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Etude des altérations épigénétiques dans les cancers des voies aéro-digestives 

supérieures (VADS).  

Implication dans le diagnostic, le  suivi et le pronostic des patients. 

                 

RESUME 

--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

Depuis 20 ans, des progrès notables dans le traitement des cancers des VADS ont été 

réalisés, permettant une amélioration sensible du contrôle locorégional de la maladie mais 

sans améliorer la survie des patients. L’absence d’amélioration de la survie des patients 

s’explique par : le retard au diagnostic, un taux de rechute locale élevé et la survenue de 

seconds cancers. Le dépistage clinique n’a pas fait la preuve de son efficacité tant pour le 

dépistage primaire que secondaire. Par ailleurs, la clinique seule est incapable d’établir un 

pronostic pour chaque patient. Pour pallier à ces insuffisances,  des recherches dans le 

domaine de la biologie de ces cancers ont été menées pour mieux comprendre leur 

cancérogenèse et rechercher des biomarqueurs pouvant avoir une valeur pronostique ou un 

intérêt dans le dépistage. En matière de cancérogenèse des cancers des VADS, 2 grands 

types de modifications ont été identifiés à l’échelon cellulaire : les altérations génétiques et 

épigénétiques. Notre travail s’est focalisé sur la méthylation de gènes suppresseurs de 

tumeurs au niveau tumoral et salivaire. Seize gènes ont été étudiés dans le cadre d’une 

étude prospective. Nous avons pu définir un profil de méthylation à partir de 6 gènes avec 

une bonne corrélation entre les résultats obtenus au niveau tumoral et salivaire ; nos 

résultats nous ont permis de confirmer l’intérêt de l’étude de la salive des patients après 

traitement : la persistance ou la réapparition de méthylations précédant la rechute tumorale. 

Au niveau tumoral, la présence de méthylations n’a pas de valeur pronostique. 

 

MOTS CLES Cancers malpighiens, salive, voies aéro-digestives supérieures, méthylation  

gènes suppresseurs de tumeur, biomarqueurs, dépistage, rechute, pronostic.  
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Study of epigenetic alterations in cancers of the upper aerodigestive tracts (UADTs). 

Implication in patients’ diganosis, follow-up, and prognosis. 

    

SUMMARY 

--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

For the last 20 years, significant improvement in the treatment of the UADT tumors has been 

done, resulting in better locoregional disease control yet without improving the survival rate. 

This fact is attributed to : delay in diagnosis, high local relapse rate, and second cancer 

occurrence. Clinical screening has not been efficient for the detection of primary and 

secondary cancers. On the other hand, clinical screening cannot establish a prognosis for 

every patient. To palliate to these imperfections, studies in cancer biology have been 

performed to better understand the carcinogenesis and to find biomarkers that could have a 

prognostic value or an early detection benefit. In carcinogenesis of tumors of the UADTs, 2 

main types of modifications have been identified at the cellular level: genetic and epigenetic 

alterations. Our work focused on methylation of tumor suppressor genes in tumors and 

saliva. Sixteen genes have thus been analyzed; we were then able to define a 6-gene 

methylation panel with a good correlation between results obtained in tumors and those 

obtained in saliva. Our results confirm the benefit of saliva analysis in cancer patients after 

treatment: persistence or reappearance of gene methylation precedes clinically evident 

tumor relapse. On the other hand, the presence of methylations in tumors has no prognostic 

value. 

 

KEY WORDS Head and Neck Squamous Cell Carcinoma, saliva, Upper Aerodigestive Tract, 

tumor suppressor gene methylation, biomarkers, detection, relapse, prognosis. 
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3,4-BαP 3,4-benzo(α)pyrène 

5-FU  5 – Fluoro uracile 

Ac  Acétyl 

ADNmt ADN mitochondrial 

BPDE  Benzo(α)pyrène-diol-époxide 

CDC  US Centers for Desease Control 

CDDP  Cisplatine 

CDK    Cyclin Dependant Kinase 

Circ   Centre international de recherche sur le cancer 

CO  Monoxyde de Carbone 

CT   Chimiothérapie 

CYP1A1 Cytochrome P450 1 A1 

DNMTs Methyl transférases 

EGF  Epidermal Growth Factor 

EGFR  Epidermal Growth Factor Receptor 

EORTC European Organization for Research and Treatment of Cancer 

FDG-TEP  2-deoxy-2[18 F] fluoro-D-glucose détecté par tomographie à émission de 

positron  

GETTEC Groupe d’Etude des Tumeurs de la Tête et du Cou 

GORTEC Groupe Oncologie Radiothérapie Tête et Cou 

GST  Glutathions-S-transferases 

HAT  Histones – Acétylases 

HDAC  Histones Déacétylases 

HES  Hématoxyline éosine 

HHV-6  Virus Herpétique Human 6 

HOGG1 human 8-oxoguanine DNA glycosylase 

HPV  Human Papilloma Virus 

IARC  International Agency for Research on Cancer 

ICD-O  International Classification of Diseases for Oncology 

IHC    Immuno-Histo-Chimie 

IMRT  Intensity Modulation Radiotherapy 

IMS  Instabilité Micro Satellitaire (= MSI : Micro Satellite Instability) 
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LOH   Loss Of Heterozygocity (= perte d’hétérozygotie, perte d’allèle) 

M  Méthyl (= groupement méthyl) 

MBD  Methyl CpG-Binding Domain protein 

MGG  May Grümwald Giemsa 

MSP  Methylation Specific PCR 

NLS  Nuclear Localization Signal 

PCNA  Proliferating Cellular Nuclear Antigen 

PK  Phosphokinases 

RR    Risque Relatif 

RT    Radiothérapie 

SAH  S-adénosyl-homocystéine 

SAM  S-adenosyl-méthionine 

TGF-β  Tumor Growth Factor- β 

TRD  Transcriptional Repression Domain 

UICC  Union Internationale Contre le Cancer 

UCNT  Undifferentiated Carcinoma of Nasopharyngeal Type 

VADS            Voies Aérodigestives Supérieures 

Vit A  Vitamine A 

VEGF  Vascular Eipthelial Growth Factor 

VZV  Virus Varicelle-Zona 

WHO  Word Health Organization 
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Présentation de l’unité INSERM/UJF 578 
 
Le centre de recherche de l’Institut Albert Bonniot (CR-IAB) regroupe l’Université Joseph 

Fourier, l’INSERM, le CNRS et le Centre Hospitalier et Universitaire de Grenoble (CHU). 

Il est actuellement composé de 4 Unités mixtes de Recherche : INSERM U309, UMR 5538, 

INSERM EMI 0353 et INSERM/UJF 578. 

L’acitivité de recherche menée au CR-IAB est centrée sur l’analyse des mécanismes de la 

différenciation cellulaire et de la transformation maligne Cette activité est prolongée par une 

recherche de transfert et une recherche clinique dans deux types de tumeurs : 1) les 

hémopathies malignes ; 2) les cancers du poumon et des voies aéro-digestives supérieures 

(VADS). 

 

L’unité INSERM/UJF 578 (Bases moléculaires de l’Initiation et de la Progression des 

Cancers du Poumon) est dirigée par Monsieur le Professeur Christian Brambilla. 

 

Elle est structurée en deux groupes : 

- le groupe 1, dirigé par Madame le Professeur Elisabeth Brambilla, dont la thématique de 

recherche est l’identification des bases moléculaires de la progression des cancers du 

poumon ; 

- le groupe 2, dirigé par Madame le Professeur Marie-Christine Favrot, dont  les thématiques 

de recherche sont l’identification de cibles diagnostiques et thérapeutiques, et le 

développement de nouvelles approches thérapeutiques pour les cancers du poumon et des 

VADS. 

 

C’est au sein du groupe 2 de l’unité INSERM/UJF 578 que notre travail de thèse a été 

réalisé. 

 

L’insitut Albert Bonniot est situé sur le site du CHU de Grenoble  
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17 000 nouveaux cas de cancers malpighiens des voies aérodigestives supérieures (VADS) 

sont diagnostiqués chaque année en France.  

Les facteurs de risque principaux sont le tabac et l’alcool.  

Leur traitement repose sur : la chirurgie, la radiothérapie et la chimiothérapie.  

 
Durant ces vingt dernières années, des progrès notables dans chaque type de traitement ont 

été réalisés. Ces progrès ont permis une amélioration sensible du contrôle locorégional de la 

maladie ; mais une constatation s’impose : cette amélioration ne s’est pas traduite par une 

amélioration de la survie des patients.  

 
C’est ainsi que le pronostic global des cancers des VADS reste inchangé depuis vingt ans, 

avec 45 % de survie à 5 ans tous stades et localisations confondues.  

Néanmoins, quel que  soit la localisation, le pronostic est inversement proportionnel au 

stade, ce qui signifie que plus une tumeur est découverte à un stade précoce, meilleur est 

son pronostic. 

 
Trois facteurs principaux expliquent l’absence d’amélioration de la survie des patients pris en 

charge pour un cancer des VADS :  

1) le retard au diagnostic (2/3 des cancers sont diagnostiqués à un stade avancé, 

stades III-IV) ;  

2) un taux de rechute locale qui est estimé entre 3 et 5% par an ;  

3) la survenue de seconds cancers.  

 
Hors, le dépistage clinique n’a pas fait la preuve de son efficacité tant pour le dépistage des 

premières localisations dans une population à risque, que pour le dépistage des rechutes ou 

des seconds cancers parmis les patients traités. 

 

Par ailleurs, il n’existe aucun consensus concernant les modalités de  cet examen clinique. 

En effet : 

-     à quel rythme doit il être fait ?  

-   quel est le rôle respectif des médecins généralistes et des spécialistes d’organe     

dont les oto-rhino-laryngologistes ?  

-    doit il être couplé à un examen endoscopique systématique ?  

-  quelle place faut il donner à « l ‘auto-éducation » des patients concernant les    

signes fonctionnels d’alerte tels que l’odynophagie, l’otalgie réflexe et la 

dysphonie ? 

---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

Odynophagie : douleur à la déglutition de la salive. Otalgie réflexe : douleur dans l’oreille sans atteinte otologique. Dysphonie : 

changement du timbre de voix. 
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La littérature est très pauvre et surtout très disparate à ce sujet avec des niveaux de preuve 

faibles selon la classification de l’ANAES (annexe 1). 

 

En France, en 2005, des recommandations ont été faites par la Société Française d’ORL et 

de Chirurgie cervico-faciale concernant le suivi des patients traités pour un cancer des VADS 

(http://sforl.org, recommandations pour le suivi post-thérapeutique des cancers des voies 

aéro-digestives supérieures de l’adulte). Concernant le dépistage des rechutes et des 

seconds cancers, force est de constater que beaucoup de recommandations  résultent d’un 

consensus professionnel et ne reposent donc pas sur des fondements scientifiques solides. 

 

Par ailleurs, pour une localisation donnée, les cliniciens savent bien que deux patients ayant 

une tumeur avec un stade clinique identique traitée de la même façon, peuvent avoir  une 

évolution et donc un pronostic radicalement opposé, l’un évoluant favorablement, l’autre non. 

Là encore, la clinique seule, est incapable d’établir un pronostic pour chaque patient. 

 

Partant de ces constatations certaines équipes, dont la notre, se sont tournées vers la 

biologie, d’abord pour mieux comprendre la cancérogenèse des cancers des VADS, puis 

rechercher un ou plusieurs marqueurs biologiques qui puissent être utilisé pour : 

- le dépistage des rechutes tumorales ou des seconds cancers ; 

- prédire la réponse à un traitement tel que la chimiothérapie ; 

- établir un pronostic. 

 

Dans la littérature, plusieurs marqueurs pronostiques potentiels ont été identifiés, mais 

aucun n’a encore été validé en pratique clinique.  

En effet, Le fait que ces marqueurs soient étudiés la plupart du temps séparément, ne 

permet pas de connaître l’impact relatif de chaque marqueur dans le pronostic des cancers 

des VADS.  

De plus, il existe deux facteurs limitant pour leur utilisation en pratique clinique :  

1) la complexité et la lourdeur (en temps, matériel et personnel) des techniques 

nécessaires à leur étude ;  

2) le faible nombre de patients inclus dans les séries cliniques, limitant la puissance 

statistique des résultats obtenus.  

 

Néanmoins, les avancées récentes en matière de connaissance du génome humain et le 

développement parallèle de nouvelles techniques biologiques laissent entrevoir une nouvelle 

ère dans l’étude de ces marqueurs.  
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La problématique est identique en ce qui concerne les marqueurs potentiels pour prédire la 

réponse à un traitement ou le dépistage . 

 

En matière de cancérogenèse des cancers des VADS, deux grands types de modifications 

ont été identifiés à l’échelon cellulaire. Ce sont les modifications génétiques et les altérations 

épigénétiques.  

 

Depuis une dizaine d’années, l’épigénétique des cancers quelque soit leur nature, suscite un 

intérêt grandissant auprès de la communauté scientifique et médicale.  

Un tel engouement pour cette thématique est lié à la mise en évidence d’une corrélation 

étroite entre des modifications épigénétiques telles que la méthylation de l’ADN et 

l’inactivation des gènes suppresseurs de tumeur, qui conduit à un processus de 

tumorogénèse comparable à celui induit par les modifications génétiques.  

 

La technique la plus utilisée pour la détection des méthylations est la MSP (Methylation 

Specific PCR) ; elle présente plusieurs avantages indéniables : 

-     il s’agit d’une méthode simple, sensible et spécifique ; 

- elle utilise de l’ADN, donc un matériel biologique robuste par rapport à d’autres 

comme l’ARN ; 

- L’amplification PCR permet de travailler à partir de petites quantités d’ADN ; 

- Elle permet l’analyse d’une grande quantité de gènes au sein de différents milieux 

(tissus, fluides biologiques). 

 

Tous ces avantages laissent entrevoir la perspective d’applications cliniques potentielles. 

 

Nos travaux de recherche ont dans un premier temps porté sur l’analyse du gène TP53 et sa 

protéine p53, mais les résultats décevants que nous avons obtenus dans le domaine  de la 

prédiction de la réponse à la chimiothérapie d’une part, et le suivi des patients d’autres part, 

nous a fait nous orienter vers l’étude de l’épigénétique. 

 

Ce travail de thèse a porté sur l’étude de la méthylation de l’ADN dans les cancers des 

VADS, car nous sommes convaincus de l’intérêt de cet axe de recherche dans deux 

domaines où les avancées de la recherche fondamentale sont très attendues par les 

cliniciens :  

1) la  détection précoce des rechutes tumorales et des seconds cancers ;  

2) la mise en évidence de facteurs pronostiques d’autre part. 
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Dans un premier temps, nous rappellerons les caractéristiques épidémiologiques, cliniques,  

biologiques et la problématique des biomarqueurs dans les carcinomes épidermoïdes des 

VADS.  

Nous exposerons ensuite les résultats que nous avons obtenu en ce qui concerne l’étude de 

la méthylation de la région promotrice de gènes suppresseurs de tumeur au niveau tumoral 

et salivaire avec les implications que cela représente en matière de diagnostic, de valeur 

pronostique et de suivi pour les patients traités. 

 

Ont été exclues de ce travail, les tumeurs du cavum, des cavités naso-sinusiennes, et des 

glandes salivaires compte tenu des spécificités épidémiologiques, thérapeutiques et 

pronostiques de ces tumeurs par rapport aux tumeurs de la cavité buccale, de l’oropharynx 

et du pharyngo-larynx, sur lesquelles notre travail s’est focalisé. 
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    1. Définition 
Les cancers des VADS sont subdivisés en 3 groupes :  

 1) les cancers de la cavité buccale, du pharynx, du larynx ;  

 2) les cancers des cavités rhino-sinusiennes ; 

 3) les cancers des glandes salivaires.  

Au sein des tumeurs pharyngées, on distingue les cancers du rhinopharynx (ou cavum), de 

l’oropharynx et de l’hypopharynx (figure N°1). 

 
Figure N° 1 : Représentation anatomique des VADS sur une coupe sagittale médiane. 

  

 

 

 

 

    

           

   

   Rhinopharynx (cavum) 

 

         

           Oropharynx 

           Cavité buccale 

 

          Larynx 

          Hypopharynx 

 

 

Comme nous l’avons dit en introduction, notre étude s’est focalisée sur les cancers du 

premier groupe, excepté le cavum, qui constitue la très grande majorité des tumeurs des 

VADS (90%).  

  
2. Fréquence et évolution du nombre de cas  

- Fréquence 

A l’échelon mondial, l’incidence annuelle des cancers des VADS est de 500 000 nouveaux 

cas (Jemal et al., 2004).  

Le nombre exact de cas observés en France est difficile à connaître. En effet, il n’existe que 

11 registres du cancer répartis dans 11 départements, dont un en Isère, regroupés au sein 

du réseau Francim. Ces registres généraux du cancer ne couvrent que 11,5% de la 

population française (Marandas et al., 2004). Les chiffres dont nous disposons sont de 
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surcroît relativement anciens. En 1995, 15 000 carcinomes épidermoïdes de la cavité 

buccale et du pharyngo-larynx chez l’homme, et 2000 chez la femme ont été diagnostiqués 

en France (Hill, 2000 ; Ménégoz & Chérié-challine, 1998 ; Réseau Francim, 1995). Ces 

chiffres placent ce groupe de cancers en 4ème position après les cancers de la prostate, des 

bronches et du rectum chez l’homme (figure N°2) ; il est beaucoup moins fréquent chez la 

femme (Ménégoz & Chérié-challine, 1998).  

 
Figure N° 2 : Incidence des cancers (hommes et femmes) en France en 1995 (d’après le réseau Francim, 1995). 

 

 

      

Les variations géographiques sont importantes, entre pays, mais également au niveau 

français.  

A l’échelon mondial, la comparaison est difficile ; elle a été établie pour la première fois par 

Parkin qui a pris en compte 184 populations (Parkin et al., 1997). Selon Parkin, les taux 

d’incidence les plus élevés de cancers des VADS sont retrouvés en Europe, en Inde, dans 

certains pays d’Amérique du sud et d’Asie. Ces données ont été réactualisées en 2002 

grâce aux données disponibles dans le logiciel Globocan fourni par le Centre international de 

recherche sur le cancer (Circ). Elles confirment les données de Parkin, mais en précisant 

que cette répartition s’applique à toutes les localisations tumorales, cavum exclu (Sjögren, 

2006) (figure N°3).  

Au niveau de la Communauté Européenne, une comparaison est possible grâce aux 

données disponibles dans les logiciels Eucan et Globocan fournis par le Circ. La France a le 
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taux le plus élevé de cancers des VADS chez l’homme, et un taux intermédiaire chez la 

femme après le Danemark, la Hollande et la Finlande (Ferlay et al., 1996). L’incidence des 

ancers de l’oro et hypopharynx y est particulièrement élevée par rapport aux autres pays 

ment par 

ne consommation d’alcool plus importante en France (Marandas et al., 2004). Les taux les 

vés chez l’homme dans les départements du Nord et du Pas-de-

Calais ; les variations sont moins importantes chez la femme, et les taux les plus élevés sont 

observés en Île-de-France (Rezvani et al., 1997).  

Le nombre de cancers des VADS annuels recensés dans le département de l’Isère entre 

1993 et 1995 était de 154 pour l’homme et 27 pour la femme, plaçant respectivement ce 

groupe de cancers au 6ème et 11ème rang de l’ensemble des cancers recensés durant cette 

période (Ménégoz et al., 1999).  

La distribution des cancers des VADS en France par sous localisations a été évaluée par le 

réseau Francim et les données de l’Inserm (Ménégoz et al., 2002 ; Réseau Francim, 1995). 

La distribution des cancers de la cavité buccale, du pharynx et du larynx en fonction du sexe 

est résumée dans le tableau N°2. 

 
Figure N° 3 : Incidence des cancers des VADS à l’échelon mondial

c

européens (Sjögren, 2006) (Figure N°4). Cette différence s’explique vraisemblable

u

plus élevés sont obser

, par localisation, chez l’homme (cavum exclu), ajustée selon 

l’âge, pour 100 000 habitants. Source : base de données Globocan 2002, version 2.0 (d’après Sjögren, 2006). 

 a : le larynx. 

 

3

 

 
 

 

 

 

 

 

7 



 .

3 b : la cavité orale. 

 

       
 

 

 

 

 

 3 c : l’oro et hypophaynx. 
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Figure N° 4 : Incidence des cancers de l’oro et hypoharynx chez l’homme et la femme (cavum exclu) en Europe, ajustée selon 

l’âge, pour 100 000 habitants. Source : base de données Eucan 1995 (d’après Sjögren, 2006). 

             

 

Tableau N° 1 : Répartition des nombres de cas de cancers  par sous localisation, en France
 

, en 1995 chez l’homme et la 
mme (d’après Ménégoz et al., 2002). 

 

 
Sous localisations Nombre de cas (hommes) Nombre de cas (femmes) 

fe

 

Cavité buccale 4129 667 

Larynx 4044 548 

Hypopharynx 2779 92 

Oropharynx 2727 356 

Total 13679 1663 

 

Il est intéressant de constater qu’il existe des différences dans les sous-localisations en 

fonction du sexe, avec un taux cumulé de localisations oro et hypopharyngées moins 

important par rapport aux localisations laryngées chez la femme, ce qui n’est pas le cas chez 

l’homme. 
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- Evolution du nombre de cas 

Les chiffres publiés en France entre 1975 et 1995 montrent une baisse nette de la fréquence 

es cancers des VADS chez l’homme alors que ceux ci ont augmenté chez la femme.  

L’étude du Registre du Cancer de l’Isère (RCI) fait le constat d’une diminution de 1.4% par 

 par an). Chez la femme, on observe au 

n nombre de cas de cancers des VADS en progression 

hez les femmes (+22%), avec une augmentation essentiellement du nombre de cas de 

cancer ité buccale et du pharynx (données non publiées, annexe 4). 

I, sont retrouvés dans chacun des registres du 

s sommes en train d’observer la fin des conséquences des comportements 

des an t le début de celles des comportements des années soixante-dix. La 

consom squ’en 1980, le nombre de cancers va continuer 

d

an (p<0,0001) du nombre de cancers des VADS, cette baisse n’étant à mettre qu’à l’actif du 

sexe masculin. La baisse est plus nette pour le larynx (-2.5% par an) et le plancher buccal (-

2% par an) que pour les autres localisations (-1%

contraire une augmentation de 3% par an des localisations pharyngées. Les données du RCI 

réactualisées en 2002 retrouvent u

c

s de la cav

Ces résultats observés  au niveau du RC

réseau Francim (Ménégoz et al., 1998 ; Peng et al., 2000).  

Cette baisse du nombre de cas de cancers des VADS chez l’homme en France s’est 

accompagnée d’une baisse de la mortalité.  

Entre 1950 et 1975, le taux de mortalité  a régulièrement augmenté chez l’homme, passant 

de 20 à 39 pour 100 000 ; ce taux diminue depuis 1976, atteignant 23 pour 100 000 en 1995 

(Hill et al., 1993). Par contre, malgré l’augmentation du nombre de cas chez la femme, le 

taux de mortalité est resté stable (figure N°5) 

 
Figure N° 5 : Evolution de la mortalité par cancer des voies aéro-digestives supérieures en France (d’après Hill, 1993). 
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à être Le maintien à un niveau élevé des 

cas de

femmes d

soixante-d

cancers de

 

e tabac peut être fumé, prisé ou chiqué.  

lèvres ou de la face interne des joues, car il est habituellement mélangé à de la chaux, à des 

uilles de bétel, et à des noix d’Arèque (Asie du sud est, Inde) (Ko et al., 1995). Cependant, 

ême utilisé seul, le tabac chiqué est toxique. C’est ainsi que Schantz et Guo-Pei (Schantz 

 Guo-Pei, 2002) attribuent l’augmentation des cancers de la langue chez les jeunes adultes 

ux Etats-Unis à la forte augmentation de tabac à chiquer, confirmant le rapport de l’IARC de 

985 (IARC, 1985). En France, le tabac à priser et à chiquer est d’utilisation très marginale 

 0.4% du tabac consommé) ; nous ne traiterons donc que le problème des cancers induits 

ar l’usage du tabac fumé.  

n France, c’est en 1954 qu’une première étude rétrospective de 4000 malades atteints de 

ancers des VADS et un nombre égal de sujets témoins non-fumeurs a permis d’établir une 

ifférence significative entre les deux groupes, et donc d’imputer le tabac comme facteur de 

sque (Marandas et al., 2004). Vingt ans plus tard en Grande Bretagne, Doll et Petro 

émontrait que le risque de mortalité par cancer des VADS chez les fumeurs par rapport aux 

on-fumeurs était augmenté de 2 à 12 en fonction de la localisation, à l’exception des 

ancers des cavités rhino-sinusiennes et du cavum (Doll & et Petro,  1976).  

e risque accru de cancer est lié au contact de la fumée de tabac avec les lèvres, la cavité 

uccale, l’oropharynx, l’hypopharynx et le larynx (Marandas et al., 2004). Une cigarette se 

r améliorer sa combustibilité ; La fumée de cigarette résulte de la combustion 

élevé au moins jusqu’en 2015-2020 (Hill, 2000). 

 cancers des VADS sera, en grande partie, lié aux nombre de cas croissants chez les 

u fait d’un tabagisme accru dans cette population depuis le début des années 

ix ; la conséquence directe sera une augmentation du taux de mortalité par 

s VADS chez la femme.  

3. Les facteurs de risque 

Les agents supposés provoquer ou faciliter la survenue de cancers au niveau des VADS 

sont nombreux. La fréquence variable des cancers des VADS et de leur sous-localisation 

implique le rôle de différents facteurs exogènes.  

En ce qui concerne les cancers de la cavité buccale, du pharynx et du larynx, figurent en 

première place le tabac et l’alcool. 

 

Le tabac 

L

Le tabac à chiquer est beaucoup moins toxique, mais il peut donner lieu à des cancers des 

fe

m

&

a

1

(<

p

E

c

d

ri

d

n

c

L

b

compose d’un gramme de tabac, enrobé de papier qui est fait de chanvre, de lin et autres 

ingrédients pou

incomplète du tabac. Elle contient 5 milliards de particules par millilitre.  
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Du point de vue physiopathologique, on distingue au sein de ces particules 4 groupes de 

substances :  

1)  la nicotine ;  

2)  le monoxyde de carbone (CO) ;  

3)  les irritants (phénols, aldéhydes, acroléïne) ;  

3) les substances cancérigènes regroupées en sous classes dont les 3 plus 

nt le plus connu est le 3,4-

 de pro-carcinogènes inactifs rendus actifs grâce aux 

 existe d’autres sous classes de produit regroupant plus de 50 substances cancérigènes 

(Fan, 2001) dont une partie est représentée dans la Figure N°6.  

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

importantes sont les  nitrosamines spécifiques du tabac, les arylamines et les 

hydrocarbures aromatiques polycycliques do

benzo(α)pyrène (3,4-BαP).  

 

Les substances cancérigènes sont, pour une partie d’entre elles, dissoutes dans la salive. Il 

s’agit en fait, pour la majorité,

cytochromes P450 1A1. C’est ainsi que le 3,4- BαP est transformé en un carcinogène actif : 

le Benzo (α) pyrène-diol-époxide. Des travaux ont démontré que le Benzo (α) pyrène-diol-

époxide agissait directement sur l’ADN, plus précisément au niveau des exons 4, 5, 6, 7 et 8 

du gène TP53 (Denissenko et al., 1996, Blons et al., 2003).  

Il

Figure N° 6: Les différents classes de substances cancérigènes isolées dans une cigarette en cours de combustion ; Ces 
substances sont  marquées du symbole de mort.

 

 

 

 

12 



 .

On notera que la nicotine, le C0 et les irritants ne comptent pas parmi les substances 

cancérigènes. 

Dans toutes les études publiées, le risque de cancer croît avec l’intensité et l’ancienneté du 

tabagisme, avec une relation « dose-effet ». Actuellement, on estime que le seuil critique se 

situe à 20 paquets/année, ce qui correspond à une consommation d’un paquet par jour 

pendant 20 ans. Outre la consommation et l’ancienneté du tabagisme, d’autres facteurs 

entrent en jeu. Ce sont :  

1) l’inhalation de la fumée, qui augmente le risque (André et al., 1995) ;  

la longueur du mégot, ca2) r c’est dans le mégot réduit que s’accumule le plus de 

3) ontroversé, diminuant le risque pour certains auteurs, ne 

4) 

Le tabagisme passif a été mis en cause dès 1981 par des auteurs japonais, le risque 

can

exposé

La po toxication tabagique après guérison d’un premier cancer facilite 

l’apparition d’un second cancer des VADS. Silvermann a montré que la fréquence 

Figure 7 : Evolution de la consommation d’alcool en France (d’après  Ledermann, 1964 ; Boulet & Aubey, 1984). 

                             

substances toxiques ;  

le filtre dont le rôle reste c

changeant rien pour d’autres (André et al., 1995) ;  

 le type de tabac, le tabac brun étant plus toxique (Patrianokos &  Hoffman, 1979).  

cérigène pour un conjoint non-fumeur étant de 3 par rapport à un sujet témoin non 

 (Marandas et al., 2004).  

ursuite de l’in

d’apparition d’un second cancer était de 18% chez le sujet ayant arrêté de fumer et de 30% 

en cas de poursuite de l’intoxication tabagique (Silvermann et al., 1983). 

 
L’alcool 

La consommation d’alcool est depuis longtemps très élevée en France par rapport aux 

autres pays de la Communauté Européenne. Cependant celle-ci a baissé régulièrement 

depuis 1950, alors qu’elle a augmenté dans les autres pays (Ledermann et al., 1964 ; Boulet 

& Aubey, 1984) (Figures N°7 a et 7 b). 

 

 
  7 a 
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7 b 

                   

 

Cette diminution a contribué à faire baisser en France la mortalité masculine par cancer de la 

cavité buccale, de l’oropharynx et de l’hypopharynx (Hill, 2000). 

lcoolisées, notamment la bière. Le mécanisme exact par lequel l’alcool provoque une 

le 

provoquée par l’éthanol ;  

3)  1A1 et donc de favoriser la transformation de pro-

s dans la fumée de tabac en carcinogènes actifs (Maier et al., 

duire des déficiences nutritionnelles avec hypovitaminoses, Vit A en particulier, 

lu que, dans l’ensemble, celui-ci ne dépendait pas du type de boisson (IARC, 

L’alcool seul, à la différence du tabac, ne provoque pas de cancer chez l’animal, même si 

certains cancérigènes comme les nitrosamines sont retrouvées dans des boissons 

a

transformation maligne des cellules épithéliales des VADS n’est pas encore élucidé (IARC, 

2004). Néanmoins, on lui attribue comme rôles :  

1) celui de solvant des carcinogènes résultant de la combustion du tabac, favorisant leur 

passage trans-muqueux ; 

2) de diminuer la protection muqueuse par la salive par le biais de l’irritation loca

d’activer les cytochromes P450

carcinogènes contenu

1994) ;  

4) d’in

qui facilitent l’émergence des cancers d’une façon générale, par déficit en 

antioxydants. 

