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Contexte. Le cancer bronchopulmonaire (CBP) demeure la premiere cause de mortalité par
cancer dans le monde. Malgré I’espoir suscité par le développement des thérapies ciblées, son
pronostic demeure sombre, particulierement dans les cas de CBP a petites cellules (CBP-PC)
et de CBP non a petites cellules (CBP-NPC) présentant une activation de I’oncogeéne KRAS.
Matériel et Méthodes. Nous avons mené 3 ¢tudes successives, visant a (i) radiosensibiliser
des modeles de CBP-PC par 1’ajout d’un inhibiteur de BCL2, (ii) cibler des modeles de CBP-
NPC mutés KRAS par ’association d’un inhibiteur de mTOR et d’un inhibiteur de RAF, et
(ii1) créer un modéle préclinique orthotopique murin de CBP reproduisant la progression
tumorale observée en clinique.

Résultats. Dans la premicre étude, ’inhibiteur de BCL2 oblimersen a présenté un effet
radiosensibilisant sur des modeles de CBP-PC, in vitro et in vivo. Dans la seconde étude,
’association de I’inhibiteur de mTOR everolimus et de 1’inhibiteur de RAF/VEGFR RAF265
a présenté¢ un effet synergique sur des lignées cellulaires de cancers présentant la double
mutation de KRAS et de PIK3CA, in vitro et in vivo. Dans la troisiéme étude, I’injection
orthotopique d’une lignée bioluminescente de CBP-NPC chez des souris nude a permis
d’établir des tumeurs intra pulmonaires évoluant vers une extension métastatique
ganglionnaire et hématogene, et de détecter la présence de cellules tumorales circulantes.
Conclusion. L’association d’un inhibiteur de BCL2 a la radiothérapie est une stratégie
intéressante dans le CBP-PC, I’association d’un inhibiteur de mTOR et d’un inhibiteur de
RAF/VEGEFR est une stratégie intéressante dans le CBP-NPC présentant une double mutation
KRAS-PIK3CA, mais ces données doivent étre confirmées sur des modeles orthotopiques afin

de gagner en pertinence avant d’envisager un transfert en clinique.
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1 Introduction

1.1 Cancer bronchique primitif (CBP)

Class¢ en cancer bronchopulmonaire a petites cellules (CBP-PC) et cancer
bronchopulmonaire non a petites cellules (CBP-NPC), le cancer bronchique primitif (CBP)
reste la premiére cause de mortalité par cancer dans le monde. Malgré l'importance de la
recherche clinique et le volume de son traitement médiatique, aucune révolution n'a eu lieu

dans le traitement du CBP au cours des 20 derniéres années.

Ainsi, une étude exhaustive des registres néerlandais a récemment montré qu’entre 1989 et
2008, la survie des patients atteints de CBP-PC ne s’est améliorée que pour les patients agés
de 45 a 59 ans, et une survie supérieure a 5 ans reste exceptionnelle (Janssen-Heijnen et al,
2012). Dans le méme temps, la survie des patients atteints de CBP-NPC ne s’est améliorée
que pour les femmes, avec une survie a 5 ans estimée a 17% (van der Drift et al, 2012). La
méme modestie d’amélioration est retrouvée dans les registres américains, quoique I’annonce

en fut plus triomphante (Morgensztern et al, 2009).

Actuellement, le taux de mortalité annuel par cancer bronchique reste proche de son taux
d’incidence. Quelque soient les voies thérapeutiques explorées plus loin, il parait donc
indispensable de rappeler I’importance de la prévention du cancer bronchique, prévention
primaire par augmentation du prix du tabac (Hill, 2012), et prévention secondaire par
inclusion des patients a risque dans un programme de dépistage (National Lung Screening

Trial Research Team, 2011).



1.2 Cancer bronchopulmonaire a petites cellules (CBP-PC)

1.2.1 Généralités

Le cancer bronchopulmonaire a petites cellules (CBP-PC) représente 15% des cancers
bronchiques primtifs, et se caractérise par une morphologie cellulaire typique, une
prolifération rapide, et une dissémination métastatique précoce. Au niveau moléculaire, le
CBP-PC exprime des marqueurs neuro endocrines, tels que la neuron-specific eldolase (NSE),
la chromogranine, la synaptophysine, et occasionnellement la sérotonine. Les CBP-PC sont
¢galement souvent positifs pour les cytokératines (CK 8 et 18). On retrouve le plus souvent
une perte d’alléle au bras court du chromosome 3, fréquemment une expression du récepteur
c-KIT et de son ligand Stem Cell Factor (SCF), et un rdle clé du récepteur a 1’Insulin Growth

Factor (IGFR) de type 1 (Govindan et al, 2006).

Sur les voies de signalisation de 1’apoptose, une délétion de génes pro-apoptotiques et une
amplification de génes anti-apoptotiques, dont I’amplification de BCL2L1 et de BCL2L2, sont
souvent rapportés dans le CBP-PC. Une augmentation de 1’expression de BCL2 a été

rapportée dans pres de 90% des CBP-PC (Kim et al, 20006).
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Tableau 1. Exemple d’anomalies moléculaires impliquées dans I’oncogenése des CBP

(Loriot et al, 2009, Annexe 1).

Anomalies moléculaires Role CBNPC CBPC
EGFR Prolifération + -
HER-2 Prolifération + -
RAS Prolifération + -
PI3K/AKt Prolifération/apoptose + +
c-myc Prolifération + -
IGF Prolifération/apoptose + +
Bcl-2 Apoptose + +
p53 Apoptose + +
Cycline D1/E Cycle cellulaire + -
Rb Cycle cellulaire + +
p16 Cycle cellulaire +

p21 Cycle cellulaire + -
Télomérase Immortalisation +

VEGFR Angiogenése +

Le traitement de référence des patients en bon état général atteints de CBP-PC de stade limité
est une association d’irradiation thoracique et de chimiothérapie par sel de platine et
¢toposide. Ce protocole conduit initialement a des taux de réponse compléte compris entre 50
et 80%. Cependant, si les patients atteints de CBP-PC sont initialement chimio et radio
sensibles, ils acquiérent une chimio et radio résistance dans les 12 premiers mois de leur
traitement, conduisant a une mortalité importante et a une survie a 5 ans anecdotique (Spira et

al, 2004).

1.2.2 Chimiorésistance

La chimiothérapie des CBP-PC est basée sur ’association d’un sel de platine et d’une seconde

molécule, qui est le plus souvent 1’étoposide, mais peut également étre le docetaxel, la

gemcitabine, le pemetrexed, ou la vinorelbine. Les doublets a base de sels de platine sont

11



associés au développement rapide d’une chimiorésistance, qui peut €tre médiée par (i)
I’inhibition de I’entrée de la drogue dans la cellule ; (ii) I’inactivation de la drogue par liaison
avec les metallothionines ou le systeme glutathione, associée a un export du composé
cisplatine-glutathione par la protéine multi drug resistance 2 (MDR2) ; ou (iii) 1’accélération
de la réparation de I’ADN ou la création de sauts réplicatifs évitant les adduits cisplatine-

ADN (Wang et al, 2005).

Au niveau cellulaire, les sels de platine induisent au sein de la molécule d’ADN la création de
ponts moléculaires inter- ou intra-brin puis de cassures double brins. Ces volumineux adduits
contenant de I’ADN sont repérés par les kinases ADN dépendantes phosphoinositide-3 kinase
(PI3K), ataxia telangiectasia mutated (ATM), et ataxia telangiectasia and Rad3-related
(ATR). Le signal intra-cellulaire est ensuite transmis aux cascades PI3K/AKT, protein 53
(p53), et mitogen-activated protein kinases (MAPKSs), dont extracellular signal-regulated
kinase (ERK), c-Jun N-terminal kinase (JNK), et p38a/B/y MAPKs. En aval de p38 MAPK ou
de JNK, la forme phosphorylée de p53 active les caspases et induit la mort cellulaire par
apoptose. D’une facon plus générale, p53 controle les checkpoints G2/M et G1 du cycle
cellulaire, son activation induit un arrét de croissance permettant 1’activation de protéines de
réparation de I’ADN. Si Daltération de I’ADN n’est pas réparable, la mort cellulaire
programmée est également initiée par p53 (Olszewski et al, 2012). Troisiéme possibilité, la
survie cellulaire malgré une aberration chromosomique non ou mal réparée peut conduire a la

transformation cellulaire.

Les mécanismes d’apoptose jouent donc un réle primordial dans la mort cellulaire induite par

les sels de platine. De plus, in vitro, la surexpression de BCL2 et I’inhibition de BAX sont

corrélées a une résistance des lignées cellulaires de CBP-PC a la chimiothérapie. Ces données
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suggerent que 'utilisation d’agents anti-apoptotiques pourrait accroitre ou péreniser la chimio

sensibilité des cellules de CBP-PC (Sartorius ef al, 2002).

1.2.3 Radiorésistance

Les mécanismes apoptotiques ont ¢galement un role majeur dans [’efficacité de la
radiothérapie. La sur-expression de BCL2 apparait comme un facteur de radiorésistance dans
plusieurs types tumoraux. En effet, I’inhibition de I’apoptose radio-induite par BCL2 a été

démontrée dans plusieurs modeles de tumeurs in vitro et in vivo (Sirzén et al, 1998).

De nombreuses études ont montré que la résistance des CBP-PC aux traitements
conventionnels par chimio et/ou radiothérapie était liée a la diminution de la réponse
apoptotique constatée dans un sous groupe de cellules tumorales. La délétion de geénes pro
apoptotiques et I’amplification de geénes anti-apoptotiques, dont BCL2LI et BCL2L2, sont
souvent observées (Kim et al, 2006). Au niveau protéique, une augmentation de I’expression
de BCL2 a été rapportée dans 73 a 90% des CBP-PC. La sur-expression de BCL2, la sous
expression de BAX, et un ratio BCL2/BAX supérieur a 1 sont corrélés a une diminution de
I’activité apoptotique, a une chimio résistance et a une radio résistance (Brambilla et al,

1996 ; Sartorius et al, 2002).

De plus, la diminution de DI’expression de BCL2 par 1’oblimersen, un oligonucléotide
phosphorothioate ciblant BCL2, a permis d’améliorer la radiosensibilité¢ de plusieurs tumeurs
sur-exprimant cette protéine, en particulier de la prostate ou du nasopharynx, in vitro et in

vivo.
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1.2.4 But de DI’étude n°l « Radiosensibilisation de lignées de CBP-PC par

I’oblimersen »

Compte-tenu de la sur-expression de la protéine BCL2 dans plus de 60% des CBP-PC et de sa
corrélation avec un mauvais pronostic, nous avons émis 1I’hypothése que la diminution de
I’expression de BCL2 par I’oblimersen pourrait étre associée a une augmentation significative
de la radiosensibilité¢ de lignées de CBP-PC in vitro et in vivo. Dans cette premicre étude,
nous avons donc étudié le composé oblimersen, un nouvel inhibiteur de BCL2, comme

radiosensibilisant dans le traitement de lignées cellulaires de CBP-PC.
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1.3 Cancer broncho pulmonaire non a petites cellules (CBP-NPC)

1.3.1 Généralités

Le CBP-NPC représente 85% des cancers bronchiques. Son traitement est basé, selon son
extension, sur un traitement local chirurgical ou par radiothérapie, éventuellement associé a
un traitement systémique par chimiothérapie. Depuis la fin des années 1970, les sels de
platine constituent la base des protocoles de chimiothérapie dans le traitement du CBP-NPC.
Durant les années 1990, ces protocoles ont été complétés par 1’arrivée de nouvelles drogues

cytotoxiques : vinorelbine, gemcitabine, taxanes ... (Giaccone, 1995).

Plus récemment, les thérapies ciblées ont soulevé des espoirs importants, laissant penser que
leur capacité a modifier les mécanismes spécifiques de la survie cellulaire pourrait conduire a
des guérisons cliniques. Loin de la solidité du rationnel biologique et de l'importance des
espoirs précliniques, les résultats cliniques de ces nouveaux traitements sont globalement
décevants, car les thérapies ciblées n'ont apporté qu'un gain de survie marginal si I'on
considere la population de patients atteints de CBP-NPC dans son ensemble (Shepherd et al,

2005 ; Thatcher et al, 2005, Herbst et al, 2005, Reck et al, 2010).

Apreés ces premiers essais cliniques de thérapies ciblées, l'analyse rétrospective des
prélévements tumoraux a permis de définir des sous groupes de patients qui répondent de
facon importante et prolongée aux traitements ciblés, et la prise en charge de ces patients
spécifiques a ét¢ profondément modifié¢ par les nouveaux traitements (Soria et al, 2011).

Ainsi, parmi les patients atteints de CBP-NPC traités par erlotinib, la présence d'une mutation

15



de I'Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) augmente la réponse au traitement (Tsao et
al, 2005 ; Eberhard et al, 2005) mais ne concerne que 16% des patients (Rosell et al, 2009).
Plus récemment, l'inhibition de 1'Anaplasic Lymphoma Kinase (ALK) a permis d'obtenir des
réponses tumorales importantes ou des stabilisations de la maladie chez la plupart des patients
atteints de CBP-NPC présentant un géne de fusion Echinoderm Microtubule Associated
protein Like 4 (EML4) — ALK (Kwak et al, 2010). Cette nouvelle cible ne concerne que 2 a
7% des patients, mais la rapidit¢é du développement de la nouvelle molécule, de
I’identification de la cible a I’enregistrement du médicament, en fait un véritable changement

de paradigme dans la recherche clinique en cancérologie (Scagliotti et al, 2012).

Figure 1. Pourcentage des différentes mutations oncogéniques dans le CBP-NPC, selon
le type histologique (adénocarcinome AC ou carcinome épidermoide SCC) et le

tabagisme (fumeurs S ou non fumeurs NS), a Honk-Kong (An et al, 2012).
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1.3.2 KRAS

Les facteurs de croissance jouent un rdle primordial dans la croissance cellulaire et la
prolifération via des récepteurs membranaires spécifiques et leurs voies de signalisation intra
cellulaires adjacentes. Les voies de signalisation PI3K (phosphatidylinositol 3’-kinase) —
AKT — mTOR (mammalian target of rapamycin) et RAS — RAF — MEK (Mitogen-activated
protein kinase kinase) — ERK (extracellular signal related kinase) sont deux voies de
signalisation intra-cellulaires importantes. Ces voies de signalisation régulent des facteurs de
transcription et d’autres protéines impliquées dans la prolifération, la survie, la mobilité et la
différenciation. Les principales protéines des voies RAS et AKT sont dérégulées par des
mécanismes génétiques et épigénétiques dans de nombreux cancers humains (Legrier et al,

2007), et constituent la base du modele de carcinogenése multi étape dans le CBP-NCP

(Figure 2)

Figure 2. Modé¢le de carcinogenese multi étapes des CBP-NPC (Loriot er al, 2009,

Annexe 1).
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RAS est une des principales protéines des voies de signalisation intra cellulaires. RAS peut
activer les kinases RAF, ERK 1 et 2, et un grand nombre de protéines nucléaires pour
promouvoir la prolifération cellulaire. Trois geénes RAS ont été identifiés chez 1’homme:
HRAS (homologue de I’oncogéne du virus du sarcome de Harvey du rat), KRAS (homologue
de I’oncogéne du sarcome de Kirsten du rat) et NRAS (initialement isolé a partir d’un

neuroblastome humain) (Schubbert et al, 2007).

Les geénes de la famille RAS, et particulierement KRAS, ont été¢ impliqués dans la pathogenése
et le pronostic de nombreuses tumeurs. Dans ces tumeurs, une mutation ponctuelle conduisant
a la perte de 1’activité GTPase conduit a une activation constante de la protéine, un signal de
prolifération constant, et une action transformante de la protéine (Figure 2). Des mutations de
KRAS sont retrouvées dans 30% des cancers humains, particulierement dans les localisations
pancréatiques, colorectales, endométriales, utérines cervicales, pulmonaires, et des voies

biliaires (Schubbert et al/, 2007).

Figure 2. Voies de signalisation RAS-RAF-MEK-ERK et PI3K-AKT-mTOR
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Une activation oncogénique des genes RAS est retrouvée dans 15 a 30% des adénocarcinomes
pulmonaires (Rodenhuis ef al, 1988). Les patients présentant une tumeur mutée KRAS ont
plus de chance d’étre fumeurs sevrés ou actifs, et d’avoir une maladie localement avancée
(Marks et al, 2008). Malgré des études parfois contradictoires, les mutations de RAS seraient
associées a un mauvais pronostic dans une méta-analyse (Mascaux et al/, 2005). Enfin, les
mutations de KRAS et d'EGFR sont fonctionnellement redondantes et mutuellement

exclusives (Eberhard et al, 2005).

Actuellement, l'activation oncogénique de KRAS est donc a la fois la mutation la plus
fréquemment retrouvée dans les CBP-NPC, et un facteur de mauvais pronostic, constituant

un défi thérapeutique majeur.

1.3.3 Chimiorésistance

La plupart des patients atteints de cancer bronchopulmonaire sont traités avec des protocoles
de chimiothérapie standard, adjuvante a la chirurgie en cas de maladie localisée, associée a la
radiothérapie en cas de maladie avancée localement ou sur le plan ganglionnaire, et exclusive
en cas de maladie métastatique. Avant de nous intéresser a la réponse aux thérapies ciblées et
aux nouvelles stratégies thérapeutiques possibles, nous avons donc mené une revue de la
littérature pour savoir si la présence d'une mutation KRAS était prédictive de la réponse des
CBP-NPC a la chimiothérapie standard (Annexe 2). L'ensemble de ces études ne retrouve pas
de role prédictif du statut KRAS sur la réponse a la chimiothérapie. Des études
complémentaires, notamment prospectives et de puissance adaptée, doivent étre menées. Dans
I’intervalle, le statut KRAS est intéressant pour guider le choix d'une thérapie ciblée seule, ou

d'une association de thérapies ciblées.

19



1.3.4 Stratégies thérapeutiques

L'activation oncogénique de KRAS joue en elle méme un rdle essentiel dans la survie
tumorale, et constitue donc une cible intéressante pour de nouveaux traitements
anticancéreux. De nombreuses stratégies pharmacologiques ont été utilisées pour inhiber
l'activation oncogénique de la protéine KRAS, dont l'inhibition de ses contacts avec la
membrane plasmatique (inhibiteurs de la prenylation et de la post-prenylation), 1'inhibition
des signaux d'aval (inhibiteur de kinase), l'inhibition des signaux d'amont (inhibiteur de
kinase et anticorps monoclonal), et I'inhibition de l'expression protéique de RAS et d'autres
composants de la voie de signalisation (siRNA et oligonucleotide antisense) (Saxena et al,

2008).

Beaucoup de ces stratégies ont eu des résultats décevants. Les inhibiteurs de la farnesyl
transferase ont montré a la fois une efficacité limitée dans les essais cliniques et des
problémes de toxicité¢ (Blum et al, 2005), et sont actuellement développés dans le cadre
d'associations avec des agents immunologiques (Caraglia et al, 2007), hormonaux (Liu et al,
2007 ; Martin et al, 2007 ; Li et al, 2009), cytotoxiques (Chow et al, 2008, Taylor et al, 2008)

ou ciblés (Copland et al, 2008 ; Hong et al, 2008).

L'inhibition d'amont de KRAS est basée sur l'inhibition de 'EGFR, qui a montré son absence
d'efficacité¢ en monothérapie chez les patients atteints de cancers mutés KRAS, qu’il s’agisse
de carcinomes colorectaux (Lievre et al, 2008 ; Di Fiore et al, 2007 ; Karapetis et al, 2008,
Amado et al, 2008) ou pulmonaires (Zhu CQ et al, 2008 ; Miller et al, 2008). Les thérapies
ciblant 'EGFR sont actuellement testées en association avec d'autres traitements afin de

dépasser la résistance liée a la mutation KRAS (Johnson et al, 2007).
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L'utilisation thérapeutique potentielle d'oligonucléotides antisense et siRNA ont également été
largement étudiée. Malgré des résultats encourageants dans les études précliniques et
cliniques, ces molécules ne sont pas encore utilisées en pratique courante. Parmi les obstacles
restant a franchir, on retrouve des problémes d'efficacité, d'effet de voisinage (off-target), de

pharmacocinétique et d'effets secondaires (Rayburn et al, 2008 ; Loriot et al, 2009, Annexe3).

