasthénies associées aux thymomes étant
presque exclusivement séropositives), et un dosage de la thyroid
stimulating hormon. En effet, l'identification d’une affection
auto-immune modifie la prise en charge diagnostique, facilitant
le diagnostic différentiel lorsqu’elle est présente, et la stratégie
thérapeutique, un controle de la symptomatologie devant étre
obtenu avant toute intervention.

Approche diagnostique

La premiére étape face a une lésion médiastinale suspecte de
tumeur épithéliale thymique consiste en I'établissement du diag-
nostic différentiel avec les autres tumeurs du médiastin antérieur
et les lésions thymiques non malignes ®. La tomodensitométrie
thoracique est I'examen clé dans ce contexte. La nécessité d'une
biopsie Eréthérapeutique dépend en outre de la résécabilité de la
tumeur 82231,

Les tumeurs épithéliales thymiques représentent la premiére
cause de masse médiastinale antérieure (35 % des cas) ; les diagnos-
tics différentiels les plus pertinents sont les lymphomes — maladie
de Hodgkin et lymphomes malins non hodgkiniens— (259% des
cas) et les tumeurs germinales —tératomes, séminomes, tumeurs
germinales malignes non séminomateuses —(20% des cas) ?. Les
carcinomes thymiques doivent étre différenciés des carcinomes
bronchopulmonaires primitifs, ainsi que des entités carcinoma-
teuses intrathoraciques, plus rares, comme les carcinomes de la
ligne médiane avec réarrangement de NUT 24,

Le diagnostic différentiel intégre 'anamnése, I'examen cli-
nique, en particulier neurologique, avec les données de I'imagerie
et des tests biologiques. Ainsi, le thymome est le diagnos-
tic le plus probable en cas de masse médiastinale associée a
I'une des maladies auto-immunes citées ci-dessus; les patients
atteints de carcinome thymique présentent le plus fréquemment
des symptomes non spécifiques, liés a I'envahissement tumo-
ral local. Un lymphome doit étre évoqué en premier lieu en
cas d’apparition rapide de signes B, associés a des adénopa-
thies périphériques et a une élévation du taux sérique de lactate
déshydrogénase. Les tératomes ont habituellement une densité
hétérogéne a la tomodensitométrie, avec des remaniements adi-
peux, kystiques et/ou hémorragiques ?*. Les séminomes et les
tumeurs germinales non séminomateuses sont souvent volumi-
neuses, avec une croissance tumorale rapide. Un taux sérique élevé
de I'hormone gonadotrophine chorionique humaine peut étre
observée dans les séminomes, associée a une élévation du taux
d’alpha-feeto-protéine dans les tumeurs germinales non sémino-
mateuses 2%,

Le diagnostic différentiel avec une hyperplasie thymique, vraie
ou lymphoide, ou avec un thymus non hyperplasique non
involué, peut étre difficile. Une hyperplasie thymique vraie,
«rebond», doit étre envisagée aprés un stress, des bralures,
I'administration d'une chimiothérapie, d'une radiothérapie, d'un
traitement antihormonal. Une hyperplasie lymphoide thymique
est friquemment observée chez les patients atteints de vascularite,
de connectivite, mais aussi d’hyperthyroidie ou de myasthénie.
Les caractéristiques tomodensitométriques des hyperplasies sont
spécifiques, avec la mise en évidence d'une lésion médiastinale
antérieure, respectant la forme bipyramidale triangulaire, symé-
trique du thymus normal, avec une densité homogéne et une
densité mixte, g de faible atténuation %%, L'imagerie par
résonance magnétique, utilisant des séquences en contraste de
phase, peut permettre une meilleure identification de cette infil-
tration graisseuse microscopique tygique des hyperplasies, et non
observée en cas de lésion tumorale 7.

En cas d’hyperplasie thymique, I'abstention thérapeutique est
la régle si la lésion a un diamétre inférieur 3 30mm, seuil
au-dela duquel la possibilité d’'une tumeur thymique évolutive
est suffisamment élevée pour justifier une prise en charge diag-
nostique .

La tomographie par émission de positons au 18-
fluorodésoxyglucose n’est généralement pas recommandée pour
I’évaluation des tumeurs épithéliales thymiques. En effet, méme
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si le métabolisme des thymomes de type B3 et des carcinomes
thymiques est général supérieur a celui des thymomes de
plus faible grade et a celui des hyperplasies thymiques, les valeurs
prédictives positives et négatives et le seuil optimal des valeurs
d’absorption sont variables d'une étude a I'autre; en outre, des
hyperplasie thymiques peuvent étre associées a des niveaux
d’hypermétabolisme élevés . Une proposition est de réaliser
une tomographie par émission de positons en cas de tumeur
épithéliale thymique avancée ou d’histopathologie agressive, afin
de mieux préciser le bilan d’extension et les cibles tumorales, et
de connaitre le niveau métabolique de la tumeur initiale pour
mieux caractériser, ultérieurement lors du suivi oncologique,
d’éventuelles lésions suspectes de récidive.

Nécessité d'une biopsie préthérapeutique

Une biopsie préthérapeutique n'est pas nécessaire si le diag-
nostic de tumeur épithéliale thymique est fortement suspecté et
si la résection chirurgicale est réalisable d’emblée. En revanche,
la réalisation d’une biopsie —plus qu'une simple cytoponction
a l'aiguille- est indispensable dans toutes les autres situations
cliniques. La biopsie peut étre réalisée par voie percutanée ou
chirurgicale, par médiastinotomie ou minithoracotomie, avec des
taux de sensibilité variables selon les études, compris entre 40 et
939 %, En pratique, la rentabilité est supérieure si des biopsies
multiples et profondes, plutot que larges et/ou superficielles, sont
réalisées. Les espaces pleuraux doivent étre respectés pour éviter
un ensemencement tumoral, en fait exceptionnellement rapporté
dans cette situation.

Bien que construite sur I'analyse de piéces opératoires, la
classification anatomopathologique de 'OMS est applicable aux
préléevements de petite taille, avec toutefois une représentativité
faible ne permettant pas un sous-typage précis des thymomes,
compte tenu de la fréquente hétérogénéité tumorale observée en
cas de lésion volumineuse % ; des discordances sur le sous-type
histologique sont ainsi habituelles entre I'analyse d’'une biop-
sie préthérapeutique et celle d'une piéce opératoire, ce d’autant
qu'une influence des traitements préopératoires, corticoides ou
chimiothérapie, est possible. Ces petites biopsies sont en revanche
suffisantes pour distinguer un thymome ou un carcinome thy-
mique d’un lymphome ou d'une autre tumeur solide.

La proposition récente de critéres morphologiques et immu-
nohistochimiques pour mieux individualiser chaque sous-type
histologique a pour objectif de formaliser le diagnostic et a
été intégrée dans la révision de la classification OMS />33,
L'évaluation de biomarqueurs immunohistochimiques est main-
tenant recommandée, comportant la mesure de l'expression
des cytokératines et de P63 pour les cellules épithéliales thy-
miques normales et néoplasiques, et de I'expression du terminal
deoxynucleotidyl transferase pour les lymphocytesT immatures
(habituellement observés dans les thymomes de typesAB, Bl1,
B2, peu nombreux dans les thymomesA et B3, et absents dans
carcinomes) ¥, En cas de carcinome thymique, la réalisation de
marqueurs immunohistochimiques supplémentaires avec le CDS
et le CD117 est indispensable, ces protéines étant spécifiquement
exprimées dans prés de 809% des cas. L'expression de ces mar-
queurs n'est cependant pas systématique et leur négativité ne
doit pas faire exclure le diagnostic de carcinome thymique si la
présentation anatomoclinique est compatible *3'1,

Certaines tumeurs thymiques comportent plusieurs sous-types
de thymome et/ou de carcinome thymique ; la recommandation
est de répertorier chaque composant tumoral, en mentionnant le
plus important et en quantifiant par incréments de 10% chacun
d’entre eux. En cas de carcinome, cette composante est tou-
jours mentionnée en premier. Pour les diagnostics difficiles, il est
recommandé, en particulier dans le cadre du réseau RYTHIMC, de
solliciter une double lecture anatomopathologique.

B Stadification tumorale

Le systéme de stadification tumorale des tumeurs épithéliales
thymiques prend en compte a la fois des données anatomiques
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macroscopiques, peropératoires et histopathologiques microsco-
piques; le stade tumoral ne peut donc pas, en théorie, étre
déterminé avant la résection chirurgicale. Pour les thymomes, la
classification la plus communément utilisée est celle de Masaoka,
revue par Koga et al. 2%¥, dont la valeur pronostique sur la sur-
vie globale est trés significative”-*'". 'ITMIG a proposé, par
consensus d’experts, une clarification des termes de cette classifi-
cation (Tableau 4) P4, Ainsi, 'évaluation du stade tumoral requiert
un examen histopathologique complet, précisant si le thymome
est complétement encapsulé, avec invasion minime (<3 mm),
ou franche, avec implants (pleuraux et/ou péricardiques), avec
extension pulmonaire, avec métastases ganglionnaires (dont la
situation est précisée), ou avec métastases a distance (dont les sites
sont précisés).