 

Une revue détaillée de la littérature sur le risque de cancer en fonction de la consommation 

d’alcool a conc

1988). Le risque de cancer augmente régulièrement avec la dose d’alcool pur contenu dans 

les boissons alcoolisées, sans effet de seuil (Hill, 2000). 

L’intoxication tabagique et l’imprégnation éthylique sont souvent associées, et leurs effets 

sur le risque de cancer sont multiplicatifs (Franceschi et al., 1990) . Cet effet synergique 
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entre les 2 toxiques est connu depuis les travaux de Rothman et Keller (Rothman & Keller, 

1973). Dans cette étude, si le risque relatif (RR) était de 1 chez les « non-buveurs, non-

fumeurs », il s’élevait à 2.33 chez les « grands-fumeurs, non buveurs », à 2.43 chez les 

« grands-buveurs, non-fumeurs », et à 15.5 chez les « grands-buveurs, grands-fumeurs ». 

Les figures 8 a et  8b montrent le risque de cancers de l’endolarynx et de l’hypopharynx en 

fonction des consommations de tabac et d’alcool (d’après Tuyns et al., 1988). 

       

       8 a        8b 

   
 

Grille de lecture : un sujet qui boit plus de 120g d’alcool et fume plus de 25 cigarettes par jour a un risque de 
cancer de l’endolarynx 43 fois plus élevé qu’un sujet de la catégorie de référence qui boit 40 g d’alcool ou moins 
et fume moins de 8 cigarettes par jour.  
 
Figure 8 b 

Figure 8 a : Risque relatif de cancer de l’endolarynx en fonction de la consommation de tabac et d’alcool. 

: Risque relatif de cancer de l’hypopharynx en fonction de la consommation de tabac et d’alcool. 
un sujet qui boit plus de 120g d’alcool et fume plus de 25 cigarettes par jour a un risque de 
harynx 135 fois plus élevé qu’un sujet de la catégorie de référence qui boit 40 g d’alcool ou 

moins et arettes par jour. (d’après Tuynset al., 1988). 
 

Plusieurs études ont permis de constater que les trois localisations les plus fréquentes en 

cas d’intoxication alcoolique sont : 1) la cavité buccale ; 2) l’oropharynx ; 3) l’hypopharynx. 

Dans l’ étude menée par l’Institut Curie, si le RR était de 1 chez les buveurs de moins de 40 

g/24 h d’alcool, il s’élevait chez les buveurs de 160 g et plus à  67.8 pour le larynx, 88.7 pour 

l’oropharynx, 257.5 pour l’hypopharynx et 579 pour la cavité buccale (Guenel et al., 1986). 

 

Les autres facteurs de risque 

- Les facteurs viraux  

Le rôle des virus dans la genèse des cancers buccaux, pharyngés et laryngés reste 

incertain.  

Grille de lecture : 
cancer de l’hypop

 fume moins de 8 cig
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S’il n’y a pas de preuve de la relation causale entre ces cancers et les adénovirus, les 

cytomégalovirus, le virus varicelle-zona (VZV), le virus herpétique humain 6 (HHV-6) (Scully, 

1992) , en revanche, d’autre virus sont incriminés.  

Ce sont les virus de la famille des Human Papilloma Virus (HPV) (Gillison et al., 2000 ; Mork 

et al., 2

 non intoxication éthylo-tabagique 

04).  

PV sont carcinogènes : l’HPV 16 et 18. Pour certains auteurs, ils agiraient en 

entraînant soit une mutation de TP53, soit une inactivation des protéines p53 et Rb par 

001).  

Une  étude épidémiologique rétrospective portant sur 292 patients atteints d’un carcinome 

des VADS et 1568 sujets témoins a montré, par détermination de la séropositivité HPV-16, 

que le risque était significativement associé à l’infection par l’HPV16 (RR = 2.2) ; dans cette 

étude, les auteurs ont également pu démontré que le risque était dépendant du site 

anatomique, avec un risque particulièrement élevé dans les cas de tumeurs de l’amygdale 

(RR = 10.2) et de la base de langue (RR=20.7), par rapport aux autres localisations (Blons et 

al., 2003). D’autres études ont démontré la présence de particules virales en plus grande 

quantité, 50% en moyenne, dans les tumeurs de la cavité buccale et de l’oropharynx, par 

rapport à la muqueuse normale et ce,  qu’il y ait ou

(Gillison et al., 2000 ; Miller & Jhonstone, 2001). C’est ainsi que Smith et ses collaborateurs 

ont pu démontrer l’intérêt de rechercher de l’HPV dans les cellules épithéliales de la cavité 

buccale collectées par brossage, pour l’identification des patients à risque de développer un 

carcinome épidermoïde, indépendamment du degré d’intoxication alcoolo-tabagique (Smith 

et al., 2004).  

En revanche pour les tumeurs du larynx, alors que la papillomatose laryngée est liée à 

l’infection par HPV, le risque de dégénérescence est faible et semble plus lié à une 

intoxication tabagique concomitante (Hobbs & Birchall, 20

Deux types d’H

l’intermédiaire de deux oncoprotéines virales E6 et E7 (Mc Kaig et al., 1998 ; Shima et al., 

2000 ; Temam et al., 2000). Pour d’autres auteurs, ils n’interviendraient que comme co-

carcinogènes (Park et al., 1992).  

Même si les études ne sont pas unanimes quant à la participation de l’HPV dans la 

cancérogenèse des carcinomes des VADS, il est vraisemblable que cet agent infectieux 

rende compte d’une partie des carcinomes des VADS diagnostiqués chez les patients ne 

présentant pas d’intoxication éthylo-tabagique (5 à 10% en fonction des études) (IARC, 

2004). 

  

- L’état dentaire 

Il est habituel de souligner le mauvais état dentaire des patients pris en charge pour un 

cancer des VADS. Toutefois il est difficile de faire la part entre ce qui pourrait être le reflet 

d’un contexte socioculturel et ce qui serait un agent causal incontestable. On peut malgré 
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tout supposer que les traumatismes dentaires répétés sur des chicots dentaires, les 

modifications du pH salivaire engendrées par une infection chronique, puissent avoir un  rôle 

au moins comme cofacteurs, dans la genèse de ces cancers (Maier et al., 1993).  

Seule une étude chinoise a conclu qu’un mauvais état dentaire pouvait être un facteur de 

risque indépendant pour les cancers de la cavité buccale (Zheng et al., 1990). Toutefois, la 

l 

xposition ils sont soumis, du fait d’activités multiples avec des postes de travail variables. 

alement à prendre en compte. Hors les études toxicologiques 

s polyvinyles (Tabershaw & 

affey, 1974), l’exposition aux vapeurs de diesel (Muscat & Wynder, 1985), les aérosols 

is non significative de la 

équence des cancers des VADS ; en revanche, il est prouvé que l’exposition augmente le 

risque son et al., 1998). 

majorité des études tendent à montrer que l’impact de l’éthylo-tabagisme prévaut largement 

sur le contexte dentaire ou prothétique dentaire (Marshall et al., 1992).  

L’examen au quotidien des patients atteints d’un cancer des VADS permet de constater une 

élévation globale de l’hygiène bucco-dentaire. Néanmoins, aucune étude n’a montré que la 

baisse de fréquence de ce type de cancer, puisse avoir un rapport avec la meilleure hygiène 

buccale de la population, même si quelques études comme celle de Winn estiment que ce 

rôle existe, tout en reconnaissant qu’il reste modeste (Winn et al., 1991).  

  

- Les facteurs professionnels  

Ils sont difficiles à apprécier, car souvent étudiés dans des populations de patients porteurs 

d’un cancer des VADS, rarement dans des études cas-témoins. Il est difficile de faire la part 

des choses entre l’intoxication éthylo-tabagique et l’exposition à un éventuel toxique, ce 

d’autant que les patients sont dans la plupart du temps incapables de préciser à que

e

Le facteur « temps » est ég

étant pour la très grande majorité rétrospectives, le facteur temps est difficile à évaluer. C’est 

dire qu’il faut prendre avec beaucoup de précautions les données sur les expositions 

professionnelles dans ce type de cancers. 

Il existe toutefois quelques études  qui retrouvent un rôle pathogène à certaines expositions 

comme les métaux, en particulier le Nickel (IARC, 1990), le

G

d’huile (Eisen et al., 1994) et enfin l’amiante (Muscat & Winder, 1992). Bien connue pour être 

la cause de nombreux cancers du poumon et de la plèvre, l’amiante est donnée, dans les 

travaux de Muscat, comme facteur d’une élévation modérée ma

fr

chez le sujet tabagique (Gustavs

  

- Les facteurs nutritionnels 

Un cas particulier mérite d’être individualisé, celui du syndrome de Plummer-Vinson ou Kelly 

patterson, décrit simultanément et respectivement aux Etats-Unis et en Grande Bretagne 

(Marandas et al., 2004). Il s’agit d’un syndrome associant une anémie sidéropénique et une 

atrophie des muqueuses digestives, retrouvé dans 50% à 90% des cas de cancers 
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rétrocricoïdiens (cancers hypopharyngés), notamment chez la femme, et ce en dehors de 

toute exogénose. L’amélioration de la diététique avec l’apport de fer dans l’alimentation a fait 

chuter radicalement la fréquence de ce syndrome et de ce type de cancer (Rogers et al., 

993). 

iques, notamment en Vitamine A (Vit A) (Wald, 1987) et C (Block et al., 

 mal équilibrée, faciliteraient l’éclosion des cancers d’une 

çon générale. La moindre incidence des cancers en cas d’alimentation riche en légumes et 

xemple, trois à cinq 

fois m t al., 1994) . 

L’alime ér e les patients porte  cancer des VADS, 

es désordres 

généré es, la valeur 

statistiq de leur association au risque de cancer diminuant notablement lorsque les 

En rais ogenèse des 

rivés de la Vit 

e la prise de 

bétaca  al., 1988). 

ans u e première étude, Hong et ses collaborateurs avaient montré que l’administration 

andomisée de 

hase III ayant inclus plus de mille patients. Dans le groupe de patients ayant reçu 30mg/24h 

l., 1990) en 1990 en Italie, la consommation de 

arijuana fait actuellement l’objet d’études aux Etats-Unis pour expliquer l’augmentation des 

1

Les carences vitamin

1991) liées à une alimentation

fa

en fruits est incontestable ; le risque de cancer de l’oropharynx est, par e

oindre selon l’importance relative de ce type d’alimentation (Negri e

ntation  mal équilibrée qui caract is urs d’un

pourrait être l’expression d’un contexte socio-économique, ou la traduction d

s par l’alcoolisme autant que d’être de réels facteurs épidémiologiqu

ue 

données sont ajustées sur le tabac et l’alcool (Franco et al., 1989).  

on de l’implication  probable de carences vitaminiques dans la cancér

cancers des VADS, des essais thérapeutiques basés sur l’administration de dé

A ont été réalisés. Mackerras et ses collaborateurs ont ainsi pu démontrer qu

rotène pouvait diminuer le nombre de cancers des VADS (Mackerras et

D n

d’un dérivé de la Vit A, l’Isotrétinoine,  pouvait prévenir l’apparition d’un second cancer, chez 

les patients ayant déjà eu un cancer des VADS (Hong et al., 1990) ; ces résultats ont été 

infirmés récemment par la même équipe (Khuri et al., 2006), dans une étude r

p

d’Isotrétinoine, l’apparition de second cancers n’était pas significativement diminuée par 

rapport au groupe n’ayant pas reçu de traitement. Ces résultats sont en accord avec une 

étude française publiée en 1996 (Bolla et al., 1996), qui avait également démontré l’absence 

de bénéfice de l’administration d’un rétinoïde pour prévenir l’apparition d’un second cancer. 

 

 - Les autres facteurs 

Déjà signalée par Almadori (Almadori et a

m

cas chez les adultes de moins de 40 ans atteints de cancer des VADS, en particulier de la 

langue mobile (Marandas et al., 2004). Ces études cliniques sont appuyées par des données 

expérimentales sur des modèles animaux (Zhang et al., 1999). 
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Comme nous venons de le voir, les facteurs de risque en dehors du tabac et de l’alcool sont 

moins bien caractérisés. Néanmoins, leur identification et les travaux à leur sujet sont 

ssification histologique 

a cavité buccale, l’oropharynx et l’hypopharynx sont tapissés d’un épithélium digestif alors 

veloppent à partir de ce revêtement épithélial. Selon la 

lassification WHO (WHO, 2005), on distingue parmi les tumeurs épithéliales malignes, les 

SCC) des anglo-saxons, dont il existe différents sous groupes en fonction de la localisation 

à ce groupe ont été 

étudiées. Les autres types histologiques de tumeurs épithéliales sont résumés dans 

ableau N°2 : Classification histologique internationale WHO des tumeurs de la cavité buccale, de l’oropharynx, de 
popharynx et du larynx. 

alignant epithelial tumours 

nx 
Squamous cell carcinoma       8070/31

Verrucous carcinoma *       8051/3 
 Basaloid squamous cell carcinoma *    8083/3 

Papillary squamous cell carcinoma *    8052/3 
 Spindle cell carcinoma       8074/3 

Acantholytic squamous cell carcinoma     8075/3 
Adenosquamous carcinoma     8560/3 
Adenosquamous carcinoma      8560/3 
 

Hypopharynx et larynx 
Squamous cell carcinoma       8070/3 

Verrucous carcinoma       8051/3 
 Basaloid squamous cell carcinoma     8083/3 

Papillary squamous cell carcinoma     8052/3 
 Spindle cell carcinoma       8074/3 

lytic squamous cell carcinoma     8075/3 

 

1 fication of Diseases for oncology (ICD-O) ⎨821⎬ and the Systematized 
d ine (http://snomed.org

importants pour développer de nouvelles stratégies de prévention. 

 

4. Cla

L

que le larynx est recouvert d’un épithélium respiratoire. Quelque soit la localisation, la très 

grande majorité des cancers se dé

c

épithéliomas spinocellulaires (ou carcinomes épidermoïdes), Squamous Cell Carcinoma 

(

(tableau N°1). Dans notre travail, seules les tumeurs appartenant 

l’annexe 3. 

 
T
l’hy

 
M
 
Cavité buccale et orophary

Acantho
Adenosquamous carcinoma      8560/3 

 
 

: Morphology code of the International Classi
Nomenclature of Me ec ). Behavior is coded /0 for benign tumours, /3 for malignant tumours, and /1 for 

 sont illustrés par des coupes histologiques regroupées dans la figure N° 9. 

 
 
Le car fférencie par son mon mauvais pronostic, celui-ci 

borderline or uncertain behavior. 
 
* : Ces trois types histologiques

cinome basaloïde squameux se di

étant lié à un taux de métastases viscérales élevé (> 60%) ; en effet, les métastases 

représentent la première cause de décès des patients pour ce type de tumeur, ce qui est tout 
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à fait inhabituel pour les épithéliomas spinocellulaires. Nous avons confirmé cette 

particularité dans le cadre d’une étude cas-témoins comportant 49 patients, constituant la 

 publiée à ce 

du cavum, on distingue un type histologique particulier 

cié de type nasopharyngé, Undifferentiated 

) des anglo-saxons.  

 répartition géographique et ethnique bien 

is zones d’endémie : le pourtour méditerranéen, l’Asie du sud est et la 

opula  esquimaux. 

 virus Epstein-Barr, de 

es est reconnu.  

Il s’agit de tumeurs particulièrement chimio et radiosensibles, comme nous avons pu le 

confirmer dans une étude rétrospective comportant 44 patients (Righini et al., 2006) 

(annexe 5).  

 

Pour ces différentes raisons, ce type histologique a été écarté de notre étude par souci 

d’homogénéité dans nos résultats. 

 

 

  

plus grande série mondiale de carcinomes basaloïdes squameux des VADS

jour (Soriano & Righini , 2005) (annexe 4). 

 

Parmi les tumeurs situées au niveau 

à cette localisation : le carcinome indifféren

Carcinoma of Nasopharyngeal Type (UCNT

Ce type de carcinome correspond à une

particulière avec tro

p tion

L’intoxication éthylo-tabagique n’est pas incriminée. Le rôle du

certains facteurs nutritionnels et vraisemblablement génétiqu

 

Figure N° 9 : Coupes histologiques d’un carcinome verruqueux (2a), d’un carcinome papillaire (2b) et d’un carcinome basaloïde 

squameux (2c). Colloration HES (Hématoxyline éosine). 

 2a (x 5) 

 

c : chorion tumoral ; cv : carcinome verruqueux caractérisé par une hypertrophie du revêtement de surface et une 

hyperkératose marquée. 

 

 

 

c

cv 
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2b (x10) 

 

cp c 

c : chorion ; cp : carcinome papillaire qui s’organise le long d’axes conjonctivo-vasculaires ramifiés. 

 

  2c (x20) 

  

P 

 

Contingent basaloïde d’un carcinome basaloïde squameux avec des zones où les cellules (avec un gros noyau régulier) 

s données de l’examen clinique, 

r chaque localisation anatomique une classification T (annexe 6).  

N1 : ga

N2a : g

s’organisent en palissade (P). 

 

5.  Classification TNM et stades 

Pour chaque localisation, il existe une classification TNM de l’Union Internationale Contre le 

Cancer (UICC, 2002). Cette classification est basée sur le

des explorations endoscopiques et de l’imagerie médicale (tomodensitométrie, imagerie par 

résonance magnétique).  

Il existe pou

La classification N est M sont communes à toutes les localisations : 

 N 

nglion unique homolatéral ≤ 3 cm 

anglion unique homolatéral < 3 cm, ≤ 6 cm 

N2b : ganglions multiples homolatéraux ≤ 6 cm 

N2c : ganglions bilatéraux, controlatéraux ≤ 6 cm 

N3 : ganglion > 6 cm 



 .

 M 

Mx : renseignements insuffisants pour classer des métastases à distance 

0 : pas de métastases à distance 

 

A p

être fai xe 6). 

 

La cla fiée 6 fois depuis 1968, chaque version gagnant en 

pré

n notera néanmoins que dans la dernière classification, deux éléments ne sont toujours 

). 
anglion proximal = premier relais ganglionnaire. 

M

M1 : présence de métastase(s) à distance 

artir de la classification TNM, pour chaque localisation, un regroupement par stades peut 

t (I à IV) (anne

ssification TNM a été modi

cision.  

O

pas intégrés ; il s’agit (Temam et al., 2004a) :  

1) du niveau d’envahissement ganglionnaire (cervical supérieur, moyen et inférieur) ;  

2) de la notion d’envahissement ganglionnaire dépassant le premier relais (figure N°15).  

 
Figure N° 10 : Représentation de l’envahissement des voies lymphatiques par un cancer (d’après Cabarrot et al., 2004
G

 

  

 

7. Les traitements 

Les traitemens des cancers des VADS comporte le traiement de la tumeur primitive et des 

naires cervicales. 

Trois ty

cavité bucc ie, la radiothérapie et la chimiothérapie. 

- 

Durant c  

1) la chirurgie conservatrice dans les tumeurs de petit stade ;  

2) la chirurgie reconstructrice en cas de tumeurs localement avancées. 

aires ganglion

pes de traitements sont utilisés dans le traitement des cancers épidermoïdes de la 

ale, du pharynx et du larynx : la chirurg

 

La chirurgie 

es trente dernières années, la chirurgie a connu deux axes de développement : 
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La chirurgie conservatrice s’est développée essentiellement dans le traitement des tumeurs 

du larynx ; elle a permis de traiter certaines  tumeurs avec la même efficacité carcinologique 

que les chirurgies mutilantes, comme la laryngectomie totale, sans avoir recours à la 

radiothérapie. 

La chirurgie reconstructrice a également connu un grand essor notamment pour les tumeurs 

de la cavité buccale, de l’oro et de l’hypopharynx (Julieron, 2004 ; Righini et al., 2005) 

(annexe 7). Ceci a eu indéniablement une répercussion favorable sur la qualité de vie des 

ncers des VADS. Elle peut être utilisée 

eule, mais le plus souvent associée à la chirurgie et/ou la chimiothérapie.  

 par 

séance) 5 fois par semaine jusqu’à une dose totale de 60 à 70 Gy, en fonction 

du territoire irradié (tumeur, territoires ganglionnaires), et selon qu’il s’agit d’une 

radiothérapie post opératoire ou non (Bourhis et al., 1997). 

Des modifications du fractionnement d’une part, et l’adjonction d’une chimiothérapie (Chimio-

radiothérapie, CT – RT) d’autre part, ont permis d’optimiser les résultats de la radiothérapie 

standard.  

Il existe deux options principales pour modifier le fractionnement en vue d’améliorer l’index 

thérapeutique de la RT :  

1) augmenter la dose totale par hyperfractionnement (RT hyperfractionnée) ;  

2) diminuer le temps total par accélération (RT accélérée).  

Une vingtaine d’études randomisées ont été réalisées pour comparer une RT 

conventionnelle à une RT à fractionnement modifié dans le traitement des carcinomes des 

a justification de l’adjonction d’une chimiothérapie à la radiothérapie est de : 

 dans le cycle cellulaire pour augmenter leur 

icro-métastases. 

patients après traitement. 

 

- La radiothérapie 

Son rôle curateur est établi dans le traitement des ca

s

La radiothérapie dite « standard » ou « avec un fractionnement classique » délivre 2 Gy

fraction (ou 

VADS. Il ressort de ces études que la modification du fractionnement augmente le contrôle 

loco-régional (Bourhis et al., 2000a) et la survie de 5% à 3 ans et 9% à 5 ans avec la 

radiothérapie hyperfractionnée (Bourhis et al., 2004). 

 

L

1) vaincre la radiorésistance de certaines cellules ; 

2) d’inhiber les mécanismes de réparations des anomalies de l’ADN provoquées par 

l’irradiation ; 

3) de redistribuer les cellules tumorales

radiosensibilité ; 

4) d’éradiquer les m
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Concernant le troisième point, il convient de préciser que la sensibilité des cellules vis à vis 

es radiations ionisantes varie en fonction de leur position dans le cycle cellulaire, cette 

he ce ulaire nsibles 

tant M, le passage de G1 en S, la plus résistante étant la fin de la phase S (figure N° 11). 

s cellules de mammifères (d’après 

d

sensibilité pouvant varier d’une souc ll  à l’autre. Les phases les plus se

é

 
Figure N° 11 : Influence de la position dans le cycle cellulaire sur la survie après irradiation de
Daly-Schveitzer, 1998). 

            

La synchronisation par redistribution repose sur la destruction préférentielle des cellules en 

phase sensible, entraînant le passage des autres cellules initialement dans une phase de 

résistance, dans une phase plus sensible lors de l’irradiation suivante. C’est probablement 

ce mécanisme qui explique l’augmentation de l’effet de la radiothérapie lorsque l’on rajoute 

une chimiothérapie, mais également lorsque l’on modifie le fractionnement. 

La CT-RT a permis une amélioration significative du contrôle local et de la survie (8% à 5 

ans) des tumeurs localement avancées inopérables (Pignon et al., 2000) et en post 

opératoire dans les tumeurs à haut risque de récidive (présence d’emboles au sein de la 

2) l’association CT-RT augmente de façon significative la toxicité tardive, comme en 

témoignent les résultats de l’essai randomisé GORTEC (Denis et al., 2003), qui 

montre un excès de toxicité tardive dans le bras comportant la chimiothérapie. 

pièce, marge d’exérèse insuffisante, présence de métastases ganglionnaires avec ou sans 

rupture capsulaire) (Bernier et al., 2004).  

 

Par contre :  

1) l’effet de la CT pour prévenir ou retarder les métastases à distance n’est pas 

confirmé dans la majorité des études.  
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D’autres approches sont en cours d’évaluation et en particulier l’escalade de dose par 

radiothérapie conformationnelle par IMRT (radiothérapie conformationnelle avec modulation 

de dose) et l’utilisation concomitante de nouveaux agents biomodulateurs en association 

avec l’irradiation, l’anti-récepteur EGF par exemple (Bourhis & Lartigau, 2000b ; Grégoire & 

nction salivaire proche de la normale pour les tumeurs de petit volume 

Maingon, 2004).  

L’IMRT est développée depuis moins de 10 ans. Elle permet d’obtenir une meilleure 

adaptation de la distribution de la dose à la forme exacte du volume cible, tout en respectant 

les contraintes de protection des organes critiques, en particulier la moelle épinière.  

Les premiers résultats publiés sont encourageants, mais il s’agit de comparaisons 

historiques et non randomisées. Par ailleurs, il est probable que l’IMRT permettra la 

conservation d’une fo

et bien latéralisées (Chao et al., 2001) (figure N°11). 

 
Figure N° 12 : Exemple de distribution de dose pour un patient traité par IMRT pour une tumeur T1 N0 de l’amygdale gauche. 
Dans ce cas, l’IMRT permet d’exclure totalement la parotide controlatérale. P : parotide gauche ; AG : amygdale gauche. 

 

  

P 
AG

 

- La chimiothérapie 

adre de protocole de préservation d’organe, ou en situation palliative (échec des 

une chirurgie mutilante avec ablation du larynx. Ce sont des chimiothérapies 

ites « néo-adjuvantes » ou « d’induction ».  

Elle peut être utilisée en association avec la radiothérapie comme vu précédemment, dans le 

c

traitements locorégionaux et/ou métastases). Elle n’est pas utilisée en cas de tumeur de 

petite taille, opérable. 

 

Les chimiothérapies réalisées dans le cadre de protocole de préservation d’organe 

s’adressent aux cas de tumeurs laryngées ou hypopharyngées localement avancées 

nécessitant 

d
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En fonction de la réponse à la chimiothérapie, une chirurgie ou une radiothérapie est  

alisée (figure N° 13). 

 

  Réponse ≥ 80% radiothérapie ou radio-chimiothérapie 

<  chirurgie  

 

Les agents an

classes thérap

1) les ana

2) les ant

3) les taxa

 

La plupart des protocoles associent un sel de platine et du 5-fluoro-uracile. Le plus connu est 

le protoc

Cette chimioth

80%, dont 20 à

En ce qui co ux études randomisées ont comparé la chimiothérapie 

’induction à la chirurgie d’emblée ; il s’agit de l’étude des Vétérans (The Department of 

l., 2002). 

comprenait 332 patients. 166 ont eu une laryngectomie totale 

chéma Al-Sarraf. 107 patients sur 

66 du bras chimiothérapie ont bénéficié d’une radiothérapie. Parmi les 107 patients ayant 

et ont été laryngectomisés secondairement. 

Au total, sur les 166 patients du bras de chimiothérapie, le taux de préservation  laryngé à 

deux ans a été de 66%. Les patients ayant été opéré d’emblée avaient une survie identique 

à 2 ans, de 68%. Cette étude a véritablement lancé le concept de préservation laryngée. 

 

L’étude du GETTEC comportait 68 patients. La méthodologie était la même que l’étude 

précédente. Le taux de préservation laryngée était plus faible (42%). Malgré le faible effectif, 

une différence significative (p : 0.006) à 2 ans de la survie globale et de la survie sans 

récidive existait entre le groupe chimiothérapie (69%) par rapport au bras chirurgie (84%). 

ré

 

Figure N° 13 : Protocole de préservation des tumeurs laryngées et hypopharyngées appliqué au niveau national et international. 

 

  

 

Chimiothérapie  

   Réponse 80% 

laryngectomie totale 

pharyngo-laryngectomie totale 

ticancéreux utilisés dans le cadre de ces protocoles appartiennent à trois 

eutiques (Faivre & Temam, 2004) :  

logues du platine (Cisplatine, Carboplatine) ;  

i-métabolites (5-fluoro-uracile) ;  

nes (Docetaxel, Paclitaxel). 

ole Al-Sarraf  qui associe trois cycles de 5 jours de Cisplatine - 5-fluoro-uracile. 

érapie d’induction permet d’obtenir des taux de réponse objective de 51 à 

 50% de réponses cliniques complètes (Faivre & Temam, 2004).  

ncerne le larynx, de

d

Veteran Affairs laryngeal Cancer Study Group, 1991) et du GETTEC (Janot et a

 

L’étude des Vétérans 

d’emblée, et 166 ont reçu une chimiothérapie selon le s

1

eu un traitement conservateur, 11 ont rechuté 

26 



 .

 

Pour les cancers de l’hypopharynx, la préservation laryngée s’est développée grâce à une 

étude de l’EORTC (Lefebvre et al., 1996). Cette étude comportait 99 patients dans le bras 

chirurgie et 103 dans le bras chimiothérapie. Dans le bras chimiothérapie, le taux de 

préservation laryngée était de 63% à 3 ans. La survie globale était identique dans les deux 

groupes. 

Une analyse rétrospective des résultats de l’étude du GETTEC sur les cancers de 

l’endolarynx a été faite pour tenter de comprendre les discordances de cette étude avec celle 

des Vétérans (Janot et al., 2004). Il ressort de cette analyse que les patients inclus dans les 

deux études étaient notablement différents, avec un pourcentage plus important de grosses 

tumeurs (T3-T4) parmi les patients d’origine française, alors que 36 patients ayant une 

tumeur classée T2 ne justifiant donc pas une laryngectomie totale avait été inclus dans 

ine.  

Cette a ’il est impossible, et peut être dangereux, d’extrapoler à la France 

éricaines, sans une étude rigoureuse de la population traitée. 

st pas sans risque, puisque le 

sque de décès est accru de 32% dans le bras de préservation, rejoignant donc les 

nis, le risque est accru de 19% dans le bras de préservation avec 

ette fois ci pas de différence significative par rapport au bras chirurgie (figure N°13).  

 essais de la préservation d’organe dans le cancer du larynx et de 

 

l’étude américa

nalyse montre qu

les résultats des études am

Une méta-analyse à partir de données actualisées des études des Vétérans, du GETTEC et 

de l’EORTC  (Pignon et al., 2000) a démontré que, pour le larynx où le pronostic est 

directement lié au contrôle local, la préservation laryngée n’e

ri

conclusions de l’étude GETTEC. Pour l’hypopharynx, ce risque est inchangé (1%). Pour le 

larynx et l’hypopharynx réu

c

 
 
Figure N° 14 : Résultats de la méta-analyse sur les

l’hypopharynx (Pignon et al., 2000). 
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que chez certains patients, bons 

pondeurs, il existe un gain en qualité de vie, notamment en ce qui concerne la douleur par 

e faut il pouvoir évaluer ce bénéfice 

et q  (toxicité liée à la chimiothérapie) ; aucune étude ne l’a 

jam

 
- Les traitements émergeants 

armi celles-ci des drogues dirigées contre la voie de l’EGF (Epidermal Growth Factor).  

de 80% des carcinomes épidermoïdes des VADS (Faivre & Temam, 2004).  

 

irigé contre 

l’EGFR. Plusieurs études de phases II ont montré son efficacité à plusieurs 

tudes de 

al., 2004 ; Bonner et al., 2006) que 

liorait significativement la survie 

globale sans aggraver la toxicité globale du traitement. 