Enfin, l'inhibition pharmacologique des voies de signalisation d'aval de KRAS a l'aide
d'inhibiteurs de kinase reste prometteuse. Parmi les molécules situées en aval de KRAS,
mTOR est une serine-threonine kinase conservée a travers les espéces, qui détecte les signaux
de stress (privation de nutriments et d'énergie, stress oxidant et hypoxique, signaux de
prolifération et de survie) via la voie de signalisation PI3K-AKT. Le signal effecteur de
mTOR passe par la phosphorylation de ses substrats p70 ribosomal S6 kinase 1 (S6K1) et
eukaryotic initiation factor 4E (elF-4E) binding protein 1 (4EBP1). La phosphorylation de
4EBPI libeére elF-4E, permettant 'initiation de la traduction protéique dépendant de la coiffe.
En effet, chez les eucaryotes comme dans la cellule cancéreuse, la traduction des ARNm en
séquences d’acides aminés est initiée par un mécanisme dépendant de la coiffe (cap) des
ARNm. Les facteurs d’initiation dont elF-4E recrutent la sous unité ribosomale 40S et la
maintiennent en contact avec la coiffe protéique positionnée sur 1’extrémité 5° des ARNm,
permettant 1’initiation de la traduction (Mukherjee et al, 2012). La voie de signalisation de
mTOR est dérégulée dans de nombreux cancers humains, faisant de mTOR une cible
intéressante pour de nouveaux traitements anti cancéreux (Faivre et al/, 2006). L'everolimus
(RADOOT1) est un inhibiteur de mTOR administré par voie orale, se fixant avec une haute
affinité au récepteur intra cellulaire FK506 binding protein 12 (FKBP12), et réalisant un
complexe qui interagit avec mTOR pour inhiber les signaux d'aval de mTOR (O’Donnell et

al, 2008).
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Les voies de signalisation RAS et AKT se croisent en de nombreux points, rendant ces
réseaux redondants (Legrier et al, 2007), avec des rétrocontroles positifs et négatifs
complexes, et des bifurcations et croisements a plusieurs niveaux (Dougherty et al, 2005 ;
Zimmermann et al, 1999 ; Roux et al, 2004 ; Ma et al, 2005). Parmi ces intersections, la
phosphorylation de RAF par AKT modifie la réponse cellulaire de lignées tumorale

mammaires humaines vers la prolifération (Zimmermann et al, 1999).

1.3.5 But de I’étude n°2 « Effet de I’association RAF 265 — RADO0O1 sur des lignées de

CBP-NPC »

Ces observations constituent la base moléculaire de dialogues entre les voies de signalisation
PI3K - AKT - mTOR et RAS - RAF - MEK - ERK au niveau de RAF et d'AKT, suggérant
que la double inhibition de RAF et de mTOR pourrait étre un moyen efficace de lutter contre

la plasticité de ces voies de signalisation.

Afin de tester cette hypothése, nous avons étudié 1'association d'un nouvel inhibiteur de RAF
et de VEGFR, le RAF265, et d'un dérivé de la rapamycine, 1'everolimus ou RADO0O1, sur des

lignées cellulaires présentants différents status mutationnels pour KRAS, PI3K et RAF.
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1.4 Modéles animaux de CBP

1.4.1 Généralités

Certains échecs d'essais cliniques proviennent d'erreurs dans la sélection des nouvelles
drogues, a cause d'une mauvaise définition de l'activité de la molécule, d'un manque
d'intégration des données moléculaires des tumeurs répondeuses vs non répondeuses, et/ou
d’une inadéquation des modeles précliniques utilisés, tant du point de vue de la progression
tumorale, que de I’évaluation de la maladie résiduelle aprés traitement. Dans le cas des
thérapies ciblées, la discordance entre la quantité de données précliniques (plus de 10.000
références sur la base de données pubmed) et le faible rendement de leur transfert en clinique
(un taux de réponse médian de 10% sur les 143 essais de phase 2 publiés entre 2000 et 2009)

impose une remise en cause des modeles précliniques actuels (Janku et al, 2012).

Il apparait désormais primordial que ces modeles aient de meilleures valeurs prédictives
positive et négative, afin d'éviter le transfert en clinique de thérapies inutiles et/ou
dangereuses. Cela permettrait de limiter le nombre de nouvelles drogues a tester en clinique,
et de n’envisager des essais cliniques que pour les couples tumeur — drogue qui resteraient des

candidats a haut potentiel (Sausville et al, 2006).

Le modele préclinique idéal devrait reproduire 1'histoire naturelle du cancer humain, afin
d'améliorer notre compréhension de la cancérogenese, prédire I'efficacité des traitements en
cours d'investigation, et identifier quel traitement va bénéficier a quel patient avant méme de

concevoir les essais cliniques.

23



1.4.2 Modzéles existants

Dans ce contexte, les modéles de xénogreffes restent la pierre angulaire de l'investigation
préclinique et bénéficieront certainement d'améliorations techniques, tout comme la
conception médicamenteuse assistée par ordinateur, la modélisation informatique, et les

animaux génétiquement modifiés (Dolgin, 2010).

Les xénogreffes humaines de CBP-NPC peuvent étre implantées a 'animal immunodéficient
en position sous cutanée (SC) ou en position orthotopique. Les xénogreffes SC sont faciles a
réaliser et a suivre, mais manquent de pertinence quant a (i) I'histoire naturelle de la maladie
tumorale a cause de l'absence d'extension lymphatique ou métastatique, et (ii) la capacité a
prédire l'efficacité d'une nouvelle molécule en clinique, comme en témoigne la forte
proportion d'essais cliniques négatifs (Sausville et al, 2006 ; Janku et al, 2012).

Les xénogreffes orthotopiques sont plus difficiles a réaliser, ne reproduisent pas toujours
I'histoire naturelle de la maladie, mais soulévent beaucoup d'espoirs sur leur capacité¢ a
discriminer les nouvelles molécules (Kubota, 1994). Notre compréhension récente des
dialogues entre la tumeur et son environnement (Karnoub et al, 2007 ; Résénen et al, 2010 ;
Pietras et al, 2010) et son implication dans la résistance aux traitements, le processus
métastatique, 1'échappement immunitaire, et I'angiogenése permet de penser que les modeles

orthotopiques pourraient étre plus informatifs que les modeles SC.

Dans le cas des tumeurs thoraciques, le défi technique est de faire pousser des cellules

tumorales pulmonaires dans le thorax. Plusieurs techniques d'administration ont é&té

rapportées, dont I'administration intra-trachéale de cellules tumorales en solution (Buckle et
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al, 2010), I'injection percutanée de cellules tumorales en solution (Onn et a/, 2003) ou encore
I'implantation chirurgicale d'un morceau de tumeur SC provenant d'une lignée cellulaire
(Wang et al, 1992). L'administration intra-trachéale est associ¢e a une diffusion des cellules
tumorales dans les deux poumons, ce qui interfére avec la progression tumoral et le processus

métastatique, et plaide en faveur des modéles percutanés et chirurgicaux.

143 But de DP’étude n°3 « Mise au point d’un modéle animal orthotopique

bioluminescent »

La faisabilité et I'histoire naturelle des modéles orthotopiques percutanés et chirurgicaux n'ont
jamais été comparées. Nous avons donc cherché a comparer les modeles orthotopiques
existants, avec le but de reproduire la progression des CBP-NPC humains, depuis une tumeur
initialement intra-parenchymateuse et localisée, vers un développement métastatique

entrainant des conséquences systémiques.

Pour cela, nous avons comparé 4 modeles de xénogreffes, sous-cutanées (SC) comme
contrdle, par injection percutanée orthotopique, par implantation chirurgicale orthotopique, et
par injection orthotopique transpleurale. Afin de suivre 1'évolution dans le temps, nous avons
utilisé une lignée transfectée avec de la luciférase et effectu¢ une imagerie bioluminescente in

Vivo.
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FAF 3. and FAADI in Canbnasion
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2.3 Etude n°3 « Mise au point d’un modéle animal orthotopique bioluminescent »

Mordant P, Loriot Y, Lahon B, Castier Y, Leséche G, Soria JC, Vozenin MC, Decraene C,
Deutsch E. Bioluminescent orthotopic mouse models of human localized non-small cell lung

cancer: feasibility and identification of circulating tumour cells. PlosOne 2011;6(10):e26073.
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3 Discussion

3.1 Mutations oncogéniques de KRAS

Des mutations de KRAS sont retrouvées dans 20 a 30% des tumeurs solides humaines, et
particulierement dans les localisations pancréatiques, colorectales, endométriales, bilaires,
cervicales utérines, et pulmonaires (Schubbert et al, 2007). Dans le cas du CBP-NPC, les
mutations de KRAS sont un facteur de mauvais pronostic (Mascaux et al/, 2005). De plus, si
l'influence du statut KRAS sur la réponse aux chimiothérapies conventionnelles n'est pas
prouvée (Loriot ef al, 2009 ; Annexe 2), l'activation oncogénique de KRAS est un facteur de

résistance aux inhibiteurs des récepteurs membranaires aux facteurs de croissance.

Dans le cancer bronchique, les mutations de KRAS sont associées a une absence de réponse
des inhibiteurs de l'activité tyrosine kinase de I'EGFR tels que le gefitinib et l'erlotinib
(Eberhard et al, 2005). Dans le cancer colorectal, plusieurs études incluant des patients sous
cetuximab (Lievre et al, 2006 ; Di Fiore et al, 2007 ; Karapetis et al, 2008) ou panitumumab
(Amado et al, 2008) donnés seuls ou en combinaison a la chimiothérapie conventionnelle ont
montré que KRAS était un facteur prédictif significatif de la réponse aux anti-EGFR. La
recherche de mutations KRAS est donc un indicateur important pour le choix d'un traitement

anti-EGFR, prescrit seul ou en association a la chimiothérapie conventionnelle.

Cependant, des données récentes nous rappellent que les mutations acitvatrices de la protéine

KRAS ne sont pas toutes équivalentes. La plupart des mutations de KRAS surviennent au sein

des codons 12 et 13. En reprenant les prélévements tumoraux de 215 patients inclus dans un
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essal de thérapies ciblées en traitement d’'un CBP-NPC avancé, Ihle ef al. ont recherché un
lien entre le type d’activation de la protéine KRAS, la survie sans progression, et I’expression
des différents genes. Les données ont ensuite été¢ confirmées sur 67 lignées cellulaires. Les
patients présentant une mutation KRAS - Gly12Cys ou KRAS - Gly12Val avaient une survie
sans progression moins bonne que les patients présentant une autre mutation ou deux alléles
sauvages. De plus, I’étude des lignées cellulaires montrait que la mutation KRAS - Gly12Asp
entrainait une activation des voies de signalisation PI3K — AKT - mTOR et RAF — MEK -
ERK, alors que les mutations KRAS - Glyl2Cys et KRAS - Glyl2Val entrainaient une
activation de Ral et une diminution de I’activation d’AKT dépendante des facteurs de
croissance. Il sera donc désormais indispensable de prendre en compte le type de mutations de

KRAS dans le choix des traitements ciblant les effecteurs de cette protéine (Ihle et al, 2012).
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3.2 Traitements pharmacologiques ciblés des tumeurs mutées KRAS

Malgré une décennie d’effort, aucune des tentatives d’inhibition pharmacologique directe de
la forme activée de la protéine KRAS n’a abouti a un résultat préclinique ou clinique probant
(Cox et al, 2002 ; Young et al, 2009). Les efforts thérapeutiques se sont donc déplacés en
amont vers des pan-inhibiteurs HER, et en aval, vers les effecteurs de KRAS, avec des
stratégies d’inhibition de HSP90, d’AKT, et d’association thérapeutiques ciblant les effecteurs

de RAS.

3.2.1 Pan-inhibition des récepteurs HER

En amont de KRAS, la famille de récepteurs transmembranaires HER comporte 4 membres :
HER1/EGFR, HER2/neu, HER3, et HER4. La fixation du ligand EGF sur I’EGFR induit
I’homo et I’hétérodimérisation du récepteur, activant les voies de signalisation intra-cellulaire.
On sait que les inhibiteurs compétitifs et réversibles de I’EGFR, erlotinib et gefitinib, n’ont
pas d’efficacité en cas d’activation oncogénique de KRAS. Cependant, cette approche a été
étendue par le développement de pan-inhibiteurs irréversibles de HER1, HER2, et HER4 (Ou

etal,2012).

L’un de ces inhibiteurs, le PF-00299804 ou dacomitinib, a ¢été¢ largement étudi¢ en
préclinique, puis en clinique jusqu’a un essai de phase 2. In vitro, le dacomitinib présente une
efficacité supérieure a D’erlotinib et au géfitinib sur les lignées cellulaires mutées pour
I’EGFR. Le dacomitinib reste efficace sur des lignées cellulaires rendues résistantes a
I’erlotinib et au géfitinib par la transfection de la mutation T790M de I’EGFR, avec des IC50
de I’ordre du nanomolaire. Cependant, le dacomitinib n’était pas efficace sur les 2 lignées de

CBP-NPC présentant des mutations de KRAS, A549 et H441. Sur la lignée A549, I'IC50 n’a
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pas ¢été atteinte. Sur la lignée H441, I'IC50 n’a été atteinte que pour des concentrations
d’inhibiteur supérieures a 4 puM, et reflétait plus probablement un effet off-target qu’une
inhibition spécifique, conduisant les auteurs a ne pas tester cette lignée cellulaire in vivo

(Engelman et al, 2007).

En clinique, le dacomitinib est bien toléré, et a pu étre testé au cours d’un essai de phase 2,
randomisé, récemment publié. Chez des patients atteints de CBP-NPC métastatique, résistant
a une ou deux lignes de chimiothérapie, et non sélectionnés sur le plan moléculaire, le
dacomitinib n’offrait qu'un intérét limité par rapport a 1’erlotinib, avec 1 mois de gain de
survie sans progression sur la population globale. Ce bénéfice limité recouvrait des situations
différentes selon la présence d’une mutation KRAS, avec un bénéfice de 1,8 mois chez les
patients KRAS sauvage, et une absence de bénéfice chez les patients KRAS mutés
(Ramalingam et al, 2012). Les pan-inhibiteurs HER ne semblent donc pas efficaces dans le

traitement des CBP-NPC KRAS mutés.

3.2.2 Inhibition de HSP90

Dans la cellule normale, la protéine chaperone heat shock protein 90 (HSP90) est
indispensable a la stabilité et a la maturation de nombreuses protéines clientes impliquées
dans la transduction du signal intra-cellulaire. Beaucoup de ces protéines clientes jouent un
role indispensable dans la croissance et la survie cellulaire, comme EGFR, RAF, ou AKT.
Dans la cellule tumorale, la machinerie associée @ HSP90 est utilisée pour protéger un grand
nombre d’oncoprotéines d’une dégradation ciblée, facilitant ainsi 1’addiction aux oncogénes

et la survie cellulaire (Trepel et al, 2010).

L’inhibition de HSP90 conduit a la dégradation de ses protéines clientes par le protéasome.

Cette inhibition pharmacologique permet une action coordonnée et simultanée sur plusieurs
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voies de signalisation, permettant d’inhiber la transmission du signal malgré sa redondance.
Cette inhibition pharmacologique permet ¢galement d’échapper a certains mécanismes de
résistance utilisés par la cellule tumorale. Les inhibiteurs de HSP90 sont actuellement en

cours d’essais cliniques dans plusieurs types de tumeurs solides (Xu et al, 2007).

Récemment, Acquaviva et al. ont étudié ’efficacité de 1’inhibiteur de HSP90 ganetespib sur
des lignées de CBP-NPC présentant différents statuts mutationnels de KRAS. In vitro, le
ganetespib entrainait une inhibition de la phosphorylation de RAF, MEK, ERK, et AKT et
une activation de 1’apoptose sur toutes les lignées cellulaires testées. Il est intéressant de noter
que malgré un effet cytotoxique prononcé, 1’inhibition de HSP90 n’entrainait une inhibition
de la phosphorylation de 4EBP1 que sur la lignée H441, suggérant que I’inhibition de HSP90

n’entraine pas toujours une inhibition des effecteurs de mTOR (Acquaviva et al, 2012).

In vivo, I’association du ganetespib et de I'inhibiteur de PI3K/mTOR BEZ235 était un
traitement efficace sur un modele de xénogreffes SC de lignée A549. Au niveau moléculaire,
I’inhibiteur de HSP90 supprime la boucle de rétrocontréle qui suit 1’inhibition de MEK et de
PI3K-mTOR, méme si cela n’explique qu’incomplétement l’activité de cette association
thérapeutique. De plus, le ganetespib sensibilise les lignées cellulaires de CBP-NCP mutées
KRAS aux agents cytotoxiques classiques, qu’il s’agisse d’inhibiteurs de la topoisomérase ou
d’agents alkylants (Acquaviva et al, 2012). Des essais cliniques de phase 1 sont en cours,
mais le manque de spécificit¢ de I’inhibition de HSP90 reste un obstacle majeur a son

utilisation en association avec d’autres thérapies ciblées.
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3.2.3 Inhibition de AKT

AKT est un nceud central dans les voies de signalisation situées en aval de RAS. AKT
posséde de nombreux substrats, avec des implications aussi larges que la prolifération
cellulaire, la résistance a 1’apoptose, le métabolisme du glucose et des acides gras. AKT peut
étre activée directement par 1’activation de KRAS ou de PI3K ou indirectement par la perte de
pTEN. L’activation d’AKT est un facteur de résistance aux inhibiteurs de 1’activité tyrosine
kinase des récepteurs transmembranaires, tels que HER2, les traitements anti-hormonaux, et
les cytotoxiques classiques. L’inhibition pharmacologique d’AKT est donc une piste

intéressante en cancérologie (Figure 19 ; Pal et al, 2010).

Figure 19. Cascade de transmission du signal dépendant d’AKT (Pal ef al, 2010)

Srowth Factor
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Malgré une abondante littérature préclinique, seul un petit nombre d’inhibiteurs d’AKT est
arrivé au stade clinique, le plus avancé étant la périfosine, actuellement testée dans deux
essais de phase 3 incluant des patients atteints de carcinome colorectal métastatique ou de
my¢lome multiple (Pal et al, 2010). La principale limite de ces inhibiteurs est li¢e a la cible
elle-méme. En effet, I’activation d’AKT n’est pas spécifique de la cellule tumorale, et de
nombreuses molécules inhibitrices d’AKT ont été stoppées dans leur développement pour des

problémes de toxicité (Hixon et al, 2010).

De plus, I’application de ces molécules aux tumeurs mutées KRAS reste limitée, car
I’activation de la protéine KRAS aboutit a une activation simultanée des voies de
signalisation PI3K-AKT-mTOR et RAF-MEK-ERK, avec des possibilités d’hyperactivation

de la voie RAF-MEK-ERK en cas d’inhibition limitée a AKT.

A titre d’exemple, une étude récente a testé [’efficacité de 1’AZD5363, un inhibiteur
spécifique d’AKT, sur des lignées cellulaires présentant différentes mutations de KRAS, PI3K,
et pTEN, et a retrouvé une corrélation significative entre la présence d’une mutation de PI3K
ou de pTEN et la sensibilité¢ a ’AZD5363 d’une part, et la présence d’'une mutation de KRAS

et la résistance a la drogue d’autre part (Davies et al, 2012).