Le systéme de stadification de Masaoka est moins adapté au
profil évolutif des carcinomes thymiques, caractérisé par de fré-
quentes métastases ganglionnaires médiastinales et systémiques
au diagnostic.

Ainsi, I'International Association for the Study of Lung Cancer
(IASLC) Staging and Prognostic Factors Committee et I'TTMIG ont
proposé un systéme de stadification des tumeurs épithéliales thy-
mique de type tumeur, node, métastase (TNM), fondé sur 'analyse
de la survie globale d'une cohorte internationale rétrospective de
plus de 10000 patients (Tableau 5) 153, L’avantage de ce systéme
est, d’'une part, son applicabilité a la fois aux thymomes et aux car-
cinomes thymiques, et, d"autre part, la distinction plus claire des
structures anatomiques résécables des structures non résécables.
Ce systéme IASLC/ITMIG sera trés probablement intégré dans la
prochaine révision de la classification TNM des tumeurs intra-
thoraciques, prévue en 2016, et publiée par I'Union international
contre le cancer (UICC) et I’American Joint Committee on Cancer
(AJCC).

Une proposition pratique est de poursuivre la stadification des
tumeurs épithéliales thymiques selon le systéme de Masaoka-
Koga, sur lequel la plupart des données de la littérature sont
fondées, pour la prise en charge des patients, en particulier les
décisions de traitements postopératoires, en attendant que des
études évaluant I'intérét prédictif de la classification TNM soient
publiées.

Une spécificité des tumeurs thymiques est la corrélation entre
le type histologique et le stade tumoral au diagnostic: ainsi, les
thymomes de type A ou AB sont plus frféquemment de stadel ou
11 au diagnostic, alors que les thymomes B3 et les carcinomes tl;?'-
miques sont plus fréquemment de stadelll ou IV (Tableau 2) P71,

B Définition de la résécabilité

L'évaluation de la résécabilité représente ainsi la premiére étape
de la prise en charge d’'une tumeur thymique ; en effet, la résection
compléte représente le facteur pronostique le plus constant et le
plus significatif sur la survie sans progression et la survie globale
des patients>-518.19.35]_|’évaluation de la résécabilité des tumeurs
thymiques est principalement basée sur I'expertise du chirurgien ;
il est recommandé de discuter des indications opératoires dans
le cadre d'une réunion de concertation pluridisciplinaire oncolo-
gique, possiblement de recours, comme celle mise en place par le
réseau RYTHMIC.

En I'absence de systéme de stadification clinique, 1'évaluation
préopératoire du stade de Masaoka-Koga est difficile, en parti-
culier pour les tumeurs de stade précoce car, en cas de stade
avancé, I'identification de Iésions pleurales, péricaldic!gg‘g‘, gan-
glionnaires ou systémiques est facile 3 I'imagerie™**?. Les
caractéristiques radiologiques associées a une invasivité tumorale
et/ou de moindres chances de résection chirurgical compléte sont
les suivantes: un diamétre tumoral (>5/7/8 cm, selon les études),
des contours lobulés ou irréguliers, la présence de calcifica-
tions, I'infiltration de la graisse périthymique, un envahissement
pulmonaire, I'accolement ou une invasion vasculaire **-!. La
classification TNM IASLC-ITMIG aide a formaliser la définition de
la résécabilité des tumeurs thymiques: les structures classées T1-3
sont accessibles 3 une résection alors que les structures T4 étant
classiquement non résécables (Tableau 5).
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Tableau 4.
Systéme de stadification des tumeurs épithéliales thymiques (Masaoka-Koga et Intemnational Thymic Malignancy Interest Group).
234 Survie globale a Incidence cumulée des
10ans (%) récidives a 10ans (%)
Thymomes Carcinome
thymigque
Stade I Tumeur complétement encapsulée, macroscopiquement et microscopiquement 84 (81-86) 8(7-8) 25(22-29)
Pas d'extension 3 la graisse médiastinale
Ce groupe inclut les tumeurs avec invasion dans —mais pas au-dela - de la capsule, et
les tumeurs sans capsule mais sans invasion des tissus périphériques
Stade I1A Invasion microscopique transcapsulaire (< 3 mm, confirmati 83(79-87) 8(7-8) 25(22-29)
anatomopathologique)
Stade 1IB Invasion macroscopique dans la graisse périthymique 83(79-87) 8(7-8) 25(22-29)
Invasion macroscoplque dans le thymus normal ou la graisse périthymique,
confirmée a ' g
Adhérences macroscopiques, sans uwasnon, a la plévre médiastinale ou au péricarde.
Ces adhérences peuvent rendre nécessaire la résection de ces structures lors de la
chirurgie, avec confirmation anatomopathologique de I'invasion de la graisse
périthymique, et de I'absence d'invasion de —ou au-dela de- la plévre médiastinale ou
de I'enveloppe fibreuse du péricarde
Stade 111 Extension macroscopique aux organes adjacents (pencarde grus valsseaux, poumon) 70(64-75) 29(27-31) 59(44-76)
Ce groupe inclut les tu avec, a | runei
microscopique de la plévre médiastinale ou viscérale ou  du penwde, ou une invasion
directe du parenchyme pulmonaire, ou une invasion du nerf phrénique ou du nerf
vague, confirmée a I' s logique (une adhérence n'est pas
suffisante), ou une invasion des gros vai confirmée 3 I'
anatomopathologique
Stade IVA Tumeur avec impl 1 ou péricardi 42(26-58) 71(34-100) 76(58-100)
Ces greffes mn'espondenl 3 des nodules tumonux, distincts de la tumeur principale,
avec invasion de la plévre viscérale ou pariétale, ou invasion du péricarde ou de
I'épicarde
Stade IVB Mé gangli ires : médiastinal éri t iques, cervicales 53(32-73) 57(24-90) 54(37-67)
antérieures ou inférieures, ou extrathoraciques
Meétastases hématogeénes
Ce groupe inclut les métastases extra!honaques et extzneuru a h reglon
P ymique, dont les P sans imp P | associé
Tableau 5.
Systéme de stadification des tumeurs épithéliales thymiques 234,
Proposition TNM, ITMIG/IASLC 2015
T1 Tla Encapsulé ou non, extension limitée au médiastin, avec ou sans a la graisse inale
Tlb Extension i la plévre médiastinale
T Invasion du péricarde (partielle ou compléte)
T3 Invasion d'au moins une des structures suivantes : poumon, veine brachlocephahque veine cave
supérieure, paroi, nerf phrénique, hile extrapéricardi veines
T4 Invasion d'au moins une des structures suivantes : aone trachée, cesophage, artére pulmonaire,
artéres supra-aortiques, myocarde
NO Absence d"adénopathie
N1 Adénopathies antérieures périthymiq
N2 Adénopathies profondes ou cervicales (régions 2, 4, 5, 7, 10) ou cervicales
MO Absence de mé pleurale, péricardique ou systémiq
Ml Mla Implant pleural ou péricardique
Mlb Meétastase pulmonaire ou systémique
Groupe ITMIG-IASLC 2015 Masaoka/Koga/ITMIG
I TINOMO I, 1IA, 1B, I
I TZNOMO m
la T3NOMO jiid
b T4NOMO I
IVa T1-4 NO,1 MO, 1a IVA, IVB
IVb T1-4 NO-2 MO-1b IVB

TNM : tumeur, node, métastase.

B Facteurs pronostiques

Les facteurs pronostiques les plus significatifs sur la survie
des patients atteints de tumeur thymique sont, par ordre de

6
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significativité dans les séries rapportées, la co

résection chirurgicale et le stade tumoral 15-7.18.1%
nostique de I'histologie reste controversé ¥, Un éément 3 prendre
en compte est le fait que jusqu’a 60% des patients atteints de