2) Le gefitinib ( Iressa ®, ZD1839) et l’erlotinib ( Tarceva ® , OSI-774), qui sont 

des peptides bloquant l’activité tyrosine kinase du récepteur, ont démontré 

une activité en monothérapie chez les patients métastatiques ou en récidive 

(Caponigro, 2004).  

eur toxicité est par ailleurs faible par rapport aux chimiothérapies classiques.  

 

Aucun schéma de chimiothérapie n’est validé en situation palliative.  

 

Aucune étude n’a pu prouver l’intérêt de faire une chimiothérapie dans cette indication en 

terme de survie des patients. Il est vraisemblable 

ré

le biais de l’effet antalgique de la chimiothérapie. Encor

uantifier le rapport bénéfice/risque

ais fait. 

Ces cinq dernières années sont apparues des thérapeutiques dites « ciblées ». 

 

P

Cette voie de signalisation participant à la prolifération tumorale est surexprimée dans plus 

Plusieurs analogues sont disponibles pour bloquer le récepteur à l’EGF ou EGFR (Epidermal 

Growth Factor Receptor) dans sa portion extra-cellulaire ou intra-cellulaire  (Figure N° 15) : 

1) Le Cetuximab (« Erbitux », C 225) est un anticorps monoclonal d

stades de la maladie. Son effet en association avec la chimiothérapie 

comportant du CDDP est en cours d’exploration dans de grandes é

phases III. Il a été également rapporté dans une étude randomisée de phase 

III ayant inclus 424 patients (Bonner et 

l’association du cetuximab à la radiothérapie dans les carcinomes 

épidermoïdes ORL localement avancés amé

 

 

L
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Figure N

 

° 15 : Modulation de la voie du récepteur à l’EGF par la chimiothérapie 

 

 

 

 
  

algré les avancées thérapeutiques dans le domaine de la chirurgie, de la radiothérapie et 

ous stades et localisations confondus, elle est comprise, à 5 ans, entre 45 et 50% en 

en es VADS :  

les ; 

d cancer ;  

Concernant le second point, la fréquence des seconds cancers, dits métachrones, au niveau 

 

ontribue au mauvais pronostic des cancers des VADS, car un traitement curatif des 

seconds cancers n’est pas toujours possible.  

 

7. Le pronostic  

 -  Pronostic global 

M

de la chimiothérapie, la survie globale des patients porteurs d’un carcinome épidermoïde des 

VADS ne s’est guère  améliorée ces vingt dernières années.  

 

T

fonction des publications.  

 

Trois facteurs principaux  expliquent l’absence d’amélioration de la survie des patients pris 

charge pour un cancer d

1) un taux élevé de rechutes loco-régiona

2) l’apparition d’un secon

3) le retard au diagnostic.  

 

des VADS est élevée (3 à 5% / an) (Panosetti et al, 1989). Indiscutablement cet élément

c
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Le premier et le dernier point sont liés ; en effet,  plus des deux tiers des tumeurs sont 

découvertes à un stade avancé (stades III- IV) (Vokes et al., 1993), grevant les possibilités 

de traitements curatifs qu’il soit chirurgical et / ou radiothérapique, augmentant ainsi le risque 

e rechute loco-régionale. 

éterminer des facteurs pronostiques pour les cancers épidermoïdes de la cavité buccale, 

 disparates qu’il n’y parait.  

u patient ;  

3) les facteurs liés au traitement initial ;  

urs et les différents moments où ils peuvent 

tervenir dans l’histoire naturelle d’un cancer épidermoïde des VADS. 

        

d

 

 -  Les facteurs pronostiques 

D

du pharynx et du larynx, est un exercice difficile.  

En effet, bien qu’ils s’intègrent dans une unité anatomique, histologique et étiologique, ces 

cancers sont beaucoup plus

 

On peut isoler trois groupes de facteurs pronostiques :  

1) les facteurs liés à la tumeur ;  

2) les facteurs liés a

 

La figure N° 16 résume ces différents facte

in

 
Figure N° 16 : Histoire naturelle d’un cancer des VADS et les différents facteurs qui peuvent influer sur l’évolution et le pronostic 
(d’après Kowalski et al., 2006). 
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- Les facteurs liés à la tumeur 

La survie est variable en fonction de la localisation  tumorale. Elle est d’environ 60% pour les 

ancers du larynx,  alors qu’elle est de 35% pour les cancers de la cavité buccale et de 

harynx (Baatenburg de Jong et al., 2001 ).  

tomiques décrites pour chaque localisation ou région anatomique. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Localisation anatomique % de survie à 5 ans 

c

l’oropharynx et de 30 % pour l’hypop

 

Les chiffres rapportés sont des valeurs moyennes qui prennent en compte toutes les sous 

localisations ana

Néanmoins, pour une région anatomique donnée, les taux de survie sont variables en 

fonction de la sous localisation anatomique considérée. 

 L’analyse des taux de survie en fonction des sous localisations laryngées illustre 

parfaitement cette notion (Figure N°17) (Méric et al., 2004). 

 

Figure N° 17 : Taux de survie en fonction des sous localisations laryngées (d’après Méric et al., 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Région sus glottique (vestibule laryngé) 40 

Plan glottique (cordes vocales) 

                     Cancer limité à 1 corde vocale 

70 

90 

Région sous glottique 30 

Total 58 
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La figure N°17 souligne clairement le bon pronostic des cancers du plan glottique par rapport 

aux cancers sus et sous glottiques. 

 

En an r chaque localisation, la taille tumorale, 

ur le plan histopathologique, cinq facteurs pronostiques sont identifiés :  

1) le volume tumoral ; 

2) le degré de différenciation tumorale ;  

3) le type histologique ;  

4) la présence d’emboles vasculaires et/ou périnerveux ; 

5) l’envahissement ganglionnaire.  

 

Plus le volume tumoral est important, moins bon est le pronostic (Le Tourneau et al., 2005).  

 

Plus le degré de différentiation est élevé, meilleur est le pronostic (Temam & Janot, 2004a). 

Parmi les carcinomes épidermoïdes, le carcinome basaloïde squameux est de mauvais 

pronostic, car corrélé à un taux de métastases viscérales élevé (Soriano & Righini, 2005).  

 

La présence d’emboles intra-tumoraux est corrélée au degré d’envahissement ganglionnaire 

qui est lui-même un facteur de mauvais pronostic (Temam  & Janot, 2004a). 

 

Enfin plus les ganglions envahis sont bas situés dans le cou, plus le nombre de ganglions 

envahis augmente, moins bon est le pronostic car le risque de métastases viscérales 

augmentent parallèlement. 

 

La présence d’une rupture capsulaire est également de mauvais pronostic, car corrélée à 

une augmentation du risque de rechute ganglionnaire et de métastases viscérales (Le 

Tourneau et al., 2005).  

 

A titre d’exemple,  le tableau N°3 souligne, pour l’oropharynx,  la valeur pronostique du statut 

N clinique et histologique (Méric et al., 2004). 

 
 
 

alyse statistique multivariée, pou

l’envahissement ganglionnaire et la présence ou non de métastases sont des facteurs 

pronostiques indépendants (Baatenburg de Long et al., 2001).  

 

Néanmoins, quelque soit la localisation, le pronostic est inversement proportionnel au stade. 

  

S
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Tableau N°3 : Cancer de l’oropharynx. 3a/ Survie à 5 ans en fonction de la classification TNM et du stade. 3b/ Survie à 5ans en 
fonction du nombre de ganglions envahis et de la présence ou non d’une rupture capsulaire ganglionnaire (d’après Méric et al., 
2004). 
 
 
  3a 

TNM Stade Survie à 5 ans 

T1 N0 M0 I 60-70% 

T2 N0 M0 II 50% 

T3 N0 M0, T1,2,3 N1 M0 II 20-30% 

Tout T4, tout N2, 3, tout M1 IV 15-20% 

 

  3b 

 

Nombre de 

N+ 

Survie à 5 

ans 

Sites 

ganglionnaires 

Survie à 5 

ans 

Rupture 

capsulaire 

Survie à 5 

ans 

1 75% 1 70% Non 75% 

2-4 55% plusieurs 30% Oui 47% 

≥ 5 25%     

 
N+ : envahissement ganglionnaire histologique. 

 

En résumé les principaux facteurs pronostiques liés à le tumeur sont : 1) la localisation ; 2) le 

stade ; 3) le type histologique ; 4) le degré de différentiation tumorale. 

 

- Les facteurs liés au patient 

Les données de la littérature conce nostiques du sexe et de l’âge des 

patients sont contradictoires. Il ne semble pas se dégager de consensus concernant ces 

deux variables. 

Par contre l’altération de l’état général des patients et l’existence de facteurs de co-morbidité 

(état nutritionnel, état cardio-respiratoire, immuno-dépression), sont des facteurs de mauvais 

pronostic, car ils conditionnent le choix et la tolérance des traitements et sont potentiellement 

une cause de décès (Temam & Janot, 2004a ;  et al., 2001).  

Piccirillo et Vlahiotis (Piccirillo & Vlahiotis, 2006) ont parfaitement démontré l’influence de ces 

facteurs, évalués grâce à un questionnaire de ston et al., 2001), le 

uestionnaire ACE-27 (Adult Comorbidity Evaluation E-27) ; dans cette étude, parmi un 

groupe de 1201 patients traités pour un carcinome épidermoïde de la cavité buccale, de

l’oro

moins bonne était la survie globa

 
Enfin les conditions socio-économiques du patient peuvent également intervenir par le biais 

d’un retard à la consultation et, par ce biais, entrainer un retard au diagnostic ; elles peuvent 

 

rnant les valeurs pro

 Chen

 co-morbidité validé (John

q

 

pharynx et du larynx, ils ont  pu démontré que plus le score de morbidité était élevé, 

le dans le groupe de patients étudiés (figure N°18).  
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également intervenir après la prise en charge thérapeutique avec des conditions de suivi 

plus dif ciles dans les milieux défavorisés (Kowalski et al., 2006). 

 
   

fi

Figure N° 8 : Relation entre la survie globale et le score de co-morbidité (d’après Piccirillo et Vlahiotis, 2006).

 

 

 1

         

 

 

 

s évidements ganglionnaires) est un facteur pronostique 

rimordial (Smeele et al., 2000). En cas de chimio et/ou radiothérapie, c’est la chimio et la 

- Les facteurs liés au traitement initial 

En cas de traitement chirurgical, la qualité de l’exérèse (marges de sécurité par rapport aux 

berges tumorales, qualité de

p

radiosensibilité de la tumeur qui entrent en jeu, celles-ci impliquant des mécanismes 

moléculaires complexes (Temam & Janot, 2004a). 
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Mécanismes biologiques (épigénétique exclue) impliqués dans la 

cancérogenèse des carcinomes des   VADS 
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1. Généralités 
 

Les carcinomes malpighiens des VADS sont issus de clones cellulaires au sein desquels se 

sont accumulés progressivement des anomalies génétiques et épigénétiques (Califano et al. 

1996, Forastiere et al., 2001).  

 

Le délai entre l’apparition de ces anomalies biologiques et le diagnostic clinique de la tumeur 

est difficile à évaluer, mais certainement de l’ordre de plusieurs années (Figure N° 19). 

 

 
Figure N° 19 : Schéma théorique de l’évolution d’une tumeur maligne traitée (d’après Daly-Schweitzer, 1998). AB : altérations 
biologiques. T : temps écoulé entre l’apparition des altérations biologiques et le diagnostic clinique du cancer. 
 
 
 

        

 

’altérations du patrimoine 

Des altérations génétiques dominantes sont à l’origine de la transformation d’un pro-

oncogène e r des protéines qui contrôlent activement la 

 

L’apparition des clones cellulaires malins résulte donc avant tout d

génétique au sein des cellules qui les composent. Ces anomalies concernent 

essentiellement l’ADN nucléaire et à un degré moindre l’ADN mitochondrial.  

 

Sous l’action de différents carcinogènes, majoritairement issus de la fumée de tabac et de 

l’alcool, l’inactivation de gènes suppresseurs de tumeur et/ou l’activation d’oncogènes est à 

la base de la cancérogenèse.  

 

n oncogène, ces gènes codant pou
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prolifération cellulaire. L’altération d’un seul allèle est suffisante pour entraîner la modification 

de la fonction du gène. 

A l’opposé, les gènes suppresseurs de tumeur sont dits récessifs ; ce sont, classiquement, 

des régulateurs négatifs de la prolifération cellulaire. La perte de fonction de ces gènes 

ce cellulaire, à l’origine de la prolifération cellulaire incontrôlée qui caractérise 

 cancérogenèse. Elles 

istologiques successives qui marquent l’évolution d’une muqueuse normale au stade de 

risation progressive pour les carcinomes des VADS a été établi à partir 

t respectée.  

implique la présence d’altération sur les deux allèles.  

 

L’altération du fonctionnement des oncogènes et des gènes suppresseurs de tumeur crée, à 

terme, une rupture de l’homéostasie cellulaire, par déséquilibre entre l’activation et l’inhibition 

de la croissan

les cellules cancéreuses. 

 

La multiplicité des anomalies et la complexité des associations possibles reflètent la 

variabilité des évolutions possibles de la maladie.  

La majorité de ces anomalies apparaissent à un stade précoce de la

peuvent être détectées au sein de lésions précancéreuses (dysplasies), mais également au 

sein d’une simple hyperplasie de la muqueuse normale exposée de façon chronique aux 

carcinogènes. 

Califano et ses collaborateurs ont parfaitement démontré que les transformations 

h

cancer invasif s’accompagnent, en parallèle, d’une accumulation de modifications 

génétiques et épigénétiques (Figure N° 20).  

Ce concept de cancé

d’études faites au niveau de la cavité buccale mais également au niveau du larynx (Califano 

et al., 1996 ; Califano et al., 2000). 

 

Cependant la séquence des événements n’est pas figée et il semble que ce soit 

l’accumulation des altérations plus que l’ordre dans lequel elles apparaissent qui détermine 

la progression tumorale. 

 

Les anomalies génétiques concernent la structure même de l’ADN alors qu’en cas 

d’anomalies épigénétiques, cette structure es

Qu’elles soient génétiques ou épigénétiques, ces anomalies vont provoquer la modification 

de la fonction et/ou  l’expression des oncogènes et des gènes suppresseurs de tumeur (ARN 

messager) et donc la production de protéines anormales en quantité ou en qualité (Figure 

N°21). 
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Figure N° 20 : Aspects cliniques, histopathologiques et accumulation des anomalies moléculaires retrouvées aux différents 

stades de l’évolution d’une muqueuse normale au stade de

1996). P16, p53, pTEN (phosphatase and tensin homologue):

 cancer invasif au niveau de la cavité buccale (Selon Califano et al., 

 gènes suppresseurs de tumeur / Cyclin D1 : pro-oncogène / 

OH : perte d’hétérozygotie. L

 

 

 
 
 
 
 
 
Figure N° 21 : Les différents types d’altérations moléculaires retrouvées dans les carcinomes des VADS (d’après thèse Temam, 
2004). 
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VADS montre la présence de 

ombreuses altérations chromosomiques. 

 

 
- Les anomalies chromosomiques 

Les anomalies chromosomiques identifiées sont des pertes (perte d’hétérozygotie, perte 

d’allèle ou délétion) soit des gains de fragments de chromosomes (extension des télomères). 

Les pertes et les gains de matériel chromosomique impliquent la grande majorité des bras 

de chromosomes, néanmoins, il existe des altérations récurrentes (Scully et al., 2000). 

’étude de la perte d’hétérozygotie (LOH pour Loss Of Heterozygocity) est d’ailleurs un des 

urs de tumeur (Field, 1996).   

Les lus souvent concernés par la perte d’un allèle dans les 

carcinomes des VADS sont les suivants : 3p, 5q, 6p, 8q, 9p, 9q, 10q, 11p, 11q, 13q, 17p et 

18q t al., 2001).  

Les événements les plus précoces sont les pertes de matériel héréditaire sur les bras courts 

 

2.  Les altérations cytogénétiques 

L’analyse caryotypique des cellules des cancers des 

n

- L’aneuploïdie 

La modification du contenu nucléaire en ADN, ou aneuploïdie, est constante quelque soit le 

type de cancer ; elle est le signe d’une instabilité chromosomique.  

Sudbo et ses collaborateurs  retrouvent une corrélation entre le contenu en ADN de lésions 

leucoplasiques de la cavité buccale sans carcinome associé et la transformation de ces 

lésions en carcinome invasif ; en effet, avec un recul moyen de 103 mois, ces auteurs 

rapportent 3% des lésions diploïdes ayant évoluées vers un carcinome, contre 84% des 

lésions aneuploïdes (Sudbo et al., 2001). Ce travail suggère que l’étude de la ploïdie peut 

prédire le risque de dégénérescence maligne des lésions prénéoplasiques, du moins pour la 

cavité buccale. 

Les pertes de fragments chromosomiques peuvent être la conséquence d’une fragilité 

chromosomique ou d’une agression engendrant des cassures et des remaniements de 

chromosomes. Ce dernier point explique que lorsque survient une mutation sur un des 

allèles d’un gène, comme les gènes suppresseurs de tumeur, l’autre allèle peut être inactivé 

par délétion.  

L

moyens utilisés pour l’identification des gènes suppresse

 bras de chromosomes les p

 (Partridge et al., 1999 ; Califano et al., 2000 ; Jang e

des chromosomes 9 (9p) et 3 (3p). La perte du 17p détermine le passage à la dysplasie. 

Enfin les anomalies des bras longs des chromosomes 13 (13q) et 11 (11q) précèdent les 

pertes du 8p, 6p et 18q qui signent le passage au stade de carcinome invasif (Figure N° 20).  
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Il est probable que la principale conséquence des pertes de matériel chromosomique soit 

l’altération de la fonction d’anti-oncogènes. Toutefois ce lien n’a été clairement établi que 

pour 3 d’entre eux.  

Dans 70% des carcinomes des VADS, sont rapportées des délétions au niveau du bras court 

ation de 

triad) et le gène hOGG1 (human 8- Oxo-Guanine 

 le contrôle du cycle cellulaire.  

a délétion au niveau 17p13 est elle aussi fréquente et intervient également précocement 

cessus de cancérogenèse. Ce locus correspond au gène TP53 qui code pour la 

rotéine p53, dont l’autre mécanisme d’inactivation est la mutation. Son inactivation entraîne 

laire en G1/S . 

Dans plus de 70% des cas, les bras de chromosomes concernés par un gain de matériel 

(allongement télomérique), sont les bras longs des chromosomes 11 (11q13) et 3 (3q). Des 

gains de matériel ont aussi été décrits sur les bras longs des chromosomes 8q, 19q, 17q et 

sur le bras court du chromosome 19p dans environ 50% des cas (Bockmuhl et al., 1998). 

Ces gains de matériel ne semblent pas intervenir directement dans la carcinogenèse des 

carcinomes des VADS à l’exception de la région 11q13 qui contient le locus du gène Cyclin 

D1 (CCND1).  

Dans ce cas, le gain de matériel chromosomique entraîne l’activation de ce pro-oncogène 

avec surproduction de la protéine correspondante qui garde une structure normale et qui, par 

l’intermédiaire de cyclines dépendantes kinases (CDK4 et 6), phosphoryle le gène Rb 

permettant la progression du cycle cellulaire. Ce mécanisme d’activation a été confirmé par 

technique de fluorescence in situ (Lese et al., 1995).  

Un taux élevé d’anomalies chromosomiques serait en soit un facteur de mauvais pronostic 

(Li et al., 1994).  

 

du chromosome 3 (3p) ; les études ont permis d’affiner les régions de perte aux bandes 

3p13-3p21.1, 3p21.3-3p23 et 3p25 (Wu et al., 1993). Dans ces régions, l’identific

gènes suppresseurs de tumeur a été entreprise. Ont été étudiés, le gène VHL (von Hippel 

Lindau), le récepteur de type II au TGFβ (TGFβRII = Transforming Growth Factor β Receptor 

type II), le gène FHIT (Fragile histidine 

DNA Glycosylase 1). A l’exception d’hOGG1 qui intervient dans la réparation de l’ADN, 

aucun des autres gènes ne semblent clairement impliqués dans la cancérogenèse des 

carcinomes des VADS (Blons et al., 2003).  

La délétion au niveau du locus 9p21 est avec les délétions au niveau 3p, la plus fréquente et 

la plus précoce des délétions identifiées pour les carcinomes des VADS (Forastiere et al., 

2001 ; Califano et al., 1996). Elle se traduit par la perte d’activité du gène P16 

(CDKN2a/INK4a), impliqué dans

L

dans le pro

p

un arrêt du cycle cellu
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Par ailleurs :  

- Des délétions localisées sur les bras longs des chromosomes 10 et 18 seraient 

orrélées à un stade tumoral élevé et par voie de conséquence à un mauvais pronostic 

 identifié ; 

- L’amplification de CCDN1 est un facteur indépendant de mauvais pronostic dans les 

 

es VADS (Fliss et 

l., 2000). Ces mutations sont localisées au niveau d’une région nommée « loop » (=boucle) 

se des 

ne suppresseur de tumeur qui code pour la protéine p27 (p27Kip 1), 

comprend également p21  et p57 ; sa fonction consiste à bloquer le cycle cellulaire en 

G1 en se liant au complexe cyclinE/cyclin-dependent kinase-2 (CDK2) inhibant ainsi la 

phosphorylation de Rb (Mineta et al., 1999 ; Kapranos et al., 2001). P27 est activé en 

β

 

 

 

c

suggérant qu’un gène de progression tumorale puisse être localisé sur ces chromosomes 

(Blons et al., 2002). Ce gène n’a toujours pas été

carcinomes des VADS. En effet, le taux de récidive est plus fréquent et la récidive survient 

plus précocement chez les malades qui sur exprime CCND1 (Michalides et al., 1995). 

 3. Modification de l’ADN mitochondrial (ADNmt) 
 

L’ADN mitochondrial est indépendant de l’ADN nucléaire. Il s’agit d’un petit fragment de 

16 000 paires de bases présent en multiples exemplaires dans chaque mitochondrie. Il a 

récemment été mis en évidence que de nombreuses mutations étaient présentent au niveau 

de cet ADN et ce, pour de nombreux cancers, notamment les carcinomes d

a

(Sanchez-Cespedes et al., 2001). L’implication de ces mutations sur la cancérogenè

carcinomes des VADS reste à définir. 

 
4. Les  anti-oncogènes et oncogènes 

Quatre principaux anti-oncogènes et oncogènes sont identifiés dans la cancérogenèse des 

cancers des VADS. Il s’agit de P27, P16, TP53 et CCDN1 

 

- P 27 

Le gène P27 est un gè

une Cycline Dépendante Kinase Inhibitrice (CDK-I) appartenant à la famille Cip/Kip qui 
Cip1 Kip2

réponse à des signaux extra-cellulaires, dont le TGF- , mais aussi l’inhibition de contact et la 

privation sérique. Son inactivation favorise le passage de la phase G1 à la phase S. Il n’y a 

pas de mutations connues pour le gène P27 dans les carcinomes des VADS et il semble que 

ce soit des modifications post transcriptionnelles qui soient en cause dans l’inactivation de ce 

gène (Pruneri et al., 1999). 
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- P16 (CDKN2a/INK4a) 

Il s’agit d’un gène suppresseur de tumeur qui code pour une protéine de 156 acides aminés, 

p16, qui inhibe l’activité cathalytique du complexe CDK 4-6 / Cycline D, responsable de la 

phosphorylation de la protéine Rb. En inhibant la phosphorylation de Rb, p16 intervient donc 

directement dans le cycle cellulaire en bloquant une des charnières essentielles du cycle 

ellulaire située à la jonction G1/S (Ai et al., 2003).  

létion homozygote ;  

2)   la mutation ;  

s 

pigénétiques dans les cancers des VADS. Dans une revue de la littérature englobant tous 

anglionnaire important. 

nt majeur dans la régulation de plusieurs voies de régulation de 

nt,  

ent du cycle cellulaire 

c

 

3 mécanismes d’inactivation de P16 ont été identifiés :  

1) la dé

2) la méthylation de la région promotrice du gène.  

 

Ce dernier point sera détaillé dans le chapitre concernant l’étude des altération

é

types de tumeur, selon Rocco et Sidransky (Rocco & Sidransky, 2001), P16 étaient inactivé 

dans 68% des cas ; cette inactivation était due à une délétion homozygote dans 27% des 

cas, une mutation dans 11% des cas et une methylation de la région promotrice du gène 

dans 30% des cas. Son inactivation serait liée à un mauvais pronostic du fait d’un risque de 

récidive tumorale et d’envahissement g

  

 - TP53 

La protéine p53 et son gène TP53 (situé en 17p13) ont été très étudiés dans les cancers 

d’une façon générale, en particulier dans les carcinomes épidermoïdes des VADS.  

TP53 est un intervena

l’homéostasie cellulaire telles que la régulation du cycle cellulaire, l’induction de l’apoptose et 

les mécanismes de réparation de l’ADN. 

TP 53 est un gène suppresseur de tumeur ; cette appellation tient au fait qu’il est surexprimé 

au niveau de la cellule normale en cas d’altération de l’ADN chromosomique en provoqua

par l’intermédiaire de p53 (sous une forme phosphorylée), l’arrêt du cycle cellulaire en G1/S ;  

cet arrêt intervient, entre autre, par le biais d’une trans-activation du gène Waf-1 (également 

dénommé Cip-1, Sid-1, P21), codant pour la protéine p21 (p21Cip1) qui inhibe un grand 

nombres d’enzymes du groupe des CDK indispensables au déroulem

(Figure N°22) (El-Deiry, 2003).  
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Figure N° 22 : Régulation du cycle cellulaire par p21Cip1, une CDK-I (Cycline Dépendante Kinase Inhibitrice) (d’après B. 

Arcangioli. http://virologie.free.fr/11-cycle_cellulire/cycle_cellulaire.htm). 

              

réparation de l’ADN ou provoquer l’arrêt du cycle. L’arrêt en
Le taux de p53 augmente lorsque l’ADN est endommagé. p53 peut alors conduire la cellule vers l’apoptose ou stimuler la 

 G1 est en effet induit par p53 qui active la transcription du gène 
Cip-1 codant pour p21, inhibiteur des Cyclines Dépendantes Kinases 

La surexpression de TP53 permet dans les cellules concernées de réparer les dommages 

causés à l’ADN.  

comme 

les radiations ionisantes ou des substances chimiques contenues dans la fumées de tabac.  

 

En cas de dommages trop importants, p53 engage la cellule vers la voie de l’apoptose, 

évitant ainsi la rentrée en cycle des cellules anormales et donc l’apparition de clones 

tumoraux. Cette voie implique la transcription d’autres gènes dont Bax  qui est un gène de la 

famille Bcl2 ; ce gène peut induire directement l’apoptose en favorisant la libération du 

cytochrome c au niveau des mégapores des mitochondries (Figure N° 23). 

 

La mutation est le principal mécanisme d’inactivation de TP53. Ce n’est pas le seul.  

TP 53 est muté dans plus de 50% des cancers, tous types confondus.  

Une mutation est notée dans 25% à 70% des carcinomes épidermoïdes des VADS, avec un 

chiffre moyen de 40% (Fan, 2001 ; Olivier et al., 2002). Une multitude de mutations sont 

répertoriées, dont certaines, très précocemment dans le processus de cancérogenèse. 

 
 
 
 

 

Les altérations (cassures, mutations) peuvent être provoquées par différents agents 
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Il n’existe pas à proprement dit de « hot-spot » de mutation ce qui oblige une recherche des 

altérations sur la totalité du gène ; cependant, les exons 4, 5, 6, 7 et 8 sont les plus 

fréquemments concernés.  

 

Un lien de cause à effet a pu être établi entre les adduits du B(α)P-diol-époxide, les 

nitrosamines et l’hydrogène peroxydé contenus dans la fumée de tabac et la survenue d’une 

mutation de TP53. Ces substances  agissent directement  au niveau de l’ADN au niveau des 

exons 4,5,6,7 et 8, plus particulièrement au niveau des Guanines (Denissenko et al., 1996).  

Par ailleurs, une corrélation dose dépendante entre la consommation de tabac et la 

fréquence des mutations de TP53 a  été constatée (Ahrendt et al., 2000). Les carcinogènes 

contenus dans la fumée de tabac ne sont pas les seuls agents pouvant induire des 

mutations de TP53. Il a également été constaté des mutations au sein de carcinomes des 

VADS diagnostiqués chez les patients consommateurs de Betel, notamment dans les 

popula

 

ie du locus TP53, mais pour 

squelles il existe deux mutations différentes de TP53 sur chacun des allèles (Blons et al., 

elles un séquençage du gène a été réalisé montrent que dans plus de 

0% des cas, les mutations prédisposent à l’existence d’une protèine p53 absente ou 

e d’une protéine anormale est souvent liée à des modifications de ses 

utations du gène TP53 étant difficilement applicable en routine, l’étude de 

ns sont dues en partie à la méthodologie, au nombre et aux 

 l’origine d’une 

utationnelle et d’IHC peut être au moins 

tions asiatiques.  

Quelque soit l’agent causal des mutations, celles-ci sont souvent accompagnées d’une 

délétion du deuxième allèle (délétion en 17p). Néanmoins, il existe 5 à 10% de carcinomes 

des VADS pour lesquelles il n’existe pas de perte d’hétérozygot

le

2003).  

 

Les études dans lesqu

5

anormale . 

 

La présenc

caractéristiques physiques et/ou chimiques qui peuvent, entre autre, entraîner un 

allongement de sa durée de vie ; elle devient alors détectable en IHC au niveau du noyau. 

 

L’analyse des m

p53 par IHC, du fait de sa relative simplicité, est un moyen indirect souvent utilisé pour 

étudier les mutations de TP53. La sensibilité et la spécificité de cette méthode varient en 

fonction des études. Ces variatio

types d’anticorps utilisés (Fan, 2001).  

Enfin, comme nous l’avons vu, certaines mutations de TP53 peuvent être à

protéine tronquée, voir absente ; dans ces cas l’IHC est inopérante. C’est ainsi que la 

discordance entre les travaux d’analyse m
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partiellement expliquée par le fait que tous les mutants de p53 ne peuvent être identifiés par 

la deuxième méthode.  

L’accumulation d’une protéine p53 anormale peut également provoquer la production 

d’anticorps détectables dans le sérum. Lors de notre étude (Lavieille & Righini, 1998 ), ces 

anticorps étaient détectés dans 44% des cas, sans qu’il y ait de corrélation entre une 

sérologie positive et la localisation, le stade tumoral, le degré de différentiation tumorale.  

Enfin, rappelons que la détection de p53 en grande quantité par l’intermédiaire d’une étude 

IHC, ne signifie pas obligatoirement que TP53 est muté. En effet, p 53 peut être stabilisée et 

inactivée par l’intermédiaire d’autres mécanismes en particulier la liaison avec les 

oncoprotéines E6 et E7 synthétisées par les virus de la famille HPV.  