Ainsi, la présence de mutations KRAS rend la croissance tumorale indépendante de I’axe
PI3K-AKT-mTOR, car la traduction protéique dépendant de la coiffe est activée de facon
redondante par la voie RAF-MEK-ERK. Certains types tumoraux, comme les cancers du sein
et de la prostate, pourraient donc bénéficier d’un traitement par inhibiteur d’AKT, alors que
les tumeurs présentant des mutations KRAS fréquentes, comme les cancers du colon, du
poumon, ou de I’endomeétre, pourraient bénéficier d’associations thérapeutiques comprenant

un inhibiteur d’AKT et un inhibiteur de 1’axe RAF-MEK-ERK.
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Mais d’autres mécanismes peuvent €galement limiter 1’efficacité des inhibiteurs d’AKT
donnés en monothérapie. In vitro, il s’agit des lignées cellulaires présentant des niveaux
¢levés de phosphorylation de p70S6K a 1’état basal, que cette hyperphosphorylation dépende
de D’activation des protéines KRAS ou PI3K (She er al, 2010). Ces limites favorisent
clairement les associations thérapeutiques ciblant les deux voies de signalisation d’aval de

KRAS, c’est a dire PI3K-AKT-mTOR et RAF-MEK-ERK.

3.2.4 Association d’inhibiteurs de tyrosine kinase

Les associations d'inhibiteurs des tyrosines kinases (TKI) ont pour but de dépasser les
résistances aux monothérapies développées plus haut. Legrier et al. ont montré que
l'association d'un inhibiteur de MEK et d'un inhibiteur de mTOR était synergique in vivo sur
des modéles de xénogreffes sous-cutanées de lignées A549 (KRAS G12S) mais pas H157
(KRAS GI12R et PTEN G251C) (Legrier et al, 2007). Dans une autre étude, Engelman et al
ont créé¢ un modele murin d'adénocarcinome pulmonaire initi€¢ et maintenu par l'expression de
pl10-a H1047R (PIK3CA). Le traitement de ces souris par le NVP-BEZ235, un double
inhibiteur de PI3K et de mTOR, conduisait a une réponse tumorale marquée (Engelman et al,
2008). Dans un autre modele de souris transgéniques, les mémes auteurs ont montré que les
tumeurs liées a une mutation de KRAS (G12D) ne répondaient pas au méme NVP-BEZ235
utilisé seul. Cependant, quand le NVP-BEZ235 était associée a l'inhibiteur de MEK ARRY-

142886, une synergie importante était constatée.

Nous avons constaté que l'ajout du RAF265 a I'everolimus ne diminuait ni la viabilité ni la
prolifération cellulaire sur la lignée A549 (KRAS G12S). Ces données ne confirment donc pas
les études précédentes de Legrier et Engelman. Cette discordance peut avoir plusieurs
explications. Tout d'abord, nous avons testé des composés différents. ARRY-142886 inhibe la

voie de signalisation RAF-MEK-ERK en aval de MEK, alors que le RAF265 ne diminue pas
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la phosphorylation de MEK sur la lignée A549. Au contraire, de faibles concentrations de
RAF265 ont augmenté la phosphorylation de MEK dans les lignées A549 et HCT116. Le
NVP-BEZ235 peut également inhiber I’axe PI3K-AKT-mTOR a plusieurs niveaux, ce que ne

fait pas l'everolimus.

Ensuite, les voies RAS-RAF-MAPK et PI3K-AKT-mTOR se croisent en de nombreux points,
expliquant que les inhibitions de RAF ou mTOR d'un coté, et de MEK ou PI3K/mTOR de
l'autre, induisent des effets différents. Enfin, l'effet plus important de I'everolimus et du
RAF265 in vivo par rapport a in vitro peut refléter 1'effet sensibilisant de 1'hypoxie sur

l'activité de l'everolimus, et I'inhibition de VEGFR2 pour le RAF265.

Ainsi, si l'association du RAF265 et de I'everolimus n'a pas montré d'effet majeur sur les
tumeurs KRAS muté — PI3K sauvage, 'ajout d'un autre inhibiteur de la voie RAF-MAPK a un

inhibiteur de mTOR reste une approche prometteuse.
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3.3 Association d’inhibiteurs des voies PI3K-AKT-mTOR et RAF-MEK-ERK

3.3.1 Résultats précliniques

Nos résultats suggerent que l'association de l'everolimus et du RAF265 est efficace dans le
contexte dune double mutation des voies de signalisation PI3K-AKT-mTOR et RAF-MEK-
ERK. Cette efficacité¢ peut avoir deux explications. D'une part, l'inhibition croisée de la
phosphorylation de 4E-BP1 induit un déplacement vers la forme hypophosphorylée de 4E-
BP1, qui est associée a un niveau réduit de traduction dépendante de la coiffe, permettant a
4E-BP1 de séquestrer elF4E (Von Manteuffel et al, 1996). D'autre part, I'inhibition de la
boucle de rétrocontrole négatif par le RAF265 diminue 1'hyperphosphorylation d'AKT induite
par I'everolimus, et peut interférer avec les signaux de survie associés a AKT (Cheng et al.
2008). De plus, I'association du sorafenib, double inhibiteur de RAF et de VEGFR, avec la
rapamycine, inhibiteur de mTOR, induirait une inhibition syngergique de la croissance de
lignées cellulaires de mélanome, et I'augmentation de leur apoptose in vitro (Molhoek et al,
2005). Des études complémentaires devront s'attacher a clarifier les roles respectifs d'AKT et

de 4E-BP1 dans I'effet synergique observé.

D'autres études ont déja cherché a établir l'efficacité de 1'association d'un inhibiteur de MEK a
un inhibiteur de PI3K. Dans une premiére étude, l'inhibition concomitante de MEK et de
PI3K a été testée in vivo sur des lignées cellulaires présentant un déficit de pTEN. Dans les
cellules tumorales présentant une délétion de PTEN et une activation de la voie RAF-MEK-
ERK, l'inhibition de la voie de signalisation PI3K-AKT-mTOR seule ne suffisait pas a induire

une apoptose significative, mais 'inhibition des deux voies de signalisation présentait un effet
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synergique, probalement par l'inhibition cumulée de la phosphorylation de BAD aux sites

Serine 112 et Serine 136, abrogeant la liaison de BAD a 14-3-3 (She et al, 2010).

Dans une deuxiéme étude, Yu et al ont testé les effets antiproliférants de deux inhibiteurs de
PI3K, WAY-266176 et WAY-266175, dans différentes lignées cellulaires. Cette étude
retrouvait un lien entre une hyperactivation de la voie PI3K-AKT-mTOR et une sensibilité a
ces inhibiteurs (Yu et al, 2008). Dans la lignée HCT116, les mutations concomittantes de
PIK3CA et de KRAS sont associées a une résistance a ces inhibiteurs, qui était partiellement
levée par le remplacement homologue de KRAS muté par KRAS sauvage, mais pas apres la
délétion de PTEN. La déplétion de MEK1 par SiRNA dans des lignées résistantes augmentait
l'efficacité des inhibiteurs de PI3K testés. De plus, 1'association entre d'une part les inhibiteurs
de PI3K WAY-266176 ou WAY-266175, et d'autre part les inhibiteurs de MEK1 CI-1040 ou
UO126, était associée a une augmentation importante de I'efficacité des inhibiteurs de PI3K

sur des lignées précédemment résistantes.

Dans une étude plus récente, plusieurs combinaisons thérapeutiques ciblées ont été testées sur
un modele de souris transgéniques présentant des mélanomes liés a ’activation oncogénique
de RAS et au déficit de Ink4a/Arf. Comme chez ’homme, ces mélanomes étaient résistants a
la chimiothérapie et aux thérapies ciblées administrées seules. Cependant, I’association de
I’AZD6244, un inhibiteur de MEK, et du BEZ235, un double inhibiteur de PI3K et de mTOR,
était la seule association efficace, a la fois en terme de régression tumorale et d’amélioration
de la survie. Cette association a ensuite été testée sur trois modeles transgéniques de cancer du
sein, claudin-low (T11 OST), basal-like (mutations de C3-TAg), et luminal B (mutation de
MMTV-Neu), et I’association AZD / BEZ gardait son efficacité sur ces trois modeles

(Roberts et al, 2012).
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Nos travaux retrouvent des conclusions comparables avec une inhibition d'amont de la voie
RAF-MEK-ERK et d'aval de la voie PI3K-AKT-mTOR, avec 3 avantages potentiels. Tout
d'abord, les inhibiteurs de RAF ont une structure chimique qui permet l'inhibition croisée de
VEGFR2, et ajoute des propriétés anti-angiogéniques a l'inhibition du signal intra cellulaire.
Ensuite, 1'inhibition de mTOR est située en aval de PI3K, et permet d'interrompre également
d'autres voies de signalisation intracellulaires qui convergent vers mTOR. Enfin, I'everolimus
est disponible en clinique, presente une bonne tolérance et une excellente spécificité; le
RAF265 est actuellement testé dans des essais de phase 1, seul chez des patients atteints de
mélanome localement avancé ou métastatique (ClinicalTrials.gov NCT00304525), ou en
association avec un inhibiteur de MEK chez des patients atteints d'une tumeur solide mutée

KRAS ou BRAFV600E (ClinicalTrials.gov NCT01352273).

Ainsi, nos résultats identifient la dérégulation de la voie RAS-RAF-MEK-ERK comme un
déterminant majeur de la résistance tumorale aux inhibiteurs de mTOR, et soulignent l'intérét

d'une double inhibition de RAF et de mTOR dans ce contexte.

3.3.2 Résultats cliniques

Deux études récentes ont rapporté I’efficacité des associations de thérapies ciblées en fonction
des statuts mutationnels PI3K-AKT-mTOR et RAF-MEK-ERK des tumeurs. Reprenant les
236 patients inclus dans le programme d’essai précoce de San Antonio et traités par
inhibiteurs des voies PI3K-AKT-mTOR et/ou RAF-MEK-ERK, Shimizu et al. ont étudié la
tolérance, I’efficacité et la corrélation entre mutations génétiques tumorales et réponse
clinique de ces associations thérapeutiques. Cent-soixante patients ont regu un traitement par
inhibiteur en monothérapie (voie PI3K-AKT-mTOR n=124 ; voie RAF-MEK-ERK n=36), et

76 ont regu une association. Les taux de toxicité de grade supérieur a 3 et de toxicité limitant
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I’escalade de dose étaient plus €levés chez les patients traités par association que chez ceux

traités par monothérapie (54% vs 18%, p<.001 ; 18% vs 9%, p=.06 ; respectivement).

L’analyse génétique des tumeurs a permis de retrouver 9 patients présentant une coactivation
des deux voies de signalisation. Il s’agissait de tumeurs coliques dans 7 cas: 5 mutations
KRAS / délétion pTEN ; 1 mutation KRAS / amplification AKT ; 1 amplification MAP3K10 /
amplification AKT. Il s’agissait de mélanomes dans 2 cas : 2 mutations de BRAF / délétion
pTEN. Cinq de ces patients ont été traités par une association ciblant les deux voies, avec des

réponses tumorales dans tous les cas, comprise entre 2% et 64% (Shimizu et al, 2012).

Parallémement, Garrido-Laguna et al. ont réalisé le méme type d’étude sur les patients
atteints de carcinome colorectal métastatique et inclus dans le programme de phase 1 du MD
Anderson Cancer Center de Houston. Les biopsies de 238 patients présentant un carcinome
colorectal ont été soumises a un séquencage ADN a la recherche de mutations de KRAS,
PIK3CA et BRAF. Au total, 51% des patients présentaient une mutation KRAS, et 15% des
patients présentaient une mutation PIK3CA. Les mutations de KRAS et de PIK3CA étaient
significativement corrélées. Les patients traités par inhibiteur de I’EGFR avaient une survie
sans progression plus courte en cas de mutation KRAS ou PIK3CA qu’en 1’absence de ces

mutations.

Sur les 80 patients traités par inhibiteur de 1’axe PI3K-AKT-mTOR, 43 patients avaient des
mutations KRAS (taux de réponse 21%) et 9 n’avaient pas de mutations de KRAS (taux de
réponse 27%, p=.59), tandis que 15 patients avaient des mutations de PIK3CA (taux de
réponse 7%) et 63 n’avaient pas de mutations de PIK3CA (taux de réponse 27%, p=.27). De
facon intéressante, 10 patients avaient des doubles mutations de KRAS et de PIK3CA, et
aucun de ces patients n’a répondu aux inhibiteurs de P/IK3CA donnés en monothérapie

(Garrido-Laguna et al, 2012). Ces données semblent donc confirmer que les tumeurs doubles-
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mutées KRAS- PIK3CA ne sont pas sensibles aux inhibiteurs de PIK3CA donnés seuls, mais
pourraient €tre sensibles a une double inhibition des voies PI3K-AKT-mTOR et RAF-MEK-
ERK, plaidant pour une caractérisation moléculaire précise des patients avant 1’introduction

d’un traitement inhibiteur administré seul ou en association.

72



3.4 Doubles mutations des voies PI3K-AKT-mTOR et RAF-MEK-ERK

3.4.1 Dans les tumeurs solides en général

Des mutations oncogéniques de RAS, PI3KCA et BRAF ont ét¢ identifiées dans de nombreux
cancers. Il est intéressant de noter que si les mutations de 'EGFR, KRAS, RAF, et HER2 sont
mutuellement exclusives, les mutations de PI3KCA peuvent étre associées a la mutation d'un

de ces 4 geénes (Eberhard et al, 2005 ; Yamamoto et al, 2008).

Afin de déterminer la fréquence de ces mutations et de leurs associations, Janku ef al. ont
séquencé I’ADN de biopsies tumorales de 504 patients adressés aux services des thérapies
ciblés du MD Anderson Cancer Center depuis octobre 2008. Les mutations de KRAS, NRAS,
PIK3CA, et BRAF ont été recherchées. Au total, ces mutations ont été retrouvées chez 19%
des patients testés pour KRAS, 8% pour NRAS, 11% pour PIK3CA, et 9% pour BRAF. Les
mutations de KRAS étaient particulierement fréquentes dans les cancers du pancréas (56%),
colorectaux (51%) et utérins (15%) ; celles de NRAS dans les mélanomes (30%) et les cancers
du col (18%), celles de PIK3CA dans les cancers du col (36%), de 1’utérus (25%), du sein
(21%), et colorectaux (17%), celles de BRAF dans les mélanomes (44%) et les cancers

colorectaux (6%) (Janku et al, 2011).

De facon intéressante, toutes histologies confondues, des mutations de KRAS étaient trouvées
chez 38% des patients PIK3CA mutés, contre 16% des patients PIK3CA sauvage (p=.001). A
I’inverse, des mutations de PIK3CA étaient retrouvées chez 28% des patients KRAS mutés,
contre 10% des patients KRAS sauvages (p=.001). Cette corrélation forte suggeére une

physiopathologie commune qui n’a pas encore été €lucidée. Au total, seulement 19 patients de
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cette série (3,7%) présentaient une double mutation KRAS - PIK3CA (Janku et al, 2011).
Cependant, cette ¢tude n’a inclu que des patients présentant des cancers avancés, et aucune

double mutation n’a été retrouvée sur les 22 CBP-NPC inclus.

3.4.2 Dans les CBP-NPC en particulier

La fréquence des doubles mutations KRAS - PIK3CA est moins claire dans le CBP-NPC. En
reprenant les pieces chirurgicales des patients inclus dans les essais canadiens JBR-10 et
CALG B-9633, Cuffe et al. ont retrouvé des mutations de KRAS dans 27% des 390 cas
interprétables (Cuffe e al, 2012). En étudiant les tumeurs de 139 patients japonais atteints de
CBP-NPC, Okudela et al. ont retrouvé des mutations de PIK3CA dans 3,6% des cas, et des
amplifications du géne dans 18,3% des cas interprétables. Il est intéressant de noter que dans
cette étude, D’amplification et la mutation du géne de PIK3CA étaient mutuellement
exclusives, suggérant I’effet oncogénique de chacune de ces anomalies (Okudela et al, 2007).
De méme, la mutation ou l'amplification de PI3K concernait 20% des patients atteints de

CBP-NPC étudiés par Yamamoto (Yamamoto et al, 2008).

Une équipe chinoise a recherché la présence de mutations somatiques et le niveau
d’expression d’ARNm sur une population de patients atteints de CBP-NPC de stade avancé.
Sur 30 patients non sélectionnés, des mutations du gene de I’EGFR on été retrouvées dans 12
cas, avec un lien significatif entre 1’incidence des mutations des exons 19 et 21 et la
surexpression de I’ARNm de ’EGFR ; des mutations de KRAS ont été trouvées dans 3 cas et
des mutations de PIK3CA ont été retrouvées dans 3 cas également. Aucune double mutation

KRAS - PIK3CA n’a été mise en évidence dans cette étude (Lu ef al, 2012).
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Pour étudier les mécanismes de résistance aux inhibiteurs de ’EGFR, une étude italienne a
recherché rétrospectivement la présence de mutations des genes EGFR (exons 18-21), KRAS
(exons 2, 3), PIK3CA (exons 9, 20) et MET (exons 14, 15) par séquengage sur une population
de 166 patients traités par inhibiteurs de ’EGFR. Comme attendu, les auteurs retrouvaient un
lien entre la présence d’une mutation du géne EGFR de résistance aux inhibiteurs et la survie
globale. Ils ont également retrouvé des mutations de KRAS dans 6,8% des 162 cas informatifs,
et confirmé que les mutations de KRAS et EGFR étaient mutuellement exclusives. Surtout, les
auteurs ont retrouvé des mutations de PIK3CA dans 4,1% des 145 cas informatifs, rapporté 2
cas de doubles mutations EGFR - PIK3CA, mais n’ont pas retrouvé de doubles mutations

KRAS - PIK3CA (Ludovini et al, 2012).

Dans une étude prospective incluant 589 patients adressés pour génotypage tumoral avant
prise en charge d’'un CBP-NPC avancé et pré-traité, Sequist et al. retrouvaient 24% de
mutations KRAS, 13% de mutations EGFR, 4% de mutations PIK3CA, et 5% de translocations
impliquant ALK sur 552 analyses informatives. Les mutations de PIK3CA semblaient plus
fréquentes chez les patients atteints de carcinome épidermoide. Cette étude prospective et
systématique a permis d’identifier des doubles mutations KRAS - PIK3CA dans 5 cas (0.9%),
et des doubles mutations KRAS - TP53 dans 5 cas également (0,9%). Cependant, cette étude
présentait de nombreuses limites, dont I’absence de précisions sur le type de traitements
administrés avant le génotypage tumoral, la réponse initiale et I’origine de la biopsie tissulaire
(Sequist et al, 2011). Actuellement, la fréquence exacte des doubles mutations KRAS -
PIK3CA chez les patients porteurs de CBP-NPC est donc estimée aux alentours de 1% des
cas, avec de nombreuses imprécisions, qui limitent d’autant I’interprétation des données
(Tableau 5). Cependant, plusieurs cas favorables a 1’émergence de cette double mutation

peuvent étre anticipés.
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Tableau S. Comparaison de la fréquence des mutations dans les carcinomes colorectaux

et bronchiques.

Carcinomes colorectaux

Carcinomes bronchiques

Mutation KRAS 51% 27%
Mutation PIK3CA 17% 3-4%
?
Double mutation 1%

(4% dans les tumeurs solides)
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3.5 Situations potentiellement favorables aux doubles mutations des voies PI3K-AKT-

mTOR et RAF-MEK-ERK.

3.5.1 Variation selon les populations

Il convient tout d’abord de garder a 1’esprit qu’il existe une grande variation dans la fréquence
des mutations oncogéniques des CBP-NPC selon la population considérée. Ainsi, dés 2005,
une plus grande fréquence des mutations de I’EGFR a été rapportée dans les populations

asiatiques, chez les femmes et chez les non-fumeurs (Yang et al, 2005).