létion de la

ol

1; le rdle pro-
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Tableau 6.
Stratégie de prise en charge des thymomes et carcinomes thymiques.
Stade de Masaoka-Koga Thymome Carcinome thymique
Stade 1 Chirurgie Chirurgie
Pas de biopsie pré-thérapeutique Pas de biopsie préthérapeutique
En cas de résection compléte (R0): pas de radiothérapie En cas de résection compléte (RO) : option de radiothérapie
postopératoire postopératoire (45-50 Gy)
En cas de résection incompléte (R1): radiothérag En cas de résection incompléte (R1) : radiothérapie
postopératoire (S0-54 Gy) postopératoire (50-54 Gy)
Stade IIA Chirurgie Chirurgie
Pas de biopsie préthérapeu Pas de biopsie préthérapeutique
En cas de résection complete (RO) En cas de résection compléte (RO) : option de radiothérapie
~type A-B2: pas de radiothérapie p P vire postopératoire (45-50 Gy)
—type B3: option de radiothérapi ératoire (45-50 Gy) En cas de ruectmn mcompletz (R1):
En cas de résection mcomplete (R1): nd:otheﬂple di (50-54Gy)
postopératoire(50-54 Gy) —option de clu.mmthenple postopératoire
Stade 1IB Chirurgie Chirurgie
Pas de biopsie préthérapeutique Pas de biopsie préthérapeutique
En cas de résection compléte (R0): En cas de résection compléte (R0) : option de radiothérapie
~type A-B1: pas de radiothérapie postopératoire postopératoire (45-50 Gy)
—type B2-B3: option de radiothérapie postopentone (45-50Gy) En cas de résection incompléte (R1) :
En cas de résection incompléte (R1): radi -radiothérapie postopératoire(50-54 Gy)
postopératoire(50-54 Gy) —option de chimiothérapie postopératoire
Stade III-IVA Tumeur résécable (TNM I-1IIA, cest-a-dire T3) : Tumeur résécable (TNM I-111A, cest-a-dire T3) :
diothérapi é (45-50Gy), avec boost diothérapie p r' (4S—SOGy) avec boost
Tumeur non l’eseczble (TNM IIIA-B, c'est-a-dire T3-T4, IVA): —option: chimiothé ire
-biopsie Tumeur non resecable (TNM ll[A B, c'est-a-dire T3-T4, IVA) :
—chimiothérapie d'induction (a base d'anthracyclines) -biopsie
Si la tumeur devient résécable: —chimiothérapie d'induction (3 base d"anthracyclines)
irurgi Si la tumeur devient résécable :
diothérapie p é (45-50Gy), avec boost irurgi
Si 1a tumeur reste non résécable ou R2: diothérapie postopé (45-50Gy), avec boost
-radiothérapie (60 Gy) —option de chimiothérapie postopératoire
—option : chimio-radio-thérapie Si la tumeur reste non résécable ou R2:
-option : chimio-radio-thérapie conc platine et -radiothérapie (60 Gy)
étoposide, 60 Gy) —option: chimio-radio-thérapie
—option: chimio-radio-thérapie concomitante (platine et
étoposide, 60 Gy)
Stade IVB Chimiothérapie exclusive Chimiothérapie exclusive

Si la tumeur devient résécable:

-option de chirurgie et radiothérapie postopératoire

-option de radiothérapie

thymome ne décédent pas de progression tumorale “?. Le décés
est en effet rapporté a une autre cause pour plus d’un tiers des
patients et lié a I'évolution d'une affection auto-immune dans
prés de 25% des cas, en particulier en cas de tumeur de stade
précoce, et indépendamment de I'évolution tumorale. Le traite-
ment des manifestations auto-immunes n’est pas abordé ici mais
doit étre intégré a la stratégie de prise en charge oncologique des
patients.

B Prise en charge des tumeurs
thymiques résécables

La stratégie thérapeutique est basée sur I'évaluation initiale de
la résécabilité de la tumeur. Si la résection compléte semble pos-
sible d’emblée, comme c’est le cas pour des tumeurs dont le stade
clinique évalué sur l'imagerie est, dans le systéme de Masaoka-
Koga, 1, 11, voireIll (classés stadesI, II, IIIA/T3 dans le systéme
TNM IASLC-ITMIG), la chirurgie représente la premiére étape du
traitement et est éventuellement complétée d'une radiothérapie
postopératoire (Tableau 6) (Fig. 2).

Chirurgie
La résection chirurgicale est le principal traitement des tumeurs
épithéliales thymiques. L'abord chirurgical recommandé est la

sternotomie médiane, permettant une exploration compléte du
médiastin et des cavités pleurales, I'évaluation de l'importance
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de l'envahissement de la capsule, de la graisse périthymique
et des structures médiastinales adjacentes, et la recherche
d’implants tumoraux pleuropéricardiques, notamment au niveau
des culs-de-sac costodi.'aphragm:mc]ua'7"""1‘3 4. Ces constata-
tions peropératoires, associées a I'examen histopathologlque des
piéces de résection, constituent la base de la classification de
Masaoka.

L'importance de la résection dépend directement de
I'importance du niveau d'invasion tumorale. Pour les tumeurs
de stades I et II, la procédure habituellement pratiquée est une
thymectomie el:ugie a la graisse périthymique et médiastinale
antérieure **4%1 " Les tumeurs de stadeslII et IV nécessitent
une résection en bloc de la tumeur et des structures adjacentes
envahies (poumon - habituellement avec une résection limitée—
plévre, péricarde, gros vaisseaux). La résection de structures
vasculaires veineuses (veine innominée et veine cave supérieure)
peut étre partielle avec suture, ou compléte avec reconstruction
prothétique. Les zones de résection incertaines doivent étre repé-
rées avec des clips afin de guider une radiothérapie postopératoire
ultérieure, et repérées sur la piéce d'exérése.

La préservation des nerfs phréniques est particuliérement cru-
ciale chez les patients atteints de myasthénie mais augmente le
risque de récidive locale, sans modifier la survie des patients %47,
En cas d'atteinte parenchymateuse pulmonaire (10% des cas), les
résections atypiques sont préférées aux lobectomies ou pneumo-
nectomies.

L'interprétation des tranches de sections tumorales, réalisées de
facon extemporanée, doit étre circonspecte, avec un risque élevé
de faux positifs et de faux négatifs'*I.
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Tumeur thymique Type Résaection Stade Sous-type
résécable histologique Masaoka-Koga  histologique
(Masaoka-Koga :
T IR N S

(TNM stades L-111A)

4

! >
A [:AAB. B1, B2 >
RO B3 »| Radiothérapie postopératoire —>
[: A, AB, B >
e B2,B3 ———— >
L > Thymome n >
Chirurgie R1i > Suivi
Radiothérapie postopératoire >
I, A 1B >
w [ —
m Chimiothérapie N
Carcinome postopératoire
— _
thymique | N
R1 I:: —= =
1A, 1B, Il __|Chimiothérapie >

Flgure 2. Stratégie de prise en charge des tumeurs thymiques résécables au diagnostic. TNM : tumeur, node, métastase. Les pointillés indiquent les options.

La réalisation d'un curage ganglionnaire systématique, outre la
résection de toute adénopathie suspecte d’envahissement tumo-
ral, est recommandée, bien qu’elle soit en fait rarement rapportée
dans les séries chirurgicales; le développement du systéme de
stadification TNM IASLC-ITMIG engage a réaliser ce curage, a
la fois des ganglions médiastinaux et cervicaux antérieurs*s.
Un échantillonnage des autres régions (région paratrachéale,
fenétre aortopulmonaire, région sous-carinaire) est proposé en
cas de tumeur de stadelll ou IV. Un curage complet est recom-
mandé en cas de carcinome thymique, en raison du taux
élevé de proLPagation lymphatique (20% contre 3% dans les
thymomes) 141,

Pour les tumeurs de stade IVA, certaines équipes proposent une
chimiothérapie-hyperthermie intrapleurale aprés discussion en
réunion de concertation pluridisciplinaire.

Plusieurs équipes ont enfin décrit la faisabilité de la chirur-
gie « mini-invasive » pour le traitement des tumeurs thymiques,
avec un potentiel bénéfice en termes de morbidité postopé-
ratoire et de durée de séjour hospitalier? %%, Le terme de
chirurgie mini-invasive regroupe une variété de techniques, de
voies d’abord (transcervicale, manubriotomie, thoracoscopie) et
d’équipements (chirurgie vidéoassistée, chirurgie robotique). La
chirurgie vidéoassistée permettant d'utiliser des voies d’abord
plus réduites peut étre utilisée pour des tumeurs de petit volume
et paraissant bien encapsulées i I'imagerie *'-**#%l. Dans ce cas,
l'orifice d’extraction doit étre suffisamment élargi pour ne pas
endommager ou fractionner la piéce opératoire; I'extraction de
la piéce doit étre faite au travers d’un sac protecteur. La conver-
sion vers une voie d'abord ouverte traditionnelle est nécessaire
en cas de risque de résection non carcinologique (envahissement
tumoral de la capsule, résection incompléte, rupture tumorale).
La conversion n’est pas considérée comme une complication de
la chirurgie mini-invasive, le respect des principes de chirurgie
carcinologique devant primer sur 'abord opératoire. La chirurgie
mini-invasive n'est pas recommandée pour les tumeurs invasives
ou de stadelll, compte tenu de I'absence de données de suivi a
long terme.
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Flgure 3. Observation clinique. Patient de 56 ans. Mise en évidence
a la tomodensitométrie, réalisée pour des douleurs thoraciques, d'une
Iésion médiastinale antérieure, bien délimitée et non invasive. Le patient
est opéré d’emblée. L'examen anatomopathologique a montré un thy-
mome AB, de stade |, en résection compléte. Le patient développera, deux
ans aprés la chirurgie, une myasthénie.

Dans d’autres séries, la mortalité opératoire ne dépasse pas
396 (6-5.18.19.44.99] e taux de résection compléte dépend du stade
de la maladie et est proche de 1009% pour les stadesI et II,
d’environ 85 % pour le stade I1I et de 45 % pour le stade IV (Fig. 3);
la complétion de la résection représente, aprés le stade tumoral, le
facteur pronostique le plus significatif sur la survie globale et sans
récidive.