Il est maintenant bien établi que les mutations du gène TP53 et les altérations de la fonction 

de la protéine p53, sont des événements très précoces dans la cancérogenèse des 

carcinomes des VADS (Califano et al., 1996 ; Califano et al., 2000).  

En revanche, la valeur pronostique des mutations de TP53 et la surexpression de p53 en 

IHC reste très controversée, avec des conclusions radicalement opposées en fonction des 

Fan, 2001). Ce point sera rediscuté dans le chapitre des biomarqueurs dans les 

ancers des VADS.

° 23 : Quelques gènes dont la transcription est activée par p53 phosphorylée à la suite de dommages sur l’ADN. 

multiples facettes de p53.  http://www.avernes.fr/Oncologie/rubrique176 ). 

publications (

c  

 

Figure N

(d’après Yorghos Remvikos : les 

  
 

p53 intervient dans la détection des dommages de l’ADN génomique, l’arrêt du cycle cellulaire et l’apoptose, mais aussi dans la 

tion et la régulation de toute forme de stress cellulaire. Son rôle permet d’activer (parfois d’inhiber) un très grand nombre 

 l’inventaire n’est pas fini. Quelques exemples caractéristiques sont fournis dans cette figure. Les deux 

 de p53 sont également indiqués : l’interaction avec mdm2 est rendue impossible par la phosphorylation 

répara

de gènes, dont

inhibiteurs principaux

de la sérine N°15 ; la phosphatase PP1Md déphosphoryle la sérine N°46, en inactivant ainsi p53. De même figurent les trois 

kinases (p38 MAPK, DNA-PK, ATM) qui phosphorylent p53 suite à la détection de dommages (cassures par exemple) au 

niveau de l’ADN, rendant ainsi la protéine active. 
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- CCND1 

CCND1 est un pro-oncogène qui est activé au cours du processus de cancérogenèse des 

VADS. Il est à noter que l’inactivation de P16 et l’actication de CCND1 apparaissent souvent 

associés suggérant une coopération de ces deux voies de régulation du cycle cellulaire 

(Okami et al., 1999). Cette coopération est donc un événement majeur dans la 

cancérogenèse des carcinomes des VADS. 

 

 

 

 5 . Les anomalies cellulaires 

- Le contrôle du cycle cellulaire 

La figure N° 24 résume les principaux temps du cycle cellulaire. 

Figure N° 24 : Cycle cellulaire (d’après B. Arcangioli. http://virologie.free.fr/11-cycle_cellulaire/cycle_cellulaire.htm). 

A /  vue d’ensemble 

 

B /  Décomposition de la mitose 
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C’est au cours de la progression en G1 que l’engagement dans le cycle cellulaire se précise. 

Le passage entre la phase G1 et la phase S est sous la dépendance d’une molécule vers 

ersible (Figures N°25 et 

laquelle converge l’ensemble des informations : la protéine Rb.  

 

L’entrée en cycle dépend de l’état de phosphorylation de cette protéine qui est sous le 

contrôle de l’activité kinase d’hétérodimères de la famille cycline-CDK (cyclin/cyclin 

dependent-kinases).  

 

Les cyclines sont des protéines formées et dégradées au cours du cycle cellulaire. Elles ont 

été appelées cyclines car leur concentration varie périodiquement au cours du cycle 

cellulaire.  

Les cyclines se fixent sur les molécules de CDK, régulant l’activité des CDK en 

phosphorylant ces protéines. La phosphorylation des CDK est rév

26). La dégradation périodique des cyclines est un mécanisme important du contrôle du 

cycle cellulaire.  

Le mécanisme de destruction des cyclines fait intervenir une « boite de destruction » qui 

semble marquer la cycline pour la fixation de molécules d’ubiquitine (phénomène 

d’ubiquitination) (Figure N°27).  

Les cyclines, comme les CDK, ont été conservées chez toutes les espèces au cours de 

l’évolution ; on dénombre actuellement 10 cyclines différentes chez l’homme. 

 
Figure N° 25 : Vue générale de la régulation du cycle cellulaire par les complexes cyclines-CDK. (d’après B. Arcangioli. 
http://virologie.free.fr/11-cycle_cellulaire/cycle_cellulaire.htm).  
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Figure N° 26 : Les principaux complexes cyclines-CDK dans le cycle cellulaire (d’après B. Arcangioli. http://virologie.free.fr/11-
cycle_cellulaire/cycle_cellulaire.htm). 
 

                          
 

fixent au substrat. Celui-ci est alors reconnu par le protéasome 26S, ce qui entraîne la dégradation de la cycline et l’inactivation 

 

Figure N°27 : Les cyclines sont dégradées par protéolyse. Grâce aux enzymes E1, E2 et E3, les molécules d’ubiquitine se 

de la CDK (d’après B. Arcangioli. http://virologie.free.fr/11-cycle_cellulaire/cycle_cellulaire.htm). 

         

      

 

La pho nnels de la famille E2F 

rôle est de bloquer le cycle cellulaire. Il s’agit du principal mécanisme 

sphorylation de Rb permet le relargage de facteurs transcriptio

qui lui sont liés (Complexe Rb/E2F), permettant ainsi le passage de la phase G1 à la 

phase S. L’activité des hétérodimères cycline-CDK est elle même régulée par l’existence 

d’inhibiteurs dont le 

connu d’inhibition de Rb dans les carcinomes des VADS avec deux inhibiteurs identifiés : 

P27 et P16. En effet l’inactivation directe de la protéine Rb semble exceptionnelle. Bien que 
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des pertes d’hétérozygoties du locus Rb sur le bras long du chromosome 13 soient 

retrouvées dans plus de 50% des tumeurs, rares sont celles pour lesquelles une inactivation 

du gène a pu être démontrée (Yoo et al., 1994). 

 
- L’apoptose  

L’apoptose est déclenchée par divers stimuli extra ou intracellulaires et orchestrée par 

plusieurs complexes protéiques schématiquement divisés en complexes « senseurs » et 

« effecteurs ». Une perturbation des voies pro-apoptotiques FAS ligand-FAS récepteur et 

es des 

carcinomes des VADS à l’apoptose médiée par ces facteurs, favorisant donc la prolifération 

cellulaire. A l’état normal, dans les deux cas, ces voies pro-apoptotiques induisent une 

phosphorylation de la Sérine 146-Ser de p21 (WAF1/CIP1) grâce à une phosphokinase 

urs mécanismes impliqués dans l’apoptose 

ptose. Les protéines, 

e la famille Bcl-2 contrôlent le relarguage mitochondrial du cytochrome C. 

ose. La 

- Facteurs de croissance, récepteurs et transduction du signal 

; c’est ainsi que de nombreux 

édiaire de récepteurs membranaires 

auxquels se lient les facteurs de croissance (ligands), le couple ligand-récepteur enclenchant 

TNFα-TNF récepteur a été démontrée par une résistance des cellules tumoral

(PKC delta). La sérine 146-Ser est située à proximité d’une cycline (Cy2) liant p21 à CDK2, 

une CDK impliquée dans l’apoptose. Sa phosphorylation favorise la dissociation de p21 et 

CDK2, permettant à CDK2 d’enclencher plusie

dont la condensation chromatinienne (Gatsman et al., 1999 ; Lothaire et al., 2006 ; Oh et al., 

2006).  

Tous les signaux de déclenchement de l’apoptose convergent vers la mitochondrie en 

relarguant dans le cytoplasme, entre autre, du cytochrome C, lequel active la cascade des 

caspases, protéases dont le rôle est d’exécuter le programme de l’apo

membres d

Certaines ont une activité pro-apoptotique (Bax, Bak, Bib, Bim), d’autres anti-apoptotique 

(Bcl2, Bcl-XL, Bcl-W).  

Un déséquilibre des espèces en présence pourra influencer le contrôle de l’apopt

surexpression de Bcl-2 ou une faible activité de Bax sont des facteurs clés de la 

cancérogenèse des carcinomes des VADS.  

Par ailleurs la surexpression de Bcl-2 ou une faible expression de Bax sont des facteurs de 

résistance à la radiothérapie (Ito et al., 1999).  

 

Le passage d’une cellule de l’état quiescent à l’état de prolifération s’effectue sous l’influence 

de signaux d’origine extra cellulaire, mais aussi intra cellulaire, les cellules tumorales étant 

capables de générer leur propres signaux de prolifération 

oncogènes, surexprimés dans les tumeurs, codent pour des facteurs de croissance solubles 

à l’origine de boucles d’autostimulation (Blons et al., 2003).  

Ces signaux sont transmis au noyau par l’interm
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une cascade d’événements cytosoliques dominée par l’activation successive de protéines 

kinases qui aboutissent au niveau du noyau à l’activation des facteurs de la transcription, à 

l’origine de la prolifération cellulaire. 

Parmi les facteurs de croissance impliqués dans la cancérogenèse des carcinomes des 

ADS, citons les Fibroblast Growth Factor 3 et 4, FGF3 (INT2) et FGF4 (HSTF1) 

surexp hromosomique 11q13 qui porte ces 2 gènes 

(Muller ang et al., 1999 ; Roh et al., 2000). Les facteurs EGF (Epidermal 

nt les carcinomes 

tumeur. L’importance de cette voie de signalisation dans 

la 

récepte céreux. Deux types de 

mo

récepte

kinase ouveaux traitements 

;  

oie Jak/Stat-PKC (Mandelsohn, 2002).  

es modifications génétiques et moléculaires pour deux de ces trois voies ont pu être 

identifiées, pouvant expliquer une hyperactivité de ces voies de transduction sans 

nases. Un gain de fonction constitutif de 

). Enfin, le gène suppresseur 

e tumeur PTEN localisé sur le bras long du chromosome 10 (10q), codant pour une 

V

rimés suite à l’amplification de la région c

et al., 1994 ; W

Growth Factor) et TGFα (Tumor Growth factor α) sont eux aussi impliqués et ce, dés les 

stades précoces de la cancérogenèse (Grandis & Tweardy., 1993). 

Parmi les récepteurs des facteurs de croissance, les récepteurs à l’EGF (EGFR), sont 

souvent surexprimés à la surface des cellules cancéreuses qui constitue

des VADS, et la voie de transduction impliquant le couple EGF-EGFR joue un rôle majeur 

dans la prolifération de ce type de 

prolifération des cellules tumorales de cancers des VADS a conduit à envisager le 

ur EGFR comme cible de nouveaux médicaments antican

lécules ont été conçues, un anticorps monoclonal (Erbitux ®, C225) qui reconnaît le 

ur et empêche son activation, et des inhibiteurs de l’activité enzymatique tyrosine 

du récepteur (Iressa ®, ZD 1839 ; Tarceva ® , OSI-774). Ces n

ont été abordés dans le chapitre Traitements des VADS ; nous n’y reviendrons pas. 

 

La transduction du signal jusqu’au noyau est particulièrement complexe. Trois voies 

principales ont été identifiées :  

1) la voie Ras-Raf-MAP Kinases 

2) la voie des phosphatidylinositol-3 kinases (PI-3 K)-PKB ;  

3) la v

D

surexpression de l’EGFR à la surface cellulaire.  

La première concerne la cascade Ras-Raf-MAP Ki

Ras est observé dans 25% des cancers humains, cependant les altérations de ce pro-

oncogène sont rares dans les carcinomes des VADS hormis dans les populations asiatiques 

(Inde et Taiwan) chez lesquelles il existe des mutations activatrices HRas et KRas (Kuo et 

al., 1994).  

Par ailleurs, il a été montré récemment que la cible des amplifications du bras long du 

chromosome 3 (3q) dans les carcinomes des VADS pouvait être le gène PIK3CA qui code 

pour la sous unité catalytique d’une PI-3 K (Redon et al, 2001

d
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phopholipide-phosphatase impliquée dans la régulation négative de cette voie de 

la cancérogenèse des carcinomes 

es VADS. 

ociée à 

u est génétiquement prédisposé à 

signalisation, est souvent la cible de perte d’hétérozygotie, bien qu’aucune mutation n’ai été 

jusqu’alors identifiée.  

 

Les anomalies chromosomiques identifiées au niveau 3q (gain) et 10q (perte) sont donc 

vraisemblablement impliquées de façon indirecte dans 

d

 

- Angiogenèse et facteurs angiogéniques 

L’oxygène et les nutriments apportés par les vaisseaux sont indispensables à la survie des 

cellules (http://www.esculapepro.com). L’organogenèse  et l’angiogenèse sont coordonnées 

au cours du développement de sorte que chaque cellule réside à moins de 100 µm d’un 

vaisseau capillaire. Tant que la taille de la tumeur est restreinte, les cellules tumorales 

peuvent se développer en puisant leurs ressources dans les vaisseaux existants, mais 

rapidement la croissance tumorale sera dépendante de la synthèse de nouveaux vaisseaux. 

A un certain stade de l’évolution tumorale, une sous population de cellules cancéreuses va 

acquérir un caractère angiogénique, c’est à dire que ces cellules vont devenir capables 

d’induire une angiogenèse au sein du tissu tumoral. Ce processus appelé néoangiogenèse 

résulte de l’expression, par les cellules tumorales, de facteurs qui induisent la différentiation  

endothéliale au sein du tissu tumoral.  

Nombreux sont les facteurs proangiogéniques synthétisés par les cellules tumorales des 

carcinomes épidermoïdes des VADS, le plus connu et le plus étudié étant le Vascular 

Epithelial Growth Factor (VEGF) (Blons et al., 2003). Il s’agit d’un facteur activateur 

peptidique, stimulant spécifiquement, in vitro, la prolifération des endotheliocytes.  

Dans la plupart des études, la surexpression des facteurs proangiogéniques  est ass

un mauvais pronostic (Teknos et al., 2002). 

 

6. Facteurs de risque génétique et carcinomes des VADS  

On parle de facteurs de risque génétique lorsqu’un individ

la maladie cancéreuse ou plus susceptible de développer un cancer après exposition à un 

agent cancérigène. 

Plusieurs études suggèrent l’existence d’une « susceptibilité » individuelle aux carcinomes 

des VADS (Scully et al., 2000). La notion de sujets « prédisposés » à développer un 

carcinome des VADS repose, entre autre, sur le rapport des CDC (US Centers for Desease 

Control) stipulant que sur les 46 millions de fumeurs Américains, seulement 40 000 à 50 000 

d’entre eux développent chaque année un carcinome des VADS, soit moins d’un sujet 

fumeur sur mille (Landis, 1998). 
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Le métabolisme des carcinogènes du tabac et les systèmes de réparation des lésions de 

l’ADN sont deux mécanismes dont on connaît des différences d’activité d’origine héréditaire, 

du tabac sont métabolisés par des enzymes 

ont le ertains des gènes codant pour ces enzymes ont un 

es du tabac, ceux pouvant constituer des 

facteur  les carcinomes des VADS.  

 

ans les deux cas, il s’agit d’une 

reux toxiques. Parmi eux, rappelons le cytochrome P450 1A1 

r l’ADN et une augmentation du risque de cancer du larynx et de la 

pouvant au moins partiellement, expliquer une variabilité de sensibilité des individus aux 

méfaits du tabac. 

Néanmoins la notion de cancers des VADS familiaux n’est actuellement pas admise. 

 
 
6a. Génétique et métabolisation des carcinogènes du tabac 

Au niveau de l’organisme, les carcinogènes 

d  rôle majeur est leur élimination. C

polymorphisme.  

Pour un individu, hériter d’une enzyme à activité réduite peut conduire à une accumulation 

excessive de toxiques et à une diminution des capacités de détoxification. Des études 

épidémiologiques ont été menées afin d’identifier, parmi les polymorphismes des gènes 

impliqués dans le métabolisme des carcinogèn

s de risque pour

Les glutathions-S-transferases (GST) forment une famille d’isoenzymes qui catalysent la 

conjugaison du gluthation sur des substrats électrophiles. Ce sont des enzymes qui ont un 

rôle majeur dans la détoxification de nombreux composés.  

Dans la population caucasienne deux génotypes homozygotes nuls de GSTM1 et GSTT1 

sont détectés chez respectivement 40 et 15% des sujets. D

double délétion du gène avec comme conséquence une absence totale d’enzyme. 

L’association des deux génotypes homozygotes nuls de GSTM1 et GSTT1 semble 

augmenter le risque de carcinome des VADS (Cheng et al., 1999). 

 

Les cytochromes P450 forment une famille d’enzymes qui intervient également dans le 

métabolisme de nomb

(=CYP1A1) qui métabolise le B(α)P en B(α)P-diol-époxide.  

Il est décrit chez certains sujets une hyperactivité du CYP1A1 associée à une augmentation 

des adduits du B(α)P su

cavité buccale chez les fumeurs (Blons et al., 2003).  

Par ailleurs, il a été montré que l’association d’une hyper activité du CYP1A1 et du génotype 

GSTM1 nul constitue un risque multiplicatif pour le cancer du poumon chez les patients 

fumeurs. Ceci n’a pas été démontré pour les carcinomes des VADS (Bartsch et al., 2000). 
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6b. Génétique et réparation de l’ADN 

- Généralités 

De nombreux systèmes de réparation permettent le maintien de l’intégrité du génome et les 

altérations subies par la molécule d’ADN peuvent être réparées. Les carcinogènes du tabac 

étant à l’origine de dommages sur l’ADN, il est concevable qu’une variabilité des systèmes 

de réparation entraîne chez le fumeur une variabilité du risque de cancer. 

Deux tests de sensibilité à des agents mutagènes ont été mis au point à partir de cultures de 

cellules (lymphocytes circulants) :  

1) un test direct de réactivation cellulaire en utilisant  un « gène reporter » altéré par le 

benzo(α)pyrène-diol-époxide (BPDE) (Cheng et al., 1998) ;  

2) un test indirect qui évalue la sensibilité de la cellule aux mutagènes (Wang et al., 

1998), dans lequel sont comptabilisées les cassures au niveau de la chromatine 

après exposition à un cytotoxique (la Bléomycine) ou au BPDE.  

Ces tests effectués sur des patients porteurs d’un carcinome des VADS  et sur des patients 

témoins fumeurs (appariés sur la consommation de tabac) mais indemnes de cancer, 

démontrent qu’il existe un nombre de sujets ayant une sensibilité aux carcinogènes et un 

défaut de réparation de l’ADN significativement plus élevé dans le groupe des sujets 

porteurs d’un carcinome des VADS.  

Les altérations des systèmes de réparation de l’ADN peuvent être constitutionnelles ou 

acquises. 

 

- Les altérations constitutionnelles 

Des altérations constitutionnelles pour deux  réparation de l’ADN 

sont documentés pou

Il s’agit du gène XRCC1 et hMLH1. XRCC1 intervient dans la réparation des cassures 

double brin de l’ADN. hMLH1 interv des discordances qu’il peut exister 

dans la séquence des nucléotides entre les deux brins d’ADN ; son dysfonctionnement 

favorise l’apparition d’instabilité microsatellitaires. 

La présence de deux polymorphismes de XR a 

baisse d’expression constitutionnelle de hMLH1 sont associés à un risque accru de 

carcinomes des VADS (Wei et al., 1998 ; Sturgis et al., 1999).  

 
 - Les altérations acquises 

Il s’agit de modifications acquises lors de la cancérogenèse. Ces anomalies peuvent 

favoriser, en retour, l’accumulation prog essive d’anomalies impliquées dans le 

développemen

gènes spécifiques de la

r les carcinomes des VADS.  

ient dans la correction 

CC1 (XRCC1 26304 CC et 28152 AA) ou l

r

t du cancer. L’interactivité qui existe entre les mécanismes de la 
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cancérogenèse et les mécanismes susceptibles de les contrer crée les conditions propices 

MT et  hMLH1 

Sous l’effet conjoint du tabac et de l’alcool vont s’accumuler au sein des cellules exposées, 

des ra dont le Benzo (α) pyrène-diol-époxide à l’origine de l’altération, par 

nine (Fan, 2001). En cas d’absence de réparation de la 8-oxo-

Guanine, celle-ci peut être remplacée par une Adénine favorisant la transversion G :C → T : 

A ; ce type de mutation est une des mutations les plus fréquentes relevées au niveau de 

anine en Guanine ; ce gène est 

 la carcinogenèse (Fan, 

ation de l’allèle correspondant ne l’est pas par mutation. Des études 

tion d’hOGG1 dans les carcinomes 

Dhenaut et al., 1999).  

uqueuse des VADS contre les effets des radicaux libres accumulés 

ous l’effet, entre autre, de l’intoxication éthylo-tabagique. 

 de transformer l’O - 

l (alkyl) Guanine, un des 13 nucléotides modifiés induits par les nitrosamines 

nten ans la fumée de tabac, en Guanine. Si elle est non réparée, l’O6- methyl (alkyl) 

T:A, est 

est un gène important dans le contrôle de la 

stabilité du génome en empêchant l’apparition d’instabilités microsatellitaires. Les 

au bouleversement complet de l’homéostasie cellulaire.  

 
 Modifications des gènes hOGG1, MG

dicaux libres, 

oxydation, des nucléotides constitutifs de l’ADN (Dizdaroglu, 1991). Une vingtaine 

d’altérations de ce type ont été répertoriées dans les carcinomes des VADS, dont la plus 

fréquente est la 8-oxo-Gua

TP53 (Hollstein et al., 1991). Le gène hOGG1 (human 8-oxo-Guanine DNA glycosylase 1) 

code pour une protéine capable de transformer la 8-oxo-Gu

localisé sur le bras court du chromosome 3 en 3p26.2, une région fréquemment délétée 

dans les carcinomes des VADS et ce, à un stade très précoce de

2001) ; Il n’y a aucune mutation identifiée pour le gène hOGG1 (Blons et al., 1999b ; Fan et 

al., 2000) et donc, contrairement à ce qui est habituellement le cas lors de perte 

d’hétérozygotie, l’inactiv

complémentaires concernant les mécanismes d’inactiva

des VADS sont donc nécessaires. Une des pistes de recherche est l’étude de la méthylation 

de la région promotrice de ce gène qui est riche en îlots CpG (

En somme, le gène hOGG1 peut être considéré comme un gène important dans les 

processus de réparation de l’ADN des carcinomes des VADS, mais également comme un 

gène protecteur de la m

s

Un autre gène important dans la réparation de l’ADN est le O6- methylguanine DNA 

methyltransferase (MGMT). MGMT code pour une protéine capable 6

methy

co ues d

Guanine peut être remplacée par une Thymine favorisant la transition G:C → T:A (Fan, 

2001). Ce type de mutation ponctuelle, similaire à la transversion G:C en 

fréquemment  relevée au niveau de TP53 dans les carcinomes des VADS. Un des 

mécanismes principaux d’inactivation de MGMT est la méthylation de la région promotrice de 

ce gène. Ce point sera détaillé dans le chapitre concernant les anomalies épigénétiques des 

cancers des VADS. 

Comme nous l’avons vu précédemment, hMLH1 
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mécanismes d’inactivation de ce gène dans les carcinomes des VADS sont encore mal 

définis. Il est probable que l’hyperméthylation de la région promotrice de ce gène soit un 

mécanisme important mais, comme nous le verrons dans le prochain chapitre, les résultats 

rapportés dans la littérature sont discordants. 

 
  Les instabilités microsatellitaires 

Les microsatellites sont de petites séquences d’ADN nucléaire réparties aléatoirement dans 

le génome, préférentiellement dans des portions non codantes. Elles sont caractérisées par 

des répétitions de 2, 3 ou 4 nucléotides identiques (ex : dinucléotide (GA)5 = 

GAGAGAGAGA ou tétranucléotide (AAAG)4 = AAAGAAAGAAAGAAAG). Deux types 

aires ont été décrites :  

tumorales du fait de l’altération du système de réparation de l’ADN, se traduisent par 

, 

996).  

es des 

 présence d’une mutation constitutionnelle d’un 

es des VADS (Blons et al., 1999a ; 

mal connus, même si le dysfonctionnement  du 

ène hMLH1 semble impliqué.  

d’altérations microsatellit

1) l’instabilité ; 

2) la perte d’hétérozygotie. 

Les microsatellites sont, du fait de leur séquence répétitive, des structures particulièrement 

exposées aux erreurs de réplication. Ces erreurs de réplication, plus fréquentes dans les 

cellules 

un nombre de répétition des nucléotides non conservé : soit plus élevé, soit plus faible par 

rapport à la séquence originale du microsatellite considéré.  

Selon Perucho, ce mécanisme faciliterait une instabilité génomique globale, propice à 

l’apparition de mutations en particulier dans des régions où se situent des gènes impliqués 

dans la cancérogenèse, dont Bax, impliqué dans l’apoptose, et le gène codant pour le 

récepteur du TGF-β (Tumor Growth Factor-β), facteur de régulation de la croissance 

cellulaire qui interagit avec P27, impliqué dans le contrôle du cycle cellulaire (Perucho

1

Il semble que ces erreurs de réplications apparaissent tardivement dans les carcinomes des 

VADS (El-Naggar et al., 1996). Leur fréquence oscille entre 15 et 25% (Arzimanoglou et al., 

1998 ; Xu et al., 2001).  

L’instabilité de microsatellites tri ou tétranucléotidiques rencontrée dans les carcinom

VADS présente des caractéristiques très différentes de l’instabilité des mono et dinucléotides 

rencontrée dans les cancers colorectaux héréditaires non polyposiques (HNPCC ou 

syndrome de Lynch). Celles-ci sont liées à la

gène codant pour une protéine du système de réparation de l’ADN (MMR pour Mismatch 

Repair), ce qui n’est pas le cas pour les carcinom

Salahshor et al., 2001). Les mécanismes de survenue d’instabilité microsatellitaire (IMS) 

dans des cancers des VADS sont encore 

g
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Dans un premier temps, nous étudierons la contribution de la méthylation de l’ADN à la 

carcinogenèse d’une façon générale, quelque soit le type de tumeur, puis nous nous 

focaliseron

 

1. D

Les m mises au 

ours des divisions cellulaires, modulant l’activité du génome, sans en affecter sa séquence 

 

des histones ainsi que la méthylation de l’ADN sont les 

trois princip

s génétiques et épigénétiques sont 

n seulement au stade prénéoplasique, mais également au stade tumoral du plus 

éthylation, une empreinte sur l’ADN. 

a méthylation de l’ADN correspond à l’ajout d’un groupement méthyl (CH3) à la place d’un 

s 

N° 28 : La réaction chimique de méthylation de l’ADN. Des enzymes (ADN méthyltransférases ou DNMT) assurent 

hyl (CH3) à partir d’un donneur, la S-adénosyl-méthionine (SAM). Les produits de la réaction 

         

s sur les carcinomes des VADS. 

éfinition 

odifications épigénétiques regroupent l’ensemble des modifications trans

c

nucléotidique (Bird, 2002). 

2. Généralités 

L’hypoacétylation et la méthylation 

aux phénomènes épigénétiques recensés.  

L’hypoacétylation des histones et la méthylation de l’ADN sont des événements intimement 

liés et interviennent dans le contrôle de l’expression génique.  

Dans le processus de cancérogenèse, les modification

intriqués, no

précoce au plus tardif.  

 
 2a  La m

L

atome d’hydrogène sur le carbone 5 des cytosines de l’ADN.  

Cette modification chimique est assurée par des enzymes que sont les méthyltransférase

ou DNMTs à partir d’un donneur de méthyl, la S-adénosyl-méthionine (SAM) (Figure N° 28) 

(Herman et al ., 2003). 

 
Figure 

l’addition d’un groupement mét

sont une Cytosine méthylée et une molécule de S-adénosyl-homocystéine (SAH). 
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La réversibilité de cette réaction est sous la dépendance d’une déméthylase caractérisée à 

partir d’une lignée cellulaire de carcinome pulmonaire (Bhattacharya et al., 1999).  

Les groupements méthyl forment un revêtement moléculaire variable d’un segment d’ADN à 

utre, et confèrent un caractère unique et transmissible à 

méthylations ont lieu majoritairement au niveau de 

moins 0,6 (Bird, 2002).  

es estimations placent le nombre total de ces îlots CpG entre 29 000 et 45 000 sur 1 à 2% 

des modèles mathématiques ; ceci s’explique par la diminution des îlots occasionnée par le 

phénomène de méthylation. En effet lorsqu’une Cytosine est méthylée, celle-ci a tendance à 

perdre une amine, permettant la transformation de la Cytosine en Thymidine ; si cette 

transformation n’est pas réparée, cette mutation par transition devient définitive, diminuant 

ipso facto le nombre d’îlots CpG. Cette transformation est le plus fréquent des 

polymorphismes génétiques rencontrés dans la population humaine (Rideout et al., 1990).  

 

Dans une cellule normale, les îlots CpG sont non méthylés et la majorité d’entre eux se 

trouvent au niveau des régions promotrices des gènes, essentiellement de gènes n’ayant 

pas d’expression tissu-spécifique. On estime que plus de 50% des gènes du génome 

humain possèdent des îlots CpG dans leur région promotrice (Jone & Baylin., 2002).  

l’autre, d’un type cellulaire à un a

l’ADN. La structure moléculaire de l’ADN a donc sa composante génétique, qui est la même 

dans toutes les cellules, et sa composante épigénétique variable suivant les types 

cellulaires.  

Néanmoins, ces groupements methyl ne sont retrouvés que dans certaines espèces ; ils sont 

absents ou quasi absents dans les organismes simples comme les levures ou les 

drosophiles alors qu’ils sont fréquents dans le génome des mammifères et de l’homme 

(Herman et al., 2003).  

Dans le génome humain, ces 

dinucléotides CpG (Cytosine-phophate-Guanine) (Bird, 2002).  

Soixante à 90% des dinucléotides CpG sont méthylés et se localisent dans des régions de 

chromatine compactée ou hétérochromatine, inaccessible à la machinerie transcriptionnelle. 

En revanche, les dinucléotides CpG non méthylés se regroupent en régions riches en CpG, 

appelées îlots CpG (Ng & Bird., 1999).  

 

Un îlot CpG se définie comme une région comprise entre 0,5 et 4 kilobases ayant une teneur 

en GC supérieure à 50% et un rapport CpG sur GpC d’au 

D

du génome humain avec une répartition moyenne tous les 100 kilobases (Herman et al., 

2003).  

Le nombre d’îlots CpG dans le génome humain est inférieur au nombre théorique obtenu par 
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Ces îlots CpG sont a contrario fortement méthylés dans les régions promotrices de gènes 

dont l’expression varie selon les tissus, la méthylation inhibant leur expression, l’absence de 

méthylation autorisant l’expression génique.  

Il se dessine donc assez clairement un parallèle entre méthylation des îlots CpG et 

expression de certains gènes (Razin & Szyf, 1984).  

De même, méthylation de l’ADN et structure de la chromatine semblent étroitement liées 

dans la régulation de l’expression génique. 