Plus récemment, des chercheurs sardes ont étudié la fréquence des mutations de KRAS, BRAF,
et PIK3CA dans une population de patients atteints de carcinome colorectal, et provenant de
toute la Sardaigne. Sur 478 patients ayant bénéfici¢ d’un séquencage ADN complet de facon
prospective entre 2009 et 2011, une mutation de KRAS était retrouvée dans 21% des cas dans
la population du sud contre 43% dans la population du nord (p<0.001). De méme, une
mutation de PIK3CA était retrouvée dans 24% des cas dans la population du sud contre 10%
des cas dans la population du nord (p<0.001). De fagon intéressante, cette discordance n’était
pas retrouvée pour les doubles mutations KRAS - PIK3CA, qui concernaient 4,4% des cas

dans la population du nord contre 3,5% des cas dans la population du sud (p=ns) (Palomba et

al, 2012).

Ainsi, si I’origine géographique influe sur la proportion des mutations EGFR pour le CBP-
NPC, KRAS et PIK3CA pour le colon, cette donnée géographique ne semble pas avoir
d’influence sur la proportion des doubles mutations KRAS - PIK3CA chez les patients atteints

de carcinome colorectal.
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3.5.2 Hétérogénéité tumorale

Le chirurgien et I’anatomopathologiste savent depuis longtemps qu’une tumeur solide ne se
présente pas comme une masse homogeéne, mais comme un agrégat de zones plus ou moins
infiltrantes, fibreuses, nécrotiques, kystiques et vascularisées. Cette hétérogénéité¢ tumorale a

été récemment traduite en termes scientifiques.

Partant du principe que les traitements personnalisés du cancer se basaient sur une unique
biopsie du site le plus accessible, qu’il s’agisse de la tumeur principale, d’une adénopathie
périphérique, ou d’une métastase, Gerlinger et al. ont soumis plusieurs prélévements d’une
tumeur rénale et de ses métastases a I’étude de la ploidie, 1’analyse des aberrations
chromosomiques, le séquencage des exons, le profilage des ARNm, la détermination des
conséquences fonctionnelles de ces mutations, et 1’analyse immunohistochimique de la

tumeur.

Les reconstructions phylogénétiques ont révélé une croissance tumorale en branches, dont
pres de 70% des mutations n’étaient pas détectables dans toutes les régions tumorales. Une
hétérogénéité tumorale a été retrouvée sur I’activation de mTOR, la phosphorylation de S6 et
de 4EBP. De méme, de nombreux genes suppresseurs de tumeurs (SETD2, PTEN, KDM5C)
n’étaient pas exprimés de la méme facon selon la zone tumorale considérée. Enfin, des
signatures génétiques de bon et de mauvais pronostic étaient retrouvées dans des régions
différentes de la méme tumeur. Ces données suggeérent une grande hétérogénéité moléculaire
au sein d’'une méme tumeur, constituant un défi majeur aux thérapies ciblées (Gerlinger et al,

2012).
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Depuis la publication de cette ¢étude, un groupe de chercheurs allemands a analysé
I’hétérogénéité des mutations KRAS au sein des CBP-NPC. Partant du principe que la
mutation de KRAS était un événement précoce dans la carcinogeneése des CBP-NPC, les
auteurs se sont demandé si cette mutation était présente de fagon homogene dans toute la
tumeur. De 3 a 8 zones ont été prélevées dans chacune des 40 tumeurs analysées (20
adénocarcinomes, 10 carcinomes épidermoides, 10 carcinomes a grandes cellules). Les
adénopathies ont également été analysées dans 19 cas. Une mutation de KRAS a été retrouvée
dans 13 des 30 adénocarcinomes et carcinomes a grandes cellules. Aucune mutation n’a été
retrouvée dans les 10 carcinomes épidermoides. Le séquencage a retrouvé 4 cas de positivité
hétérogene pour les mutations KRAS, mais des analyses complémentaires ont montré que ce
signal hétérogeéne était la conséquence de prélévements contaminés par des cellules non
tumorales. Aucune hétérogénéité intra-tumorale des mutations de KRAS n’a donc été détectée
dans les CBP-NPC, confirmant que cette mutation survient précocement dans la

carcinogenese pulmonaire (Alsdorf et al, 2012).

Cependant, les mutations de PIK3CA semblent survenir plus tardivement dans la
carcinogenese pulmonaire, et une hétérogénéité intra-tumorale des mutations PIK3CA et des
doubles mutations KRAS - PIK3CA devra étre recherchée avant d’initier des essais
thérapeutiques sur des combinaisons d’inhibiteurs des axes PIK3-AKT-mTOR et RAF-MEK-

ERK.
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3.5.3 Discordance mutationnelle entre primitif et métastases

La troisiéme circonstance a prendre en compte au moment de déterminer la fréquence des
doubles mutations KRAS - PIK3CA correspond aux potentielles discordances mutationnelles

entre la tumeur primitive et les métastases lymphatiques ou hématogénes.

Dans le CBP-NPC, I’extension lymphatique survient dans plus de 50% des cas, influengant
grandement la prise en charge de ces patients et leur pronostic. En 2011, une équipe chinoise
a comparé les statuts EGFR et KRAS de 80 tumeurs primitives pulmonaires et des ganglions
locaux (N1) associés. Sur 160 prélévements, une tumeur primitive et 7 métastases
lymphatiques présentaient des mutations KRAS, et 21 tumeurs primitives et 26 métastases
lymphatiques présentaient des mutations EGFR. Les statuts KRAS et EGFR étaient
discordants chez 6 (7.5%) et 7 (8.75%) patients, respectivement (Sun et al, 2011). A
contrario, en 2012, dans I’é¢tude citée plus haut, Alsdorf et al. ne retrouvaient aucune
discordance de statut KRAS entre la tumeur primitive étudiée et les adénopathies prélevées
(Alsdorf et al, 2012). Ainsi, ces résultats contradictoires appellent des études plus larges afin
de déterminer la proportion de discordance entre la tumeur principale et ses extensions
lymphatiques a la fois sur les mutations KRAS, PIK3CA, et sur les doubles mutations KRAS -

PIK3CA.

En I’absence d’étude de grande ampleur dans le CBP-NPC, il est intéressant de se tourner
vers le carcinome colorectal. En 2010, une équipe allemande a étudi¢ les mutations KRAS,
BRAF, et PIK3CA de 100 tumeurs primitives, ainsi que des 55 adénopathies et 20 métastases
hématogenes associées. Des mutations de KRAS et PIK3CA étaient retouvées dans 41% et

21% des tumeurs primitives, respectivement. Une hétérogénéité intra-tumorale entre le centre
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et le front invasif de la tumeur était retrouvée dans 8% et 5% des cas, respectivement. Une
discordance mutationnelle entre primitif et adénopathie était retrouvée dans 31% et 13% des
cas, respectivement. Une discordance mutationnelle entre primitif et métastase hématogéne
¢tait retrouvée dans 10% et 5% des cas, respectivement. De fagon intéressante, des doubles
mutations KRAS - PIK3CA étaient retrouvées dans 9% des tumeurs primitives, mais n’ont pas

¢été étudiées dans les adénopathies ou les métastases hématogenes (Baldus et al, 2010).

Dans le CBP, les efforts se sont principalement portés sur les discordances mutationnelles
entre tumeurs primitives et métastases hématogenes. La probabilité que la tumeur primitive et
ses métastases présentent des mutations différentes a été suggérée dans le cas de I'EGFR
(Italiano et al, 2006, Mordant et al, 2010, Annexe 4) et de KRAS (Badalian et al, 2008), mais
les données sur PIK3CA manquent actuellement. Des discordances primitif/métastases sur les
bras chromosomiques portant les génes d’intérét ont bien été retrouvées dans les carcinomes
épidermoides pulmonaires (Boelens et a/, 2009), mais ces données préliminaires doivent étre

confirmées et complétées.

3.5.4 Maladie résiduelle

Les cellules souches tumorales sont des cellules indifférenciées qui possédent la capacité de
s'auto-renouveler et peuvent représenter un réservoir générant des cellules tumorales
(Mordant et al, 2011, Annexe 5). Dans le CBP-NPC, les CSCs ont été caractérisées par des
marqueurs tels que CD133 et ABCG2, mais les modifications survenant dans les voies de

signalisation intra-cellulaires n'ont pas été totalement explorées.
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D’un point de vue fondamental, on sait que la Protein kinase Ciota (PKCiota) est un oncogene
nécessaire au maintien du phénotype transformé des cellules de CBP-NPC. Pour étudier le
role de PKCiota dans le développement tumoral, des chercheurs américains ont utilis€ un
modele murin transgénique dans lequel 1’oncogeéne KRAS est activé par un systeme Cre/Lox
au niveau du poumon, avec ou sans perte du géne murin de PKCiota. La perte du géne de
PKCiota était associé¢e a une inhibition importante de I’hyperplasie initiée par KRAS, et donc
de la formation de tumeur in vivo. Ce lien était li¢ a I’'impossibilité pour les cellules souches
bronchiolo-alvéolaires de subir I’amplification et la transformation induites par KRAS en
I’absence de PKCiota. De méme, 1’ajout d’un inhibiteur de PKCiota chez les animaux
présentant une activation de KRAS sans délétion de PKCiota inhibait également 1’expansion
et la transformation cellulaire in vivo. Ces données suggerent donc que PKCiota est
indispensable a I’expansion et a la transformation de cellules souches pulmonaires induites

par KRAS (Regala et al, 2009).

Toujours indirectement, une équipe allemande a comparé 1’expression de plusieurs
biomarqueurs entre des patients long-répondeurs, répondeurs intermédiaires, ou non
répondeurs au géfitinib. L’étude des biopsies avant traitement des patients long-répondeurs
montre comme attendu une fréquence plus élevée des mutations EGFR et moins ¢levée des
mutations KRAS. De facon intéressante, I’expression de I’E-cadherine/vimentine était la
méme dans les 3 groupes, alors que le CD133 était exprimé chez seulement 40% des long-
répondeurs et le BCRP1 était exprimé principalement chez les répondeurs, qu’ils soient long-
répondeurs ou répondeurs intermédiaires. Les long-répondeurs présentaient également une
évolution particuliére, comprenant un nombre moins élevé de sites métastatiques, et des
métastases principalement pulmonaires et pleurales. Les antigénes spécifiques des CSCs
permettent donc d’identifier un sous-groupe de patients long-répondeurs aux inhibiteurs de

I’EGFR (Gottschling et al, 2012).

82



Plus récemment, Singh et al. ont exploré directement le lien entre I’activation des voies de
signalisations intra-cellulaires dépendant des oncogénes et les capacités d’auto
renouvellement des cellules souches. Des sides populations (SP) ont été identifiées et isolées
a partir des lignées cellulaires de CBP-NPC H1650, H1975, et A549, et des tumeurs
primitives humaines conservées sur des souris en sous-cutané. Les cellules SP possédaient des
propriétés de cellules souches, telles que I’auto-renouvellement et la croissance en sphere,
elles étaient également capables de générer des tumeurs primitives et métastatiques apres
implantation orthotopique dans le poumon de souris SCID. In vitro, les cellules SP
présentaient une hyper-expression des marqueurs de cellules souches Oct4, Sox, et Nanog,
mais elles présentaient également des signes de transition epithélio-mésenchyateuse. De plus,
I’inhibition génétique ou pharmacologique de I’EGFR, de Src ou de AKT inhibait les
capacités d’auto-renouvellement et d’expansion des cellules SP, et aboutissait a la sous-
expression de Sox2. De méme, I’inhibition de Sox2 par des siRNA bloquait le phénotype SP
et les capacités d’auto-renouvellement de ces cellules, alors que Oct4 et Nanog semblait jouer

un role moins important dans le phénotype SP (Singh et al, 2012).

Collectivement, ces données suggerent donc que 1’axe EGFR-Src-AKT joue un role
primordial dans le maintien du phénotype SP par I’intermédiaire de Sox2, mais les rdles

spécifiques de KRAS et de PIK3CA dans les CSCs de CBP-NPC restent a établir.

Dans d'autres tumeurs solides telles que le gliome, la voie de signalisation EGFR-PTEN-
PI3K-AKT joue un role clé pour réguler le phénotype SP des CSCs (Bleau et a/, 2009). De
méme, dans le cancer du sein ERa positif, I’isolation de 500 CSCs définies par le phénotype
CD44(+)/CD24(-)/CD45(-) a permis une analyse extensive de leur génome et de leur
transcriptome. Cette étude a montré qu’au dela des génes spécifiques des CSCs, ces cellules

présentaient une activation des génes de la voie PI3K, dont I’EGFR, HB-EGF, PDGFRA/B,
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PDGF, MET, PIK3CA, PIK3R1 et PIK3R2. Ces données suggerent que la voie de
signalisation de PI3K, qui est responsable de la résistance a ’hormonothérapie des cancers
mammaires ERa positifs, est également activée dans les CSCs correspondantes (Hardt et al,

2012).

Des études complémentaires seront donc nécessaires afin d'évaluer le role et la fréquence des
activations et mutations de PIK3CA dans les contextes particuliers de certaines populations,
au sein d’une hétérogénéité tumorale, en cas d’extension lymphatiques, et dans la sous-
population des CSCs. Ces données permettront ensuite de mieux tester I'efficacité de
l'association everolimus-RAF265 dans les métastases et cellules souches tumorales de CBP-

NPC muté KRAS.

Les progrés dans la caractérisation moléculaire des CBP-NPC dévoilent deux situations
différentes. Dans le premier cas, le CBP peut étre pergu comme une maladie monogénique,
survenant le plus souvent en I’absence d’exposition au tabac, et répondant de facon
importante et prolongée a un inhibiteur de kinase donné en monothérapie. C’est le cas des
mutations de ’EGFR survenant chez la femme non-fumeuse, et bénéficiant pleinement du
traitement par erlotinib ou géfitinib. En préclinique, les modeles murins transgéniques rendent
fidélement compte des étapes de cette cancérogenese, et prédisent correctement 1’efficacité
des traitements testés. Dans le second cas, plus fréquent, le CBP est une maladie
multifactorielle, plurigénique, survenant aprés une inflammation bronchique prolongée chez
un patient expos¢ au tabac. Ces patients présentent de multiples mutations géniques, et
répondent mal aux thérapies ciblées. En préclinique, les modeles murins de xénogreffe sous-
cutanés et d’animaux transgéniques ne reproduisent pas cette diversité, nous amenant a mettre
au point un mode¢le orthotopique conduisant a des métastases et permettant de travailler sur la

maladie résiduelle (CSCs, CTCs, DTCs).
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3.6 Modeles animaux

3.6.1 Modeéles actuels

Les xénogreffes SC de lignées cellulaires dérivées de cancers humains sur des animaux
immunodéprimés ont constitué la pierre angulaire de 1'évaluation préclinique de nouvelles
drogues durant des décennies (Dolgin, 2010). Ce modéle présente de nombreux avantages,
dont la faisabilité technique (absence d'anesthésie, injection aisée) et l'accessibilité de la
tumeur (mesure directe autorisant un suivi longitudinal). Cependant, les modeles SC sont
limités par la discordance entre 1'origine de la xénogreffe et le micro-environnement de 1'hote,
incluant la matrice extra-cellulaire et les signaux paracrine, contredisant la théorie de Paget
sur la "graine et le terroir" (“seed and soil”’) (Mueller et al, 2004). Cette discordance est a
l'origine de variations dans la réponse de la tumeur aux agents cytotoxiques ou a l'irradiation
(Teicher, 2006) et modifie certainement la réponse aux nouvelles thérapies anti-cancéreuses.
Cette discordance pourrait étre particuliérement importante dans le CBP-NPC, ou I'hypoxie et
la néoangiogénése jouent un role majeur dans la progression tumorale (Hu et al, 2005), et
surviennent différemment dans les xénogreffes SC et intra-thoraciques (Graves et al, 2010).
Enfin, seule une minorité¢ de modeles SC dissémine et atteint un stade métastatique. L'absence
de progression du stade localisé au stade métastatique par l'intermédiaire d'une extension
vasculaire et lymphatique constitue donc une limite majeure des modeles SC, alors que les

métastases sont la premiére cause de mortalité par cancer.

Ces différences ont des implications pour la progression tumorale, avec une absence de

métastases et la présence d'un nombre limit¢ de CTCs dans notre étude, montrant les limites

de 1'évaluation préclinique de nouveaux traitements, avec 2 risques potentiels. Le premier
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risque est d'introduire en clinique une molécule ou une association thérapeutique peu ou pas
efficace. Ainsi, 'association de chimiothérapie et d'inhibiteurs de I'EGFR était trés efficace
sur des modeles SC (Sirotnak et al, 2000 ; Higgins et al, 2004), mais inefficace sur un modele
orthotopique (Onn et al, 2004), et n'a jamais prouvé son efficacité¢ dans les essais cliniques
incluants des patients atteints de CBP-NPC non sélectionnés sur leur statut EGFR (Giaccone
et al, 2004 ; Herbst et al, 2004, Herbst et al, 2005). Le second risque est de stopper le
développement de drogues prometteuses. Ainsi, I'antagoniste de HIF-lalpha PX-478 n'était
pas efficace sur des modeles SC, mais inhibait bien la progression et la dissémination
tumorale sur des modeles orthotopiques de CBP-NPC, entrainant son évaluation actuelle dans

un essai de phase 1(Jacoby et al, 2010)

Ces données suggeérent que les modeles SC ne sont pas totalement adaptés a I'étude
préclinique du CBP-NPC, et que leurs résultats ne devraient étre analysés qu'avec prudence.
Des conclusions identiques ont été tirées de I'évaluation préclinique des traitements du CBP-

PC (Kuo et al, 1993).

Pour prendre en compte l'influence de la spécificité d'organe et du micro-environnement
tumoral, des mode¢les orthotopiques ont été développés progressivement au cours des 20
dernieres années, dans le but d'obtenir une seule tumeur intra-parenchymateuse qui reproduise
la situation clinique et permette un suivi longitudinal. Les administrations intra-veineuses
(Reddy et al, 1987), intra-bronchiques (Mc Lemore et al, 1987 ; March et al, 2001 ; Kang et
al, 2006) et intra-pleurales (McLemore et al, 1988 ; Nagamachi et al, 1998) de lignées
cellulaires de CBP-NPC ont permis d'obtenir des tumeurs pleurales, localement avancées, ou
multiples et synchrones. Ces modeles sont donc intéressants pour étudier ces situations

précises, mais leurs résultats ne peuvent étre étendus au CBP-NPC intra-parenchymateux
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localisé, qui constitue a la fois une situation clinique fréquente et I'origine de la dissémination

tumorale.

Des modeles de souris transgéniques (Genetically engineered mouse models - GEMMs) ont
¢galement été développés pour étudier le CBP-NPC chez l'animal. Ces animaux sont
habituellement mutés pour p53, ce qui favorise l'instabilité génétique et la formation de
tumeurs. Ces animaux développent des tumeurs pulmonaires liées a l'introduction d'une
mutation oncogénique d'EGFR (Li et al, 2007), KRAS (Meuwissen et al, 2001), PIK3CA
(Engelman et al, 2008), BRAF (Pritchard et al, 2007), ou a la présence d'un oncogéne de
fusion EML4-ALK (Chen et al, 2010). Des CBP-NPC peuvent étre présents sur des souches
murines porteuses de 'oncogéne KRAS, activé soit aprés recombinaison homologue spontanée
dans tout 1'organisme (Singh et al, 2010), soit aprés recombinaison induite dans le poumon
par un systeme Cre-lox aprés administration intra-pulmonaire d'un adénovirus codant pour la
recombinase Cre (Meuwissen et al, 2001). Les deux modeles permettent le développement de
CBP-NPC mutés KRAS sur une période assez courte, mais sont limités par leur éloignement
de la situation clinique, autant que les mutations programmeées d'un ou deux oncogenes ou
genes suppresseurs de tumeur sont €loignés de la progression multi-étapes d'un cancer
bronchique survenant sur une inflammation chronique. De plus, les modéles de GEMMs
conduisent a des centaines de CBP-NPC primitifs simultanés, qui sont difficiles a suivre de
facon précise et non invasive au cours des investigations précliniques de nouvelles drogues.
Malgré ces inconvénients, les GEMMs représentent un modele inestimable de définition des
oncogenes, permettent de prendre en compte la réponse immunitaire, et ont donc été utilisés

pour les essais de nouvelles molécules (Singh et al, 2010).
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L'implantation chirurgicale par thoracotomie de fragments de CBPNPC dans le poumon de
souris imunodéprimées a €té publiée pour la premiere fois en 1992 (Wang et al, 1992). Les
fragments tumoraux provenaient de tumeurs primaires fraiches ou de tumeurs sous-cutanées
développées apres injection de cellules en suspension. Les fragments tumoraux étaient insérés
dans le parenchyme pulmonaire, sur la plévre viscérale, ou sur la plévre pariétale, selon
l'extension tumorale souhaitée. La mortalité peropératoire était inférieure a 10%, et les taux de
prise de xénogreffes étaient situés entre 60 et 100%, mais aucune métastase systémique n'était
observée. Le méme modele a ensuite ét¢ développé chez le rat (Wang et al, 1997) et confirmé
en utilisant des cultures primaires de CPB-NPC chez la souris SCID (Fujino et al, 2003).
L'introduction de la GFP dans la tumeur permettait un suivi tumoral par imagerie in vivo, et la
visualisation directe d'une extension métastatique aux ganglions médiastinaux, poumon

controlatéral, et os (Hoffman, 1999 ; Yamauchi et al, 2007).