Examen anatomopathologique

La communication entre les chirurgiens et les pathologistes est
cruciale pour I'évaluation du diagnostic et du stade tumoral 1Y),
La bonne orientation de la piéce opératoire, la désignation des
structures impliquées et les éventuelles zones de maladie rési-
duelle doivent &tre précisées par le chirurgien. L'utilisation d'une
planche médiastinale peut étre une aide.
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Si la taille tumorale est suffisante, des prélévements congelés
sont effectués. Les marges chirurgicales sont encrées (utilisation
possible de différentes couleurs). Aprés fixation, la piéce opéra-
toire est examinée. Le nodule tumoral est mesuré et prélevé. Les
recommandations statuent sur un prélévement par centimétre de
tumeur avec un minimum de cing blocs. Les prélévements sont
repérés. Le thymus non tumoral est également prélevé, de méme
que les éventuels ganglions lymphatiques adressés. Si I'exérése
s'accompagne de parenchyme pulmonaire ou de péricarde, ils
sont également analysés.

Radiothérapie postopératoire

Les pratiques actuelles concernant la radiothérapie médiasti-
nale postopératoire des tumeurs thymiques sont trés variables,
compte tenu de I'absence d'étude randomisée, multicentrique
ou méme prospective. Les données récentes, issues d’analyses
«poolées» d'études rétrospectives *% et de bases de données de
grand effectif #5154 conduisent 4 une remise en cause d'une
administration systématique d'une irradiation médiastinale post-
opératoire aprés résection d'une tumeur épithéliale thymique, en
ne la réservant qu'aux patients i haut risque (Tableau 6) ' 22,2355,
Ces données suggérent en effet :

e l'absence de bénéfice de survie avec la radiothérapie pour les

patients opérés de thymome de stade I, quelle que soit la com-

plétion de la résection, et pour les patients ogzé:és de thymome
de stadesII et IV en résection compléte 751321 ;

I'absence de différence en termes de taux de récidive aprés résec-

tion compléte de thymome, que les patients aient recu ou non

une radiothérapie postopératoire ¥ ;

e un bénéfice de survie sans récidive et de survie globale avec
la radiothérapie Sgostopémtoire apreés résection d’un carcinome
thymique 755354
Le stade tumoral, selon Masaoka-Koga, et la complétion de la

résection chirurgicale, sont ainsi les critéres décisionnels les plus

pertinents pour définir les indications de radiothérapie postopé-
ratoire; I'histologie, témoin du grade et de I'agressivité tumorale,
doit également &étre prise en compte. Il faut cependant prendre
en compte le risque de biais des données actuellement dispo-
nibles, la radiothérapie postopératoire ayant probablement été
administrée, dans les études rétrospectives, chez les patients a
haut risque, avec une résection incompléte ou une tumeur de
stade ou d’histologie plus avancés; I'absence de bénéfice de survie
de l'irradiation rapporté dans certaines séries peut alors sug-
gérer au contraire l'intérét de la radiothérapie pour réduire le
risque de récidive. Un dernier point i prendre en compte dans
I'analyse des données disponibles est le fait que les tumeurs
thymiques récidivent principalement sur des sites anatomiques
extramédiastinaux (plus de 60 % des cas) */. Le développement du
systéme TNM IASLC-ITMIG conduit enfin a redéfinir les groupes
de patients, en particulier sur le stade T, avec la nécessité d'évaluer
le role de la radiothérapie dans des séries utilisant ce systéme, en
particulier du fait du regroupement des stades de Masaoka-Koga,

IIA, 1IB et certaines tumeurs de stadelll dans une catégorie T1

unique.

Les indications et les modalités optimales de la radiothé-
rapie postopératoire (doses et volumes) sont encore a définir.
Les recommandations reposent sur l'accord d’experts, compte
tenu de l'absence d'étude prospective d’effectif suffisant dis-
ponible dans la littérature*’l. Il est recommandé de conduire
le traitement selon une technique conformationnelle, possible-
ment en modulation d’intensité, avec étude des histogrammes
dose-volume sur les volumes cibles et les organes critiques, en
particulier le parenchyme pulmonaire, le cceur et la moelle
épiniére. La radiothérapie conformationnelle avec modulation
d’intensité peut étre considérée plus particuliérement chez les
patients ayant une tumeur avec extension au péricarde. Les
contraintes de doses d'irradiation sont celles de la radiothé-
rapie thoracique externe®. Le fractionnement standard est
recommandé (9 a 10Gy hebdomadaires en cingséances). La
radiothérapie doit débuter dans les deux a trois mois suivant la
chirurgie.
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Le volume cible comporte la totalité de la loge thymique ainsi
que les éventuelles extensions tumorales (péricarde, gros vais-
seaux, plévre, parenchyme pulmonaire, etc.). Les volumes sont
a définir a I'aide de I'imagerie pré- et postopératoire, et également
a l'aide du compte rendu opératoire, ce qui peut étre facilité par
la mise en place de clips radio-opaques. La limite supérieure du
champ d'irradiation se situe au niveau du défilé cervicothoracique
et la limite inférieure au niveau du médiastin moyen, sauf pour
les formes ectopiques. L'irradiation des creux sus-claviculaires
n'est pas recommandée en l'absence d’études démontrant son
utilité. Le volume cible peut englober les aires ganglionnaires
envahies et/ou le site d'un implant pleural. L'irradiation pro-
phylactique des aires supraclaviculaires est pas recommandée.
L’administration d'une radiothérapie hémithoracique est décon-
seillée du fait du manque de preuve en termes d'efficacité et de
tolérance %1,

Les doses d'irradiation dans le cadre de la radiothérapie postopé-
ratoire des tumeurs thymiques sont trés discutées. Aprés résection
compléte RO, la dose délivrée est habituellement comprise entre
45 et 50 Gy dans I'ensemble du volume cible, en fractionnement
standard (1,8 a 2 Gy par séance). En cas de résection R1, les doses
sont comprises entre 50 et 54 Gy, avec une surimpression au
niveau des éventuels clips laissés en place lors de I'intervention
pour controler une zone jugée douteuse par le chirurgien. Enfin,
en cas de résection incompléte R2, la surimpression au niveau de
la zone a risque de rechute peut atteindre 66 Gy. En cas de simple
biopsie, la dose de 66 Gy est recommandée pour I'ensemble du
volume cible.

Indications de la radiothérapie dans les thymomes

La radiothérapie médiastinale postopératoire nest pas indiquée
aprés résection compléte d'un thymome de stadel dans la clas-
sification de Masaoka-Koga. Une étude randomisée ayant inclus
29 patients a en effet comparé la radiothérapie postopératoire a
la chirurgie seule dans cette situation et n’a pas démontré de
différence significative dans les deux groupes *..

La radiothérapie postopératoire n'est pas recommandée aprés
résection compléte d'un thymome de stade I1. Dans la base de don-
nées de ITMIG, l'incidence cumulative des récidives médiastinales
ou extramédiastinales était de seulement 8% a dix ans dans cette
situation (Tableau 2) P3¢, La radiothérapie postopératoire peut
étre discutée comme option uniquement en cas d’histologie agres-
sive (types B2, B3) ou d'invasion extensive de la capsule (stade IIB
de Masaoka-Koga) ¥0-67,

La radiothérapie postopératoire est recommandée aprés résec-
tion compléte d'un thymome de stadeslll etIVA, avec pour
objectif de prolonger la survie sans récidive et la survie
globale €3,

Indications de la radiothérapie
dans les carcinomes thymiques

Aprés résection compléte d’'un carcinome thymique, la radio-
thérapie postopératoire est une option pour les tumeurs de stade,
devrait étre proposée pour les tumeurs de stade II et est recomman-
dée pour les tumeurs de stadesIII et IVA #5354,

La radiothérapie postopératoire est recommandée en cas de
résection R1 ou R2, a des doses totales de 50 a 54Gy et 60Gy,
respectivement, avec une surimpression de 10 Gy dans les zones
suspectes de maladie résiduelle.

Chimiothérapie postopératoire

Une chimiothérapie postopératoire n’est pas recommandée
apreés résection RO ou R1 d'un thymome, compte tenu de 'absence
de données dans la littérature et d'un faible risque de réci-
dive systémique dans ces situations 7.8 11.18.19.64 En revanche,
une chimiothérapie postopératoire doit étre discutée en cas de
carcinome thymique, dés le stadell, du fait de I'agressivité de
ces tumeurs, avec un risque de récidive élevé® 1.1819.53.54  ce
d’autant que les patients ont été oPérés d’emblée, sans chimi
thérapie d'induction (Tableau 6) 1. 18.19,53,54,&4]
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Tumeur thymique
non résécable
(Masaoka-Koga :
stades lll-1Va)
(TNM : stades
HIA-IIIB-VA)
Résécable
(Masaoka-Koga 25
stades llliva) | Chirurgie
(TNM stade II1A)
— | Chimiothérapie
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A Non résécable
(Masaoka-Koga
stade llI-IVA)
(TNM stades lIIA/B-IVA)
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thérapie
e
Figure 4.

options.
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—» Thymome R, =
I:: A2 __ | Chimiothérapie N .
postopératoire | | Radiothérapie
postopératoir [
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| & Carcinome Chimiothérapie |
thymique postopératoire
— Thymome —>| Radiothérapie |—> Suivi
i Chimio-radio-thérapie |
Carcinome 3
L, ikl —| Radiothérapie |»
i Chimi Sio-thérapi i

Stratégie de prise en charge des tumeurs thymiques non résécables au diagnostic. TNM : tumeur, node, métastase. Les pointillés indiquent les

7
Flgure 5. Observation clinique. Patiente de 71 ans. Thymome B3 opéré
en résection compléte cinq ans auparavant. Mise en évidence, 2 la
tomodensitométrie systématique de suivi, d’'un implant pleural droit.
La patiente est réopérée. L'examen anatomopathologique a montré un
aspect de thymome B3, avec une résection compléte.