 
 2b  Profils de méthylation et expression génique 

- Mise en place et maintien de la méthylation 

Si la séquence de l’ADN est la même dans tous les tissus, le génome n’est pas marqué de la 

même façon par la méthylation.  

Trois processus interviennent dans la mise en place de cette diversité des motifs de 

méthylation : 

1) après la fécondation, les profils de méthylation hérités des parents sont effacés pour 

la mise en place d’un nouveau schéma globale chez l’embryon : c’est la 

déméthylation globale ; 

2) une fois les différents types cellulaires de l’embryon formés, de nouveaux profils de 

méthylation sont mis en place, c’est la méthylation de novo ; 

3) enfin ces profils de méthylation sont fidèlement reproduits dans les cellules filles lors 

de la réplication, c’est la méthylation de maintenance.  

La méthylation, qu’elle soit de novo ou de maintenance, est assurée par une famille 

d’enzymes, les DNMTs (Figure N° 29). 

 

Figure N° 29 : Représentation schématique des différentes ADN méthyltransférases. Les DNMT présentent globalement une 

partie N-terminale d’interaction avec l’ADN et d’autres protéines et une partie C-terminale portant l’activité catalytique. La 

séquence NLS (nuclear localization signal) permet le ciblage au noyau, la localisation à la fourche de réplication se fait par la 

protéine PCNA (proliferating cellular nuclear antigen). On trouve une séquence d’association avec un co-répresseur  

transcriptionnel DMAP1 (DNMT associated protein 1) et un domaine riche en cystéine- CxxC pour le recrutement des HDAC 

(histone déacétylases) ; I, II, IV, … motifs de caractéristiques des DNMTs procaryotes et eucaryotes. (d’après Torrisani et al., 

2003). 
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La DNMT1 est responsable de la maintenance des profils de méthylation à partir de l’ADN 

hémiméthylé durant la division cellulaire et de façon synchrone à la réplication de l’ADN 

estor, 2000).  

lus courte, homoloque dans sa partie C-terminale à la DNMT1, la DNMT2, bien que 

catalytique  

a perte de groupements méthyl, ou déméthylation, est assurée par deux mécanismes 

distinct

Outre la mise en place

jouent un rôle dans le contrôle de l’expression géniqu

indirectement la transcr

 

La méthylati

facteurs de t

est méthylée.  

 

Un des évé

de l’expression de certains gènes est le contrôle 

En effet, l’accessibilité

directement du niveau is des protéines histones, 

ochromatine (condensée), soit en euchromatine (moins dense).  

(B

 

P

ment inactive, peut également se lier à l’ADN (Dong et al., 2001). Sa fonction

serait de méthyler les séquences rétrovirales intégrées.  

Enfin, deux membres de la famille DNMT3 (DNMT3a et DNMT3b) sont, quant à elles, 

responsables de la méthylation de novo (Xie et al., 1999). 

 

L

s (Torrissani et al., 2003) : 

1) la déméthylation passive qui résulte de l’absence de méthylation de maintenance 

conduisant à la perte, au cours des divisions successives, du profil de 

méthylation. Son mécanisme n’est pas complètement élucidé ;  

2) La déméthylation active sous l’influence de l’activité de la déméthylase. 

 

Contrairement aux anomalies génétiques, la méthylation de l’ADN est donc un phénomène 

réversible. 

 

- Méthylation de l’ADN et régulation de la transcription  

 et le maintien de l’intégrité d’un profil de méthylation, les DNMTs 

e en régulant directement ou 

iption de certains gènes.  

on est ainsi capable de réprimer l’expression génique en inhibant la fixation de 

ranscription qui ne reconnaissent plus leur séquence consensus lorsque celle-ci 

nements majeurs associé aux DNMTs et largement impliqué dans la régulation 

de l’état de compaction de la chromatine.  

 des gènes par différents complexes de transcription dépend 

de compaction de la chromatine par le bia

soit en hétér

 

Ces différences de compaction sont dues en grande partie aux modifications des histones, 

principalement à des variations de leur niveau d’acétylation sous la dépendance des 
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histones-acetylases (HAT) et histone-déacétylases (HDAC) (figure N° 30) (Vogelauer et al., 

2000 ; Shaw, 2006a). 

 

Figure N° 30 : Aspect d’un nucléosome en fonction de l’acétylation des histones (d’après Shaw, 2006a). A gauche nucléosome 

régulier, compact, correspondant à une absence totale d’acétylation des histones ; à droite, nucléosome irrégulier, ouvert, 

correspondant à une acétylation des histones. 

                          

  

 

De fait, l’implication des DNMTs et donc de la méthylation de l’ADN dans la régulation de la 

transcription est intimement liée au recrutement potentiel, direct ou indirect, des HDAC 

(Figure N°31). 

 Répression directe 

Dans ce cas de figure, les DNMTs, qui présentent une affinité pour l’ADN, sont capables de 

recruter directement, au sein des complexes protéiques, les HDAC. C’est le cas de la 

DNMT1 qui, associée aux protéines HDAC1 et 2, Rb et au facteur de transcritption E2F, est 

apabl e réprimer de façon ciblée l’activité de promoteur sous le contrôle du site 

consensus E2F (Robertson et al., 2000). La DNMT3a, comme la DNMT1, peut réprimer la 

transcription grâce aux propriétés de compaction de la chromatine de HDAC1 et de ciblage 

d’un facteur de transcription RP58 (Fuks et al., 2001). 

 Répression indirecte 

C’est par l’intermédiaire de protéines qui vont reconnaître spécifiquement les cytosines 

méthylées sur l’ADN que va se faire le recrutement indirect des HDAC. Des protéines 

appartenant à la famille des MBD (Methyl CpG-Binding Domain protein) jouent le rôle 

d’adaptateur liant les cytosines méthylées de l’ADN à des complexes « histone 

déacétylase». La famille des MBD comporte plusieurs membres, MeCP2, MBD1, MBD2, 

MBD3 et MBD4, dont la plupart peuvent réprimer la machinerie transcriptionnelle grâce à 

c e d
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l’intervention d’une activité HDAC, plusieurs complexes MBD-HDAC ayant été identifiés dans 

les cellules de mammifères (Wade, 2001) (Figure N° 32). 

 

Figure N° 31 : Mécanismes de répression de la transcription (d’après Torrisani et al., 2003). La répression de la transcription 

peut être due à une absence de recrutement des complexes de transcription qui ne reconnaissent pas l’ADN méthylé par les 

DNMTs (A), au recrutement direct (B) ou indirect (C et D) des HDAC entraînant la compaction de la chromatine et l’impossibilité 

pour les complexes de transcription d’accéder aux promoteurs des gènes. Ac : acetyl ; M : methyl ; DNMT : méthyltransférase : 

HDAC : histone déacétylase : MBD : méthyl CpG-binding domain. 
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Figure N° 32 : Organisation des différents domaines protéiques des membres de la famille MBD. MBD : methyl CpG binding 

rès Wade, 2001). TRD : transcriptional repression domain ; GR : glycine / arginine repeat ; CXXC : domaine riche 

  

domain (d’ap

en cystéine.  

 

 

 

 

 2c Rôle fondamental de la méthylation de l’ADN dans la progression tumorale 

Lorsqu’on aborde la question de la méthylation et du cancer, deux événements majeurs et 

indépendants semblent étroitement liés et impliqués dans la cancérogenèse : 

l’hypométhylation globale et l’hyperméthylation localisée (Ehrlich, 2002 ; Robertson, 2001 ; 

Torrisani et al., 2003) (figure N°33). 

- Hypométhylation globale 

Feinbe  à retrouver une hypométhylation globale 

se, pendant près de 20 ans.  

inis, les 

conséq traînant : 

 

méthylés et réprimés), responsable d’un instabilité génomique (Herman et al., 

n expérimentale du génome 

 

rg et ses collaborateurs ont été les premiers

du génome dans les cellules cancéreuses humaines, à partir de lésions prénéoplasiques et 

de cancers du colon (Feinberg et al., 1988). Ce phénomène a été considéré comme ayant 

peu d’intérêt dans la cancérogenè

L’hypométhylation du génome de cellules cancéreuses se caractérise par une baisse de 20 

à 60% de la teneur en 5-méthylcytosine par rapport à des cellules normales. Bien que les 

mécanismes responsables de cette hypométhylation ne soient pas clairement déf

uences n’en sont pas moins établies, en

1) une activation d’éléments transposables (LINE, SINE et rétrovirus, normalement

2003). Ceci a été démontré grâce à la déméthylatio

de souris invalidée pour le gène DNMT1 dont les cellules souches ré-expriment 

des éléments transposables (Walsh et al., 1998). 
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2) Une augmentation des recombinaisons homologues responsables d’un taux plus 

élevé de mutations par réarrangements géniques, comme cela a été également 

observé chez les souris DNMT1 -/- (Chen et al., 1998). 

3) L’activation d’oncogènes comme H-ras et c-myc dans les cancers gastriques 

(Fang et al., 1996), du gène MAGE anormalement exprimé dans de nombreuses 

tumeurs ou encore des gènes LIM-HOX dans les leucémies myéloïdes 

lymphoïdes B (Torrisani et al., 2003). 

: L’hypométhylation globale et l’hyperméthylation régionale dans la transformation tumorale (d’après Torrisani et 

 séquences répétées (jaune) ou de gènes (bleu ciel) 

activés ; A) Cellule normale. un facteur X recrute les DNMTs et cible la méthylation sur les CpG des gènes inactifs (bleu et 

une) tandis qu’un facteur Y empêche la méthylation sur les gènes actifs (roses) soumis à l’activité des facteurs de 

e t des HDAC par les MBD compacte la chromatine et rend les gènes inaccessibles. B) Cellule 

rémaligne. Un défaut de méthylation apparaît dû à des mutations, délétions, défauts d’expression des protéines X et /ou Y. Le 

e défaut de méthylation entraînant l’inhibition de l’expression de certains gènes (normaux) au profits 

 

     

chroniques, pS2 dans les cancers du sein, ODC (ornithine décarboxylase) dans 

les tumeurs 

 
Figure N° 33 

al., 2003). Un segment d’ADN est représenté sur lequel on trouve un gène normalement actif (rose) avec des îlots CpG non 

méthylés (blanc). Les îlots CpG méthylés (gris) se retrouvent au niveau de

in

ja

transcription (FT). Le recrutem n

p

défaut de ciblage des DNMTs peut entraîner la méthylation anormale d’îlots CpG (hypermethylation) associée à une perte de 

méthylation sur les CpG normalement méthylés (hypométhylation). C) Cellule transformée (maligne). Les divisions cellulaires 

successives accentuent c

d’autres (anormaux) comme des séquences répétées.  
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En fin  

instabilité g e l’homéostasie cellulaire et l’émergence de 

clones cel urins, 

avec d  l

à l’âge adulte, une hypométhylation globale de leur génome et qui développent de façon 

normalement élevée des tumeurs, en particulier des lymphomes thymiques (Gaudet et al., 

 

- 

Parallèlem hylation régionale au 

niveau s

gènes en p

De façon tion de gènes dans les tumeurs est un phénomène 

équent. Toutefois, la fréquence de ces événements épigénétiques varie selon les types de 

qués diffèrent en fonction des cancers, avec pour chaque gène, 

tion, et par analogie au terme « génotype », Esteller et ses 

collabora

méthylation,

cancer. 

De plus, de

tumeurs, m

événement p

Ceci a été 

(Belinsky, 20

Pendant très

devaient être

soit inactivé t admis qu’un gène peut perdre sa 

fonction 

d’inactivation

allèle (Momp

 

 

de compte, on peut retenir que l’hypométhylation globale du génome entraîne une 

énomique propice à un déséquilibre d

lulaires anormaux ; ceci a été démontré grâce à des modèles animaux m

es ignées de souris chez qui a été maintenue pendant toute leur vie, de la naissance 

a

2003). 

Hyperméthylation  et inactivation génique  

ent à cette hypométhylation globale, se produit une hypermét

 de  îlots CpG responsable, pour de nombreux cancers, de l’inactivation de certains 

articulier les gènes suppresseurs de tumeurs.  

générale, l’hyperméthyla

fr

tumeurs. On retrouve, par exemple, des fréquences élevées de méthylation des gènes 

suppresseurs de tumeurs dans des cancers tels que les tumeurs coliques, les gliomes et 

leucémies myéloïdes aiguës ; elles sont moins élevées dans les cancers du sein et du 

testicule (Torrisani et al., 2003).  

Par ailleurs les gènes impli

une fréquence de méthylation différente en fonctions des tumeurs (figure N° 34). 

Se basant sur cette dernière no

teurs (Esteller et al., 2001), pensent qu’il est possible de définir un profil de 

 un « methylotype » ou « phénotype de méthylation » pour chaque type de 

s anomalies de méthylation sont détectées non seulement au niveau des 

ais également dans les lésions précancéreuses, indiquant qu’il s’agit d’un 

récoce dans la cascade d’événements entraînant la dégénérescence tumorale. 

parfaitement démontré dans les cancers du poumon non à petites cellules 

04) 

 longtemps il a été admis que les deux allèles d’un gène suppresseur de tumeur 

 altérés simultanément, soit par une mutation, soit par une délétion, pour qu’il 

(Herman et al., 2003). Hors il est actuellemen

en l’absence de toute modification génétique, suggérant un nouveau modèle 

 des deux allèles, par le biais d’une hyperméthylation du promoteur de chaque 

arler & Bovenzi., 2000) (figure N°35). 
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Figure N° 34 : Profils de méthy ’après Esteller et al., 2001). Tous les cas 

représentés sont  des promoteurs des gènes étudiés, sans présélections en 

s de southern-blot et de séquençage. A : histogramme ; B : pourcentage de méthylation en fonction 

de chaque gène. 

lation dans 15 types de cancers différents (d

 issus d’une analyse aléatoire de la méthylation

fonction de chaque type de tumeur. Les études ont été menées par des techniques de MSP (Methylation Specific PCR) 

complétées par des étude
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Figure N° 35 : Modèles d’inactivation des deux allèles d’un même gène impliquant des mécanismes génétiques (mutation, 

délétion) et épigénétiques (hypermethylation) (d’après Momparler et al., 2000). MUT : mutation ; -CH3 : méthylation ; √√ : 

délétion. 
  

      

 

 

-  Hyperméthylation  et mutations sur l’ADN 

En marge de l’inactivation génique par hyperméthylation des promoteurs de certains gènes, 

n effet, les 5-méthylcytosines peuvent générer des mutations, comme nous l’avons vu 

., 2003) : 

1) adsorption accrue des rayons UV ;  

cancérogenèse. Elle conduit à l’inactivation de plusieurs 

ènes suppresseurs de tumeurs au sein d’une même tumeur.  

ction), mise au point à la fin 

vertissant en Uracile par déamination. A 

inverse, les 5-methylcytosines  sont conservées.  

a séquence d’ADN est donc modifiée différemment selon que les Cytosines sont méthylées 

ou non (Figure N° 36). 

 

se trouvent des phénomènes mutationnels intrinsèquement liés à la présence de 

groupements methyl sur l’ADN.  

E

précédemment, par déamination spontanée engendrant une transition dans le code 

génétique d’une Cytosine vers une Thymine, mais aussi par (Torrisani et al

2)  liaison accrue des carcinogènes comme ceux retrouvés dans la fumée de tabac. 

 

 2d  Méthodes d’analyse de la méthylation de l’ADN. 

Comme nous l’avons vu précédemment, la méthylation des îlots CpG se produit 

précocement dans le processus de 

g

Les allèles méthylés peuvent être détectés avec une grande sensibilité grâce à une 

technique, la MSP (Methylation Specific Polymerase chain rea

des années quatre vingt dix (Herman et al., 1996 ; Cottrell & Laird., 2003).  

Cette technique nécessite un traitement de l’ADN extrait par le bisulfite de sodium qui agit 

sur les Cytosines non méthylées de l’ADN en les con

l’

L
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Figure N° 36 : Effet sur l’ADN du traitement par le bisulfite de sodium. Les cytosines non méthylées « C »  sont transformées en 

ytosines méth Cm »  sont conservées. 

    

 

Cette différence est ensuite visualisée après une amplification par Polymérase Chain 

Reaction (PCR).  

iques sont utilisées pour chaque gène étudié ; les amorces M sont 

éfinies comme celles amplifiant la séquence d’intérêt lorsque les Cytosines des îlots CpG 

ées et les am e p a   q e q e

 sont pas méthylées.  

Le nombre re excessif pour être certain d’amplifier le 

La sensibilit s étudiés . 

Elle est d’e  c é se pour 10

pour détecter des cellu ses au niveau de biopsies de peti

biologiques 

les sécrét ns bronchiq opes tt et al. on

mais également au ni  

pulmonaires, hépatiques et colorectaux, avec une bonne corrélation entre les résultats 

obtenus au niveau de ces différe s biologiques et ceux obtenus à partir des 

prélèvements tissulaires (Laird , 200 et al., 2003).  

De plus il s’agit d’une technique sp isque aucune méthylation n’est retrouvée au 

niveau  des tissus normaux non exp rcinogènes (Bird, 2002). 

 

La détection par MSP présente donc plusieurs avantages : 

 -     il s’agit d’une méthode s ple, sensible et spécifique ; 

- elle utilise de l’ADN, do e robuste par rapport à d’autres 

comme l’ARN ; 

de cycles d’amplification de doit pas êt

segment d’ADN d’intérêt (An et al., 2002).  

é de cette technique diff

Des amorces spécif

d

sont méthyl

cytosines ne

orces U comme c lles am lifi

uracile « U », alors que les C

 

 

ylées « 

ère en fonction des gène

reu

u

 Bi

n

io

vir

au contact 

on 1 el

de la tumeur qui contie

u

veau de l’ADN circulant de patients porteurs de cancers des VADS,

lule

les cancére

es

 ca

 (L

nc 00 cellule

nnent des cellules exfoliées comme

encourt Rosas 

s 

, 2001 

normales. Celle-ci est suffisante

t et

 

s 

, 

te taille, de

 Fr

 liquide

 la salive

 al.; F de aip  2005), 

nts fluide

3 ; Patel 

écifique pu

osés aux ca

im

nc un matériel biologiqu

nt la sé u nce d’intérêt lors u  les 
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- L’amplification PCR permet de travailler à partir de petites quantité d’ADN ; 

- Elle permet l’analyse d’une grande quantité de gènes au sein de différents milieux 

 

Ce dernier point laisse entrevoir deux applications potentielles en clinique : 

- les tumeurs présentant plusieurs gènes hyperméthylés, l’analyse de ces gènes 

conduit à une caractérisation tumorale plus exacte qu’avec l’étude d’un seul gène 

- l’analyse au niveau des fluides biologiques au contact de la tumeur et au niveau 

sanguin peut représenter un moyen de dépistage primaire des cancers ou de 

détection des rechutes. 

vient d’être cri e un e ti  E e

être quantitative en modifiant la technique de PCR grâce à l’utilisation d’amorces PCR 

marqués par des fluorochromes. Il s’agit de la MSP « Methylight » décrite par Eads (Eads et 

al., 2000). Tout comme la MSP « classique » décrite précédemment, il s’agit d’une méthode 

sensible e écifique.

D tres techn es que la SP peuvent être utilisées pour la détectio de la méthylation de 

l’ADN ; nous en citerons deux : 

1) la RE-PCR (methylation-sensitive Restriction Enzyme digestion  Polymerase 

C n Reactio  ; cette technique décrite par Singer-Sam en 1990 (Singer-Sam 

, 1990), ne nécessit  s de tra m u

agmentent l’ADN, les cytosines 

» le fragment d’ADN où elles c

 restriction. Les fragments d’ADN conten le c

méthylées sont ensuite étudiés par technique de Southern blot ou PCR. Cette 

technique nécessite de grandes quantités d’ADN, sa sensibilité est moins 

bonne que la MSP, et la présence de faux n n 

enzy tique inc plète  possible (Eads et al., 2000 ; Ha & Califano., 2006).

2)  la technique de pyroséquençage décrite par Colella et se  

2003 (Collela et al., 2003 ) et utilisées par la suite par d’autres équipes (Dupont 

et al., 2004 ; Shaw et al., 2006b)  ; cette méthode nécessite, comme la MSP, un 

sensible que la MSP et a comme principale avantage d’intégrer un contrôle de 

qualité du traitement bisulfite, ce que  fait pa MSP. ll re  

(tissus, fluides biologiques). 

et peut donc indirectement contribuer à établir un pronostic ; 

 

La technique de MSP telle qu’elle dé te st e méthod qualita ve. lle p ut 

très 

’au

t sp

iqu

 

 M n 

hai

zy

n)

et al.

Elle utilise

méthylés « 

en

e pa nsformation chimique de l’ADN géno

on qu

iq

sin

e.

s 

es

 

 

 des enzymes de re

protégeant 

de

stricti i fr

se situent de l’a tion de

ytomes ant s 

 positifs e  cas de

s collaborat

 digestio

ma om est  

 

Il s’agit d’une méthode d’analyse qualitative. 

eurs en

traitement de l’ADN génomique au Bisulfite de Sodium ; elle est tout aussi 

ne s la E e ste toutefois 



 .

moins utilisée que la MSP, car plus lourde à mettre en œuvre. Il s’agit d’une 

La MSP « isée 

ans la littérature. 

e revue exhaustive de la littérature  a permi d’établir la liste 

 

3. Epigénétiques et carcinomes des VADS 

3a  Prévalence de la méthylation de l’ADN au niveau tumoral

Ce son ses col Herm t 19 ui apport ent pour la 

première fois la méthylation d du g s rc omes pidermoïdes 

de la cavité buccale de l’oro - yn  et du larynx. Depuis, de no x  gènes 

ont été étud total, nous avons pu e a liste ces résumée 

.  

tion 

mplète.  

méthode d’analyse quantitative. 

 classique » est la méthode d’analyse de la méthylation de l’ADN la plus util

d

La liste des gènes hyperméthylés associés aux tumeurs est en pleine expansion ; ceci est 

vrai quelque soit le type de cancer. 

Dans le paragraphe suivant, un

des gènes dont l’étude de la méthylation du promoteur par technique MSP, RE-PCR et

pyroséquençage a été faite pour les cancers des VADS. 

 

t Herman et laborateurs ( an e  al., 95) q  r èr

u promoteur ène P16 dan  les ca in  é

 hypophar x mbreu  autres

iés. Au n recenser 19. L de gènes est 

dans le tableau N° 4

 
Tableau N° 4 : liste des gènes étudiés dans les carcinomes des VADS avec leur dénomination abrégée et leur dénomina

co

Gènes   

Abréviation Dénomination complète 

P16 = INK4A, = CDKN2A, cyclin-dependent kinase inhibitor 2A 

MGMT O6-methylguanine DNA methyltransferase 

DAPK Death-associated protein kinase 1 

ECAD E-cadherin 

P14 = ARF, androgen receptor factor 

P15 = INK4B, CDKN2B, cyclin-dependent kinase inhibitor 2B 

RASSF1A Ras  effector homolog 

HMLH1 Human homolog of bacterial Mut L 

Rarβ Retinoic acid receptor β 

APC Adenomatosis polyposis coli 

GSTP1 Glutathione S-transferase π 

VHL Von Hippel-Lindau suppressor gene 

P73 Tumor protein 73 

ATM Ataxia telangiectasia mutated gene 

DCC Cell-cell adhesion “Deleted in Colorectal Cancer” 

FHIT Fragile histidine triad 

DBC1 Deleted in bladder cancer 1 

ABO ABO blood group 

P53 TP53 gene 

 

 

69 



 .

Certains ont été très souvent étudiés et ont fait l’objet de nombreuses publications. Il s’agit 

es gènes qui ont été les plus étudiés dans les carcinomes des VADS (P16, ECAD, MGMT 

 méthylés (26 - 50%). 

 la détoxification 

explique vraisemblablement par des caractéristiques différentes des populations 

de P16, MGMT, DAPK et ECAD (tableau 5a). Pour ces gènes, seules les publications 

ultérieures à l‘année 2000 ont été retenues. 

D’autres ont été peu voir rarement étudiés avec, pour certains, une seule publication 

recensée (tableau 5b). 

Les revues de la littérature ont été écartées de la liste des publications mentionnées dans 

ces différents tableaux ; en effet, ces travaux reprennent pour la plupart d’entre eux les 

publications dont nous avons fait mention.  

Par ailleurs, les études rapportant les résultats de méthylation des différents gènes 

concernant les tumeurs du cavum ont été éliminées.  

Enfin, pour les gènes pour lesquels plusieurs études ont été faites, seules celles comportant 

l’analyse d’au moins vingt échantillons tumoraux ont été retenues.  

 

GSTP1 et VHL sont constamment retrouvés non méthylés quelque soit les publications.  

 

Aucune méthylation n’a également été mise en évidence pour APC, mais ce gène n’a été 

étudié qu’une seule fois et dans un petit nombre d’échantillons.  

 

L

et DAPK) font parti des gènes les plus fréquemment

 

L’ensemble des gènes répertoriés est impliqué dans le contrôle du cycle cellulaire, 

l’apoptose, la réparation de l’ADN, l’adhésion cellulaire, l’angiogénèse, et

des carcinogènes. Il est donc intéressant de noter que l’ensemble des étapes du processus 

de cancérisation est concerné par la méthylation des gènes suppresseurs de tumeurs dans 

les tumeurs des VADS. 

 

Toutefois, Il faut noter que pour un gène donné, le pourcentage de méthylation peut varier 

d’une façon importante en fonction de l’étude prise en compte.  

Ceci s’

étudiées (origine ethnique, âge, exposition aux toxiques, modalités d’exposition à ces 

toxiques, localisations tumorales, stades tumoraux). 
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 Gène       

Nom Locus Cible Références 
Nb  

d’échantillons étudiés 

Technique Nb  

d’échantillons méthylés 

% 

méthylation 

P16 cle cellulaire A  200 0 27 9p21 Cy i et al., 3 10  MSP 27 

  50  Nakahara et al.,  2001 32 MSP 16 

  hez-   Sanc Cespedes et al., 2000 50 MSP 14 28

  O , 200   gi et al. 2 96 RE-PCR 28 29

  Viswa et al.   nathan , 2003 99 RE-PCR 23 23

  Hase t al.,   gawa e  2002 80 MSP 26 32

  Y , 200 41  eh et al. 3 48 MSP 20 

  Lo  Bitten osas l 0 30  pes court R  et a ., 20 1 30 MSP 14 

  42  Huang et al., 2002 48 MSP 20 

  Mar al., 2 33  uya et 004 32 MSP 10 

   Moyenne cart ( é  type) 62 (30 –  100)  20 (10 –28) 33 (27 – 50) 

MGMT 10q2
tion  

( ylguanine) 
Viswa et al. 41 6 

Répara

O

ADN
6-meth

nathan , 2003 99 RE-PCR 41 

   Maru 04 31 ya et al., 20 32 MSP 10 

   a hez-Ces es et al., 2000 24 S nc ped 50 MSP 12 

   ittencou osas et al 0 23 Lopes B rt R ., 20 1 30 MSP 7 

   4 20 Zuo et al., 200 93 MSP 19 

    52 Kulkarni et al., 2004 60 MSP 31 

   Moyenne (éca typert ) 6  (32 1 –99)  20 4(7 – 1) 32 (20 – 52) 

DAPK hez-Ces es et al., 2000  14 19q34 apoptose Sanc ped 50 MSP 7 

    7 Ogi et al., 2002 96 RE-PCR 7 

   Hasegaw t al., 2002  24 a e 80 MSP 19 

   ittencou osas et al 0  33 Lopes B rt R ., 20 1 30 MSP 10 

   Maru 004  19 ya et al.,  2 32 MSP 6 

   4 0 25 Fan et al., 200 10 MSP 25 

    68 Kulkarni et al., 2004 60 MSP 41 

   Moyenne ( écart type) 64 (30 –  100)  16 4(7 – 1) 27 (7 –68) 

ECAD 16q2 a  cel  MSP 67 2 dhésion lulaire Kulkarni et al., 2004 60  40 

   Yeh et , 2003  MSP 85  al. 48  41 

   Maru 004  MSP 31 ya et al.,  2 32  10 

   Hasegaw t al., 2002  MSP 36 a e 80  29 

   Viswanath et al., 200  RE-P 35 an 3 99 CR 35 

   Nakayama et al., 2001 23 MSP 18 78 

   Chang et al., 2002b 100 RE-PCR 64 64 

   Moyenne ( écart type) 63 (23 – 100)  34 (10 - 64) 56 (31 –85) 

Tableau  5a : les gènes les plus étudiés 
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 Gène       

Nom Locus Cible Références 
Nb  

d’échantillons étudiés 
T  echnique

Nb  

d’échantillons 

mét és hyl

% 

m thyl tion é a

P14 9p21 Cycle cellulaire Ogi et al., 2002 96 RE-PCR 13 14 

   Maruya et al ;, 2004 32  MSP 5 16

   Shintani et al., 2001 76 MSP 20 26 

   Moyenne ( écart type) 68 (32 –96)  13 (5 –20) 19 (14 – 26) 

P15 9p21 Cycle cellulaire Ogi et al., 2002 96 RE-PCR 6 6 

   Viswanathan et al., 2003 99  RE-PCR 23 23

   Yeh et al., 2003 48  MSP 13 27

   Moyenne ( écart type) 81 (48 – 99)  14 (6 –23) 19 (6 –27) 

RASSF1A 3p21 Apoptose Hasegawa et al., 2002 80 MSP 6 8 

   Dong et al., 2003 46  MSP 7 15

   Moyenne  68  7 11,  5

hMLH1 3p21 
Réparation ADN 

 
Viswanathan et al., 2003 99 RE-PCR 8 8 

   Ogi et al., 2002 96 RE-PCR 0 0 

   Fan et al., 2004 20  1 MSP 39 32

   Moyenne ( écart type) 1 5 (90 6 –120)  16 (0 39) 13 (0 –32) 

Rarβ 3p24 Apoptose Maruya et al., 2004 32  MSP 15 47

   Shaw et al., 2006b 79 pyroséquençage 58 73 

   Moyenne  56  36 60 

APC 5q21- q22 Adhésion cellulaire Esteller et al., 2001 10  MSP 0 0

GSTP1 11q13 Détoxification carcinogène Fan et al., 2004 00 1 MSP 0 0 

   Sanchez-Cespedes et al., 2000 41 MSP 0 0 

   Moyenne ( écart type) 70 (41 –100)  0 0 

VHL 3p 25-26 Gène suppresseur Yeh et al., 2003 48  MSP 0 0

P73 1p36 Angiogenèse et apoptose Maruya et al., 2004 32  MSP 1 3

ATM 11q22 
Réparation ADN 

(toxiques, radiothérapie) 
Ai et al., 2004 00  1 MSP 25 25

DCC 18q21 Adhésion cellulaire Ogi et al., 2002 96  RE-PCR 16 16

FHIT 3p14.2 Apoptose Chang et al., 2002a 29   MSP 8 27

DBC1 9q32-33 Cycle cellulaire Gao S et al., 2004a 34  MSP 15 44

ABO 9q34 Adhésion cellulaire Gao S et al., 2004b 30 10 33 MSP 

P53 17p13 Apoptose Yeh et al., 2003 48 MSP 2 4 

Tableau 5b : les gènes les plus étudiés 
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3b   Prévalence de la méthylation de l’ADN au niveau des tissus sains, des 

tissus en périphérie d’une tumeur et au niveau de lésions dysplasiques 

 

Très peu d’études concernant l’analyse de la méthylation de gènes suppresseurs de tumeur 

au niveau de tissus sains, de tissus situés en périphérie d’une tumeur ou de lésions 

dysplasiques ont été publiées. 