Cependant, ces modeles sont techniquement difficiles a réaliser, nécessitent des laboratoires

et une main d'oeuvre spécialisés, et n'ont donc pas été généralisés a ce jour malgré des

résultats préliminaires encourageants (Kraus-Berthier L et al, 2000).

3.6.2 Modé¢le d’injection orthotopique transpleurale

L'injection orthotopique de cellules de CBP-NPC chez la souris nude a été développée pour
surmonter la difficulté technique de la thoracotomie (Boehle et al, 2001 ; Onn et al, 2003).
Cette technique est associée a une faible mortalité perprocédure et a un taux de prise
important, avec deux limites. La premiére est I'impossibilité de prédire en perprocédure si la
tumeur va étre localisée dans le parenchyme pulmonaire ou si un ensemencement pleural va

conduire a une tumeur localement avancée. Afin d'obtenir une tumeur unique limitée au
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parenchyme pulmonaire, nous avons utilis¢ un nombre élevé de cellules dans un volume
limité de milieu, et avons ajouté de la matrice de sarcome de souris afin d'améliorer 'ancrage
de la solution dans le parenchyme pulmonaire. Nous avons injecté cette solution de fagon
transpleurale, sous contrdle visuel du poumon a travers les espaces intercostaux, combinant
ainsi précision et faisabilité technique (absence d'intubation orotrachéale ou de ventilation

mécanique).

La seconde limite est la nécessité d'un suivi longitudinal par microscanner en l'absence
d'imagerie fluorescente ou bioluminescente. Le microscanner présente une résolution spatiale
limitée, et n'est pas disponible partout. Nous avons donc utilis¢é une lignée cellulaire
transfectée par la luciférase, ce qui nous a permis d'obtenir une imagerie bioluminescente in
vivo. Cette technique a déja été décrite dans un modele orthotopique percutané associé a un
ensemencement pleural (Matsumoto et al, 2009), et a pu étre appliquée a notre modele
d'injection orthotopique transpleurale conduisant a un modéle de CBP-NPC intra

parenchymateux localisé.

Ce nouveau modele xénogeénique, orthotopique et bioluminescent a permis l'identification de
CTCs. Cette nouvelle application du systéme Cellsearch® aux modé¢les précliniques de CBP-
NPC pourrait présenter un intérét majeur, a la fois pour étudier le role des CTCs dans la

progression tumorale, et pour évaluer la réponse a de nouvelles stratégies thérapeutiques.

Cependant, notre étude présente des limites liées a I'utilisation d'animaux immunodéficients et
au terrain génétique hétérogéne des xénogreffes. Ainsi, en comparaison avec les animaux
transgéniques, notre modele souffre d'une caractérisation moléculaire incompléte et de

l'absence d'immunité anti-tumorale. La prochaine étape dans l'amélioration de ce modéle
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animal serait d'utiliser des fragments tumoraux issus de tumeurs pulmonaires d'animaux
KRAS mutés, et de les implanter en position orthotopique chez la souris immunocompétente.
L'ultime étape serait de tester les traitements validés du CBP-NPC, afin de valider
rétrospectivement le caractére prédictif du modele préclinique. L'intérét de cette nouvelle
approche devra ensuite étre comparé aux autres modeles précliniques disponibles en termes
de décision d'introduction des nouvelles molécules dans 1'étape clinique. Nous pensons que
I'imagerie fonctionnelle et les parameétres biologiques pré et per-thérapeutiques tels que les
CTCs peuvent contribuer a l’amélioration de la valeur clinique de ces approches. En
particulier, nous pensons travailler sur I'implantation orthotopique de tumeurs pulmonaires
provenant d'animaux transgéniques mutés KRAS, afin d'évaluer 'immunité anti-tumorale et de
surveiller l'efficacité de nouveaux traitements chirurgicaux et ou radiothérapeutiques en

association avec des thérapies ciblées au stade localement avancé.
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3.7 Perspectives

Afin de rapprocher les deux étapes de ce travail, il serait intéressant d'étudier I'évolution du
statut mutationnel PI3K et de l'activation de la voie RAF-MEK-ERK entre une tumeur
primitive mutée KRAS et ses métastases d'une part, et la tumeur primitive et la maladie
résiduelle (CTCs, CSCs, DTCs) d'autre part. Enfin, l'association de I'everolimus et du
RAF265 pourrait alors étre testée sur le modele orthotopique bioluminescent par injection
transpleurale, afin de suivre l'effet de I'association sur la croissance (imagerie
bioluminescente), l'invasion (imagerie bioluminescente et CTCs), et la dissémination

métastatique (imagerie bioluminescente).
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4 Conclusion

L'association du RAF265, inhibiteur de RAF, et de I'everolimus, inhibiteur de mTOR, est une
stratégie efficace pour augmenter l'effet cytotoxique et antiprolifératif sur des lignées
présentant une dérégulation concomittante des voies RAS-RAF-MEK-ERK et PI3K-AKT-
mTOR. /n vivo, I'association est additive sur les lignées HCT116 et H460, potentiellement (i)
par une inhibition croisée de la phosphorylation des effecteurs de mTOR 4EBP1 et S6, et (ii)

par l'interruption de la boucle de rétrocontrole conduisant a I'hyperphosphorylation d'AKT.

La double inhibition des voies PI3K-AKT-mTOR et RAS-RAF-MEK-ERK est donc une
stratégie prometteuse pour dépasser la double activation oncogénique de KRAS et PIK3CA.
Ces résultats plaident en faveur d'associations de thérapies ciblées en traitement de certains
cancers sélectionnés. Des études complémentaires sont nécessaires pour confirmer le potentiel
de l'association de I'everolimus et du RAF265, dans le cadre d'études précliniques de

tolérance et d'efficacité, puis de projets translationnels.

Le micro-environnement tumoral joue un rdéle majeur dans la promotion de la croissance
tumorale (Whiteside, 2008). Dans les modeles de xénogreffes, la localisation tumorale influe
sur la sensibilité a la chimiothérapie (Teicher, 2006), et joue un role majeur dans la sensibilité
aux thérapies ciblées. Pour ces raisons, nous avons développé un modele intrapulmonaire
murin de CPB-NPC humain, associé a un taux de mortalité peropératoire bas, un taux de prise
tumorale élevé, une croissance loco-régionale, et le développement de métastases. Ce modele

a permis l'identification de CTCs selon une méthode en cours de validation en clinique.
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Il sera maintenant intéressant d'étudier 1'évolution du statut mutationnel P/IK3CA et de
l'activation de la voie RAF-MEK-ERK entre la tumeur primitive mutée KRAS et les
métastases d'une part, et la tumeur primitive mutée KRAS et la maladie résiduelle (CTCs,
CSCs, DTCs) d'autre part. Enfin, I'association de l'everolimus et du RAF265 pourrait alors
étre testée sur le modéle orthotopique bioluminescent par injection transpleurale, afin de

suivre l'effet de I'association sur la croissance, 1'invasion, et la dissémination métastatique.
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5. Annexes

5.1 Annexe 1: Bases moléculaires de I’oncogenése bronchique

Loriot Y, Mordant P, Fouret P, Deutsch E, Soria JC. Bases moléculaires de I’oncogenése des

voies aérodigestives supérieures et bronchiques. Bull Cancer. 2009;96 Suppl 1:S13-24.
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Molecular aspects of head and neck, and lung cancer oncogenesis
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Résumé. e cancer bronchique of celui des voies
afrodi gestives. supfrisurs (VADS) relvent d'un pros
ceseus maulfi-Sapes fisant infervenir Pactivation d'on-
cogénes of Finactivation de gines muppreseus de
tumeur. Ces deux pomocmus ont des caraciristiques
ot des acteurs modsoulaires commans, Gndis que =r
k= plan clinique ces deux entitds sont &toitement
lige=s @ Vinfimci cafion bagique. Les anomal ies mol éoue
laiires lides & oes pecessus mal tiocan of maulti-Sapes
SNt soUvent présenies dans des fissus nommaux ou dys-
plasiques. Line meill cure compeshension des mécanis-
mes moléculaires qui sous-fendent oo pEcessus
permeet une meilleure sflection des cibles pofentielles
mosdu lailes en curadif ou en petventif par des thérapies
modeculaires ciblées. &

¥. logiad, F. Moadand, F. Foaret, E. Deusierk, 1.-C Sola
St de mddecine, maEt Gunlas- Rony. 39, ne Gerdls-Swaroulim, 22300 Wled cadex, france

Abstract. Llung and head and nedk cancers
ressult from a ma Bistep process imvolving activation
and inaciivation of tumaor-suppressor
genes. These fwio processes shase common features
and molecular playes, while their conesponding
carcinogens. In many cases, the modeou bar abnor-
m:ﬂ::mn-mﬁd-ﬂhﬁﬂ:nllm:ﬂmh
fiocal can be found in nt
lesions and normal fiscue. Tltgnlmglmmr“
af the molacular hasis of lung and head and neck
carcinogenasis al ke to hetter selecting molecular
alerations that can be modulated by moleou lar tr-
Feted agent ether in a curative or in a chemaopre-
ventive appmach. &

M ol 2 OR1L, powme, SRDG . ddlthons EEV, BGRR, BAS,

werde  Band and seck comol, lEng CamoE,

chanm coomal delefioas EEW, BoFE, RAS, VEGF

Introduction

Le cancer bronchique =t ke cancer = phe infquent
dans ke monde ot mprésente a pemiére cause de mos
talité parcancer chez Phomme dans les parys oociden-
taux [1]. En France, les canosrs bronchiques primitis
antune incidence de 70 cas pour 100000 habians ot
Epresenent emvimn 30 000 nouveain cas par an [2].
L'Gge médian de survenue du canoer des bonches et
de & ans, avec une netie prédominanos masculine
(sec-mtio hommesfemmes poche de 100 1] 1 et
Chexique de distinguer, sur des oriténes ana tomapatho:
log iques mais Szalement clinikgues et Svolutifx, b= can-
cors bronchiques 3 peties celhles des canoors
bronchiques non & petites ozl lules fcarcinomess Spider-
mokles, adfnocarcinomes of cacinomes 3 grandes
cellules). Les canoes bronchiques non & petites oollue
le=s oot fuen ® emvimmn 8 96 de emsemible des canoers

Bl Tamer ol 8 = N® gpdoiall » Mvrier 2000

dess bronches. Les cances des woies admdi gestives
apsiowres (WVADS) [cowitd buccale, phanpm, ot
larym] ont une incidence de 23 cas pour 100000
habitank of epefsenient emvion 17000 nouveaux
% par an, awer une médiane d'3ge de 60 ams ot un
sexrafio hommes'femmes de 3 3 7 selon les localisa-
fions fumamles [3]. Ces canoors neprésenient donc un
probkEme majour de ané publiqgue de par leur iré-
quence of la morbimodalite quik entoinent.

tous avons choisi de regmauper les canoers des bron-
ches aver les cancers des VADS o de les nommers
& canners dies vodes afriennes 5. Ce regroupemssnt pos-
st plusioun justifications : continuit® anatomique,
fonciion ComIMUNe (WS 2ETENNeS), meme aRent car-
cinogéne causatil fehac), similtudes histologiques au
niveau des Spithéliums de ewitement of suout des
ksions cancéreuses qui 5y développent, anomalies
FENStiques commames o oonstatations cliniques. En
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efiet, les patients atteink d'un cancer des VADS ont un
nsque acou de développer un cancer des bronches
lratio cas ahsenvésicas afendus &gal 33 4). De méme,
k= patien®s attein®s d'un canoer des bronches ont un
nsque Elevd de développer un cancer des WADS
{rafio cas obmervwisfcas afendus égal 32.5) B Fune
tpon phe générale, tous les patients afeink d'un can-
e dies woies afnemnes ant un sque Elevé de dévelop:
per un seoond cancer, ke phs souvent en rapport avec
= whac (honches, VADS, osophage, wvessiel [5, 6.
Le e de oofie revue et didentifier les mécanismes
mincipaux d'inifiation of de progresion des fumeurs
dess woies afriennes of de souligner e rile des albdna-
tiors modéou lines refrouvdes dans les mugqueuses nor-
ma e, dars le s wicidives of dans b= développement des
sononds Canoos.

Susceptibilité génétigue

Malgré Fidentification du takhac comme principal car
cinogéne dies voies afriennes, des données Epidémioe
bgiques suggérent Pexigence dfune petdispasition
pentique dans 'appantion des canoers: bronchiques
ef des VADS. Emviron 90% des canoers pulmaonaines
surviennent cher des fumewrs, alors que seulement
X % des fumeus dévweloppemnt un canoer beon-
chigque [7]. Par ailleurs, le rile de Findoxication alooo-
liqgue comme fdeur de risque indépendant dans la
survenue des cancers des WADS =t éabli, avec un
efiet mu kiplicatd pour ¥ association aloool ahac |8, 9].
L'étude des gines impliqués dans e mésholisme des
carcinogénes du hac a peenis de mefe on &videnos
des polymasphismes géndiques enzymatiques, jount
un e impornt dans b sunvenue des cancers do
pouman of des WA DS. Aingi, des magations péndtiques
oconduikant 3 Fagmentation de Fadivid du opto
chrome P450 consitueraient un oer de Asque
pour Fapparition de cancer des bronches o du lpnx
[10]. Fautes abfrations, tek b= génatypes nuls dies
pines codant pour ks enmpmes de déoxification
glutathion &-randéome §05T) T1 o8 GET M1 ainsi que
Iz péEnatype AG ou GG de la ST, semiblent Sre des
tacteur de reque powr b survenue des cances des
VADS ot dess bronches [11]. Line Sude a suggéet Fim-
plication d'un locis situd en Gq23-25 dams e dévelop-
pement des cancers hérdditaires du poumon, oofte
Egion cofenant plisicus génes f intée ek que
ICF2R, PARK2, SASHT ot TCF2T [12].

514

Ré cemmeent, plusieurs @udes ont démoning Fexi stence
de polymophisnes gindtiques, en parfculier 2
niveay des pines oodant les récepieus niootiniques
de "acéylcholine stuée surle baos 15q25.1 [13, 14]

Anomalies chromosomigues

Le pmfil dfshesrations chomosomiques observé dans
b= canoes bronchiques et du bype « monosomi que ».
Il s caradénee par |a prsenoe de nombeeux remanie-
ments chromosemiques ahowtieant suriout 3 des délé-
fins of fes raement 3 des duplications ou 3 des
amplifications. la formule chromosomique tend 3
='ahaieser juegu’a 35 chomosomes. Surdennent alors
souwent des endossduplications, qui font penser 3 une
Iypoadgraploidie [15]. De mukiples déséquilibres chro-
mosomiUes ot & identifies dn wiro dans les cances
du poumon et dans des |ignées umomles d'épisheliums
bhronchiques. Beaucoup d’anomalies chromosnmiques
SOt COMMMAmes JUx cande s bronchiques non 3 pefites
oellules of ax cancers heonchiques 3 petites oellules
[1#4)].. Elles concernent |a pesie en 3p (oo de FHIT of
d'autes pénes candida ) of en 9p (loos de CDKN2AS
COKNIB encodant pi6 et p14™7). Ces penes pénési
ques sont asencifes 3 |'epos ifion aux carcinogines du
faihr o SOn T NN LS GO O SwWanemaents. oo
o= du pacesE cacinagenique branchique. Elles res-
et déechhles pheicus annédes apris Famét de
Fintocication shagique [17]. La pefteen 3p intervient
danes ‘9% des canoes haonchiques ot 78 % des |&ions
préimvasives [18]. La perte en 1 7p13 (oo de phl) et
moins ffquente of sugpéne que b= abfofions de phl
sot plis tamdives ou bien quiells relévent dautes
mécaniemes vk que des matations. La fnéquence o le
namine des anomalies chromosomiques augmentent de
tagon paralisle 3 b pogesdon wmorale, depois la
k=ion pemaligne jusquian cances imvasif [19]. Cutrs
o petes en 3p, 90 ot 17p préoontes dans 50 3 90%
dess cancers dies baonches, des peries en 5gp fip, 11p ot
13q onté s démontrées dans 203 60 % des cax [19:22].
Certzines anomaliss cheomommiques peuvent &re ral-
tachées 3 omtains fypes hisologiques. Ainsi, les gains &n
7p sont susiout obmerves dans |es cances bonchiques
nan 3 pefites cellules, tandis que ke gaing en 18g ne
s'absereent que dans ke cances bonchiques 3 pefites
cellules. L= adénocacinomes bronchiques ont des
gains en 1q, 7pet 11 qphs sowvent que be carcinomes
épidermaides des branches [16]. La ts grande majorté
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des patients a%eink d'un cancer du poumon pesente dess fissus volsins poustant hisiologiquement nommaux
des anomalies chmosomiques non sculement dans [18]. Les masafions du fies emdinonnant Comespon-:
leurs cellules umarales, mais encore dans les cellules draient 3 des Swénements précoces dela catinogenisn.
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Damnz les cancors des WADS, des gains of des pestes
chromosomiques omnt &6 idemtifiss espectivement en
Iqiger, Sp. 7 Bg, 11q13-23 ; et 3pd 3-p24, 5qi 2
q2l, Hpllpli, 9pdi.pl24, 18q2223 =t 2ig [23].
Des pertess &n Mp cher les femmes of des peries du
chromosome Y ont Sgalement &€ déonses [23]. Le pro-
fil chrommsomique cdhserve dans les canoors des VADS
et le plis souvent du type « monosomique = [15].
La Figure 1 illustre les principales anomalies chomo.
somiques abservees dams les cancers des bronches (A
o dess W ADS (B). Cose figurne et wokon Sirement incoms-
phe e ef chesche avant fout 3 donner un apesu global
dess prafik chromosomiques abseneds . Les pertes o hé-
tErarypofie, Svocatnos de inactivation de génes supe
prescun de umeur, concennent les chromosomes 3p,
49,5, 6p, 9p, 11q, 13q, 14q, 1qet 17p[24]. Les per
e en 3pid ot 9p21 ont &F cheeneées, aver une iné-
mquence Sevde dans e Isions précanofeeuses de la
cavite buccale [25]. Ces observations aissont 3 penser
que Faltéotion de oorins génes spprescus dans
o Egions et prabablement un Svéncmens preooos
de la carcinogenéee des WADS. 1l a par ailleus &8
démantrd que le degré de polysomie &aitamocs 3 la
progression hisiologique des ksions petcancéreuses
des WADS [246]. La pere d'héSmaygotic a & recon-
nue ooimmee un Sceur pronotique du risque canoé-
mux des sions prémalignes de b t8e ot du oow
[27]. Dans Pétde de Rosin at al, pratiquement inates
b= | ésions prémal ignes. ayant progess € wers un canoor
imvasil présentaient une pede d'h&émeypotic au

niveau de 3p etou de 9p, alors qu'aucune des Ksions
aver comservation des deux alkéles en 3p ot 9 n'avait
Evolué vers un cancer imvasil. Au tiogl, environ 6%
dess ISsiomns peEmalignes possédant une perie d'hé n-
Typatie en Jp etou en 9p et aunivean o une trok iEme
Egion comme 44, fp, 11qou 17p) anteu une Swalu-
fion i mvasi ve.