W Prise en charge des tumeurs
thymiques avancées

En cas de tumeur thymique non résécable au diagnostic, de
stadesIII et IVA dans la classification de Masaoka-Koga (classées
stades I1IA/T3, I1IB/T4, IVA dans le systéme TNM IASLC-ITMIG),
une biopsie préthérapeutique doit étre effectuée a visée diagnos-
tique. La stratégie de traitement repose sur une chimiothérapie
d’induction suivie d'une résection chirurgicale ou d'une irradia-
tion, dés lors qu'une réponse tumorale suffisante est obtenue,
dans une stratégie i visée curative (Fig. 4 i 6) 2122, Les patients
restant non éligibles pour un traitement focal regoivent une chi-
miothérapie exclusive.

Chimiothérapie d’induction

La chimiothérapie d'induction est ainsi la premiére étape du
traitement des tumeurs épithéliales thymiques avancées. Parmi
les différents protocoles évalués dans des études prospectives, les
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Flgure 6. Observation clinique. Patient de 42 ans. Mise en évidence a la
tomodensitométrie, dans un contexte de crise myasthénique aigué, d’'une
Iésion médiastinale antérieure invasive. Le patient a recu une chimiothé-
rapie par cisplatine, doxorubicine et cyclophosphamide, quatre cycles,
avec une stabilité tumorale. Une radiothérapie séquentielle a été ensuite
délivrée, a la dose de 60 Gy.

associations les plus utilisées sont les combinaisons de cisplatine,
d’adriamycine et de cyclophosphamide, et de platine et étoposide
(Fig. 4, 5) (Tableau 7) 6%, Deux a quatre cycles sont habituel-
lement administrés, avant réévaluation de la résécabilité de la
tumeur. L'administration d"une chimio-radio-thérapie concomi-
tante d’emblée, avec I'association platine et étoposide, est une
option en particulier pour les carcinomes thymiques 7%, Les taux
de réponse a la chimiothérapie sont compris entre 70 et 80 %.

Aprés chimiothérapie d'induction, une résection chirurgicale,
possiblement étendue, doit étre proposée aux patients pour
lesquels une résection compléte est jugée réalisable, selon les
principes évoqueés ci-dessus, avec un taux de résection compléte
compris entre 30 et 50%'“7". La chimiothérapie hyperther-
mique intrapleurale ainsi que la pneumonectomie extrapleurale
peuvent étre discutées en cas de tumeur de stade IVA273, Une
radiothérapie postopératoire est alors délivrée.

L'intérét d'une chirurgie partielle de réduction tumorale est
discuté en termes de bénéfice de survie mais peut faciliter
I'administration d’une irradiation ultérieure, pour les patients
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Tumeur

ique

thymi
(Masaoka-Koga stade IVB)
(TNM stade IVB)

Type histologique

Flgure 7. Stratégie de prise en charge
des tumeurs thymiques métastatiques (les
pointillés indiquent les options).

Thymome—bcimm >
| Radothérapic |
Suivi

c >
thymique
o
Tableau7. ) - Chimiothérapie exclusive
Protocoles de chimiothérapie évalués dans les tumeurs épithéliales thy-
miques avancées. Dans les séries publiées, seuls 10% des patients ne sont pas
Prot A D éligibles pour un traitement focal, chirurgie ou radiothérapie,
<o aprés chimiothérapie d’'induction. La chimiothérapie exclusive est
ADOC Adriamycine 40mg/m?/3s alors le traitement de choix, comme pour les patients avec une
Cisplatine 50mg/m?/3s tumeur métastatique d’emblée (stade IVB). L'objectif est de soula-
Vincristine 0,6mg/m?/3s ger les symptomes liés a la tumeur en produisant une réponse
Cyclophosphamide 700 mg/m?/3 s tumorale, alors que le bénéfice en termes de survie est incer-
it st i tain. Les protocoles a base de sels de platine sont recommandés
CAP Cisplatine S0mg/m*/3s (Fig. 7) (Tableau 7)">®!. Aucune étude randomisée comparant
Adriamycine 50mg/m*/3s plusieurs protocoles de chimiothérapie n’a été menée mais les
Cyclophosphamide 500mg/m?/3s combinaisons a base d"anthracyclines semblent produire des taux
PE Cisplatine 60mg/m?/3s dle tliéponscf supérieurs " 7‘-"1". :.n Tﬁfﬁ' l'assc;ciatlion ‘:iel' cis-
: : 3 platine, adriamycine et cyclophosphamide est la plus utilisée.
I:;wpmfde l20mg/n: x3/33 L'association de carboplatine et de paclitaxel est une option de
vie Etoposide 7Smg/m? x 4d/3s premiére ligne pour les carcinomes thymiques "5, Les taux de
Ifosfamide 12g/m?* x4 d/3s réponse sont compris entre 30 et 509, avec une survie sans
Cisplatine 20mg/m? x4 d/3s pmgressi9n comprise entre cing et dix mois. En cas de réPonse
CODE Cisplatine 25mg/m?/1s majeure l_a chl‘nuotherapie, une chirurgie’ ou une radiqtherapie
et 1 mg/m?/2s peut étre discutée dans de rares cas, sans bénéfice prouvé.
AL"F"S 5 % 2 Les critéres response, evaluation, criteria in solid tumors (RECIST)
Sddumycios wwzzx =T sont habituellement utilisés pour évaluer la réponse a la chi-
e miothérapie; une proposition est, pour les lésions pleurales, de
Carbo Px CGurhoplatine AUC S 6/33 prendre en compte le diamétre de 1'axe le plus court, pour une
Paclitaxel 200-225 mg/m?/3s mesure unidimensionnelle de deux sites tumoraux, a trois niveaux
CAP-GEM Capécitabine 650mg/m? 2 fois/j 14d/3s différents .
Gemcitabine 1000mg/m? x 2d/3s

AUC: alre sous la courbe des concentrations plasmatiques.

atteints de thymome .. Une chirurgie de réduction tumorale
n'est pas conseillée en cas de carcinome thymique. Une chimio-
radio-thérapie associant cisplatine, étoposide et une irradiation a
la dose totale de 60 Gy est une option aprés chirurgie de réduction
tumorale R2, réalisée sans traitement d’induction.

Prés de 20 a 30 % des patients ne sont pas éligibles pour la chirur-
gie aprés chimiothérapie d’induction et recoivent une irradiation

séquentielle.

Radiothérapie

Aprés chimiothérapie d’induction, si le patient est pas consi-
déré comme un candidat a la chirurgie —parce qu'une résection
compléte semble compromise, ou en raison d'un mauvais état
général ou d'une contre-indication opératoire - 1a stratégie repose
sur une irradiation séquentielle (Fig. 6)/¢l. Chez les patients a
haut risque, ou avec une réponse minime a la chimiothérapie
d'induction, la radiothérapie peut étre associée a une chimiothé-

rapie, a base de platine et d'étoposide.
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B Récidives

La prise en charge des récidives de tumeur épithéliale thy-
mique repose sur une stratégie identique a celle conduite lors du
traitement initial. Les récidives, observées plus fréquemment en
cas de tumeur avancée au diagnostic, de résection chirurgicale
incompléte, ou chez les patients non opérés, surviennent le plus
souvent dans les cing années suivant le diagnostic *é3%. Prés de
759 des récidives surviennent au niveau pleural. La « rerésection »
compléte de lésions récidivantes représente le facteur pronostique
le plus significatif dans cette situation **-#9 et la chirurgie est ainsi
recommandée en cas de lésion récidivante résécable. En cas de
thymome de typeB, a prédominance lymphocytaire, I'examen
anatomopathologique peut montrer une transition vers une his-
tologie a prédominance épithéliale, du fait d’'une hétérogénéité
tumorale initiale, et de l'effet lymphocytique des corticoides et de
la chimiothérapie potentiellement administrés au préalable %,

En cas de récidive non résécable, plusieurs lignes consécutives
de chimiothérapie peuvent étre administrées (Tableau 7). La réad-
ministration d'un agent cytotocique précédemment efficace doit
étre envisagée, en particulier en cas de la réponse antérieure,
d’un délai prolongé avant la survenue de la récidive, et, pour les
anthracyclines, un état général conservé et des doses antérieure-
ment regues autorisant 1"administration d’au moins trois cycles
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supplémentaires, ce d’autant que la toxicité cardiaque peut étre
exacerbée chez les patients ayant antérieurement regu une irra-
diation médiastinale®. La participation aux essais cliniques est
recommandée.

Les protocoles habituellement proposés en situation de récidive
systémique sont les associations de carboplatine et paclitaxel ",
de platine et d'étoposide " ; la combinaison de capécitabine et
de gemcitabine est une option thérapeutique (Tableau 7). Ces
protocoles ont été évalués dans des essais de phase Il dédiés.