Nous avons pu en recenser 3 dont les résultats sont résumé dans le tableau N° 6. 

 
Tableau N° 6 : Prévalence des méthylations de gènes suppresseurs de tumeurs au niveau de différents tissus non tumoraux. 

 

Tissus Références P14 % P16 % DAPK % MGMT % ECAD % RARβ %  

Muqueuse saine * Kulkarni et al. - 0 (20) 0 (20) 0 (20) - - 

Tissus en périphérie tumorale 

Kulkarni et al. 

Maruya et al. 

Shaw et al. 

- 

0 (32) 

- 

50 (60) 

0 (32) 

27 (79) 

36 (60) 

13 (32) 

- 

27 (60) 

22 (32) 

- 

- 

22 (32) 

56 (79) 

- 

50 (32) 

71 (79) 

dysplasie Maruya et al. 33 (6) 33 (6) 0 (6) 17 (6) 0 (6) 67 (6) 

 

* : fragment de muqueuse prélevée chez des sujets volontaires sains, non éthylo-tabagiques. 

Pour chaque gène sont indiqués le pourcentage de méthylation avec, entre parenthèse, le nombre d’échantillons analysés. 

 

Dans tous les cas o r, il s’agissait d’un 

agment de muqueuse macroscopiquement saine mais quelque soit l’étude, il n’a pas été 

précisé le résultat de l’analyse histo ns l ‘étude de Kulkarni (Kulkarni et 

al., 2004) et de Maruya (Maruya ce à laquelle le prélèvement de 

muqueuse a été fait par rapport aux berges tumorales n’a pas été précisée. Dans l’étude de 

shaw (Shaw et al., 2006b), ce prélèvement a été fait à moins de 10 mm des berges 

tumorales. 

 

3c Prévalence de la méthylation de l’ADN au niveau des liquides 

biologiques 

- Au niveau de la salive 

L’origine de l’ADN analysé au niveau salivaire est sujet à discussion ; en effet, il peut  s’agir 

d’ ADN dissout dans la salive et  libéré à pa

sein de la tumeur ; la seconde hypothèse est qu’il s’agit l’ADN contenu dans des cellules 

exfoliées à partir de la tumeur et mises en suspension dans la salive (Lopes Bittencourt 

Rosas et al., 2001 ; Miyamoto et al., 2005 ; Shaw, 2006a ; Ha & Califano., 2006).   L’étude 

des méthylations au niveau salivaire a été faite chez des patients porteurs de lésions pré-

néoplasiques et chez des patients porteurs de carcinomes invasifs. 

ù du tissu a été prélevé en périphérie de la tumeu

fr

logique de ce tissu. Da

et al., 2004) la distan

rtir de cellules tumorales apoptotiques, lysées au 
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Pour les lésions pré-néoplasiques  

ópez 3) ont démontré qu’il était possible de détecter par 

vité buccale. Dans cette étude, deux groupes de patients ont été analysés ; 

n premier groupe de 19 patients, fumeurs et/ou éthyliques, présentant une leucoplasie mais 

s) et en rémission de 

ur(s) cancer(s) (groupe N°2). 28 (82%) des 34 patients étudiés présentaient une 

nt pas stoppé leur intoxication ethylo-tabagique et ayant eu 

u moins un cancer des VADS traité préalablement. Par contre cette étude ne précisait pas 

ur suivi clinique, un carcinome invasif tout particulièrement dans le groupe de 

patients N°2. 

 

 Pour les car

Lopes Bittencourt Rosas et colla

démontré qu’il était possible de dét

promoteur de trois gène

Dans cette

buccale, de z qui un 

 de salive avait été fait au moment du diagnostic, parmi les 17 patients ayant 

une

65%) a moins une méthylation détectable au niveau salivaire. Cette détection était 

’autant plus sensible que la tumeur était localisée au niveau de la cavité buccale (8/10, 

80%

Par aill thylation 

du gène correspondant au niveau tumoral, soulignant la spécificité de la méthode utilisée.  

Cet

fumeur tion de 2 gènes (P16 et 

GMT),  l’explication donnée par les auteurs étant l’éventuelle présence d’un cancer occulte 

che s eu de suivi 

clinique de ce patient  précisé dans l’étude.  

L et collaborateurs (López et al., 200

MSP, au niveau de la salive, la méthylation de trois gènes suppresseurs de tumeur  (P14, 

P16, MGMT) chez des patients porteurs d’une lésion pré-néoplasique de type leucoplasie au 

niveau de la ca

u

sans antécédent de carcinomes des VADS (groupe N°1) ; un second groupe de 15, 

également fumeurs et/ou éthyliques, mais ayant comme antécédent un ou plusieurs 

carcinomes des VADS traités (modalités de traitement non précisée

le

méthylation d’au moins un des trois gènes étudiés dans les salives prélevées et ce, quelque 

soit la localisation anatomique de la zone de leucoplasie au niveau de la cavité buccale. Le 

nombre de méthylations était plus important, tout particulièrement pour P14, chez les 

patients de plus de 50 ans n’aya

a

si les patients ayant au moins une méthylation présente dans leur salive ont développé, au 

cours de le

cinomes épidermoïdes invasifs  

borateurs (Lopes Bittencourt Rosas et al., 2001) ont 

ecter par MSP, au niveau de la salive, la méthylation du 

s suppresseurs de tumeur : P16, MGMT et DAPK.  

 étude comprenant 30 patients porteurs d’un carcicome épidermoïde  de la cavité 

 l’oro hypopharynx et du larynx, non préalablement traités, che

prélèvement

 méthylation d’au moins un des trois gènes au niveau tumoral (17/30, 56%), 11 (11/17, 

vaient au 

d

).  

eurs,  aucune méthylation n’était retrouvée dans la salive en l’absence de mé

te étude comportait un groupe témoin de 30 sujets sains (15 fumeurs et 15 non 

s) ;  chez 1 sujet (3%) fumeur était mis en évidence la méthyla

M

z ce patient bien que l’examen clinique ait été normal et qu’il n’y ait pa
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Les conclusions de ce travail étaient : 

2) 

3) 

hyliques) et la détection précoce des rechutes tumorales chez les 

Toutefois ernier point de cette 

conclus n

 

Au niveau  du sang (sérum, plasma) 

La 

rapport

Cette p

2002). 

’après Jahr, l’ ADN détecté provient vraisemblablement de cellules apoptotiques et de 

dans la circulation sanguine générale, où il peut être détecté et analysé.  

 

A ce jour  méthylations dans le sérum et le plasma 

de patients porteurs d’un carcinome épidermoïdes des VADS. Les résultats de ces études 

sont résu

 

Tableau N° 7 : Détection et analyse de la méthylation de gènes suppresseurs de tumeur dans le sérum et le plasma de patients 

porteurs d’un carcinome épidermoïde des VADS. 

1) que l’étude de la méthylation de gènes suppresseurs au niveau salivaire était 

possible ;  

 qu’il s’agissait d’une méthode non invasive, sensible et spécifique ;  

qu’elle pouvait être utilisée pour la détection primaire chez des patients à risque 

(fumeurs et/ou ét

patients préalablement traités pour un carcinome épidermoïde des VADS.  

aucune étude na été publiée à ce jour pour confirmer le d

io . 

- 

présence d’ADN circulant dans le sérum/plasma de patients porteurs d’un cancer a été 

ée pour la première fois début des années 80 (Shapiro et al., 1983).  

résence d’ADN est retrouvée dans de nombreux types de cancers (Ziegler et al., 

 

D

cellules tumorales nécrosées  (Jahr et al., 2001).  

L’ADN est ainsi libéré dans les vaisseaux qui se situent au sein et qui entourent la tumeur et 

est ensuite relargué 

, deux études ont analysé la présence de

més dans le tableau N° 7.  

 

Localisations 

tumorales 
prélèvement Gènes étudiés 

Méthode 

d’analyse 

Incidence 

(%) * 

Sujets 

contrôles 
références 

CB, OP, HP, L Sérum P16, DAPK, MGMT MSP 21/50 (42) Non 
Sanchez-Cespedes 

et al., 2000 

CB, OP, HP, L Plasma P15, p16 MSPq 13/20 (65) Oui (4/24) Wong et al., 2003a 

 
CB : cavité buccale ; OP : oropharynx ; HP : hypopharynx ; L : larynx. * : nombre de prélèvements sanguins positifs (≥ 1 

méthylation détectée) par rapport au nombre de tumeurs méthylées (≥ 1 méthylation détectée dans la tumeur). 

 

Dans les deux études, le prélèvement sanguin a été fait au moment du diagnostic de la 

tumeur et avant tout traitement.  
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Dans l’étude de Sanchez-cespedes, la cohorte initiale comportait 95 patients. Dans 52 cas 

(55%), il existait au moins une méthylation présente dans la tumeur. Pour 50 des 52 patients 

ayant une tumeur méthylée,  le sérum a été analysé en parallèle. Parmi les 21 patients ayant 

au moins un gène méthylé au niveau sérique, 5 (24%) ont développé des métastases à 

istance des VADS, contre 1 (3%) parmi les 29 n’ayant pas de méthylation décelable. Cette 

ans cette étude. 4 des 24 patients (17%) contrôles 

résentaient une méthylation du gène P16 et/ou p15 avec toutefois une différence 

éanm n témoin pour ne pas 

introduire de biais dans l’interprétation des résultats.  

d

étude ne comportait pas de groupe contrôle. 

 

L’étude de Wong comportait 73 patients. P16 et P15 étaient méthylés dans respectivement 

49% et 60% des tumeurs analysées. Pour 20 patients, l’étude de la méthylation de P16 et 

P15 a été réalisée au niveau plasmatique ; une méthylation a été retrouvée dans 13 (65%) 

des plasmas analysés. L’évolution clinique des patients présentant une méthylation au 

niveau plasmatique n’a pas été précisée d

p

significative entre ce groupe et le groupe des patients porteurs d’un cancer (p < 0.02). 

Dans cette étude, la présence de méthylations chez les sujets témoins ne trouve pas 

d’explication claire. 

 

N oins l’étude de Wong souligne l’importance d’avoir une populatio
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Biomarqueurs et cancers des V

 



 .

 

 

ination 

étastatique.  

els ou biomarqueurs pour les cancers des VADS. 

onc de passer du stade de la recherche pré clinique, au stade 

e l’application clinique quotidienne, c'est-à-dire utilisable pour les patients et par les 

stades cliniques des patients inclus doivent être 

représentatifs de la population à traiter ; 

r étudier le biomarqueur doivent être parfaitement codifiées.  

 

 1. Définition d’un biomarqueur 

Les cellules cancéreuses ont une capacité de prolifération illimitée, d’échappement au 

processus apoptotique, d’invasion cellulaire, de néo-angiogenèse et de dissém

m

 

L’ensemble des anomalies génétiques et épigénétiques impliqués dans ces différentes 

étapes de la cancérogenèse, et que nous venons de détailler, représentent des marqueurs 

moléculaires potenti

 

Toutefois, certains critères fondamentaux doivent être respectés avant de confirmer l’intérêt 

clinique d’un biomarqueur et d

d

cliniciens à une grande échelle. 

 

Ces critères sont  (Shin et al., 1994 ; Hammond & Taube., 2002 ; Westra & Califano., 2004) :  

 

1) La population étudiée doit : 

- correspondre à la population pour laquelle l’utilisation de ce biomarqueur a un 

intérêt clinique. Par exemple, dans le cadre d’une étude des carcinomes des 

VADS, les modalités d’exposition aux toxiques (tabac et/ ou alcool), les 

localisations tumorales, les 

- être traitée selon des protocoles thérapeutiques bien définis et validés par 

l’ensemble des cliniciens prenant en charge les cancers des VADS ;  

 

2) Ie biomarqueur doit pouvoir être détecté à des stades précoces du développement 

tumoral ; 

 

3) Les étapes du recueil et de stockage des prélèvements, comme les techniques 

biologiques pou

4) Le biomarqueur doit pouvoir être mesuré de façon objective et reproductible à partir 

d’une quantité de matériel biologique la plus faible possible ; 

 

5) La sensibilité de la technique d’étude du biomarqueur doit être bonne ; 
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6) Il ne doit pas y avoir de biais dans l’interprétation des résultats, ce qui contribue à 

déterminer la spécificité du marqueur. Pour cela, outre la cohorte de patients 

(population des cas), le marqueur doit être étudié dans deux autres populations 

(populations témoins) comparables en ce qui concerne l’origine ethnique, le sexe et 

l’âge des sujets : 

- un groupe de sujets ayant une pathologie non cancéreuse (inflammatoire, 

infectieuse) des VADS ; 

- un groupe de sujets exposés aux mêmes carcinogènes que les patients porteurs 

déjà validées 

 

rs des VADS 

algré une surveillance clinique rapprochée et l’éducation des patients sur les signes 

IV) (Sjögren EV, 2006), et le nombre de 

chutes de la maladie ou de second cancer reste élevé (http://sforl.org

d’un cancer des VADS, en l’occurrence le tabac et / ou l’alcool ; 

 

7) Les informations obtenues avec le biomarqueur doivent être comparées, grâce à des 

analyses multivariées, aux connaissances cliniques et/ou biologiques 

de la pathologie considérée. Pour cela un nombre suffisant de patients doit être 

étudié. 

 

Il est cependant difficile qu’un biomarqueur puisse respecter l’ensemble de ces critières. Il 

sera d’autant plus fiable et utilisable en clinique s’il respecte le maximum des critères 

indiqués ci dessus. 

2. Biomarqueurs et cance

 

2a. Justification de l’identification de biomarqueurs fiables et utiles pour les 

cliniciens dans la prise en charge des cancers des VADS  

 

M

fonctionnels d’alerte que représentent l’odynophagie, l’otalgie réflexe, la dysphonie, le 

diagnostic est fait à un stade tardif (stades III, 

re  ; recommandations 

lement opposé, l’un évoluant favorablement, l’autre non. La clinique 

eule est incapable d’établir un pronostic pour chaque patient. 

pour le suivi des patients pour un cancer des VADS). 

 

Pour une localisation donnée, le cliniciens savent bien que deux patients ayant une tumeur 

avec un stade clinique identique traitée de la même façon, peuvent avoir une évolution et 

donc un pronostic radica

s
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Même si l’on obtient 80% de réponses objectives chez les patients traités par chimiothérapie, 

es critères histopathologiques pris isolément, paraissent insuffisants pour poser l’indication 

r et à quelles doses ? faut il y 

ssocier une chimiothérapie ? la clinique et l’analyse histopathologique permettent de 

Si l’on s’en tient aux seuls éléments que nous venons d’aborder dans ce paragraphe, et 

même si la liste n’est pas exhaustive, il apparaît que l’identification de biomarqueurs fiables 

et utiles au diagnostic, au suivi et au traitement des cancers des VADS constitue un axe de 

recherche indispensable pour améliorer le pronostic des patients. 

 
2b. Intérêts des biomarqueurs dans les cancers des VADS 
 

L’identification d’un biomarqueur peut être utile dans les domaines :  

1) diagnostique (dépistage précoce, suivi englobant le dépistage de la maladie 

résiduelle ou de la rechute) ;  

      2) pronostique ; 

      3) thérapeutique (prédiction de la réponse à un traitement, traitement ciblé). 

 

- dépistage et suivi des cancers des VADS 

Contrairement  à d’autres cancers comme la prostate avec le dosage du PSA (Prostate 

Specific Antigen) (Otto & Koning., 2004), ou le cancer du colon avec le dosage de l’ACE 

(Antigène Carcino-Embryonnaire) (Meyerhardt & Mayer., 2003), il n’existe aucun 

biomarqueur pour le diagnostic et le suivi des cancers des VADS. 

 

- Pronostic des cancers des VADS 

De nombreux marqueurs biologiques corrélés au stade tumoral, au degré de différentiation 

tumorale, à l’envahissement ganglionnaire et à la présence de métastases viscérales sont 

identifiés dans la littérature ; les principaux sont résumés dans le tableau N° 8 (Lothaire et 

al., 2005).  

 

seuls 45% sont répondeurs complets, ce qui signifie que plus d’un patient sur deux n’est pas 

traité de façon optimale, sans compter la morbidité et la mortalité liées à ce  type de 

traitement (Faivre & Teman., 2004). 

 

L

d’une radiothérapie post opératoire ; en cas de radiothérapie post opératoire, quel type de 

traitement doit être proposé au patient ? quels territoires traite

a

répondre partiellement à ces questions et des protocoles de traitement ont été établis 

(Bernier et al., 2004) ; mais ils ne laissent pas de place, ou très peu, à la modulation du 

traitement en fonction de chaque patient. 
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D’autres, comme l’aneuploïdie, signant une instabilité chromosomique, ou les anomalies 

chromosomiques semblent également corrélé à un mauvais pronostic (Rubio Bueno et al., 

1998).  

 
Toutefois, très peu d’études ont pu démontrer l’impact réel de ces  marqueurs biologiques 

sur le pronostic des patients.  

 
Enfin, il existe deux facteurs majeurs limitant leur utilisation en pratique clinique :  

1) Le fait que ces marqueurs soient étudiés la plupart du temps séparément, ne permet 

pas de connaître l’impact relatif de chaque marqueur ; 

2) le faible nombre de patients inclus dans les séries cliniques, limite la puissance 

statistique des résultats obtenus.  

 

En pratique, aucun de ces marqueurs n’est utilisable par le clinicien. 

 
Tableau N° 8 : Principaux marqueurs biologiques ayant une valeur pronostique dans les cancers des VADS (d’après Lothaire et 

al., 2006 ; Bourhis et al., 1996). Dim. : diminution. 

 

------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
Marqueurs impliqués dans la croissance, la prolifération tu orale et l’apoptose 

 
                     Cible, fonctio                                 altération                pronostic 

EGFR et son ligand TGF-α 
(Epidermoid Growth Fac          mauvais 
et son ligand TGF-α 
Transforming Growth factor) 
 
Cyclin D1          pro oncogène                                amplification     mauvais 
 
KI 67 (MIB-1) Antigen                                cycle cellulaire (G1, S, G2)             sur expression                mauvais 
 
Bcl-2            anti apoptotique            sur expression  mauvais 
 
Fas (Apo-1/CD 95) 
et son ligan FasL (Fas Ligand)        complexe pro apoptotique           dim. expression   mauvais 
------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
Marqueurs impliqués dans la suppression tumorale 
 
p 27 (Kip 1)  
cyclin-dependent kinase Inhibitor (CDI)       cycle cellulaire           dim.  expression  mauvais 
 
TP53           cycle cellulaire            mutation   mauvais 
Ac anti TP53                présence   mauvais  
------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
Marqueurs impliqués dans l’angiogénèse tumorale 
 
VEGF 
(Vascular Endothelial Growth factor)        angiogénèse tumorale           sur expression  mauvais 
------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
Marqueurs impliqués dans l’agressivité et le potentiel métastatique des tumeurs 
 
MMPs (MMP 2, 8, 9) 
(Matrix Metallo Proteinases)        conformation de la matrice           sur expression  mauvais 

    extra-cellulaire  
------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 

 
 
 

e 

m

n

tor Receptor)         prolifération cellulaire          sur expression       
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- cers des VADS  

la réponse à une chimiothérapie d’induction associant 5FU (5-fluoro-uracil) et du 

Ceux-ci  seront détaillés dans le chapitre 

expérimentations et résultats. 

 

més par 

elle de Cabelguenne  qui a montré que la présence d’une mutation de TP53 était un facteur 

rieure à 50% après 3 cures d’une 

himiothérapie associant 5FU et CDDP. 

l’analyse des mutations de TP53, l’étude de l’hyperexpression de p53 en 

C ne semble pas être un bon marqueur de chimiosensibilité des carcinomes des VADS. 

e reflète que partiellement la présence 

de 

tronqué

discord

moins 

la seco

 

D’autre n de bcl-2 ont été utilisés pour prédire la réponse à 

une

tumeur

carcino

retrouv C dans 18% des cas (Fouret et al., 2002). 24 

Traitement des can

Réponse à la chimiothérapie 

De nombreuses études ont été réalisées dans le but de rechercher des marqueurs 

biologiques prédictifs de la réponse à la chimiothérapie, notamment sur p53 et Bcl-2. 

 

Osman et ses collaborateurs (Osman et al., 2002) ont démontré que le phénotype muté ou 

normal de p53 déterminé par immuno-histochimie en utilisant trois anticorps, n’était pas 

corrélé à 

CDDP (Cisplatine). 

Dans le cadre de notre DEA, nous avions obtenus des résultats similaires en utilisant cinq 

anticorps (CM1, Pab 1801, Pab 240, DO7 et D40). 

En revanche, d’autres publications ont démontré que la présence de mutations détectées par 

séquençage automatisé au niveau du gène de TP53 était corrélée à une mauvaise réponse 

à la chimiothérapie (Temam et al., 2000). Les résultats de ce travail ont été confir

c

indépendant de la taille tumorale et de l’envahissement ganglionnaire de non réponse au 

traitement (Cabelguenne et al., 2000). En effet, dans cette étude les patients porteurs d’une 

mutation de TP53 avaient 4.9 fois plus de risque de ne pas répondre au traitement, la non 

réponse étant définie par une régression tumorale infé

c

 

Contrairement à 

IH

En effet, l’étude de l’hyperexpression de p53 en IHC n

certaines mutations de TP53, plus de 50% des mutations étant à l’origine d’une protéine 

e ou absente, rendant sa détection en IHC impossible (Taylor et al., 1999). La 

ance entre les travaux d’analyse mutationnelle et d’immnuohistochimie peut être au 

partiellement expliquée par le fait que tous les mutants ne peuvent être identifiés par 

nde méthode. 

s marqueurs, comme l’expressio

 chimiothérapie d’induction comportant du CDDP et du 5-FU pour le traitement des 

s localement avancées. Dans leur étude qui comportait 141 patients porteurs d’un 

me épidermoïde des VADS de stades II à IV, Fouret et ses collaborateurs 

aient  une surexpression de Bcl-2 en IH
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des 25 patients qui sur exprimaient bcl-2 étaient des bons répondeurs à la chimiothérapie (5 

it en analyse 

tatistique multivariée un facteur indépendant de bonne réponse à la chimiothérapie. Ce 

x agents 

ctivation des mécanismes pro-apoptotiques (Lowe & Lin, 

2000). 

 

Esteller et ntré que l’efficacité du  

aitement de première intention des gliomes par un agent alkylant, la Carmustine (BiCNU®, 

ice de ce gène.  

ors, comme nous l’avons vu précedemment, il s’avère que le pourcentage de méthylation 

queur prédictif de 

ponse à une chimiothérapie comportant un agent alkylant, pour le traitement des cancers 

érapie 

es études similaires concernant l’étude de p53 et la réponse à la radiothérapie ont été 

rdants 

allo et al. , 1999 ; Saunders et al., 1999). 

’ailleurs, sur le plan conceptuel, il paraît assez clair qu’aucun marqueur moléculaire ne peut 

ique, ne peut être appréhendée par l’étude isolée de quelques 

léments du « puzzle ». 

FU- CDDP), alors que parmi les 114 patients qui n’exprimaient pas bcl-2, seulement 75 

(66%) étaient des bons répondeurs (p<0.001). La sur expression de bcl-2 éta

s

résultat est paradoxal étant donné les fonctions anti-apoptotiques de bcl-2 ;  en effet, les 

travaux fondamentaux suggèrent que la sensibilité des cellules tumorales au

cytotoxiques est augmentée par l’a

 ses collaborateurs (Esteller et al., 2000)  ont démo

tr

Gliadel ®) était dépendante de la fonctionnalité du gène MGMT, la réponse au traitement 

étant moins bonne en cas de méthylation de la région promotr

H

de MGMT dans les gliomes est équivalent à celui retrouvé dans les cancers des VADS 

(30%).  

La méthylation de MGMT peut donc potentiellement consituer un biomar

ré

des VADS. Aucune étude n’a été entreprise dans ce domaine.  

 

Réponse à la radioth

D

menées, notamment en ce qui concerne le risque de rechute locale et la survie des patients 

après ce type de traitement. Les résultats rapportés dans la littérature sont disco

(G

 

Aucune des études mentionnées précédemment n’ont permis, pour l’instant, d’utiliser les 

marqueurs étudiés en pratique clinique courante. 

 

D

individuellement prédire la réponse à un traitement ; en effet, la complexité des interactions 

entre les différents mécanismes impliqués dans la cancérogenèse des VADS qu’ils soient 

génétique ou épigénét

é
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Thérapeutiques ciblées 

velles thérapeutiques qui bloquent soit le récepteur 

lui même (Erbitux ®) soit l’activité tyrosine kina  du récepteur (Iressa ®, Traceva ® ). 

 

Cet exemple illustre parfaitement le transfert entre la connaissance d’un mécanisme 

biologique e e. 

Au 

utiles a

restent décevants, en dehors des thérapeutiques ciblées qui sont des traitements 

ém

 

Comme nous l’avons vu précédemment, la voie de signalisation EGF-EGFR est sur 

exprimée dans 80% des carcinomes épidermoïdes des VADS. La caractérisation de cette 

voie a permi  le développement  de nou

se

t le développement d’une nouvelle thérapeutiqu

 

total, il apparaît que même si la recherche est active pour identifier des biomarqueurs 

ux cliniciens pour la prise en charge des cancers des VADS, les résultats de celle ci 

ergeants et dont les résultats demandent à être confirmer. 

 

83 



 .

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

EXPERIMENTATIONS - RESULTATS 

 



 .

1. Introduction 

ans le essivement intéressés aux 

étiques 

éthylation de l’ADN) des cancers des VADS deux mécanismes qui, comme nous venons 

ueurs qui 

uissent avoir une implication dans le diagnostic, le suivi, le traitement et le pronostic de ces 

 

btenus pour TP53 et sa protéine, puis nous exposerons l’étude que nous avons entrepris 

 
2. TP53 et sa protéine p53 

ans le cadre de notre DEA, nous avons étudié la protéine p53 codée par le gène TP53 

elle-ci l dans la 

rogression da de l’apoptose. 

 

e cancer du poumon et des voies 

ériennes (Pr. Ch Brambilla) dont une des thématiques de recherche était d’identifier un ou 

la  

chimiot r

 

Le but de té et réponse à la 

chimiothérapie.  

 et un anticorps polyclonal, 

CM1) sur prélèvements tumoraux (fixés sur paraphine) réalisés chez des patients 

 muté de p53 en IHC et 

la réponse à la chimiothérapie ; 

D cadre de nos recherches, nous nous sommes succ

altérations du gène TP53 et sa protéine (p53), puis aux altérations épigén

(m

de le voir, sont fortement impliqués dans la cancérogenèse de ces tumeurs. 

Dans tous nos travaux, l’objectif principal était d’identifier un ou plusieurs biomarq

p

cancers. 

Dans un premier temps nous présenterons succinctement les résultats que nous avions

o

récemment au sujet des altérations épigénétiques. 

D

c ayant, comme nous l’avons vu dans le chapitre II, un rôle essentie

p ns le cycle cellulaire par le biais du contrôle 

Ce travail avait eu lieu au sein du groupe de recherche sur l

a

plusieurs biomarqueurs succeptibles d’avoir une valeur prédictive dans la réponse à 

hé apie des tumeurs des VADS avant traitement. 

notre travail était d’étudier la relation phénotype p53 mu

 

Pour ce faire nous nous étions fixé comme objectifs : 

1) d’étudier la protéine p53 par analyse immuno-histochimique (IHC en utilsant 4 

anticorps monoclonaux, Pab 1801, Pab 240, DO7, D40

porteurs d’un carcinome épidermoïde  avant traitement par chimiothérapie associant 

2 cytotoxiques, le 5-Fluorouracil et le Cisplatine ; 

2) d’étudier sur le plan statistique la relation entre le phénotype

3) de déterminer si le phénotype muté de p53 en IHC correspondait à une mutation du 

gène TP53 grâce à une amplification PCR du gène suivi d’une analyse par 

électrophorèse en gel de polyacrylamide , selon la technique de Single-Strand-

Conformation-Polymorphism (SSCP). 

84 



 .

 

ancers des VADS avaient été étudiés. Nous avions identifiés  un phénotype 

muté d

 

Une co

était inférie

Ce résulta

- 

 p53 non détectable).  

onse à la chimiothérapie. 

us l’avons également vu dans le chapitre II, le phénotype muté de p53 est à 

origine de la production d’anticorps détectable au niveau de la circulation sanguine.  

Dans notre travail publié dans Oral Oncology, nous avions détecté des Ac anti-p53 par 

méthode ELISA dans 44% des cas. La présence de ces anticorps n’était pas corrélée aux 

caractéristiques cliniques de la tumeur (localisation, statut T et N) ni à la réponse à la 

chimiothérapie. 

 

En conclusion les Ac anti-p53 n’étaient pas un biomarqueur intéressant, au même titre de 

l’étude de l’IHC, pour prédire la réponse à la chimiothérapie chez les patients traités pour un 

carcinome des VADS.  

 

Par ailleurs, la présence d’Ac n’étant pas corrélée aux caractéristiques cliniques des 

tumeurs, ils ne représentaient pas non plus un biomarqueur potentiel pour le suivi des 

patients. 

Quarante et un c

e p53 dans 70,7% des cas, correspondant aux données de la littérature. 

rrélation entre IHC positive et SSCP avait été retrouvée dans 63% des cas ce qui 

ure aux résultats rapportés dans la littérature (80 -100% de corrélation). 

t pouvait être expliqué : 

- par des conditions non optimales de SSCP 

par le fait que certaines mutations n’étaient pas détectables par SSCP 

(conformation tridimentionnelle de

 

Le séquençage du gène TP53 aurait permis de trancher entre ces deux cas de figure mais, 

pour des raisons techniques celui-ci n’avait pas été possible. 

 

Enfin, nous n’avions pas retrouvé de corrélation statistique entre le phénotype muté de p53 

et la réponse à la chimiothérapie. L’étude immuno-histochimique de P53 ne pouvait donc 

pas constituer un biomarqueur prédictif de la rép

 

L’ensemble de ces résultats avaient été confirmés pour une cohorte plus importante de 

patients (n=74) et avait fait l’objet d’une publication dans la revue Oral Oncology (Lavieille & 

Righini, 1998) (Annexe 8). 

 

Comme no

l’

 

85 



 .