Oncogénes et génes suppresseurs
de tumeur

(ncogénes

La carcinogenése des woies aénenne s comespond 3 un
prooessis malictapes Gisant indervenir Faciivation
doncogénes of l'inacivation de pénes supprewous
de tumeur. Fhe de 100 oncogénes ont &2 identifis 3
or jour. Pammi ewx, nombeux son? omne impliques
dans la caminoge nése des woics aStennes [abloar T
Dams b= cas partiou lier des canoos bronchiques, il G
snulignes ke wile de ras, comye, coedh-B1 (BGFR) of ¢
B2 (HER-Aneul. Les mutfion adfivaiios de o
el (BGFR) sont infquentes (24 % des canoses bron-
chiques non & petites cellules) of touchent sysaEmat-
quement |a région tymsinekinase du récoptewr [28].
Elles sont caracdritiques des carcinomes baonchi:
ques, mais leur iclogie n'est pas comnue. Les muts-
tins b= plis fndquentes sont celles de Fexon 19,
suivies de colks de Pexon 21, puis colles de Fexon
) [24]. La fedquence rapponde de oss magations est
de 46 % pour Fexon 19, 40% pour exon 21 =2 9%

Tabbeaw 1. Exemples d'anomales mobbulyie: implijubes dams [onooge sdor dis Rumewrs des wies 38 mes

Mrelel A €5 Dl RS [ g CEHIFC CERL AT g VADS
R [Pl i " - "
HER-Z Prookil @ e ® = =
EAS Frolid @ ton * - *
FOE/REL Frobilé @ tios fagoainae . » -
TR [Pl @t ® - ®
T&F okl thee fapopinae ® * ®
B2 LS T ® [ ®
M Lt P w " #
Cycline IE Oyl ol L ® - ®
[+ ] Dyl ol laire ® * =
piE Cipche ollis Lavir w - -
g Cipcte el Lire . - *
Tot iz b st Tomiemi o vt it o * * *
WEGFR By iage mala " * "

E
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pour Fexon A0 [30]. Les muiations sont ooneslées & la
sors il i ann inhibifeurs de tymsinedinase (oorines
sant des mafations secondaires, T7908 impliquées
dams la o= sanoe aux inhibdeus de EGFR). Ces mutas-
tiors sont plus infquentes chez e femmes, les non-
fumeur, ke adénocarcinomes o ks sujes iatiques
E1]. Vexisence de telles mutations a &8 déonite au
scin die I épishélium bmnchique « normal » adjacont 3
la sumerr [12]. L'amplification de BGFR {polysomic ou
amplification vaie) 2 Sgalement &€ déoniie, ot elle ot
amsocite 3l mutation [33]. CoerbeB1 {EGFR) est sune
prime dans les canoers bronchiques non 3 petites ozl
lules dans 34 362 % descas [34]. Cefe suresparssion
et dans ks deux cas lide 3 une augmentation de la
transcription of de la traduction, of seul un Gible pour
contage de umeurs présente une ampliication du
gine [33]. LUne méanmnlse sfoonie sur donndes
publifes ne retmanve pas d'association die b s uresgnes-
sion d'BGRR ef de | survie des patients [35], mais ooffe
srepEsion pourait prédie b répomse ot b sunvie
des pationts sous inhibiteurs araa d'EGFR [34]. La iré
quence d'amplification du géne de HER? &aluée par
FIEEH vane de 2 3 10 %. Combinée 3 b fetquence de la
pobysomie, Famplification de HER2 s'ékwe 3 23 %
7). La surxpression de Cooh-B2 (MER-2) est &gale-
ment un fceur pronast que pejoraiil, assocse noms-
ment 3 une phs grande chimiondsitance [38].
D= mutations kocalisfes dans e domaine kinase de
HERZ ont é¢ déontess dans 4 % des CENPC, en parti-
oulier dans les adénocarinomes (9,8 %), cellesci sur
wenant essenticlkement cher b= fumeus ou anciens
fumnecus [39, 40] Des mutations de b POE ot &6
deéscrites dans 4 % des CPHPC, conduisant 3 une act-
vation &' AKT H1]. Une sugmentation d'expescion de
phospho-A KT est absereée dams phe de 60% des can-
oers bronchiques 3 pefites cellules o non 3 petitess oel-
liles [42, 43]. AKT ext également activée dans les
k=ions bronchiques préndoplasiques sugRSrant son
Kk dans b caminogenése des cancers des WADS
[44]. La diminution d'mpeession de PTEN, Egubteur
négatil FAKT, et fréquente (74 %) dans les canoors
bronchigues non 3 pefites o llules [45].

Ras est suresprimee dans prés de 50 % des CBNPC
6], Les mutations aciivainces de s sont rebouvdes
dans 10& 15 % des cancers bronchiques non & petites
cellules, mais fnés rasement dans ks cances beonchi-
ques 3 petites oellules, of localisfes le phe souvent au
niveau du codon 12 de Keogs, plus ransment 2u nivesu
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dess codons 13 et b1 of s rarement au niveau deb-ot
Haras [47]. Les muiations de Ras sont plus infquentes
dans lex adfnocarinames of les camrinomes baonchi:
ques 3 pandes cellules. Cuodre-vingtd i pourcent des
mutations de Ras sont des mutations de Koras. Les foch-
niques de biologie moléculaire les plus  sensibles
mfrouvent une muiafion de Kvas dans emviron 50%
des  adénocarcinomes ot exclusivement cher des
paticnts funecurs. Les mutstions de BRAF sont raes
dans les canoes du pouman (3 %) EE-50]

La détection de compr, auniveau des marges chirurgi:
calk= bronchiques histologi quement noenalkess ou al-
wes, ot partioulitrement Elevée cher s pations
ameints d'un cancer des bonches [51]. Ces donndes
sugperent que Falation de cmyc préckde ke madi-
fications hisiobgiques. L'amplification de campc e,
en revanche, un phénoméns @rdid, b= phs souvent
tmanve cher les patients préalail ement fraités par chi-
minthéapie [52]. Bien que l sussqression de camypc
ne soit lidée 3 une ampli fication du géne que dans 10%
des cas, une sunexpression de ) protéine a &6 refrou-
wise ol ns esnwiron 45 % des cancers des bonches [53].
Le meficanisme précs epliquant b sunevpressi on pan-
tEique de comyc dans bes cances baonch iques n'est pas
oonmu. |l pounait s'agird‘une akéation de b dégmda-
tion de FARMNm de comye [52]. Par aillewrs, |e proio-
anoogéne MET qui code powr ke sScepieur du HGF
thopatooyte growth factor) pourgit consibuer 3 une
bouck: agoorine de omissanos des cancers beonchi
ques naon 3 petites oellules ef 3 la ré&sktanoe aux inhi:
biteurs de FEGFR [54]. Enfin, 20 3 &0 % des cancoos
bronchiques 3 petites cellules & un pourmentage phe
taible des carcinomes pulmonaines non 3 petites cell-
le= smpament la bambiine ou GRP igasten-raleacing
pepdide) [55]. La plupast des lignées oeliulaines bron-
chiques. expriment des sSoepieus pour la bombésine,
sppérant ainsi Fexitenoe dune boucle aufocorine
[56]. Lexpresion phs imporante du sScepieur au
GRP chez s femmes, lide 3 b présenoe de oo gine
sur e chromosome X of 3 son absence d inactivation,
pourmit &re un des mécansmes sqliquant b siecep.
tibi I plus Elevée des femmes 3 Pefiet carcinogéne du
thac [57]. L'existence dune boucle autoorine, i sant
imeneenic FIGF1 ot -2 {insulin powth Golor) ot e
wicepieur a FIGF-1, a également &6 suppende dans ke
cancers des hronches [58]. A o titre, les sujets ayant
un fux Sevé dIGF1 sfrigue pesenient un nsque
@0or de cancer dess bronches [59]. Par aillsurs, la sor-
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expression des opclines E ot D1 dans ke canoers baon-
chiques nan & petites oollules poumrait avoir un efict
ancogEnique. la esisance 3 Fapopiose comnstitue
Fune de s &apes. La surexpression de . pmgine
Bol-? et retmande dans 75 3 95 % paour b= canoors
du poumon 3 petites oellules, 10 3 35 % pour e can-
orrs du poumaon nan 3 peftes ool lules.

Le wioopaeur 3 FEGF (opithelial growth fachor) est sur
exprime® dans environ 85 % des umeurs des VADS
]l Le dege d'expression du récepteur 3 FEGF est
X finix plus &lewd dare 'épithéliom histologiquement
noumal de patienis afeint de cancer des VAIDS of 69
fnis plus éleveé dans b umewr elle-méme, que dans
I'épighelium nommal de sujeis non fumeurs [i1]. CeSe
surepes ion o=t Sgalement comnside dans les isions
dygplxiques of semble amociée 3 Faggovation histo
Igique des Exions petcanofreuses |[60]. L'amplifica-
tion du giéne GGFR en FISH est connélée 3 un mannvais
pronastic des fumeurs ORL [62] L'amplification du
géne de la opcline [ istué en 11q1 3] o w2 sunexgpnes-
sion sont Egalement des &vwénemeents impostant de la
carcinogenise des WVADS, sowvent ameociis 3 |inact-
vation de pl 6.

GEnes suppresseurs de tumeur

La perie des g énes suppees seurs de fumeur est Vune des
étapes ks plus peécooss de la carcinogenés e des voies
FENENNES, of 500 o Senc e Sait indement sugRénée par
bz pmofil carpatypique « monosomique & de la plupart
de oo tumeurs [15]. Ainsi, Finactivation de Rb et trés
fréquente dans e cancers bronchiques, en particu lier
damns e carcinome 3 petites cellules. Line perie dheéas-
maygofic au niveau du loos de Rb est observée dans
9 % des. castinomes bronchiques 3 petites oollules et
dans enviran 3 % des cacinomes bronchiques non
petites callule |63, 64]. Uine perte o hétSraz ygatie en
13q est également refrouvée dans environ 50% des
o de cancers des VADS, Cee pese o5t rassment
Fm0Cee aver une inacdivafion de Rb, oo qui suggéne
Fexisienoe d'un auine péne suppresewr de fmewr
dans |a région du géne Bb [G5].

Erviman 7% des canoos des bonches présenfent une
mutation de p5i. Les ravaux de Denissenbo of 20 ont
desmaoning que |e henzopyréne — un des nombreux car
cinagénes confenus dans |2 fumées du ke - et direc-
fement reponsaible de b survenue de matations du
fype mansversion G: T[] Les magations de pSl
sont ouvees dams 70 3 100 % des a5 de canoors
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bronchiques 3 petitess cellules of dans 45 3 75 % des
formes nan & pefites cellules [67, 68). Une comélation
Elevie a &6 mfroavee entre la fnéquence de ces muta-
fions au niveay tumoral of b duse de Fimoxication
whagique. Les alrations de p&3 sont &galement iné-
quentes dans les canoss des VADS. Elles interviennent
sous |a fomme de peries alkEliques, de magations ponc-
fuel b= ot de deélStions. Llinactivation par des prot&ines
vidles (protéine Bh des papillomavins oncogénes) a
&F sugpfrde dams les localisations ompharyngfes.
La fréquence des sumaxprecsions of des mubtions de
pf 3 dans les cancers des VADS est estimée entee X))
o i) %. L'existenoe o alérations de p5 3 est démontete
dans des ksions précancéruss des VADS, La fré
quence des abtémtions de phl augmente de fgon
paralisde 3 Faggravation hisnlogique de oex lsions
1649]. 1l 2 Sgalement & sugpens que des manges ¢ hirur-
Ficales, considésfes comme masphologi quement sai-
nes, et suvent envahies par des  oellules
podeuses de mutations de p53 0] Enfin, b surex-
presion de ps 3 refrouwse dans Fépighélium mospho-
lgiquement sain des VADS, & distanoe de i fmeur,
pourmit &re un Qoo prédic de b srvenue de
seconds cances.

La peste dhésfrorygotic en 9p21p24, infquenie o
précace dans ke bions des VA DS, a conduit 3 Pétude
de oofie région chromasamique of 3 la découverie du
loous CDEN2ALDKN IR, Ce lboous onde pour pl 6 ot
pl & pines sppreseurs de sumeur fquemmen
impliqués dams b cacinogeni=s de oo Emeus.
Le= mautations ponctuelles de o7& sont mres dons b
plupart des tumeurs des VADS, k= principaux méca-
nismes d'inactivation de p i &ant |a délstion homozy-
gt ou b m&hylation du géne. la pere de plé
ifervient ¥ dans b carcinogenéss des VADS.

Le= pestes d'hétémarygatie en Ip sont tes inSquentes
dans b= cances des beonches (= 70%)L Le dile de
FHIT ifagie histidine rad), siné en Ipl42, reae
déhatu comme possitle géne suppresseur de fumeur
impliqué dams b carcinogenése bronchique o proba-
blement des WADS. Le gine RASSFT (@ efecr
homolog 1] o=t it en 3p213; son sl comme
piene mppresmeur de meur dans b cainogenése
bronchique semble oo oonfimmer, avec une inaciivation
quente du sscond al ke par méshylation du peomo-
e du géne cher prés de 100% des tumeus bron-
chiques 3 peties collukes 2 60% ds cances
bronchiques non & petites ozl lules [F1].
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Linefone propostion de peses d’hédranygotic en 50, 3
proximite du géne AP (adonomatosis podyposis ool
ainsi que des petes d'hédmaygotie au locws FAPC
ont & mirouvees. dans B0 % des épithel iums drysp lasi-
ques, ainsi que dans 67 % des cancinomes in sihr ot
dans 50% dies canoers invasils des VADS [F2].

Hueman papillomavirus (HFV)

et Epstein-Barr vims (EBV)

Le rfle du HPRY dans b survenue diun sous-gmape de
cancer des WADS semble reconnu, aver notamment
Félucidation des mécanicmes moléoul zires oncogéni:
quess lifs aux prodfines wvirales B et E7. En ofict, un
nomivre oroissant de donndss sugpine un Bile posible
des infections 3 M dans b survenue de costaiine can-
cors des WADS. Les bsions buocales associées au HPY
comprennent des papillomes, des condylomes, des
leucoplasies vermiqueises of des carcinomes. La préva.
lence du HPY dans les cances de la cavieg buccale
varie enfre 31 of 74 % sclon les sénes [F3]. U'étude
de Findection par HPY ot Fétnde des muttionsfinact-
vations de Rbet pb 3 suggénent s fofement le sile de
oe ving dams Fapparifion de oerins canoors dies
WADS [74, 75]. L'MP-16 est le plis SSquent panmi
b= cancex Ol positik pour HPY. Line pmpostion
imposante de cancers des VADS, notamment omux
de |ocalisation omphanngée en paticulierde Famyg-
dalel, de fomne hisologique faidement difigrenciée,
ou survenant cher des sujets 3 Gible consommation
alcoolique o sams indmication Ghagique, seit en
fait asencife 3 une infedtion par ke HPA [76]. Enfin, le
pronastic des fumeus des VADS asociées au HPY,
serait meilleur que oeli des canoers P anégatiis
[Fal. Il n'y a pas d'explication au meillsur pronastic
des cancers HPAV . positik des VADS. Line meillsune
wpanse 3 Vimadiation, le fle de Fimmanosuneei llanos
induite par l=x anfigénes vimii, une carcinogenése de
champ réduite cher oo patiens non fumeurs pour
mient & esponsaikes de ors résultass [76). 1 est pos-
sivle de considérer HMY comme un acofkéraewr dela
carcinogenése malt-capes des VADS. Pheicurs &ue
de=s &pidéminlogi quees néoenfes sugRénent quiune sfno-
logiie pasifive pour M E16 seait un oo pesdictif
de |a survenue de cancers des VADS [77]. La présenoe
d'une infection arale 3 HPY ot Sgalement asociée 3
un risque soor de canoer des cavités arales [FH].

Le wile de I'EBY dans b survenue des carcinames du

nasopharyme ot suspeck® depuis phs de 35 ans.

Bull Camaney sl 96 = N® spabciall & furier 20049

Des Sudes plus Boomes ot mis en Evidenoe L pré-
senoe du gEname de EBY dams les cellules fumorales
of b séomtion par ks oolhles tumorales infectées de
tacieur de omissance lymphoide. Les Sudes sémdogi-
ques mongent que b sunenue d'un cacinome du
nasophanny {surinag dans san fype indifiérencid] e
Fmacise 3 des concentntions Elewées dfanticops, diri-
7 conte ks pmdfines impliquée s dams ke oycle po-
ductif du vims (antigénes précoces: EA awvant la
eEplication de FADN ot antigénes de stucture plus G-
difs, tel 'anfipéne de la capside : WEA) [74].

Télomérase

LLie=s 8l oo st dess st 1 honue opmaSiques
Incalinfes 3 Fimdrémitd des chromosomess sucanpoies
dort b2 rile ext die pefvenic l=ur dégradation et b sur-
venue de Earangements chromeoeomiques. Lors de
chaque divisian oell luire des callules somatiques nar-
males, b= Eloméres =0 racoourcissent conduisant in
fine & un ant de proliifation ou au déckenchement
de la sfnescenor wplicative. Lin complexe ribonuclén-
profeique appel 8l omeémoe penmet e maintien de s
stquences ¥Eloméniques. Celui-ci et compos® df une
matnioe d*ARMN nécemaire 3 la synthése des lomees
(hTERD) ot dune soas-unité caahtique reverse fran-
schptxce hTERT)L. La wexpremion de la wloméoon
joue un rile impodant dans b biclogie de b celhile
cancérese lui pormeSant de profiféer indShiniment.
Line activite de 2 lomén se ot détecite dans 90%
des cances du poumon 3 petites cellules B0 of dans
6 395 % des canoers du poumon non 3 petites oellu-
k=, avec inuiefols une inéquence moindre damns les cax
dess carcinomes bronchioloaheéobaires (40 %) [81]. Pu-
siours Sudes ont sugRénd que b détedtion d'une act-
vitd forte de b télomérase, ol un niveay &evd de
FARMmM de hTERT serait coméld 3 une survie moinde
dans lex tumeurs du poumaon non 3 petites oellules de
stade | 2] o 3 un risque de récidive plus imporant
F1]. L'activation dela i€lomerase semble jousrun rile
impaortant dans le développement peScoce des umeus
du poumon. En efief, un taax Elevdé de FARMmM de
hTERT a &8¢ retrouwé dans 77 % des ypeplasies
ahvéolaires atypiques de haut grade contre seulement
I7 % en e dhypeplsies alvéolies atypiques de
hax grade [3]. Lesxpresion de b ¥ loméraos et &a-
l=ment un Evénement fréquent dans les cancers OFL
aver une détection de |"ARNm de hTERT dans 75 &
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100 % des cas [84, 85], celle-ci survenant également
de fapon précoce au cours de b kEnongenée [4].