Les options pour les lignes thérapeutiques suivantes
comportent le pémétrexed ® et I'étoposide par voie orale.
En cas d’hypermétabolisme a I'octréoscan, observé dans prés de
la moitié des cas de thymome, la somatostatine seule ou associée
a la prednisone peut représenter une option, en particulier en
I'absence d'éligibilité a I'administration d'une chimiothérapie
cytotoxique %59,

B Médecine de précision

Les récentes études de caractérisation moléculaire des tumeurs
épithéliales thymiques indiquent 'existence de multiples aber-
rations chromosomiques, associées a des profils de méthylation
et d'expression dérégulés sur plusieurs oncogénes, tels CDKN2,
MGMT, FOXC1, GTF2I, IGF-1R'"; certaines de ces altérations,
seules ou dans le cadre de signatures d’expression génique spé-
cifiques, ont été rapportées comme étant associées a l'efficacité
antitumorale de certaines thérapeutiques ciblées ou a un risque
de récidive ou de décés ™,

Le développement d’approches de médecine de précision pour
les patients atteints de tumeurs épithéliales thymiques avan-
cées est finalement entravé par le faible nombre d'études et
par les faibles effectifs inclus, limitant la possibilité d'identifier
des biomarqueurs prédictifs ou pronostiques. Toutefois, la mise
en évidence récente d'altérations moléculaires dans les voies de
signalisation impliquant le géne KIT, le récepteur du facteur de
croissance vasculaire (VEGFR), et la cible de la rapamycine chez
les mammiféres (mTOR), peut conduire a considérer —hors des
autorisations de mise sur le marché- aprés discussion en réunion
de concertation pluridisciplinaire oncologique de recours, en par-
ticulier celle mise en place par le réseau RYTHMIC, I'utilisation
d’agents ciblés pour le traitement de tumeurs réfractaires.

Ciblage de KIT

Des mutations activatrices de KIT, prédictives de la réponse a
des inhibiteurs de la tyrosine kinase de KIT, ont été identifiées
dans environ 9% des cas de carcinome thymique, correspondant
a la fois a des mutations observées dans les tumeurs stromales
gastro-intestinales (GIST) ou les mélanomes (V560del, L576P), ou
spécifiques des carcinomes thymiques (H697Y, D820E) ", Plu-
sieurs cas de réponse clinique ont été rapportées, en situation
de tumeur réfractaire, avec I'utilisation d'inhibiteurs de tyrosine
kinase de KIT, tels I'imatinib, le sunitinib ou le sorafénib®.
Contrairement a celles observées dans les GIST, les mutations de
KIT observées dans les carcinomes thymiques ne sont pas unifor-
mément sensibles a I'imatinib, sur la base des données cliniques
et précliniques disponibles. Le séquencage de KIT (exons 9-17)
est ainsi une option en cas de carcinome thymique réfractaire,
afin de proposer, aprés échec d’une chimiothérapie, un inhibiteur
spécifique, comme le sunitinib °'I. 1l est recommandé de ne pas
utiliser 1'imatinib en I'absence du mutation de KIT, deux essais
de phaseIl ayant ralpponé I'absence de bénéfice de cet agent dans
cette situation °2%3,

Ciblage de I'angiogenese

Ces inhibiteurs de la tyrosine kinase de KIT actuellement dispo-
nibles ont en outre une activité de ciblage de I'angiogenése, par
le ciblage des VEGFR controlant des voies de signalisation acti-
vées dans les tumeurs épithéliales thymiques, notamment en cas
d'histologie et de stade plus avancés®%. Un essai de phasell a
récemment démontré l'efficacité de sunitinib, en termes de taux
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de réponse et de controle de la maladie, chez des patients por-
teurs de carcinome thymique et, dans une moindre mesure, de
thymomes en situation de récidive. Le sunitinib représente ainsi
une option dés la seconde ligne thérapeutique, indépendamment
du type histologique ou du statut KIT. Il n'y a pas de données
cliniques suffisantes sur l'efficacité d’autres antiangiogéniques,
comme !'aflibercept ou le bévacizumab.

Ciblage de mTOR

mTOR représente une cible émergente dans les tumeurs épi-
théliales thymiques réfractaires, aprés la publication de plusieurs
réponses objectives avec des inhibiteurs spécifiques, dans des
essais de phase précoce "%,

B Suivi des patients

Les modalités de suivi oncologique des patients atteints de
tumeur épithéliale thymique aprés le traitement initial sont basées
sur le consensus d’expert, du fait de 1'absence de cohorte pros-
pective disponible pour construire un algorithme précis. Le suivi
oncologique des patients aprés prise en charge initiale d'une
tumeur épithéliale thymique est indispensable, du fait de la possi-
bilité d'un traitement curatif des récidives éventuelles. Sur la base
des données rétrospectives disponibles, la proposition de suivi est
la suivante 3 :

e premiére tomodensitométrie thoracique trois a quatre mois
aprés la résection chirurgicale;

e en cas de thymome de stadel ou II, aprés résection compléte:

tomodensitométrie thoracique annuelle pendant cinq ans, puis

bisannuelle ;

en cas de thymome de stade III ou IV, de carcinome thymique,

ou aprés résection R1 ou R2: tomodensitométrie thoracique

tous les six mois pendant deux ans, puis annuelle;

e poursuite du suivi pendant dix a 15 années.

Des tumeurs secondaires peuvent étre observées lors du suivi.
Parallélement au suivi oncologique, des manifestations auto-
immunes métachrones peuvent apparaitre, indépendamment
d’une récidive tumorale. Les patients atteints de myasthénie cli-
nique ou infraclinique, ou porteurs d’anticorps antirécepteurs a
l'acétylcholine, doivent étre informés des risques de crise myas-
thénique dans des situations spécifiques, telles que les stress, ou
I'administration de certains médicaments.

B Mise en place d'un réseau
de soins national

A la suite d'un appel d’offre de I'INCA en 2010, un réseau de
soins national de centres experts sur les thymomes et carcinomes
thymiques a été mis en place en 2011: le réseau RYTHMIC qui
s'articule sur 14 centres experts, dont un centre expert national
bisite (Institut Gustave-Roussy, Villejuif, et Hopital Louis-Pradel,
Lyon) et 13centres régionaux ou interrégionaux. Le coordona-
teur en est le docteur Besse. L'objectif du réseau est d’uniformiser
la prise en charge des patients atteints de tumeur thymique, en
particulier grace a la rédaction du référentiel national et la mise
en ceuvre de réunions de concertation de recours nationales (par
webconférence, deux fois par mois) et régionales. La recomman-
dation est de présenter tout nouveau dossier de tumeur thymique
en réunion de recours régionale afin de valider 'attitude thérapeu-
tique selon le référentiel national, et d’enregistrer le dossier dans
la base de données nationale, hébergée par I'Intergroupe franco-
phone de cancérologie thoracique (IFCT). Si le dossier présente
des difficultés diagnostiques ou thérapeutiques, il est discuté en
réunion de concertation pluridisciplinaire de recours nationale.
Une relecture anatomopathologique nationale, coordonnée par
le professeur Molina (Hotel-Dieu, Paris), est organisée pour tous
les cas présentés en réunion de recours nationale. Le réseau per-
met également la mise en ceuvre d’essais thérapeutiques (dont
la promotion est assurée par I'IFCT), de programmes de biologie
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(4 - .
Points essentiels

L e
® Les tumeurs épithéliales thymiques sont des tumeurs rares. La classification histopathologique de I'Organisation mondiale de la
santé sépare deux principaux types tumoraux : les thymomes, qui reproduisent Iarchitecture du thymus normal, associant des cellules
épithéliales thymiques tumorales et des lymphocytes non tumoraux — une caractéristique unique de ces tumeurs — et les carcinomes
thymiques, similaires aux carcinomes observés dans d’autres localisations anatomiques.
* L'examen radiologique standard pour le diagnostic des tumeurs épithéliales thymiques est la tomodensitométrie thoracique avec
injection de produit de contraste iodé, permettant I'exploration de I'ensemble de la loge médiastinale antérieure et des cavités
pleurales, des apex pulmonaires aux culs-de-sac costodiaphragmatiques.
* Des manifestations auto-immunes sont mises en évidence chez prés d’un tiers des patients au diagnostic. La myasthénie est le
syndrome parathymique le plus fréquent, avec I'érythroblastopénie (10 % des cas) et I'hypo-gamma-globulinémie.
® Lapremiére étape face a une lésion médiastinale suspecte de tumeur épithéliale thymique consiste en |'établissement du diagnostic
différentiel avec les autres tumeurs du médiastin antérieur et les lésions thymiques non malignes. Une biopsie préthérapeutique n’est
pas nécessaire si le diagnostic de tumeur épithéliale thymique est fortement suspecté et si la résection chirurgicale est réalisable
d’emblée.
® Le systéeme de stadification tumorale standard des tumeurs épithéliales thymiques est celui proposé par Masaoka et Koga. Un
systéme TNM est actuellement en cours de développement.
® |'évaluation de la résécabilité représente la premiére étape de la prise en charge d’une tumeur thymique ; en effet, la résection
compléte représente le facteur pronostique le plus constant et le plus significatif sur la survie sans progression et la survie globale des
patients.
* Sila résection compléte semble possible d’emblée, comme c’est le cas pour des tumeurs dont le stade clinique évalué sur I'imagerie
est, dans le systtme de Masaoka-Koga, |, I, voire Il (classés stades |, I, IIA/T3 dans le systteme TNM IASLC-ITMIG), la chirurgie
représente la premiére étape du traitement et est éventuellement complétée d'une radiothérapie postopératoire.
® En cas de tumeur thymique non résécable au diagnostic, de stades Ill et IVA dans la classification de Masaoka-Koga (classées
stades IIIA/T3, 1lIB/T4 et IVA dans le systtme TNM IASLC-ITMIG), une biopsie préthérapeutique doit &tre effectuée, a visée diagnos-
tique. La stratégie de traitement repose sur une chimiothérapie d’induction suivie d’une résection chirurgicale ou d’une irradiation.
Les patients restant non éligibles a un traitement focal recoivent une chimiothérapie exclusive.
* A la suite d'un appel d'offre de 'INCA en 2010, un réseau de soins national de centres experts sur les thymomes et carcinomes
thymiques a été mis en place en 2011 : le réseau RYTHMIC.
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Abstract