 

 
 

3.    Etude de la méthylation de l’ADN dans les carcinomes des VADS 

uer une tumorothèque, une banque de salive et une sérothèque chez des 

patients pris en charge pour un carcinome épidermoïde de la cavité buccale, de l’oro-

hypoph

2) de mettre lus grand 

n profil de 

méthylation ; 

3) d’analyser iveau des tumeurs, de la salive et du sang ; 

marqueur potentiel pour le suivi des patients ; 

 
3b – Maté

lusion des patients 

e travail a été réalisé à partir de prélèvements biologiques (tissus et liquides) permettant de 

 s’agissait d’une étude mono-centrique réalisée au CHU de Grenoble. 

L’é 02/0247), 

étude  

février  

prélèvement de salive au diagnostic et lors du suivi , un second pour les prélèvements de 

tissus r

 

Compte tenu des résultats  décevants  concernant l’étude de p53, nous avons opté pour 

l’arrêt  de cette voie de recherche et orienté nos travaux vers l’étude des altérations 

épigénétiques  des cancers des VADS. 

 
3a –  Objectifs 

 
Les objectifs de notre travail étaient : 

1) de constit

arynx et du larynx ; 

au point la méthode d’analyse par MSP des méthylations du p

nombre de gènes suppresseurs de tumeur possible, afin de définir u

 ces gènes au n

4) de corréler les résultats obtenus au niveau des tumeurs et des liquides biologiques, 

afin de déterminer si la salive et/ou le sang étaient succeptibles de représenter un 

bio

5) de déterminer si la méthylation des gènes suppresseurs de tumeur était un facteur 

pronostic potentiel pour les cancers des VADS. 

 

riel et méthode  
 
- Type d’étude et critères d’inc

 
C

constituer une tumorothèque, une sérothèque et une banque de salive dans le cadre d’une 

étude prospective dénommée Biomarkscan-ORL. 

 

Il

 

tude a été réalisée dans le cadre d’un PHRC régional (inscrit sous le N° DGS20

sans bénéfice direct pour le patient, ayant reçu un avis favorable du CCPPRB en

2002. Depuis son acceptation, deux amandements ont été nécessaires, un pour le

éférents. 

86 



 .

Les pre

 

Les critères d’inclusion des patients étaient : 

n et 

explications données par un des chirurgiens du service ORL (Annexe 9) ; 

3) présen  cavité buccale, de 

 C, HIV) ; 

7) acceptation d’un suivi de 5 ans. 

 

Lors de l’inclusion

mation de tabac (en paquet-années) et la consommation d’alcool (en 

grammes d’alcool pur ingérés par jour) ; 

3) le statut TNM établi à partir des données de l’examen clinique, endoscopique et 

rallè ment eux p pulati ins ont été co stitué s : 

1) groupe 1

miers patients ont été inclus en juin 2003 ; les inclusions ne sont pas closes.  

1) âge compris entre 18 et 75 ans ; 

2) signature d’un consentement éclairé après lecture d’un formulaire d’informatio

ce d’une tumeur (carcinome malpighien) de la

l’oropharynx, de l’hypopharynx et du larynx, les tumeurs du cavum étant exclues ; 

4) absence d’un cancer traité (en dehors des VADS et d’un carcinome basocellulaire 

de la peau) dans les 5 ans précédant l’inclusion ; 

5) absence d’une grossesse en cours ; 

6) absence d’ une pathologie infectieuse transmissible (hépatites B et

, étaient notés dans le dossier médical : 

1) les antécédents de cancer des VADS avec, en cas de première localisation 

traitée, la date et les modalités de traitement ; 

2) la consom

du bilan d’extension loco-régional et à distance (tomodensitométrie injectée de la 

cavité buccale, du pharyngo-larynx, du thorax et une échographie hépatique). 

 

Pa le , d o ons témo n e

 : patients, sans antécédents de cancer des VADS, ayant subi une 

amygdalectomie pour une pathologie non tumorale avec prélèvement d’un 

fragment de muqueuse au niveau du pilier amygdalien antérieur ou postérieur, 

permettant d’obtenir un fragment de muqueuse saine  ; 

2) groupe 2 : patients, sans antécédents de cancer des VADS, consultant dans le 

service ORL pour une pathologie non tumorale, chez qui un prélèvement de 

salive et de sang a été réalisé. 

 

Dans les deux groupes, des patients exposés au tabac et/ou l’alcool ont été inclus. 

Dans chaque groupe témoin, les patients ont été informés et ont signé un consentement au 

moment de l’inclusion (Annexe 10). 
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- Enregi trs ement des données cliniques et biologiques  

 

La mise à jour des données cliniques a été faite par les chirurgiens du service ORL. 

La mise été faite par une attachée de recherche 

linique (ARC) du département d’anatomopathologie et de pathologie de la cellule. 

ncernant la sérothèque et les prélèvements salivaires a été 

ite par les techniciennes du Département de Biologie Intégrée (DBI), UF de cancérologie. 

L’ensemble des données concernant les produits biologiques a été a misé.  

 

 

rothèque et de la banqu  
 

 A - Les prélèvements tissulaires 

oraux au m nt du diag

Pour chaque patient, un fragment de tumeur a été prélevé. 

 

Dans tou t a été fait sous anesthésie géné  ORL : 

- n initial 
3 dans une zone cha ique de la 

tumeur) ; 

- soit lors de l’intervention chirurgicale lorsque le patient était o

 

Dans tous les cas, un fragment de muqueuse macroscopiquement saine (tissu référent) a 

été prélevé à plus de 3 cm du site tumoral. Ce fragment était adressé au laboratoire dans un 

acon séparé élèvement. 

 

ée au laboratoire accompagnée d’une fiche de renseignement 

Les

frai

n’excéd t de réception des prélèvements étaient 

consignés pour chaque patient par l’anatomopathologiste réceptionnant les prélèvements. 

 

à jour des données de la banque de tissus a 

c

 

La mise à jour des données co

fa

 

nony

- Constitution de la tumorothèque, sé e de salive

A-1  Prélèvements tum ome nostic 

s les cas ce prélèvemen rale, au bloc

soit lors de la panendoscopie réalisée dans le cadre du bilan d’extensio

(prélèvement biopsique ≥ 5 mm rnue, non nécrot

péré. 

fl en précisant le site de pr

En cas de chirurgie avec présence d’une ou plusieurs adénopathies cervicales, une d’entre 

elles était prélevée et achemin

clinique (annexe 11). 

 

 prélèvements tumoraux, les tissus référents et les adénopathies étaient adressés à l’état 

s au département d’anatomopathologie et de pathologie de la cellule, dans un délai 

ant pas 10 minutes ; l’heure de départ e
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fragment de tissu référent était immédiatement congelé à – 80°C, sans analyse 

anatomopathologique préalable ; 

2) Un des moral prélevé dans une zone 

charnue, non nécrotique de la tumeur était également immédiatement congelé à – 

80°C, sans analyse anatomopathologique préalable (figure N° 37) ; 

it le droit de ne pas congeler le 

gure N° 37 : Matériel histologique reçu au laboratoire d’anatomopathologie. A/ A gauche, en regard de la lame de bistouri, le 

fragment de tissu r uchon blanc ; a droite la pièce tumorale sur laquelle va être 

prélevé un fragment de tumeur da istouri et qui sera mis dans 

le flacon avec un  

        B 

Au laboratoire : 

1) le 

 fragment biopsique ou un fragment tu

3) En cas d’adénopathie, un examen histologique extemporané était réalisé ; si 

celui-ci confirmait la présence de cellules malignes au sein du ganglion, un 

fragment était congelé à –80°C. 

 
 

En cas de fragment biopsique de volume réduit ou en cas de tumeur de petite taille (< 1 cm) 

traitée chirurgicalement, l’anatomopathologiste se réserva

fragment biopsique ou un fragment de la tumeur pour ne pas compromettre le diagnostic 

dans le premier cas, et  l’analyse anatomopathologique définitive, en particulier l’étude de la 

qualité d’exérèse (marge de sécurité par rapport aux tissus sains environnants) dans le 

second cas. 

 

Fi

éférent qui sera placé dans le flacon avec un bo

ns une zone charnue, non nécrotique à l’aide d’une pince et d’un b

bouchon rouge. B/ les 2 flacons sont plongés dans de l’azote liquide avant que les prélèvements soient

stockés dans la tumothèque. 

 

 

 

A   
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A-2  Prélèvements tumoraux au cours du suivi 

En cas de lésion muqueuse suspecte lors du suivi clinique, une panendoscopie sous 

anesthésie générale avec prélèvements histologiques était réalisée. Les conditions de 

prélèvement, d’acheminement et de traitement des prélèvements étaient identiques à celles 

décrites précédemment.  

 

A-2  Prélèvements  de tissus sains 

Pour les prélèvements de muqueuse saine (groupe 1 des populations témoins), les 

conditions d’acheminement et le conditionnement au laboratoire était identiques à celles des 

tissus référents. 

B - Les prélèvements  de liquides biologiques 

B-1  Au moment du diagnostic (patients porteurs d’une tumeur) 

es prélèvements ont été réalisés juste avant l’anesthésie générale des patients. 

 

5 à 10 ml de salive étaient prélevés dans un flacon stérile en demandant au patient de 

cracher après avoir fait des mouvements de machonnement pour favoriser la sécrétion 

salivaire. 

ne fiche de liaison (Annexe 

ules étaient ensuite dénombrées avec une cellule de Malassez 

en  présence de  bleu  de Trypan,  permettant de  dénombrer  le  nombre  de cellule  

 

Xerosthomie : quantité de salive insuffisante. 

 

 

L

- Les salives : 

En cas de besoin, notamment en cas de xérosthomie, le patient se rinçait la bouche et 

pratiquait un gargarisme à l’aide de 10 ml de NaCl à 0,9% stérile pendant 3 minutes. 

 

- Le sang : 

7 ml de sang sur tube sec et 14 ml sur tube EDTA étaient prélevés par l’anesthésiste au 

moment de l’induction de l’anesthésie. 

 
La salive et le sang étaient acheminés au Département de Biologie intégrée (DBI) dans 

l’unité fonctionnelle (UF) de cancérologie, accompagnés d’u

N°11). 

 

Au laboratoire : 

1) les salives étaient traitées avec une solution de Hanks et 1% de DTT, puis  

centrifugées. Les cell

-----------------------------------------------------------------------------------------------------------------
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mortes (cytoplasme bleu) et vivantes (cytoplasme clair) ; les cellules étaient ensuite 

aliqu n de 5.10 6 cell –80°C (figure N° 38) ; 

2) L tubes sec endant 12 minutes à 4°C. 

Les surnageants (sérum/ plasma) étaient ensuite prélevés et congelés à –80°C. 

ivi (pati ) 

égul en e, à 14 mois après le 

agno uins é ement au laboratoire. En 

s  

ure . 

vi (pati  

our les ive et d opu ns témoins es 

nditionnement au labora à celles 

es ti

gure res a alive n arrivée au lab ire. 

/ culo liées d lution Hanks et 1% de . C/ 

ot cell – 80°C. D rès ex n de la salive et après 

ora ). 

  B   

otées (suspensio ules) et congelées à 

 

e sang était centrifugé ( s ou EDTA) à 3000g p

 

B-2  Lors du su ents porteurs d’une tumeur

Lors des consultations de suivi en ORL, des prélèvements de salive et de sang ont été faits 

r ièrement. Le premier prélèvem t a été réalisé, en moyenn

di stic. Les prélèvements sang taient acheminés immédiat

cas d’impossibilité de transport immédiat, les salives pouvaient être con ervées moins de 24

he s à + 4°C dans le service ORL avant d’être acheminées au laboratoire

 

 

B-3  Lors du sui ents porteurs d’une tumeur)

P prélèvements de sal e sang (groupe 2 des p latio ), l

conditions d’acheminement et le co toire étaient identiques 

d ssus référents. 

 

 

Fi  N° 38 : Traitement des prélèvements salivai u laboratoire. A/ Flacon contenant la s  à so orato

B t cellulaire obtenu à partir des cellules exfo ans la salive après traitement avec so  de DTT

cul ulaire aliquoté avant d’être congelé à / aspect des cellules récoltées ap tractio

col tion au MGG (= May Grünwald Giemsa) (x 60

 

A                 C
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                D 

                 

 

1) cellules épithéliales exfolliées ; 2) débrits cellulair

 

A - Les gènes étudiés 

Nous av ènes. Leu

résumés dans le tableau N° 9. 

 

- Les gènes analysés et mét
 

 

ons analysé 16 g

Tableau N° 9 : récapitulatif des gènes étudiés. 

 

gène 

Rarβ (Retinoic acid receptor β) 

TIMP3 (Tissue Inhibitor of Metalloproeti

ECAD (E-cadherin) 

P16 (cyclin-dependent kinase inhibitor 2

MGMT (O6-methylguanine DNA methylt

DAPK (Death-associated protein kinase

DCC (Cell-cell adhesion “Deleted in Col

RASSF1A ( Ras  effector homologue) 

P15 ( cyclin-dependent kinase inhibitor 

P14 (Androgen receptor factor) 

APC (Adenomatosis polyposis coli) 

FHIT (Fragile histidine triad) 

HMLH1 ( Human homolog of bacterial M

ATM (Ataxia telangiectasia mutated gen

THBS1 (Thrombospondin 1) 

CASP8 (Caspase 8) 
1

es ; 3) noyau isolé. 

r dénomination

hode d’analyse

L

nase-3) 

1

A) 

ransferase) 1

 1) 1

orectal Cancer”) 1

2B) 

5q

3

ut L) 

e) 1

1

2q
2

3

 

 complète, leur locus et leur cible sont 

cible 

 

ocus 

3p24 Apoptose 

22q Adhésion cellulaire 

6q22 Adhésion cellulaire 

9p21 Cycle cellulaire 

0q26 Réparation ADN 

(O6-methylguanine) 

9q34 Apoptose 

8q21 Adhésion cellulaire 

3p21 Apoptose 

9p21 Cycle cellulaire 

9p21 Cycle cellulaire 

21-q22 Adhésion cellulaire 

p14.2 Apoptose 

3p21 Réparation de l’ADN 

(discordances nucléotides / brin) 

1q22 Réparation ADN 

érapie) (toxiques, radioth

5q15 Angiogénèse 

ptose 33-q34 Apo
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 e d’analyse 

B-1  Les prélèvements tissulaires 

Dix coupes de 15 µm ont été réalisées à partir des pré ments tissulaires cr réservés 

(tumeurs et tissus référents). 

Qu’il s’ag d’une tumeur ou d’u ssu référent, une première coupe du tissu a été réalisée 

et coloré osine pour vérifier 

1) dans le cas d’une tumeur, que la quantité de matériel tumoral était suffisa  70%) ; 

2) dans le cas d’un tissu référent, qu’il s’agissait bien d’un fragment de muqueuse saine 

perplasie, dyspla îlot tumoral). 

 

B-2  Les prélèvements salivaires 

Un ou s  pour les analyses au niveau 

e la salive. 

- Extraction et quantification de l’ADN 

extrait avec le kit « DNA Mini Kit QIAmp » (Qiagen ®, France). La totalité du matériel était 

repris d  µl de ta dans un 

bain-ma 56°C jusqu’à dig activation de la protéinase K  

(incuba 0°C pendant 10 utes), l’ADN était p ié par centrifugatio r résine 

échange nions suivant les recommandations du ki

La con on d’ADN était e ite déterminée par ectrophotométrie, en mesurant 

l’abso luât à 260 nm ( ), sachant que l’ A2 une solution d’ADN de 50 µg/ml 

est égale  L’absorption à 280  (A280) était égaleme in d’évaluer la pureté 

de l’ADN luation de la cont otéique de chantillon) ; un écha était 

considé e pur si le ratio A 280 était supérieur ou égal à 1.8. 

 
Methylation-spec CR (MSP) 

 de l’ADN par le bisulfite de sodium 
TM DNA modification kit » (Q.Biogene ®, France). 1 µg 

élange était ensuite mis dans un incubateur à 50°C 

pendant 16 heures.  

B – Méthod

lève yop

isse n ti

e à l’é : 

nt (>

(sans hy sie, 

plu ieurs des culots cellulaires aliquotés ont été utilisés

d

 

B-3  Extraction et quantification de l’ADN 

 

L’ADN des coupes cryopréservées et des cellules récupérées à partir de la salive a été 

ans 180 mpon de lyse ATL et digéré par 20 à 40 µl de protéinase K 

rie à estion complète. Après in

tion à 7 min urif n su

use d’a t. 

centrati nsu sp

rption de l’é A260 60 d’

 à 1.  nm nt mesurée af

 (éva amination pr  l’é ntillon 

r mé com 260/ A

- ific P

Modification

Nous avons utilisé le kit « CpGenome

d’ADN  était dilué dans 550 µl  d’une solution contenant 10 mM d’hydroquinone et 3M de 

bisulfite de sodium (pH : 5.0). Le m
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Après purification sur une résine échangeuse d’anions, l’ADN était repris dans 35 µl de TE 

(Tris-HCl 10mM – EDTA 0.1 mM, pH 7.5), utilisé immédiatement pour l’amplification PCR ou 

stocké à –20°C en attendant son utilisation. Avant l’analyse des gènes d’intérêt, une 

mplification du gène MyoD1 (situé dans une partie du génome dépourvue d’îlots CpG) était 

réalisé

(figure 

a

e afin de s’assurer de la présence d’ADN après traitement au bisulfite de sodium 

N° 39). 

 
Figure N°39 : Résultats de la PCR MYOD effectuée sur une série de  tumeurs. 

 

 

 

 

BC (Buffy-coat) = témoin, M- (non méthylé), M+ (méthylé).  MYOD : 152 pb 

2

 

 

 

 
Témoin PCR et traitement = H O utilisée comme témoin d’absence de contamination lors du traitement. 

Amplification de l’ADN traité par PCR 

23 µl  de tampon contenant 2 mM de MgCl , 50 µM de dNTPs, 0.4   µM  de chaque amorce, 

®

 a été faite dans un T3 thermocycler (Biometra ®). Les 

PCR étaient les suivantes : dénaturation initiale à 95°C, 30 secondes à la 

le à 72°C pendant 7 minutes. De l’ADN 

rovenant de lymphocytes circulants prélevés chez des donneurs sains a été utilisé comme 

 

haque PCR afin de s’assurer de l’absence de contamination. 

La réaction PCR a été réalisée dans un volume total de 25 µl  contenant 2 µl  d’ADN traité, 

2  

1 unité de FastStart Taq DNA polymérase (Roche ) et 0 à 5% de  diméthyl sulfoxide 

(DMSO). L’amplification PCR 

conditions 

température d’hybridation spécifique pour chaque gène (tableau N°10), 30 secondes  à 72°C 

pour l’élongation suivie d’une élongation fina

p

contrôle positif pour l’ADN non méthylé (=BCM, Buffy Coat non méthylé) et, après traitement 

in vitro par la Sss1 methyltransferase (New england Biolabs ®) , comme contrôle positif pour 

l’ADN méthylé (=BCM+, Buffy Coat méthylé). Un contrôle négatif (H20) a été réalisé pour

c
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Le volume total de la réaction PCR, additionné de 5  µl  de bleu de dépôt (50% d’H20 et 50% 

de glycérol et bleu de bromophénol), était ensuite déposé sur gel d’agarose à 3%. Après 

éléctrophorèse et immersion de quelques minutes dans un bain de bromure d’éthidium (BET, 

1 µg / ml), le gel était lu sous lampe à UV (caméra Gel doc ®) et interprété grâce au logiciel 

uantity One (BIORAD ®). 

 

rajout de DMSO dans le milieu de PCR. 

gènes Amorces sens (5’-3’) Amorces antisens (5’-3’) 
Taille 

(pb) 

Température 

 d’hybridation (°C) 

Q

 

Tableau N°10 : Séquences des amorces utilisées pour les PCR, taille du segment amplifié et température d’hybridation. * : 

 

 

 

MyoD1 TGATTAATTTAGATTGGGTTTAGAGAAGGA CCAACTCCAAATCCCCTCTCTAT 152 60 

Rarβ M

Rarβ U TTGAGAATGTGAGTGATTTGA 

TCCAACCGAAACGA 

AACCAATCCAACCAAAACAA 

146 

146 

59 

59 

 TCGAGAACGCGAGCGATTCG GACCAA

TIMP3 M 

TIMP3 

GCGTCGGAGGTTAAGGTTGTT CTCTCCAAAATTACCGTACGCG 116 59 

U TGTGTTGGAGGTTAAGGTTGTTTT ACTCTCCAAAATTACCATACACACC 122 59 

ECAD 

ECAD 

M 

U 

TTAGGTTAGAGGGTTATCGCGT 

TAATTTTAGGTTAGAGGGTTATTG 

TAACTAAAAATTCACCTACCGAC 

CACAACCAATCAACAACACA 

173 

173 

60 

56 

P16 M 

P16 U 

TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC 

CGTTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT 

GACCCCGAACCGCGACCGTAA 

CCCAACCCCAAACCACAACCATAA 

151 

151 

65 

60 

MGMT 

MGMT U 

M TTTCGAACGTTCGTAGGTTTTCGC 

TTTGTGTTTTGATGTTTGTAGGTTTTTGT 

GCACTCTTCCGAAAACGAAACG 

AACTCCACACTCTTCCAAAAACAAAACA 

81 

93 

55 

55 

DAPK M

DAPK GGAGGATAGTTGGATTGAGTTAATGTT CAAATCCCTCCCAAACACCAA 106 60 

 CGATAGTCGGATCGAGTTAACGTC CCCTCCCAAACGCCGA 98 60 

U 

DCC M

DCC U 

 CGTGTTCGCGATTTTTGGTTTC 

GTTGTTGTTGTTTGTGATTTTTGGTTTT 

ACCGATTACTTAAAAATACGCG 

CCACTTACCAATTACTTAAAAATACACA 

145 

134 

60 

60 

RASSF1A

RASSF1 AACCCCACAAACTAAAAACAA 105 60 

 M 

A U 

GTGTTAACGCGTTGCGTATC 

TTTGGTTGGAGTGTGTTAATGTG 

AACCCCGCGAACTAAAAACGA 

CA

93 60 

P15 M

P15 U 

GCGTTCGTATTTTGCGGTT CGTACAATAACCGAACGACCGA 148 60  

TGTGATGTGTTTGTATTTTGTGGTT CCATACAATAACCAAACAACCAA 154 60 

P14 M

P14 U

 

 

GTGTTAAAGGGCGGCGTAGC 

TTTTTGGTGTTAAAGGGTGGTGTAGT 

AAAACCCTCACTCGCGACGA 

CACAAAAACCCTCACTCACAACAA 

122 

132 

60 

60 

APC M

APC U AAACCAAAACACTCCCCATTC AGTTATATGTTGGTTATGTGTGTTTAT 76 60 

 GAACCAAAACGCTCCCCAT TTATATGTCGGTTACGTGCGTTTATAT 74 65 

FHIT M

FHIT U  CATAAACAACACCAACCCCACTA 74 

64 

64 

 TTGGGGCGCGGGTTTGGGTTTTTACGC CGTAAACGACGCCGACCCCACTA 74 

 TTGGGGTGTGGGTTTGGGTTTTTATG

HMLH1 M 

HMLH1 U 

ACGTAGACGTTTTATTAGGGTCGC 

TTTTGATGTAGATGTTTTATTAGGGTTGT 

CCTCATCGTAACTACCCGCG 

ACCACCTCATCATAACTACCCACA 

114 

120 

63 

60 

ATM M 

ATM U 

GGAGTTCGAGTCGAAGGGC 

GTTTTGGAGTTTGAGTTGAAG 

AACTACCTACTCCCACTTCCAA 

AACTACCTACTCCCACTTCCAA 

239 

246 

59 

56 

THBS1 M 

THBS1 U 

TGCGAGCGTTTTTTTAAATGC 

GTTTGGTTGTTGTTTATTGGTTG 

TAAACTCGCAAACCAACTCG 

CCTAAACTCACAAACCAACTCA 

74 

115 

58 

60 

CASP8 M 

CASP8 U 

TAGGGGATTCGGAGATTGCGA 

TAGGGGGATTTGGAGATTGTGA 

GTATATCTACATTCGAAACGA 

CCATATATATCTACATTCAAAACAA 

321 

321 

58 

50 
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Sensibilté de la MSP 

La sensibilté de la MSP a été déterminée pour les 16 gènes, grâce à une série de dilution 

ADN méthylé / ADN non méthylé (Tableau N° 11). La sensibilté était comprise entre 1% et 

0.01%, en fonction des gènes (Figure N° 40). 

 

Tableau N° 11 : Détermination de la sensibilité de la MSP (gamme de dilution). A partir d’une solution de BCM- à 0.02 µg d’ADN 

par µl, et d’une solution de BCM+ à 0.01µg d’ADN par µl, une série de dilution est réalisée. Une dilution en cascade est réalisée 

à partir du tube 3. 

 

Tubes ADN méthylé en % µl de BCM- µl de BCM+ µl d’eau stérile 

1 100 0 100 0 

2 20 40 20 40 

3 10 45 10 45 

4 1 50 10 (du tube 3) 40 

5 0.1 50 10 (du tube 4) 40 

6 0.01 50 10 du tube 5) 40 

7 0 50 0 50 

 
 
Figure N° 40 : Spécificité et sensibilité de la MSP en fonction des gènes étudiés. PM : marqueur de poids moléculaire ; H20 : 

contrôle négatif ; (A) : amplification PCR avec des amorces spécifiques du DNA non méthylé ; (B) : amplification PCR avec des 

amorces spécifiques du DNA méthylé. Le pourcentages indiquent la fraction d’ADN méthylé détecté dans 1 µg de solution 

d’ADN (0% : ADN contrôle non méthylé ; 100% : ADN contrôle méthylé) ; PCR MyoD1 : contrôle de la présence d’ADN après 

traitement au bisulfite de sodium. 

 

 A  B  

 
1 : gènes P16, MGMT, FHIT, APC, RASSF1A, HMLH1, CASP8, THBS1, DCC, ATM ; 2 : P14, DAPK, EACD, RARβ, TIMP3 ; 3 : 

P15. 
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3c – Résultats  
 

- Nombre d patients inclus e 

n date du 1er septembre 2006, 270 patients porteur d’un carcinome épidermoïde de la 

eurs). 

é chez 30 patients (15 fumeurs et 15 non 

e tableau N°12 résume le nombre et le pourcentage d’échantillons méthylés pour chaque 

e d’échantillons 
 

Nombre d’échantillons 
méthylés 

% 

E

cavité buccale, de l’oro-hypopharynx et du larynx ont  été inclus. 

 

Un fragment de muqueuse saine a été prélevé chez 10 patients ayant subi une 

amygdalectomie (7 fumeurs et 3 non fum

 

Un prélèvement de salive et de sang a été réalis

fumeurs) ne présentant pas de lésion tumorale au niveau des voies aéro-digestives 

supérieures 

 

- Nombre d’échantillons méthylés au niveau tumoral 

L

gène au niveau tumoral. 

 
 
Tableau N° 12 : Pourcentage d’échantillons méthylés en fonction des gènes, au niveau tumoral. 
 

gènes 
Nombr

analysés
Rarβ 90 52 58 

TIMP3 90 41 46 
ECAD 90 32 36 
P16 90 26 29 

MGMT 90 26 29 
DAPK 90 24 27 
DCC 50 22 24 

RASSF1A 90 18 20 
P15 90 16 18 
P14 90 10 11 
APC 90 10 11 
FHIT 90 9 10 

hMLH1 90 2 2 
ATM 50 0 0 

THBS1 50 0 0 
CASP8 50 0 0 

 

- Nombre d’échantillons méthylés au niveau salivaire 

 

 

 

Le tableau N°13 résume le nombre et le pourcentage d’échantillons méthylés pour chaque 

gène au niveau  des salives prélevées au moment du diagnostic. 
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Tableau N° 13 : Pourcentage d’échantillons méthylés en fonction des gènes, au niveau  des salives prélevées au moment du 
diagnostic. 

 

gènes 
Nombre d’échantillons 

analysés 
Nombre d’échantillons 

méthylés 
% 

Rarβ 60 50 83 
TIMP3 60 17 28 
ECAD 60 12 20 
P16 60 16 27 

MGMT 60 13 22 
DAPK 60 9 15 
DCC EC EC EC 

RASSF1A 60 10 17 
P15 60 7 12 
P14 60 2 3 
APC 60 4 7 
FHIT 60 2 3 

hMLH1 60 0 0 
ATM NF - - 

THBS1 NF - - 
CASP8 NF - - 

 
EC : analyses en cours ; NF : analyses non faites. 

 

N’ayant pas retrouvé de méthylations pour les gènes ATM, THBS1 et CASP8, leur analyse 

au niveau salivaire n’a pas été faite. 

Nous avons obtenus des résultats discordants entre les salives et les tumeurs pour le gène 

ARβ ; l’analyse détaillée des résultats concernant ce gène est rapportée dans un prochain 

aragraphe. 

 

- Caractérisation d’un méthylotype et intérêt de cette recherche dans la salive pour le 

suivi des patients 

Dans ce travail, nous avons analysés 11  gènes (TIMP3, RASSF1A, P16, MGMT, DAPK, 

ECAD, P14, P15, APC, FHIT, hMLH1) dans une population 90 patients. L’ensemble des 

données utilisées pour ce travail sont répertoriées dans l’annexe 12. 

 

Les différents sous groupes de patients étudiés sont résumés dans la figure 1 de l’article 

annexé. 

 

DCC n’ayant été étudié que pour une partie des patients, et compte tenu des résultats 

obtenus pour RARβ, ces deux gènes ont été exclus de cette étude. Quant aux gènes ATM, 

THBS1 et CASP8, aucune méthylation n’ayant été retrouvée, ils ont également été exclus. 

 

Nous avons pu définir un profil de méthylation (ou méthylotype) correspondant aux 6 gènes 

les plus fréquemment méthylés.  

R

p
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En effet, parmi les 69 patients (77%) ayant au moins une méthylation au sein de leur tumeur, 

e méthylation n’a été retrouvée. Un seul a rechuté ; tous les autres 

tant 

une chirurgie de rattrapage, non mutilante et curative. Pour le sixième cas, aucune 

méthylation après traitement n’a été mise en évidence, mais il s’agissait d’une tumeur 

particulièrement agressive et évolutive, dont la rechute a été diagnostiquée d’emblée à un 

stade localement évolué (> 3 cm) et ayant entraîné le décès du patient en moins de 3 mois. 

tous avaient au moins un gène méthylés parrmi les gènes suivants : TIMP3, ECAD, P16, 

MGMT, DAPK, RASSF1A. 

 

L’analyse de ces 6 gènes au niveau d’un fragment de muqueuse saine prélevée à distance 

(> 3 cm) des berges tumorales (= tissus référents) a retrouvé une méthylation dans 3 cas 

(TIMP3, 2 cas ; DAPK, 1 cas) avec une différence statistiquement significative (p<0.001)  

entre le pourcentage de méthylation retrouvé pour les tumeurs et les tissus référents et ce, 

pour chacun des 6 gènes. 