Angiogendse

Enfin, le déweloppement de b némangiogenése fumoe
=le o5t également une éape ementiclle 3 b canofno-
genése bronchique ot ORL W6, Celle-ci passe par
Fenperssion de b voie du VEGF ivascular endothelial
gowdh factor) of du PDCF iplateket- desved growdh -
o4, L'enqoresssi an du WEGF est retrouveée dans ) % des
tumeun bonchiques non 3 pefites cellul=ss [67].
D= mux Elewix de VEGF intmtumaraux au circulants
ont & amocs 3 un maavais pronostic cher les
pationts attein®s de cancer bronchique non 3 petites
cellules [88, 89]. Line densitd &lewde de micmwvais
seaux o=t Egalement un Gcewr de mauvais pronastic
ot pedicil de suvenue de meéstaees 90, 91). Lex-
pression fumarale du VEGF idéeciée par immunahis-
tochimicl pourrait & Sgalement un Gctowr de
mawvak ponosique dams les cancers OFL [92].
Le VEGF joue un ride dans |a coisance fumarale en
stimailant F angiogenésn ot favorics Sgalement b diffu-
sion plewrale des cellules tumorales dans des fumeurs
bronchiques [93]. Linhibition du VEGF ou de son
W epieur entraine une diminution de b vas culariation
et de la croissance tumarale de xénogrefies de fumeurs
bronchiques humaines [94]. [¥aatres Sudes sur des
modéles de wénogrefies suggérent que Finhibition de
la voie du WEGF induit Fapapinse des oollules umara-
= et augmenie Fefficache o agents oyindo iques [95].
CFautres facdiewrs antiangiog@niques jouent un e
dans Fangiogenise des wmeus bBronchiques. LUne
egession fofe du hasic fhwoblact growth fachor
constitue un oo indépendant de mauvais pronos-
tic, d¢ méme que Fexpeemion infratumocle de
Fhyposia-inducible Gcior 2-a 190, 96].

Carcinogenése :

un processus multi-étapes

Il ==t admix que b warcinogenése comesspond 3 un
proces s muki-Sapes au cous duquel il existe une
acoumalation pogesive o abfrations  péndtiques,
mokéoulaines of phénohypiques qui pemesent | émer
gence finale du cancer. Les &vénements les phe préoo-
o die o pEcessu s comespondent & des abérations du
pEnome des cellules, mais les anomali es prmaines res-
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fent 3 identificr. Les aliéations généfiques incluent des
délitions de partie de chromosomes of de chromasn-
amplifications ot des Famangements pEniques, des
mutations panciuel b ot des duplications. Ces modifi
cafions géndtiques ne se fraduiosn tpas initi alement par
des mod ifications mophologiques cellulaies ou des
Emanicments de Fachidecture tissulire. Laooumola-
tion, Fineracfion of b coopéation de foutes cox alis-
phénofypiques des fisas (peoligration inoonindlée,
poanvnir diimvasion, pouwor méatatique, =c)l. Il a
& sugpeéet que 10 3 A) Swénements péndiques sont
nécessairs pour permesne la progression carcinogs-
nique au sein des tissus bronchiques ou des VADS
B7]. Les Figunes 2 ot 3 illustrent le procesaus cancing-
pénique muli-éapes, reppeciivement au niveau des
WADS et de |'épithélivm bronchique. Ce n'est pas
tant Fondre des aléotions qui o= impodant powr per-
mette la pogression tumos le, mais keuracoumulation
sucoessive. Les Figuwes 2at 3 sont iins pindes de Califano
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at al of constituent une compilation des principales
données publides dans b limératue [24].

Les fechniques de biologie modsoulaine, permesant
Fanalyse 3 hautdehitdu génome ou du ransoipiome,
ahoagiseent 3 Peéablissement de sigmatures modéoy li-
s des woies de canofrope nésees caracieritiques des
dififrents soustypes  histologiques des cancers des
wHes afriennes. Ainsi, plusieurs signatues génomi-
ques of podfomiques ponostiques ont &6 Sablies
dans b= cancer du pouman non & petites oellules |98,
‘H] De méme, Péablssement de signatures eflétant
Fesperssion des ARMmI des umeus du pouman s
dével oppent @pidement compie fenu de |la mise en
évidenoe wiomnie de Fimplication des ARMm dans
Foncogenése o la progression fumomle des fumeurs
du poumon [100].

Conclusion

La caminogenése des fumeus des voles afnennes
spéricunes of du poumon et sement de nombreuses
similarites 3 la dois dans le fype danomalies mokéoy li-

s impliquéss (oncogénes of génes suppremcus de

Bl Camacsr vl 5 = N® spdcial + e 2009

fumeur) of dans |a séquence de o &wE nements (pao-
oo mublictapes).
Llidertification peicise des difiérentes aldrations molks-
culzies pemnet ainsi ke dévelppement de thérapies
mokéou laines ciblant oo anomalies de mamiére spéci-
fique. De plis, k pefsence de oo abfrations dans les
k=ions précancfeuses e &galement enfrevair de
notreelles shiotégies en fermes de désction précoos of
de chimioprévention. W
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5.2 Annexe 2: Mutation de RAS et efficacité de la chimiothérapie

Loriot Y*, Mordant P*, Deutsch E, Olaussen KA, Soria JC. Are RAS mutations predictive

markers of resistance to standard chemotherapy? Nat Rev Clin Oncol 2009;6(9):528-34.
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Are RAS mutations predictive markers
of resistance to standard chemotherapy?

ralgnn Loviof, Fiemme Mordand, Enc Dewlsch, FKenAndnd Olsussen and JeanChanes Soria

Abetract | KR4S muistions maybs predotie of resisiance to anttEGFR moncolorakbased therapy In
patianis with poloractal cancer [CAC). Eoreaning Tor KRAS mutations In patients wkh CRC and nonsmalk
pall lungcanoer [M5CLS) may provide addkional informastion on aptimizing reskmant options with tangated
traraplas. Only Imied studes, howevar heve assessed the predoive vale of KR4S muistions in esporsae
to porwentional chemotherapy. W revimwed all relavant papsrs nvesiigating the sssociation of KRAS
muriations and oonvartional chemotrarapy-ralsbed cubcoms In HSCLES, CAC, and other solid tumers, both
inthe adiwant and advanosd settings. Our Reviow sirongly suggests ihat KAAS mutstions havs no vaks in
responss pradiction to ponvantionsl chemotharapy In MSCLC, CRC and other solid imors. Therafors, KR4S
mutaticns should not be ussd a3 molecular prediciors of responsa 1o porwentional chematherapy.

Logiod, V.oménl Wi Ass Cla Dol B, E38-254 |30 ; pabinhed online 34 Julp 3006, doi 10, 3050 sl sces SO0 10D

Introduction

Thres buman EAS genes have been 1damtified: HRAS
{thomologous 1o the onc ogene of the Hare yrat sarcoma
wins ), KEAS (homologous o the oncogene of the Eisken
mat sarcoma virus) and MEAS (st solated from 2 human
narmoblastomal. BAS i one of the most Importan mol -
zciles inthe BGFR downsirzam signal ing pathway.’ 545
can activate the serinetthrzoning kinass RAF, miogen-
activabed kinases EREL and ERE2, phosphatid ylincstin]
3-kinase, and a number of protzins that franslocats 1o
the nudzus to promote czll prolifzration. RAS genes,
axpecially FRAS, have been implicated in the patho-
wenasts and progrosisofseveral cncers. Inchdingadenc-
cardnomas of the lung, colon, and pancreas [Box 10
Polni mufations that lead bo the loss of GTPasz actiwiiy
arz associabed with the transforming activation of the

protzin, ramlting Lna.ﬂmmd._gﬁmm skmal.

Orverall, FRAS mutations arz in approzimatdy
3% of human cancers. mainly In pancraatic, colorectal,
endometrial, billary tract, loog. and cervical mncer?
Onmpznic mukations in £AS genes have baen delectad
in 15-30% of lung adenoardnomas 2 Thesealierations
arz more commaon in patlznts wih iobacco-assodabed
lung cancer compared with nonsmokars. Patlens wkh
FRAZmutant tumors are more lkely io be former or
avrrent smokers with locallyadwanced diszasz * & mala-
analysis study has rewealed that R4S mutaiions may be
a factor for poor survival in patinis with non-small-
czll lung cancer (S CLCLE KEAS and BGFR mutailons
are thought bo be functiomally redundant and theraforz
muhally exchsive.!

EAS mutatlons have been also lmplicated in the
dewlopment of colorectal cancer [(CRC ). Several dinical

Gorn paidreg, irvis rawim
Tha musthers ceckrs

stud ies harve shown Ehat KRAS muiaiions area significant
pradictor of resisiancs to anil-EGFR therapy in patiznis
with CRC receiving ceinximab or pantiumomab, alonz
or In combination with chemotherapy ** Screening for
ARAS mutations among patiznis wih MECLC and CRC
might provide add tional indormation for the sd 2ction of
optimal candidates for BGER-based therapy:

Mog patiznis with lung or CRC are treabed with stan-
dard chemotherapy ragimens. Conly a imtied nomber of
sindies harve ass essed the prediciive valz of KEAS mma-
lore In responss bo chemotberapy alone, and have rzsubiz d
In comtroversial findings. Thereforz, we performed a
review of the lberiurz to darify whether 8542 mutations
oonld predict dinlcal ceoome to standard chemotherapy
regimens in WECLC, CRC, and other solid tnmars.

Merrsmalkcell lung cancer
Fredinical data
Chpdatin Is the comerstone demotherapy regimen in the
iraziment of WSCLC. Infrinsic chemoresisiance in ¥2C0C
has been suggastad 10 be assodated with FRAS muta-
1ons.® In this regand most sindies have investigabad the
association betwesn RAS muiationsand dsplatin =fiacy.
Rezststance bo ckplain can be mediaied through the expras-
sion of relevant tramsportars [for aample, copper trans-
portars, organic catlon transportars, and P-gl yooprobain
encoded by BORT [mukidng resistance 1]), axprasion
of small molecular wedght tracz metal and free-radical
scavanging protzins (metallothdonedin), and alterations
of DA mepair processes [mudeotide excision repalr and
mismabch repairl® Limied predinical data, howevar arz
wralable bo support the trvol vement of &A45 muiations in
resklance o conventional ;

The human 20EF promoter was shown o be 1 targat
fior the oncogene c-Ha-RAS-1 and the tumor supprassor

E&D | SEFTESAER 50§ | WOILE &

Penw. B NEUre. £a ) ek ene

AN Facrrillan Pubd e Lim s &1 righis ressined
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P53 In 3T muoring fibroblasts, The stimulaior y effect
of c-Hi-RAS-1 wis not MD®] promokzr specific, In
conirast bo mukant p53 sttmulation and wild-type p5s3
Tepresshon.’s Wishart erail confimmed that fransfection
of mink lung zpithelial cells with HRAS may Induce
atypical mukidmg rasistance. This find ing, however, has
nok been observed with FRAS expresson in N3CLC oell
lins. The expression of bzlomeras: and the Inactiation
of p53 and pEb [refinoblastoma probzin ) are the minimal
w2t of changes required for the emergence of preumaori-
wenkc drog-resistant cells. which suggests that the abiliy
0 acquirz mulildrog resisiance may not be dependant
onRAZactivation." In comparison wih nontransfomed
cells, muring fibroblasts transformed with the viral-
HRAS onoogene contaln elevated metallothionzin-Oa
mENA and proten levals. ™ This RAS-associated
change in metallothionzin- 1 axpression 1s accompa-
iz d by a noiable increase in the half madmal inbdbtiory
conceniration (02, for clplaiin. '

& compler natwork of DNA repair enzymas are
invalved in nodzotide excision repalr of damaged
DA, Induding the protein Xerodzrma Flgmenbosum
Complement ation group D (XPCY and Exdsion Repair
Cross Complkmentation 1 {ERCCI). Intracellular XXPD
proien levds in Chinese bamsier ovary (CHO) cells harve
t2en found to be under the exclusive control of RAZ-
dependant cascade activalion In responsz o insulin.™
Furthermore, insulin was found to enhance ERCC]
mRN& levels by activation of the RAS/Erk-dependant
‘pathwary without the involvement of the phosphatidyl-
inceibol 3-kinas/pp7i 56 kinase pathway, both in CHO
cellsand flly differanilaied 3T3-L1 adipocytes ™

These findings, howaver have neser been rzported in
WECLC czll lines. Babry ef 6l * hawe shown that viml-
FERAS expression in the }C1-HE2 small-cal-hing -cancer
cell line was assodated with prodound hiochemical and
murphological changes resulting in cells presanting a

non-small-czll phenotype. Despitz these phenotyplc
alerations, viral-HRAS 2 lon was not wsodaied

with any changes in dsplaiin or sioposida sensithiiy. =
Furthermere, T ef 6l found no corrdation betwaen
chemorzsisiancs o sbecommonly wed chemotherapeutic
agants |cisplatin, doxorubicin, carmustine, melphalan,
mitormycin, and eoposidz ) and the presanoe of RAS gene
muiations Ina pane of ¥5CLC call lines. Theredome, at
present, no solid preclinical data support the influence of
RS expression on demorasisiance In KECLC ozl lines.

Clinical data

Warkous siudies berve wsassed the prognosiic valie of ARAS
mtations in MECLE, Desphie confliciing resuhs and the
lack of prospective data, 2 meta-analtysis has confirmed
that EAS mutations sa2m 1o be a factor associed with
poorsurvivalt Cnbya limbz d nomber of siudles, however.
b assesmed the predictive wloe of FRAS mutaiions In
‘patieris trazied by chemotherapy alone. Thess sudies arz
summarized in Table 1. The first sudy 1o asses the indlu-

encz of BRLAS stains in patients treated with chemotherapy

REVIEWS

Ky points

= Achveling BAS marations cozwrin 305 of haman cancers and i tha meast
conmon ganolfuncton muEions

= KRS mutEions ore molsaler prad iotors for e lack of beraftt of @l B3FR

monad ona boasad herspy in ooloneotal cancer

In ling cancar, colorectsl cncer, and oher sold fumors, KRS muisionshav

novaks for preciding Rsponss m cowanional chamotharapy

= MR muiztons shoudnotbe usad wihin tha daciskn d gorihm of chamahempy

&l esa Aindings nead 1 ba confimad in pros pacth frials wih appropriaia
muivarisia anakysis 12king Info scoount otter i and biological pradichors

Box 1| Cheractoristios essocified with RAS genas end proteins

« I manmalan pals, thisa R4S genes snonds jour A4S isofones (HRAS, FEASAL
HRAS4E and MRAS) hak =rm highty homclagous bt Aunclonally distingt.*

« RAS probaing are sniad §TFases that cyda betwsan inecive G0PEound and
abiha GTRbound conformations.

= RS profeins reguizts calIar respansas o many axracel kiar sinull,
nzhkding scluble fazions. drowh Boior bindng ta calaurbce
RCaphors oradba imecal wiardocking shes for adaphor malacukes and probains.
Imealvad in sigral ransddon

= RS ganas ara tha mostaommon fargets for samats gainof-lincton muiating
In human cancars.

= Botivating BAS merdations ooourin 30K of human cancers. Spectlc PAS genas
ara misiatad in diferem malgranc s,

= HRASmuiztons ae prevelant in panomalc, calorscial, endomatrial, bilery
irect, lung ard cardcal carcars; HR4AS end NRAS musions am found in
mpskald maligrancies; MRAS and PRAS niue ons predomingta in nalanone
and bladdar, respactivaly.

= I most cases, the somati nissense RS musdons faund Incencer cols
Immdce aminoacld substooiins ot peskons 12, 13 and 61.°

alonewas published by Fosell in 1995, Shdy patiznts with
stage [ILA NSCLC were randomly asskmed to recete
ekthar immediaiz surgery alone or thraz conrses of chemo-
tharapy (that 1s. mboomycin, toe amide and cisplating Gl
Jorwend by surgery: In inkal, 30 patiznis were admindstered
precperathe chemotherapy followed by surgery and
patiznis undeTwent HILGETY. I:P_.lur_'uamjl.imﬂ
staius wis not availablz for ewery patlent. The frequency
of KRAS podnt mutations was found to be higher in the
group tht reczived surgery alone (10 of 24 patknts) In.
comparison with the group that reczived both cheme-
tharapy and surgery (3of 30 patienis). Furthermore, bwo
of the three patienis with KRAS muiations who reczived
tath chemotherapy and surger v had no ohijedthe reponse
0 reatmiznt. and one had a partial response. 1n Ehis pre-
operative chemotherapy group, 10 of the 27 patients with
urspecified or wild-type KRAS tumor had no chjgctive
Tesponse bobreatment (378, and 17had a parilal or com-
plaba responss (£3%). Statistical significance. and bence
an zffectim dinical concdusion, was not achlesed, owing
10 the small numbser of patianis with ARAS mmaiions in
tha stndy

Rodenhuis ef el* reported the resules of a prospecthe
chinical erial including &3 patients with inoperablz stage M
of stage TV advanoed lung adenocarcinomas. All paiienis
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Tabla 1 | Cirkcal studie shosing & cormel stion bebsacn NSCLC, RRS status and beneft fram chamotherspy

Snudy Humiter of Charmoiharapy regimen  KRAE el pedes s Tidaa Orvaral survval
patlernis and riukaiboes (k1] (rrorvibe) wred P valus
—— ) Wikiyps Musni Wik Mumnt
Foasd ot sl b =] cimp isdin, niceyTin, 1.} Pk Pk Pk H&
[RE-- 14 Harlaride inecacurmnt
Frodenhumate. B3 carbopiedin, iforlanids, 36 6 15 & o
ey B winpa nide nainmEic F0AEe PeO2E®
Schller at s, LE4 cinp ndin, wicpoaide 4 Pk Pk o3 25
o0y IHE% {mcremnd) P=OOE®
P=por?
Ebartaed at ol 284 carbopistin, pac o H 6 a3 11 13
frrels 1Y rentmataiic] MG HE*®
Tumo ool 240 cinp indin, Wromibi re 32 Pk Pk [ T4
@00 (L%]] (o)
Iscmen = sl ima cimplsdin, gendisbimor 16 [0 P4 F& HA&
(2008 [ ] carbopistn, pac ol
framoed ek ar s avanij
aapsmm "M arawnm . ke RA mi M. HECLL, resamal <u l ey clrcEL

reczived chemotherapy (arboplaiin, Hosfamide and eopo-
sidel. among the 62 patents whose bumors were assas il
14 tnmaors (2% harbored FRAZ moiations. The objec-
Hra respons: rai wis 19% in the ARAS- muktion-poskiva
proup and 268 in the muratien- negiive group, whidswas
ot statistically significant (chi-squared test for trend.
Puil455), Madian surdival and medlan progression-ines
survhal duratons werenot sknificantly differant bawazn
thi two groups (og-rank test, P=0.20 and =022 for
survtval and progresson-free survival, respeciivdyl.

In 201, a prospaciie randomized tral ssessed the
potential beneft of postoperative adjuvant therapy Lo
patlents with carky-siage W3CLC, that i, completaly
rasected siage 0 and stage O0A tomors. ™ Fallenis were ran-
domly amkgned 1o recatm cither thorack: redistion theeapy
or four cycles of cisplatin and etoposide plos concornent
thomacic radiation therapy. Among the 184 assesmablz
mmurs, 44 [24%) ware postiive for FRAS matations. The
medlan surstval of patiznis who recehe d dhemotherapy
was 42 monthes for those with will-type KEAS tumors
and 24.7 months for those wikh muotant FRAS bimecs,
Unbarisbzand muhibarisbe analysis revaded no skmificn
diiferznces beiween thi groups.

The TRIBUTE trial enmlled 1079 presioushyunireatad
patienis with advanced MECLC (stage B o [V, Fatlanis
wire randomly assigned to carboplatin and pac el
plus edotind or placebo® KEAS mut ational stains was
assessad in 274 bumors. FEAS mulation status was ook
determined in L0 of the 374 umors bacause of pobymerase
chain reaction (PCR) andor sequendng rzaction fallure
for axon 2. KEAS mulations were detected In 55 ofthe
&4 bumes (21% ). Responss rabes In the chematherapy
alonz arm were not significandy differznt: 23% in the
KRAS mutation-positheg group (e =31), and 26% In
the muiatlon- negative group = 103). The medizn
timgz to progression and survival rates warz not signifi-
cant by different hetwesen the FRAS-muant group (iima

0 prograssion: § months, $5% C14.9-7.1 months; sur-
wival: 13 5 months, 95% C111.1-159 months)and 3RS
wild-typ2group {time 10 progression: 5.4 months, 95% CI
4.4-6.1 morrihs; survteal 11,2 momths, 25% O lowar Bmit
u.L months). Alibough patients bearing KRAS-mutant
tumars failed to benzfit from erlotinlb plos chemo-
therapy, no corrdation hetween ARAS mofational statns
and dhemoresistance was astablished.