Several surgical procedures, from debulking to extra pleural pneumonectomy, may be
applied for stage |IVa Masaoka thymomas but their efficiency is still controversial. Case
studies favored R, resection as the cornerstone of multimodal therapy for loco-regional
metastatic extension. We report our standardized procedure associating cytoreductive
surgery and intra thoracic chemo hyperthermia on a 46-years old patient presenting B2

thymoma and synchronous unilateral pleural metastasis.
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Thymomas are rare thymic epithelial tumors that may be aggressive and difficult to
treat. Complete R, surgical resection is the cornerstone of a multimodal treatment and the
most significant prognostic factor'. Patients (7-10% of cases) develop upfront or delayed
pleural metastasis, and pleural surgery improve survival rate>. However, there is a lack of
consensus on the surgical resection extent, especially in the context of bulky pleural
invasion. Pleural involvement may be considered as a metastatic disease, with a limited
chance of complete resection. We previously showed the benefit of subtotal cytoreductive
pleurectomy associated with Intra Thoracic Chemo Hyperthermia (ITCH)>. We here report on

the complete procedure on 46 years-old women, with B2 thymoma.

Technique

All patients with advanced, recurrent thymic tumors were discussed within the
RYTHMIC* expert tumor board network to consensually decide for the patient care. Selected
patients for ITCH procedure must be <75 years-old and presented with de novo pleural
extension or pleural relapse of previously surgically resected thymomas. Thymic carcinomas
were excluded. Patients undergone 18-FDG PET-Scan to confirm diagnosis of isolated

pleural relapse. Cardiopulmonary functions were evaluated before surgery.

Case description

We here report the procedure performed on a 46 years-old women, presenting with
bulbar myasthenia gravis requiring plasma replacement and treated with human
immunoglobulin (Tegeline®). The 18-FDG PET-scan evidenced a mass of the anterior
mediastinum with superior vena invasion and multiple right pleural nodes (Figure 1A, 1B). A
CT-scan guided biopsy confirmed the diagnosis of B2 thymoma. The patient received neo-
adjuvant chemotherapy® with a partial response and undergone a two-step surgery one
month after the end of the treatment. For the first step, we realized enlarged thymectomy

(pericardium and superior vena cava with prosthetic replacement upon median sternotomy).
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The second surgical step has been performed after one month with subtotal pleurectomy

associated with ITCH.

ITCH procedure

Epidural catheter was inserted before induction and the patient was monitored
(central venous and radial arterial catheters). Body temperature was carefully monitored
through thermal probes positioned in the esophagus and the bladder. Complete anesthesia
was performed, and double lumen bronchial tube was inserted. The patient was positioned
in lateral decubitus and a fifth space postero-lateral thoracotomy without muscle sparing was
performed avoiding areas of separation to limit the risk of parietal toxicity during the ITCH
procedure (Figure 1C). The surgery was performed on excluded lung with extra pleural
dissection without opening the pleural cavity (Figure 1D). It is of importance to completely
remove the pleura in contact to the phrenic muscle; the muscle fibers must be perfectly
visible (Figure 1E)’. After the complete removal of the parietal pleura (Figure 2A), we
performed the gross examination of the lung parenchyma (Figure 1F) and remove all lung
implants using wedge resections and all lymphatic nodes. Rigorous hemostasis was
performed with argon beam to avoid clot formation that may obstruct the ITCH device
(CAVITHERM®, SOFRAMEDICAL).
Chest tubes were inserted: a curved 28-30F tube medially inserted to the posterior cardio-
phrenic angle (outflow) and a 28-30F tube laterally inserted to the apex (inflow) (Figure 1C).
Two thermal probes were inserted next to the chest tubes to monitor local temperature.
Thoracotomy was hermetically closed after restoration of the bilateral lung ventilation. Tubes
and thermal probes were connected to the ICTH device. At this point, the ambient
temperature of the surgical room must be set up to 18T up to the end of the procedure.
Patient was then positioned in dorsal decubitus and ice was placed around the neck to avoid
cerebral hyperthermia and next to the femoral arteries. The saline isotonic solution
supplemented with 5% glucose was pre-warmed to 42° C. The healthy lung was ventilated at

4 to 5 ml/kg while the lung to be treated was semi-inflated to increase the surface in contact
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to the ITCH solution. The chest cavity was filled with 1.4 I/m? of solution with a continuous
monitoring of the central venous pressure and of the cardiac flow to avoid hemodynamic
failure secondary to intra thoracic hyper pressure. The ITCH solution flow was stabilized
around 500-700 ml/min up to inflow/outflow temperature equilibrium to 41-42 C (Figure 2B
and 2C); 25 mg/m® mitomycin (max 60 mg) and 50 mg/mZcisplatin (max 100 mg) were finally
injected in the sterile circuit® for a 90 minutes procedure. Then, the solution was eliminated

and the chest tubes were connected to pleur-evac® at -20 mm Hg.

Results

In the present example, chest tubes were removed at day six, the patient was
discharged to a rehabilitation center at day 12 without post-operative complications.
Pathologist examination revealed 23 pleural nodes (1 mm to 15 cm). Six months after

surgery the patient was free of tumoral disease.

Comment

We report our ITCH procedure to treat a patient with pleural involvement of B2
thymoma. We previously reported the feasibility of ITCH, without significant morbidity®. This
surgical procedure is useful in the context of pleural metastasis of thymoma; the main benefit
for the patient is to limit mortality, morbidity and functional consequences associated with
extensive surgery such as extra-pleural pneumonectomy’®. Nevertheless, ITCH may be
associated with thoracic surgery-related complications or drug-related systemic complication
such as reversible acute renal insufficiency (prevented by pre and post-operative hyper-
hydration) and reversible bone marrow aplasia, as reported in < 5% of treated patients®.

From a treatment strategy standpoint, ITCH is feasible as multimodal therapy
associating pre-operative systemic chemotherapy. From a technical standpoint, challenges
include the pleura removal within the phrenic-rib angle secondary to the depth of the
operating field which may require an additional lower thoracotomy possibly associated with

phrenic muscle resection.
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ACCEPTED MANUSCRIPT

In our report, and based on our expertise (26 patients), we report the key steps to be
followed for successfully performed the ICTH procedure. A multi-centric, controlled,
randomized study is needed to assess the benefit of ICTH in treating relapse of thymomas,
but is hardly feasible due to the rarity of this cancer.
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Figure Legends

Figure 1. Pre-operative 18 FDG Ct-Scan: thymoma invading the superior vena cava (A)
pleural localizations (B). Procedure for ITCH: (C) skin mapping of incision. (D) extra-pleural
dissection of the lung. (E) Phrenic muscle after complete pleurectomy. (F) Gross examination

of lung parenchyma.

Figure 2. (A) post-operative view of the resected parietal pleura; discontinuous white line
separates upper and lower half. (B) Position of thermic probes and chest drain on the chest.
(C) Monitoring screen during chemo-hyperthermia, blue: temperature inflow, outflow and

patient; orange: patient solution's volume. Purple: solution flow.
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6.3 ANNEXE 3: Maury JM, Drevet G, Tronc F, Girard N. Intra thoracic chemo
hyperthermia for pleural recurrence of thymomas. J Thorac Dis 2017;9(12):
E1137-E11309.
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Thymomas are rare thymic epithelial tumors (TETs) with
favorable long-term prognosis after R, resection surgery:
S-year overall disease-free survival is reported to range from
71% to 92% (1,2). Meanwhile, pleural relapse is a hallmark
of thymoma (75% of recurrences) (3). Re-resection is a
major predictor of favorable outcome in this setting and is
recommend by the European Society for Medical Oncology
(ESMO) and the National Comprehensive Cancer Network
(NCCN). However, there is still no formal consensus on the
surgical practice. Some authors advocate debulking surgery,
complete re-resection, or extra pleural pneumonectomy
(EPP) in selected patients associated with variable morbidity
and mortality. Given indolent progression and specific
localization of those recurrence, some authors advocate
a new concept of radical cytoreductive surgery associated
with Intra-Thoracic Chemo-Hyperthermia (ITCH) based
on previous studies realized in mesothelioma.

In 2017, we published our results of ITCH in 19 patients
with pleural relapse of thymoma (4). These patients
underwent surgical cytoreduction: sub-total pleurectomy
associated with lung wedge resection (74%; N=14), EPP
(5%; N=1). Our ITCH protocol included a 90-min at
42 °C perfusion of Cisplatin (50 mg/m’) and Mitomyein
(25 mg/mz). There was no peri-operative death, 5 (26%)

© Journal of Thoracic Disease. All rights reserved.
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patients had post-operative complications. Tivo related with
classical thoracic surgery and 3 related to systemic effects
of chemotherapy (2 reversible acute kidney and 1 reversible
bone marrow aplasia). The median disease-free interval
and the five-year survival were respectively 42 months and
86%. Seven patients (37%) presented recurrence in pleura,
mediastinal lymph nodes or pericardium. These results are
fully compatible with the other published studies Zable 1 (4-9).

Some point has to be discussed. First, this is a single
institution retrospective study based on a small cohort
with intrinsic selection bias. Inclusion criteria’s excluded
ITCH for thymic carcinomas (TC) known to be more
aggressive with poorer outcomes and with a trend to
developed aggressive and systemic relapse on lymph nodes
and solids organs. As TETs are rare tumor, an international
multicentric study should be conducted to evaluate the
real benefits of such therapy (surgery alone vs. surgery +
ITCH). ITCH has to be done in expert centers involved
in TET management. That is why, in France, a nationwide
network for thymic malignancies was appointed in 2012
by the French National Cancer Institute, as part of its rare
cancer program: RYTHMIC (Réseau tumeurs THYMiques
et Cancer). Since then, all patients with a diagnosis of
TETs have been discussed on real-time basis with a

F Thorac Dis 2017;9(12):E1137-E1139
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Table 1 ITCH: review of international practices

Maury et al. Intra-Thoraclc Chemo-Hyperthermia for pleural recurrence of thymomas

ITCH Outcomes
Author Year Thymoma Time Mortality Median
Drugs T Morbid 1year Syears 10 years
9 mny 10O W _g0days YA SV Yoars  survival
Yu et al. 2013 4 Cisplatin 100 mg/m? 120 41-43 1(25%) 0 100%  NA NA NR
Ambrogl 2015 13 Cisplatin 80 mg/m? 60 425 5 (38%) 0 100% 92% NA NR
etal. Doxorubicin 25 mg/m?
Mauryeta. 2017 19 Cisplatin 50 mg/m? 90 42 5 (26%) 0 93% 86% NA 63
Mitomycin 25 mg/m*
Yellnetal. 2012 14 Cisplatin 100 mg/m? 60 45 4(27%) 1(7%) 100% 80.8% 72.7 184
Doxorubicin max 60 mg
Refaeli et al. 2001 9 Cisplatin 100 mg/m? 60  41-43  4(40%) 0 100% 100%  NA NR
Rled et al. 2012 8 Cisplatin 100-150 mg/m? 60 42 2 (25%) 100% NA NA 35

ITCH, Intra-Thoracic Chemo-Hyperthermia.

national multidisciplinary expert tumor board. This favors
multi-team discussion for innovative surgery techniques,
including ITCH. Second, the analysis of adverse effect
of chemotherapy is challenging on small series. Qur
study pointed three adverse effects of local chemotherapy
without possibilities to determinate risk factors. One of
the 3 patients had one year before ITCH surgery of a
large thymoma with innominate vein and pericardium
removal (by mean of median sternotomy). During the
ITCH procedure, given post-operative adherences, a
right atrium wound was done, and repaired with classical
stiches, which may facilitate systemic passage of anti-
mitotic drugs. All publications referenced on ITCH relates
classical complications of thoracic surgery such as prolonged
air leak, hemorrhage wound complications, sepsis or cardiac
atrial fibrillation. Compared to EPP, ITCH is less aggressive
but cannot replace EPP which have to be discussed in high
selected patients (10). Third, there is no consensus on the
choice of drugs used in ITCH. A synergistic effect has been
previously demonstrated with cisplatin and hyperthermia
in pharmacokinetics studies. However, if cisplatin has been
used by all centers involved in ITCH, the choice of a second
drug was, in our study, based on the previous experiences in
the treatment of peritoneal and pleural malignancies (11,12).
Others authors used, doxorubicin or mitomyein. It is clear that
laboratory investigations are needed to prove drug’s efficacy
and it’s rational. TETs needs multidisciplinary approaches for
the development of individualized treatment strategies (13,14).

Ultimately, the question is the value of outcomes after
ITCH with thymoma relapse. It is well known that the

© Journal of Thoracic Disease. All rights reserved.
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metastatic course of thymoma is frequently indolent and
patient could have long disease survival. Median local
disease-free interval were respectively 63 and 53 months in
Ambrogi et al. (5) and in our report (4), and median overall-
survival were not reached in this two studies. However,
after re-relapse, all patients were treated by systemic
chemotherapy, or radiotherapy, which allowed long disease
control. On a total of 67 patients reported in Tzble 1,
17 patients died: 6 from pneumonia or sepsis, 6 from related
disease, 2 from second neoplasm, 1 secondary to systemic
chemotherapy toxicity, 1 from pulmonary embolism and
1 from heart failure which confirm the specific indolent
evolution of metastatic thymoma. Less than 50% of patients
died from metastatic thymoma.

In our opinion, ITCH is a valuable therapy in well-
selected patients, and shouldn’t be considered as standard but
as one option that must be discussed on a multidisciplinary
board in expert centers. Given the rarity of the disease,
institutional experiences cannot determine the real impact
of ITCH on survival and morbidity. The only consideration
is that re-surgery is better than no surgery.
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RESUME

PRISE EN CHARGE DES THYMOMES CHEZ L'HOMME : DEVELOPPEMENT DE
CULTURES DE CELLULES EPITHELIALES DERIVEES DE TUMEURS POUR LA
COMPREHENSION DES DEREGULATIONS DE LA CELLULE TUMORALE

Les tumeurs épithéliales thymiques (TET) humaines sont rares (250 — 300 cas/an en France).
On distingue les thymomes de type A, AB ou B d’évolution lente avec une survie actuarielle > 95% a 5
ans pour les stades précoces et les carcinomes thymiques d’évolution plus sévére avec une survie
actuarielle a 5 ans < 20% pour les stades IV. La pierre angulaire du traitement des TET est I'exérése
chirurgicale compléte, facteur pronostique le plus significatif identifié a ce jour. Les récidives des TET,
essentiellement pleurales pour les thymomes et générales pour les carcinomes thymiques, sont de
prise en charge complexe. Les avancées thérapeutiques sont limitées notamment par I'absence de

modeles d’étude de la cellule épithéliale thymique tumorale.

Dans le cadre d'une prise en charge multidisciplinaire des récidives pleurales métastatiques,
nous avons développé la pleurectomie de cytoréduction associée a une chimio hyperthermie
(cisplatine/ mitomycine ; 42°C) intra thoracique (CHIT) pour la prise en charge des métastases
pleurales de thymome. Chez des patients sélectionnés (n=19), la médiane de survie sans récidive
était de 53 mois et les survies actuarielles a 1 an et 5 ans étaient respectivement de 93% et 86%.
Cette technique chirurgicale innovante a permis de développer une alternative a la morbide pleuro
pneumonectomie. L'efficacité de la CHIT pose des questions sur le role de I'hyperthermie et sur le
type de chimiothérapie a associer. Avec pour objectif d'améliorer la prise en charge des patients, la
connaissance de la biologie tumorale thymique et Il'identification de potentielles cibles thérapeutiques
sont des voies de recherche importantes pour améliorer la survie des patients. Nous avons développé
des cultures de cellules épithéliales thymiques dérivées in vitro de 12 TET (11 thymomes A, AB ou B
et un carcinome thymique), caractérisées par leur potentiel prolifératif et leur expression de
cytokératine. La voie PI3K / Akt / mTOR joue un réle clé dans de nombreux cancers ; plusieurs études
de phases | / Il ont rapporté un effet positif des inhibiteurs de mTOR pour le contrdle de I'évolution du
thymome chez les patients. Nous avons mis en évidence l'expression et I'activation des effecteurs
mTOR, Akt et P70S6K dans les thymomes et dans les cellules épithéliales thymiques dérivées in vitro.
Nous avons montré l'efficacité de la rapamycine, inhibiteur de mTOR, a réduire la prolifération

cellulaire (30%) sans induire de mort cellulaire.

Nos résultats suggérent que l'activation de la voie Akt / mTOR participe a la prolifération
cellulaire associée a la croissance tumorale. Nous avons établi un nouvel outil permettant I'étude de la
dérégulation cellulaire au cours des thymomes. Dans un contexte de tumeurs rares, ces cellules
permettront d'aborder des études mécanistiques in vitro et de tester l'efficacité de drogues anti

tumorales.

Mots clés : tumeurs thymiques, chirurgie, plevre, cellules épithéliales thymiques tumorales, Akt/
mTOR, rapamycine, prolifération cellulaire.
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