Thiz JBRL2 trial 2nrollzd a ioial of 482 patiznis with
completely resectad sbage 1B or stagz [ M5 CLC.™ Patlents
were randomly assigned to vinordbing plus cisplatin or
observation. B3A S mukational sinms wis available for the
umars of 450 patients. In the chemothe rapy amm, whidh
Includad 210 patients, 46 [22%) had mutations in KRAS.
Adjuvant chemotherapy prolonged dizzase-free and
overall srrvivil among 333 patiznts wikh wikd-type ARAS
In comirast o 117 patiznis wikh muobant KR4S Intzraction
analysis was not statistically significant [P=0.20), whid
suggesis that FRAS mutaiional status had no effect on
{reaiment cutoome, KEAS motations, therefore. ware not
progrostic or predicths (Box 2) of a difizrential beneft
from adjwvant chemot harapy.

The IFCT-0002 phasz 1 irial compared two sequances
of chemotherapy {preoperative weras perioperaiive) and
twao cha mothe capy regimens {dsplaiin and gemctiabing
versus carboplalin and pacltaxd | = A total of 528 patiznts
with stagz I or slage [[ ¥SC1LC were randomized. and
15.3% harbored mutations in FRAS. Univariatz analy-
sis of data from 17€ patients reveal2d that 23045 muka-
onal siams was the only molelar akeration assodated
with the absence of tumor response to chemotharapy
(hazard ratis [HR] 144, 95% CI1.13-183, P=0.001).
Buhivariatz anakpsis, howe ver demonsiraied that ARAZ
mubations were not significantly assodaled with the
hsance of respons2 to chemotherapy [HR L 25 P08,
Furthermeore, KEAS mukations ware not assocdated with
progression-ites sursval ouboomes.
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Ovarall, these studies demonsiratad that BAS muia-
1ons have no predictive value of response to comen-
Honal chemotherapy or survival. Prospective studies
that indudz muliivaraie analysis arz ne cessary o friber
confirm this conclusion.

Colerectal cancer
Presclinical darta
Sgweral sudies hve ad dress ed the pradicitre valiz of RAS
mintational stahis in coloredal cancer and have reporizd
conflicting findings. 5-fluoroaracil (5 FU0) & an anii-
matabolic drog that i widey nsed in colorzctal cancer.
It Inhbits hymidylate synthase and induces czll-cyde
arrast and apoptosis by the incorporation of fis metabo-
Ites into R¥A and DA™ Response 1o 5-FU -based
chematherapy In CRC has bean asmdabad with seweral
bido markers, induding oeerexpression of tymid ate syo-
thasa, thymiding phosphorpase, lower dibpdropyimidine
dabwydrogznase, wild-typeps2 and c-mycoverarpression *
Pradinical data suggest that responsz bo 5 FU might also
b2 predicied by 245 mutational stains. For instance, tar-
webed deletion of muiant A5 in the human colon carck-
noma HCT116 cell ne was sufficlent 1o protect cells
{rom 5-FU-Induced apopicsts through the axpression of
welsolin, a protein with antlapopiotic activiy™ Transent
erpression of mutant EASVLE bot not wild-iype R4S
znhanced 5-FU-induced apoptosis in rat Intestinal 2pi-
thelial cls.™ Furthermore, HCTLLE cdls were mope sensi-
1iveto campothecin-induced apoptosts than Hka-3 calls
that had addeted mutant RAS alele. These datawere sup-
partad by another sindy, which found that the HCTILE,
Lowo and 5480 colon cancer cell lines, all harb oring RS
‘muiaiions, ware mors sensithve to 5-FU ireatment than
HTZ cdls that havewild-type RAZ™

Some reparts bave shown that oncogenic HRAS
incressed senstibeity to 5 FLU in fibroblasis. and reduction
of FERAS expression in bladder cancer cells conferned resis-
lance bo5-FU- Induced apopiosis. ™ These findings suggest
that the 545 medulaba tha res VS
of cells 1o mﬁ%t@%m
otber stindles in colorectal cancer supgest a possible predic-
ve value of &AS mutations, espedally jor FRAS. Hoang
efal™ demonsinaied that mion cancer cdls baaring wild-
Iype FRAS ware mone senskive bo 5-FU chemotherapy in
comparison wih 234 5 mutant odl Hnes, which suggests
acomdation between KEAS genotype and samskiviy bo
EFVL. Furthermcme, transfiection with motant FRAS in
thymidydate-sy nitese-daficlent mlon cancer cals showed
a skgnificant decreass in the abiltiy of cdls 1o underge
apopinsks in respons2 o thymidine deprivation.

Moreover, a relationship hatwesn BAS5 mutations and
Tesktance i irinobacan 1s supported by seweral studies.
Abmormal expression of the FOS onmgene. which 15
downsirzam of the BAS patbrvay, bas been Implicated
in tha resistanoe 1o several anticancer compounds.
Rasistancz 4o Irinotecan biss been rzported in cdls with
high FOS exprasion, cansed by upragulation of topolso-
merase 1 exprasshon. Furthermore, inhibition of c-fos

REVIEWS

Bk 2| Biomarker datinions

Blomarkar

Charmobarisiz that is objeci vely maasursd and avaluatad as @n indoetar ol
necimiel bickigioal procsssas, pathagenic procassas, of phammac okoghs raspon sas
0 & thermpsutic Inbaverdon '3

Frogrestic
Changa Ina markar or charesisnsio that s asscoiaisd wih tha dsaisa auome
Irmuspactie of rastmant.

Freadicth

Predizting e usaluingss of @ glven Daatriant. The beneit ol the Teeimar is
praater, Tor commpla, Tor paiamis wih @ positive biomarker vaiue, o might @sn
barasiriciad bo thasa ptinie. ™ Far goups of peticnts am nesded todalna @
precizive biomarker [reeted and uniraatad, thase axprassing tha blamarker and
thosa nol @pnessing e blomarken)

mRXA by anil-fos rbozyme in irinolecan Tesistant cdls
hias ban shiowm to revarm resistancs to linotzcan and

Teduce topolsomerase [ aprassion ™"

Cinical data
Clinical data regarding the pra dictive or prognostic value
of FAS mulatons inresponsz to chemot herapy in patients
with CRC arz alm inconchisive. Thes: reports are sum-
marizad In Tablke 2. kost sod ks ackd ressing this question
are retrosp ective and indudz 2 limtied number of patie mis.
The fiest shudy incduded 37 patiznts with cobon cancer whe
meczived 5-FU and leucovorin. ARAS mulations at o dons
12 o7 13 WeTe presant o 19 pailems and not present in LS
patiznis."* Rzspons2 o chemotherapy and ovenall sureral
rates warz simdlar in patiznis wkh wild -type or mukant
FRAZ {23% and 35 months for patlents with wild-type
A% 37% and 31 monibs for patients with mutant £45).
Eimilar resulis were obtained from a rerospactive stndy
inchid ing 55 patiants with stage 10 colon cancer trasied
wih adjrwant 5-FU -based chemotherapy™

ancther study assessad the predictive value of FEAS
mutations in <6 patkzntswith stage 0 colon cancerand 163
patiznis with stage 10 colon cancer. Patlznts were enrolled
in a randomized trial (Imergronp Trial 0035], and under-
wani surgery and recaived ad)want levamisaolz or 5-FU
plus kvamiscle or observation.™ AR AS mutatlons were
jound In 41% of canczrs and werz ssoclabzd with poor
survival in stagz 10 but not stage O fumors. In the groap
of patiznts wih wild-type FERAS mmors,an
in thi 7-yaar survival ratewas associbed with 5 FU phs
Jeramisole therapy {765 wersus 44%. HR Oud; 95% CI02-
0], whiereas o such benef® was observed In the group
of patients with FEAS-mutant tumors (527% wersus 5%
HE L.1; 95% I 0.5-2 7). Howawer, diffzrential traziment
Intzraction anakysts between wild-typ e and FRAS-muant
\nmiors ware oot signifcant {F= 0.23), which siggesis thai
the therapy hazard ratios warz not significanily differan
among e two groups, bt rather overlapped.

Another wnivarisbz anals sudy, in 273 patients with
stagz OI colon cancer who were randomly asigned 1o
Teredve aduvant treatment with 5 F17-based demotherapy
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Tabk 2 | Clinkal shickes showing 3 camaletion botssan coborectal cancar, R4S sistus end b=ral® ¥ om chematharapy

Sty Wambst of  Chamothorspy  HRAS Rasporss Bt (%) Overal survival (i)
patdenis ard  raginas muistions and Fraks and P valua
—— ) Widhps  Misnl  Widype Ml
Markowit LIS 37 5 FU-baand 51 az 2B - -3 31
L FmiDEE"
MNeranakid = sl s i rimcmn L= P4 (5 -] 13
cEaTye w FmiCUO04
dhran sfal 223 5 FU-baand 41 P4 [t H& P4
LEanye IHE P=O2l
Elegbar o gl -1 5 U-baand F P4 P4 H& [
2001 m
Srarsasnpanthan 430 SU-baand 33 P4 Fah H&™ P&
ol [EOOLFE m
Fomty ol 5 5 FU-baand 30 41 25 iz iz
2oL w Fmioa4s FmioELS
Wawtre ot o, k-1 5 U-baand -] P& P& H& [
Do m
Eilmrns-0d rmsdd a3 5 U-baand X =4 az H& [
ol [EOOOE w FmioETs
Sani Cutme ok . 3 FOLFRI 33 43 L= HAT P4
(L]
Bokamaysr = ol FE- 8 oL 3= P P4 H&® P&
208" w
o Farm '- “- o desdhi AAE 1. L werwam w il g RS Dl M i of

mEemd v h'qlunllhlll b
e maresd for sl osgs sad remest AL soa 1.3 raiw wamn s pandta

133 punﬁmmuﬂrfﬂuu-mmun p-u.mk__.lu.m =
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15-PU and kesamisole or 5-FU Levamisol e and lepoovorinl,
demonsteated that KEAS status was not assodabed with
diszase-frez survival.” A sindy conducted in 93 patients
wkh stagz [¥ CRC with Inoperable liver matastases,
analyzed the zffacts of AR AS mutations \n patienis who
recehved 5-FUI Eherapy exchushhye ™ KEAS mubations wers
|dentified in 25 of the 3 metatases: 30 in codon 12 of
KEAZ and § In codon 13, The objedive respore e rabe was
44.4% in thos with murant FREAS compared with 32.1%
In wikd-iype FRAS metastases [P = 027" Discasz Spaciiic
survival was nol influenced by FEAS stains, which mg-
pasts no predicie and! or prognostic value of FERAS muoia-
tons In. respomse o combined ankl-BSFR monod onal
antibody and 5=FL therapy.=

Ina small erfal of 35 pailenis with raftactory colon
cancer who recetved Irinotecan-based chemotherapy
(CFT-11), FRAS mubations in fumoes were s daled wih
poor surval ™ The median servival of patients with wild -
bype AFLAS was 332 days, in comparison wih Lo days
fior patlenis with FRAS-muman wmors (P =0.0036),
Thiereware no diffzrences In sex. s, periormance sias,
prior treat ment. currznt treatment and stage of discase
at the time of treatment with CPT-11 among the groups
of patkenis, which suggesis a possible predictive valne of
EAS muiations to the lade of beneft from chemotherapy
In codon cancer.®

& larger. retrospactiva study in 430 patients with
stage I CRC, ofwhiom 208 (43% ) had recefved ad]uvant

L8 (P AE] LET

chemotherapy with 5 FU and Jevamisole or 5-FLU7 and
lencoworin, addresszd whither there is @ specific pra dic-
1ive waloe for different FRAS muiations.™ A total of 140
murations warz debacted: 2% ware ghydne o aspartaie
changes incodons 12 and 13, There wereno differznces in
survival benefk based on KR4S stats. Univari ste anaksis.
howaver reveaked that patients with wild- type FRAS or
nonaspariatz mukaiions exhibkzd a skmifcant survial
‘benedit from chemotherapy, wherzas thosz with aspar-
1otz mutations had o moderats bened® .= In mulEvariate
analysis, all patkemis benefifted from aduvant chemo-
therapy irnespect Ive of mutational staius. Fatlenis with
nonaspariatz motations bad a greater benelk, confiming
1k resuks of the univarizie analysis [P o0 e L for wild-
Iype staius; Pei019 for aspartats muoiaiions; P 0] for
nonaspartat: makations). An lmeraction fest confiming
the differznices in responsz rales betwaan mutated orwild-
Type FRAS groups was nol reported: therziome, no firm
statistical conclusions can be made. Of inferast, the condi-
dencz tniervals owerlapped amorg groups, which sugaesis
1 protable negatie Inieraction ks

Twoothier siudies that were reported at the ASOD 2098
mezting addressed the predictive waloe of RAS muota-
‘tions in CRC. The CRVSTAL sindy 2 valuated the effect
of FRAS mutations on the oubcome of patients trazied
with irinoiecan -based dhemotherapy (FOLFIRL) with or
without cobuximab.® Amomg the 1953 patints incdudad
in this study, 263 patlenis Teczived FOLFIR] along. RAS
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muiations were nol predictive of pograsion-free sur-
wival madian survival for patizntswith wild-typz mmors
(=175 and mutant tumors (=37 wis 3.7 months and
£.1 months, respecthely (HR 0.57; P=0.37). Furthermora,
TREPOTE & [AES Werd ot differant batwean the
Two groups [43.2% [35.5-50 %] and 40 7% [29.9-51.7%],

for the wild-type and muiant groups, respectieely). The
seoor study, OFUS, asmessad th role of K54S status on.

proarassion -free survival and respons? raba In 337 patiants
rzaied with the FOLFOX regimen with or withoot cetuz-
imah. = Among the 337 patienis, 121 were adm inisiened
FOLFOX alone. Meadlan progression-fraz survival In
CRC patienis with wild-type FRAS n= 73] ind with
muiant KEAS (8= 47 was 7.2 months and E.6 months,
respaciively. This difference. bia ver. was not siatstially
skmificant [HR 1.4 P =i 1655),

Others salld tumars
Thiz predictive valoe of R.AS mutations has rarzly been
evaluaied in other sdid mmars, & 2008 sudy reportad no
predicie value of MRAS muiailons in patknis with met.
stailc melanoma undergolng isolatad mb infusion with
melphalan and actinomydn- 0. & retrospectie stody 1o
7 patiz nis with pancreatic adenocarcinoma who recehed
chemoitenapy, radlation therapy or other therapies, or no
irzaiment, also analyzed FRAS muiations. Paikents with
wild-type FRAS pancreatic cancer showed improved sur-
wival benedtt in resporse 1o radiaiion therapy compared
wih patients harboming mutant FRAS mmaors. This resuk,
herwersr, was not obserwed with che motharapy ™

Inconsisent rasulis ane reporied on the effects of FRAS
mutations in besd and neck cancer. In a stody presaofed
al the ASCD J00E maeting, PCE analysis showed that
omnly 35% of 157 head and neck carcinomas presanied
with K¥&AZ mutations In codon 12, There were nosigniil-
cant dffzrerces in the characteristics of the patienis. The
complete resporse rabes to chemoradiotherapy ware 713
and 7 3% (F=032), and ocal relapss rates were 3% and
37%, [Pwi,03) for patients wikh mubaied and nonmuaied
lumaors, raspaciively. Although a significant diference
ragarding locl reapss rate was observed. no ard differ-
anca for overall surviel was seen Mos difference
wias obsarred for patiznts treated with chematherapy alone
according to tedr FRAS siaius @

1n gynecclogic cancers, long-lecm use of tamoxtizn ln
postmanopansl women |5 associated with a twofold o
threziold incrassz in the nisk for developing endometrial
canczr After 24 months of tresiment with tamoxifen,
FRAS mubatlons were found in 50-60% of endometrial-
1nmuor-frez samplas of patiznis.* However, the signifl-
cance of this finding to endometrial crodnogenesis. and

15 prediciiva value o standard chemotherapy, remalns bo
b ducidated =

Edlary cancers compriz carcinoma of the galHadder s
wall as the Intrahepatic, hilar and adrahepatic ble duds,
Chalangloarcinoma & a rare malignancy asoclated with
poor progrosis and high moriality. FEAS mutabons e
been rporizd both Indysplasias and carcinomas. Although
[FRAS motations ane raczly dabzcied in gallblad der cardne-
s asm dated with gallshones, they socor often and cardy
inthe course of the diseass In umors ascciated withoon-
gential abnormaloy of the pancreatic bile-duct junction
Snrgical resection & the only chance for curz deapending
on carefil s2l ction of patiznis. There are no condosive
siudies reganding the role of adjant chemothenpy: The
Ikzrainrz regarding traaiment resuks with spacific rzgh-
mens in the adjreant seiting is Himited and no general rac-
ommendation can be given. In this context, the pradicite
valug of FRAS mutations s sl bo be assemed =

Concluslens

This Revlew assessed the role of FRAS mutations on
thezffectiveness of chemotherapy in ¥ECLC, CRC and
cfher solid mmors, 3RA S mutations have no predictive
valnz of corventiomal chemaotherapy benefit. ARAS mia-
Nonal sexins may stil reprasent a sutiablz tool for guiding
whather 1 targzied therapy{such as an BESFR-hlocking
antibady) or oo milonal chemotherapy should be nsed
Huowevar, a statistically skmificant relationship betwaen
FRAS mutations and median syrvival was not obsered
whan bevactzumab was combined wih chemotherapyin
metastatic CRC." Thesz findings nead bo be confirmed
in prospective trials with appropriste mukivarite anakysis
taking o acoount ARAS muttional siaius together with
cther cindcal and hiolo gloal pradfdors.

Fesiviaw artteria

Wa sazrched tha MECLME daiabasa for aricks
published from the 1 Jarussy 1566 ta the 1 Mesambar
008, Tha following, search ferme: wara usad: *coloracial
cancer’, “nonsmal | call ng cencer, “melenoma,
“manoraatio cence”, “endomedrial sand cerdcal

cancer’, “hillery bect cance”, “hesd and neck canoer”,
“champtherspy’, "sntcancer teainent”, “heapy”

and RS muistion”. We revisssd &l radovent pepers
Irvstigating tha assodeton oI RAS mutatins and
arizeimsa in raneamel ool lung cancer, ool oreaial
cancer and oifwer solld wmaors, both intha ad
advarcsd satting. We reviessd pubiished

fromi inkamaticnial mastings such a5 ASCO, Americen
Aszodetion for Cancer Assaarch, Europaan Sool ety for
Madizal Cncclagy and Europsan Cancer Crganisdon.
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Annexe 3: Oligonucléotide anti Bcl-2

Loriot Y, Mordant P, Deutsch E. Antisense oligonucleotide targeting Bcl-2 messenger RNA

in cancer: bad drug, bad target, neither or both? Ann Oncol 2009; 20(3):596-7.
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Annexe 4: Discordance mutationnelle entre primitif et métastases

Mordant P, Loriot Y, Castier Y, Deutsch E. Concordance between epidermal growth factor

receptor status in primary non-small-cell lung cancer and metastases: still to be established.

Eur J Cardiothorac Surg. 2011 Mar;39(3):427-8
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5.5 Annexe 5: Maladie résiduelle en oncologie

Mordant P, Loriot Y, Lahon B, Castier Y, Leséche G, Soria JC, Massard C, Deutsch E.

Minimal residual disease in solid neoplasia: New frontier or red-herring? Cancer Treat Rev

2011 May 23.
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