 

Aucune méthylation pour les 11 gènes étudiés n’a été retrouvée au niveau de 30 salives 

témoins (15 fumeurs, 15 non fumeurs). 

 

Nous avons pu également démontrer qu’il existait une très bonne corrélation entre les 

résultats obtenus au niveau tumoral et ceux obtenus au sein des salives prélevées au 

moment du diagnostic, la radiothérapie n’interférant pas avec les résultats obtenus.  

 

Ceci nous a permis de confirmer que l’étude de la méthylation de gènes suppresseurs de 

tumeur dans la salive était possible, qu’elle était le reflet des altérations épigénétiques au 

sein des tumeurs correspondantes, et pouvait donc représenter un moyen de surveillance 

pour les patients. 

 

Notre hypothèse a été confortée grâce aux résultats obtenus pour 22 patients suivis après 

traitement.  

Parmi ces patients qui avaient tous été traités par chirurgie et radiothérapie, outre un 

examen clinique toutes les 8 semaines, des prélèvements de salives réguliers ont été faits 

avec analyse de la méthylation des 6 gènes définissant le méthylotype. 

 

Pour 16 patients, aucun

sont en vie, en rémission locale et générale.  

 

Pour les 6 autres, une ou plusieurs méthylations persistaient ou sont réapparues lors du 

suivi. Cinq ont présenté une rechute locale découverte à un stade très précoce, permet
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L’étude de la méthylation des gènes suppresseurs de tumeur au sein de la salive représente 

r le dépistage précoce des rechutes tumorales chez des donc un biomarqueur potentiel pou

patients traités pour un cancer des VADS.  

 

Ce travail a fait l’objet d’une communication affichée intitulée « Correlation between promoter 

gene methylation in head and neck tumors and saliva : a potential marker to monitor HNSCC 

recurrence » (Righini C et al. Proc IFHNOS 2006 ; 224 : P-259) au 3rd World Congress of 

International Federation of head and & Neck oncologic societies (IFHNOS). 

Prague, 27 juin – Ier juillet 2006. 

 

 

Il  a également  été soumis pour publication à la revue « Clinical Cancer Research » sous 

l’intitulé « Tumor specific methylation in saliva : a promising biomarker for early detection of 

head and neck cancer recurrence » Righini C.A. et al. 
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TUMOR SPECIFIC METHYLATION IN SALIVA: A PROMISING BIOMARKER 

FOR EARLY DETECTION OF HEAD AND NECK CANCER RECURRENCE 

 

Running head: HNSCC specific methylation in saliva as relapse biomarker. 

 
Key words: HNSCC, saliva, tumor suppressor gene methylation, recurrence, detection. 
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Abstract  

Purpose: Our goal was to define tumor and saliva genes methylation profil of head and neck 

squamous cell carcinoma (HNSCC) and to evaluate its prognostic significance and its 

biomarker potential for early detection of relapse. 

ost 

ors and paired saliva samples analyzed at diagnosis, with an 

lated in 

Experimental design: We prospectively analyzed 11 genes by methylation-specific 

polymerase chain reaction (MSP) on primary tumors, histologically normal adjacent mucosa, 

and saliva from 90 French patients at diagnosis and during follow-up as well as on 30 saliva 

specimens from control matched patients with non malignant HN pathology. Five additional 

genes were analysed on 50 tumors of the series.  

Results: Methylation of TIMP3, ECAD, P16, MGMT, DAPK, and RASSF1 were the m

frequently observed, in tum

excellent agreement between both samples. At least one of these 6 genes was methy

more than 75% of the samples without additional positive samples when other genes were 

analyzed. Methylation profile was similar in newly and second primary cancers. Aberrant 

methylation was not associated with a worse prognosis. Ninety per cent of normal adjacent 

mucosa and all control saliva samples were negative. Twenty two patients were followed after 

treatment; abnormal methylation was detectable in 5 patients saliva, few months before 

clinical and FDG-PET signs of relapse, allowing curable surgery. Saliva samples were 

negative for the 17 other patients; 16 were in remission and only 1 relapsed.  

Conclusion: Gene methylation in saliva is a promising biomarker for HNSCC patients follow 

up and early detection of still curable relapses. 
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Introduction  

Head and Neck Squamous Cell Carcinoma (HNSCC) affects each year approximately 780 

000 new patients worldwide and over 15 000 patients in France (1, 2). Despite advances in 

therapy, its prognosis has not improved markedly over the past 20 years (3), essentially 

because of late diagnosis and frequent locoregional recurrences, without successful salvage 

therapy if the tumor is large. Early diagnosis of HNSCC might improve its prognosis, but is 

osis (DAPK, RASSF1A, 

ise for early 

etection of primary HNSCC cancer and local recurrence (14). However, gene methylation 

ave been identified, secondly because gene methylation might be, as other 

olecular abnormalities, observed at all stages of the transformation, years before clinical 

hindered in patients who often delay seeking medical attention for a variety of reasons linked 

to tobacco and alcohol intake. Early detection of recurrence is also vital, and effective 

surveillance is usually easier in patients who have already been managed adequately. HNSCC 

detection is currently based on expert clinical examination of the Upper Aero Digestive Tract 

(UADT) and histological analysis of suspicious areas but it may be undetectable in hidden 

sites, such as crypts of the tongue base or tonsils (4).  

De novo methylation of CpG island within suppressor gene promoters is a well-characterized 

epigenetic abnormality in cancer that causes gene inactivation (5, 6). Several genes are known 

to be frequently methylated in HNSCCs (7, 8); they are involved in cell cycle control (p14, 

p15, p16), DNA damage repair (MGMT, hMLH1, ATM), apopt

RAR�), and tumor cell invasion (ECAD, DCC). Some others genes i.e. APC, FHIT, and 

TIMP3 have rarely or never been analyzed in HNSCC but are frequently methylated in non 

small cell lung cancer, a tumor also linked to tobacco smoking (7, 9-12).  

Gene methylation is detectable in a very few malignant cells collected in body cavity fluids at 

direct contact with the tumor (12, 13); therefore, saliva analysis holds great prom

d

analysis might be impaired, firstly because no single epigenetic signature accounting for all 

HNSCCs h

m

manifestations of HNSCC (7, 9), leading to false positive results in saliva from subjects 

exposed to risk factors. 

The purpose of this study was firstly to define a genes methylation profil in HNSCC tumors 

and saliva analysed at diagnosis and during patients follow up; secondly to evaluate its 

prognosis significance as well as its value as biomarker for early detection of recurrence.  
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Materials and methods 

Study design  

Between 2003 and 2005, 120 patients of less than 75 years-old with a primary non metastatic 

HNSCC of the oral cavity, pharynx, and larynx were included, after they gave informed 

 histology were defined 

umor samples and histologically normal adjacent mucosa were obtained during surgery (n= 

psy during initial endoscopy (n= 37), frozen in liquid nitrogen, and stored at – 

lesion. 

consent, in a monocentric prospective study; this study was designed as recommended by Mc 

Shane (15), and approved by Grenoble University Hospital Ethical Committee. Thirty patients 

were excluded because the tumors contained less than 70% malignant cells (figure 1).  

Diagnostic staging included tobacco-alcohol addiction and demographic characteristics 

recording, physical examination by a head and neck surgeon (HNS), endoscopy of the UADT, 

cervico-thoracic CT-scan, and liver ultrasound. Tumor staging and

according to the UICC and WHO-1991 classifications (16, 17). Patients were treated by 

surgery and/or radiotherapy and followed with regular physical examinations, saliva samples, 

and FDG-PET (2-deoxy-2[18 F] fluoro-D-glucose detected by positron emission tomography). 

 

Sample collection 

T

53) or by bio

80°C. DNA was extracted from 10 µm sections that contained more than 70% infiltration by 

SCC as quantified by 2 pathologists, on the first Giemsa stained section.  

Paired saliva samples were collected just before surgery or biopsy and during post-treatment 

staging, after 3 minutes of swishing and gargling with a 25 ml sterile NaCl solution at 0.9%. 

Samples were treated in Hank’s solution with 1% DTT, centrifuged and cell pellets were 

frozen at – 80°C before analysis. Saliva was also collected from 30 control patients (20 

males), received in the Head and Neck Department, after a HNS had confirmed the absence of 

clinically detectable mucosal or malignant 

 

DNA extraction 

Genomic DNA, from tumor and exfoliated cells in saliva, was digested with proteinase-K and 

extracted with QIAmp tissue Kit (Qiagen) according to the manufacturer’s recommendations. 

 

Methylation-Specific PCR (MSP) 

Methylation analysis was performed on tumors, normal adjacent mucosa, and saliva after 

bisulfite DNA conversion with CpGenome DNA modification kit (Qbiogene); DNA was 
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amplified with Fast Start DNA polymerase (Roche) using specific primers for the methylated 

or unmethylated sequences of the genes (table 1) (18). MyoD amplification, with primers 

selected in an unmethylated region, served as DNA quantity control after bisulfite treatment. 

DNA from peripheral blood lymphocytes, treated or not with Sss1 methyltransferase (New 

England Biolabs) was used as a positive and negative control. PCR products were analyzed 

by 3% agarose gel electrophoresis. The MSP allows detecting reproducibly 0.01% to 1 % of 

methylated DNA in samples (12). 

 

Statistical analyses. 

Associations between gene promoter hypermethylation and tumor and patients’ characteristics 

were analyzed through the use of the Mann Withney or Fisher exact test as appropriate.  

Kappa coefficients between saliva and tumor samples were calculated.  

Variables associated with relapse or death were tested using Kaplan-Meier estimates and 

80) and 120g/24h 

compared using a logrank test. A multivariate Cox’s model was used to determine 

independent predictors of relapse or death, and in particular to test the association between 

gene promoter hypermethylation and prognosis. We used a two-sided test and a p value of 

less than 0.05 denoting statistical significance. SAS 9.1 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) 

and Medcalc 8.8.1.0 (Medcalc, Ghant, Belgium) softwares were used.  

 

Results 

Prevalence of aberrant methylation in tumors and in histological normal adjacent mucosa  

Ninety HNSCC patients were included (median age: 57 years; range: 33-74). With the 

exception of 5 patients who had no tobacco and/or alcohol addiction, in the other ones, 

average tobacco and alcohol consumption was of 40 pack-years (range: 20-

(range: 50-160). Methylation of eleven genes were analysed and percentage of methylation 

for each specific gene is shown on table 2. Sixty nine patients had newly diagnosed primary 

tumors and 22 ones had a second primary HNSCC, the first tumor being treated with surgery 

and radiotherapy; the profiles of methylation were similar in the 2 cohorts and in the 

remainder of the study, analysis was done on the whole series of patients. Overall, 69 (77%) 

of the tumors were positive, ie: they had at least one methylated gene. The six most frequently 

methylated genes were TIMP3 (46%), ECAD (36%), MGMT (29%), p16 (29%), DAPK 

(27%), RASSF1A (20%); furthermore, in positive tumors, one of these 6 genes was always 

positive and analysis of the 5 other genes ie: p14, p15, FHIT, hMLH1, APC did not increase 

the number of positive tumors. 
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Specificity of those 6 genes methylation for the tumoral process was evaluated by the analysis 

of 30 histologically normal mucosa samples, harvested over 3 cm away from the tumor. 

Methylation of the 6 genes was significantly different between tumors and normal mucosa 

(p< 0.001); indeed only 3 mucosa samples, taken in patients with the most advanced tumors, 

were methylated with TIMP3 positivity in 2 mucosa and DAPK in one. 

In attempt to increase the percentage of positive tumor samples, 5 other genes were analysed 

but the analysis was stopped. Indeed ATM, CASP8 and THSP1 genes were not methylated on 

the fifty first tumors analysed; methylation of DCC was observed in 24% of the tumors but 

was always associated with methylation of one of the 6 genes described above. Finally, 

methylation of RARβ was positive on 56% tumor samples but the abnormality was also 

observed on 20% normal mucosa and on control saliva samples as shown below. 

 

Correlation between aberrant methylation, patients’ characteristics and prognosis. 

Patients’ characteristics (age, sex, tumor location, stage of the disease, histological grade and 

classification) according to the presence or absence of a gene methylation in the tumor are 

shown on table 3; the presence of gene methylation was more frequent in high clinical T and 

on between methylation 

tatus and prognosis was confirmed when the final model was forced (Hazard ratio: 0.5922, 

=0.28). 

racteristics only revealed that RASSF1A methylation was more frequent in poorly 

48).  

f aberrant methylation in saliva collected at diagnosis in HNSCC patients and 

 control patients  

Sal

tumors les of MSP in 

tum rs and paired saliva are available online (figure 2). As in tumors, TIMP3, ECAD, P16, 

N stages. The median follow-up was of 564 days and the risk of relapse or death (Kaplan-

Meier estimate) was of 73 % ± 5 % at 1 year and 52 ± 6% after 2 years. As expected, known 

risk factors of relapse or death were present on the multivariate Cox’s model (i.e. clinical 

stage : I or II vs III or IV, histologic grade : 1 vs 2 and 3, previous history of HNSCC) (data 

not shown), but  the presence or absence of gene methylation in the tumor was not associated 

with a worse prognosis (p=0.6, Logrank test); the absence of correlati

s

95% CI [1.26- 0.54], p

The comparison between each of the six most frequently methylated genes defined above, and 

patients cha

differentiated tumors (p=0.019) and in those with lymph node metastases (p=0.0

 

Prevalence o

in

iva samples, obtained in 60 patients, were analyzed and the concordance with paired 

 was measured by the kappa coefficient (table 4). Representative examp

o
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MG

analysi

saliva th aberrant 

me or; only 2 saliva samples were negative despite positivity of the paired 

tum

was 0.833 (95% CI 0.66-1.01). 

The

in table

identic d saliva. For the 23 others, when a specific gene was methylated 

in saliva, it was always methylated in paired tumor but some specific genes methylated in 

tum

coeffic t was excellent except for ECAD 

(11/23 false negative saliva) and TIMP3 (13/30 false negative). The kappa coefficient 

bet

cavity and it was not different in newly diagnosed HNSCC (Kappa = 0.762, 95%CI: 0.51-

.01) and in second primary cancer (Kappa=1, no discordant pairs). 

Me

patient

(av 4h, 

range: 60-130). Thus, the methylation process was specific to the head and neck malignant 

pro

 

Detection of gene methylation in saliva collected during patients follow-up and relapse 

dia

 

Am

methyl  or in saliva and 10 others refused further investigations; 3 patients 

die o t complete staging (figure 1). 

Therefore, 22 patients were followed after diagnosis and treatment (median: 25 months; 

ran

months

and FD hysical examination and saliva sampling 

every 2 to 6 months. Patients median follow-up was not significantly different whether they 

relapsed or were disease free (data not shown).  

MT, DAPK, and RASSF1A were the most frequently methylated genes in saliva and their 

s was sufficient to define the 47 positive samples. There was no false positive result in 

screening i.e. aberrant methylation in saliva was always observed wi

thylation in the tum

ors. The kappa coefficient between tumors and saliva for at least one aberrant methylation 

 percentage of positive saliva samples in saliva and tumor for each specific gene is given 

 4. In 24 of the 47 positive saliva, the methylation profile (ie: positive genes) was fully 

al in tumor and paire

or were not methylated in the corresponding saliva. This is reflected by the Kappa 

ient between saliva and tumors, for each gene, tha

ween tumors and saliva was excellent (kappa=1) when the tumors were located in the oral 

1

thylation of the 11 genes was undetectable in saliva samples collected in 30 control 

s (median age: 45 years, range: 31-50), although 15 had tobacco/alcohol addiction 

erage number of pack-years: 35, range: 20-60 and absolute alcohol absorption: 100g/2

cess. In contrast, RAR β gene was methylated in 7 of the 30 control salivas.  

gnosis  

ong the 60 patients in whom saliva was analyzed at diagnosis, 11 had no detectable 

ation in the tumor

d f intercurrent disease and 14 relapsed before the firs

ge: 19-31) with physical examination every 8 weeks and a first complete staging at 14 

 post-diagnosis (range: 8-20 months) including physical examination, saliva sampling, 

G-PET; then, subsequent staging included p
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Methyl nd RASSF1A genes was analyzed in 

sali a samples collected during follow-ups (table 5). Four patients (N° 1-4) had a positive 

sali elapsed 

wit  

Eightee

still disease-free with a negative FDG-PET at last examination (median: 22 months; range: 

18-29); in the seventeen patient (N°5), saliva became positive at 21 months staging but FDG-

PET

this coh as positive; he relapsed one 

month later and died at 20 months of a very rapidly growing tumor. 

In p

to diag

surgica

patients, methylated genes, detected in saliva before relapse, were already abnormal in 

sam les analyzed at diagnosis.  

 

Discus

Based 

methylation panel (i.e. TIMP3, ECAD, p16, MGMT, DAPK and RASSF1A) that allows to 

detect aberrant methylation in more than 75% of primary HNSCC. Aberrant methylation of 

tho

sugges

process. Moreover, in our series, HNSCC recurrence was always associated with the 

persistence or reappearance of an aberrant methylation of one of these 6 genes in saliva 

ana

Methyl

reported epigenetic alterations in HNSCC (7, 14, 29, 34, 35) but TIMP3 methylation had 

never been described in this pathology, although it is a frequent alteration in many human 

tum

inhibito

located region where losses of heterozygosity have never been 

described in HNSCC although they are frequent in other chromosomal regions (38-40). 

Therefore, methylation might be an important mechanism to silent TIMP3 in HNSCC; 

ation of TIMP3, ECAD, P16, MGMT, DAPK, a

v

va at first post-diagnosis staging but the FDG-PET was negative; all 4 patients r

hin 2 to 14 months.  

n patients had negative saliva at first post-diagnosis staging; sixteen (N° 7-22) were 

 was negative; he relapsed one month later. Patient N°6 was the only false negative of 

ort: saliva was negative at first staging but the FDG PET w

atients N°1 to 5, methylation detection and subsequent careful clinical follow-up allowed 

nose relapse when the tumor was still small (diameter within 5 to 10 mm) and 

lly curable; furthermore, saliva were normalized after the second surgery.  In those 5 

p

sion  

on the analysis of a first set of 11 genes and then of 5 others, we have defined a 6 genes 

se 6 genes in exfoliated malignant cells of the saliva reflects tumor status, as previously 

ted for other molecular abnormalities (4, 33) and is highly specific of the malignant 

lysed during post treatment follow up. 

ations of ECAD, p16, MGMT, DAPK, and RASSF1A are among the most frequently 

ors including non small cell lung cancers (9, 36). TIMP3 encodes for a metalloproteinase 

r that suppresses tumor growth, angiogenesis, invasion, and metastasis (36, 37); it is 

 on chromosome arm 22q, a 
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add

Recent

genes, , and MGMT have been shown to allow 

me HNSCC from Indian patients (41). Variability in epigenetic 

abn

patient

localiz e representative of the 

cohorts of HNSCC patients treated in France.  

Me

head an , and in only 

10% of histologically normal mucosa samples taken in the vicinity of the largest tumors; a 

resu

the ora

In our een HNSCC caracteristics and 

me c gene ie: RASSF1 methylation was more frequent in poorly 

diff

(14, 30

correla stics and/or prognosis, patients cohorts were usually small; 

therefore, there is not yet consensus on an emerging methylation genes panel that may 

fac

observe

data n vincingly shown that the number of 

me ividual samples correlated to survival in T cell acute leukaemia (43) 

but

Severa w salivary biomarkers that 

distinguished between saliva from normal and HNSCC patients, such as salivary 

tran

have yet been evaluated for early detection of primary or relapsing HNSCC. In this 

prospective study, we have shown that methylation analysis of a panel of 6 genes in saliva of  

HN

before 

diagno they were still very small and thereby surgically curable. Based on 

our results, we cannot concluded whether or not this aberrant methylation had persisted since 

diagnosis or had reappeared after treatment; normalisation of the saliva after the second 

itional mechanisms, such as miRNA, might be involved and are currently investigated. 

ly, methylation of several other genes has been described in HNSCC and a panel of 4 

including only 3 of our series i.e. ECAD, P16

thylation detection in 86.7% of 

ormalities between tumor series might be linked to race and/or risk factors. In our series, 

s were French and Caucasians with a great proportion of oropharynx and hypopharynx 

ations in relation to tobacco/alcohol consumption (2) and wer

thylation of these 6 genes was never observed in saliva from patients with non malignant 

d neck disease, including those with alcohol and/or tobacco consumption

lts suggesting that methylation of these 6 genes is a late event during transformation of 

l mucosa in HNSCC. 

series, we have observed only one correlation betw

thylation status of a specifi

erentiated tumors or in those with lymph node metastasis. Although several publications 

, 42) suggested that methylation of a specific gene or a combination of genes might 

te to tumor caracteri

ilitate prognostic profiling of tumors, in particular for HNSCC. Moreover, we did not 

d any correlation between the presence of genes methylation in the tumors (or saliva: 

ot shown) and prognosis. It was very con

thylated genes in ind

 it was only suggested in a small retrospective study of 51 HNSCC (44). 

l studies have suggested the potential diagnosis value of ne

scriptome, mutation of p53 and microsatellite analysis (4, 33, 45). None of those markers 

SCC patients followed after initial treatment, allowed to detect abnormality few months 

clinical relapse; then, careful follow-up of patients with positive saliva allowed 

sing tumors when 
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sur

point w

just aft ore aggressively. The 

only false negative analysis of our series was observed in a very rapidly growing tumor that 

has

better ssess HNSCC response to 

therapy and relapse (46). Furthermore, methylation profiles of second primary and newly 

dia

treatme eatment was 

choose firstly because, in our clinical practice, all patients have a first staging between 12 and 

15 

allows treatment. 

Methylation-specific PCR had sufficient sensitivity and specificity to detect HNSCC 

exf

used in o be proved 

that it will not increase false positives. Therefore we will continue the study to confirm the 

resu

In con inimal gene 

me tumoral process and sensitive enough to detect 

ma

results 

be earl  alcohol consumption, 

with some limitations due to the poor compliance of this population.  
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gery in patients who had relapsed, suggested that the second hypothesis is frequent. This 

ill be investigated because if some patients have persistent abnormalities in the saliva, 

er treatment, they could be followed more carefully or treated m

 led to death in 3 months and there was no false positive. Methylation detection in saliva 

predicted relapse than FDG-TEP, a technique used to a

gnosed tumors were similar, a result that reinforces its potential usefulness in post-

nt surveillance. The 14 months time point for first saliva collection after tr

months; secondly because the full treatment requires 5 months and a wait and watch period 

 to observe patients who progress within the few months following 

oliated cells in saliva, few months before clinical relapse. Quantitative real time PCR, as 

 some studies (47), might improve the level of detection but it remains t

lts with the same design. 

clusion, we have defined, in a French cohort of HNSCC patients, a m

thylation panel that is specific of the 

lignant exfoliated cells in saliva, few months before clinical diagnosis of relapse; those 

open new perspectives in HNSCC management. Another application would certainly 

y detection of HNSCC in high-risk subjects with tobacco and
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Table 1: Primers for MSP.      

Hybridation Product 
Gene Primer sense (5'-3') Primer antisense (5'-3') 

Temperature size (bp)
References 

hMLH1 : the human homologue of bacterial MutL; ECAD: E-cadherin; APC : adenomatosis polyposis coli; TIMP3 : tissue inhibitor metalloproteinase-3. 

MyoD             TTTAGATTGGGTTTAGAGAAGGA CCAACTCCAAATCCCCTCTCTAT 60°C 152 (19) TGATTAA

p14 ARF     M GTGTTAAAGGGCGGCGTAGC AAAACCCTCACTCGCGACGA 60° C 122 

p14             U 

(20) 

p15 INK4b  M GTATTTTGCGGTT CGTACAATAACCGAACGACCGA 60° C 148 

TTTTTGGTGTTAAAGGGTGGTGTAGT CACAAAAACCCTCACTCACAACAA 60° C 132 

GCGTTC

p15             U 

(21) 

p16 INK4a M** 

TGTGATGTGTTTGTATTTTGTGGTT CCATACAATAACCAAACAACCAA 60° C 154 

TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC GACCCCGAACCGCGACCGTAA 65°C 151 

p16             U * 

(18) 

DAPK         M * 98 

GGTTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT CCCAACCCCAAACCACAACCATAA 60°C 151 

GGATAGTCGGATCGAGTTAACGTC CCCTCCCAAACGCCGA 60°C 

DAPK         U *  106 

(22) 

RASSF1A   M GTGTTAACGCGTTGCGTATC AACCCCGCGAACTAAAAACGA 60° C 93 

GGAGGATAGTTGGATTGAGTTAATGTT CAAATCCCTCCCAAACACCAA 60°C

RASSF1A   U TTTGGTTGGAGTGTGTTAATGTG CAAACCCCACAAACTAAAAACAA 60° C 105 

(23) 

FHIT           M TTGGGGCGCGGGTTTGGGTTTTTACGC CGTAAACGACGCCGACCCCACTA 64°C 74 

FHIT           U GGTTTGGGTTTTTATG CATAAACAACACCAACCCCACTA 64°C 74  (24) 

MGMT        M 

TTGGGGTGTG

TTTCGAACGTTCGTAGGTTTTCGC GCACTCTTCCGAAAACGAAACG 55°C 81 

MGMT        U 

(22) 

hMLH1       M 

TTTGTGTTTTGATGTTTGTAGGTTTTTGT AACTCCACACTCTTCCAAAAACAAAACA 55°C 93 

ACGTAGACGTTTTATTAGGGTCGC CCTCATCGTAACTACCCGCG 63° C 114 

hMLH1       U 120 

(25) 

ECAD        M 173 

TTTTGATGTAGATGTTTTATTAGGGTTGT ACCACCTCATCATAACTACCCACA 60° C 

TTAGGTTAGAGGGTTATCGCGT TAACTAAAAATTCACCTACCGAC 60° C 

ECAD        U * TAATTTTAGGTTAGAGGGTTATTG CACAACCAATCAACAACACA 56° C 173 

(21) 

APC          M GAACCAAAACGCTCCCCAT TTATATGTCGGTTACGTGCGTTTATAT 65°C 74 

APC          U AAACCAAAACACTCCCCATTC AGTTATATGTTGGTTATGTGTGTTTAT 60°C 76 

(26) 

TIMP3       M GCGTCGGAGGTTAAGGTTGTT CTCTCCAAAATTACCGTACGCG 59° C 116 

TIMP3       U * TGTGTTGGAGGTTAAGGTTGTTTT ACTCTCCAAAATTACCATACACACC 59° C 122 

(27) 

RAR β  M TCGAGACGCGAGCGATTCG GACCAATCCAACCGAAACGA 59°C 146 

RAR β U TTGAGAATGTGAGTGATTTGA AACCAATCCAACCAAAACAA 59°C 146 

(28) 

DCC M CGTTGTTCGCGATTTTTGGTTTC ACCGATTACTTAAAAATACGCG 60 145 

DCC U GTTGTTGTTGTTTGTGATTTTTGGTTTT CCACTTACCAATTACTTAAAAATACACA 60 134 

(29) 

ATM M GGAGTTCGAGTCGAAGGGC CTACCTACTCCCGCTTCCGA 59°C 239 

ATM U GTTTTGGAGTTTGAGTTGAAGGGT AACTACCTACTCCCACTTCCAA 56°C 246 

(30) 

THSB1 M TGCGAGCGTTTTTTTAAATGC TAAACTCGCAAACCAACTCG 58 74 

THSB1 U GTTTGGTTGTTGTTTATTGGTTG CCTAAACTCACAAACCAACTCA 60 145 

(31) 

CASP8 M TAGGGGATTCGGAGATTGCGA CGTATATCTACATTCGAAACGA 58°C 322 

CASP8 U TAGGGGATTTGGAGATTGTGA CCATATATATCTACATTCAAAACAA 50°C 321 

(32) 

 
 

U : unmethylated ; M : methylated ; * : DMSO requirement. MyoD  : myogenic differentiation ; MyoD amplification, with primers selected in an 
unmethylated region, served as DNA quantity control after bisulfite treatment. 
DAPK: death-associated protein kinase 1; RASSF1A : Rass association domain family 1A; FHIT : fragile histidine triad; MGMT: O6-methylguanine DNA 
methyltransferase;   
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.
 
Tab

UICC classification, 1 = well differentiated, 2 = moderately differentiated, 3 = poorly differentiated; e : According to the WHO classification (17); f: Cochrane – Armitage 

le 2 : 

 
       

mber of patients (%) No methylation (%) Hypermethylation (%) p Value Variables Nu
 

Patients      Total 
Age 

Fem les 

 
90 (100) 
57±12 

77 
13 

 
21 (23) 

57,5 ±13 
18 (88) 
3 (12) 

 
69 (77) 
57 ±10 
59 (75) 
10 (25) 

 
- 

0.8 
0.7 

 
Males 

a

Addictions  
Tobacco use a (current or former) 

a (c
84 
64 

 
20 (95) 
13 (75) 

 
64 (90) 
51 (68) 

 
1 

0.28 
 

Alcohol use urrent of former) 

Second primary cancer * 22 (31) 8 (38) 14 (20.6) 0.14 
Tumor location  

Oral cavity 
Oropharynx 

 
25 
32 

 
4 (19) 
9 (43) 

 
21 (30) 
23 (34) 

 

 
0.3  

Hypopharynx 
La ynx 

17 
16 

6 (27.5) 
2 (8.5) 

11 (16) 
14 (20) r

T stage b
1 

4 

 
8 

32 
22 

 
3 (14.3) 
8 (38.1) 
8 (38.1) 
2 (9.5) 

 
5 (7.2) 

 
0.06 f

2 
3 

24 (34.8) 
14 (20.3) 

28 26 (37.7) 
 

N stage b     
02 N0 

> N0 
58 
32 

18 (86) 
3 (14) 

40 (58) 
29 (42) 

0.
 

 
Clinical stage c

I 
II 

7 
22 

3 (14.3) 
6 (28.6) 

4 (5.8) 
16 (23.2) 

0.03 

III 21 8 (38.1) 13 (18.8) 
IV 40 4 (19) 36 (52.2) 

 

    
f

Histologic grade d
1 
2 

 
61 
16 

 
14 (66.7) 

4 (19) 

 
47 (68.1) 
12 (17.4) 

 
0.94 f

 
a : Current smokers (n=71) former smokers (n=13) ; alcohol current use (n=59) alcohol former use (n=4); *: patients received radiotherapy before samples; b : Tumor and 
lymph node stages were determined by clinical and radiological examination; c : Clinical stage was determined by combining T and N stage, T = tumor, N= lymph node; d : 

trend test. Results for methylation are presented as mean + SD for quantitative variables and as n (%) for qualitative ones.

3 13 3 (14.3) 10 (14.5) 
 

Histological classification e
Verrucous carcinoma 

 
85 

 
19 (90) 

 
66 (86) 0.

Basaloid SCC 
 

5 
 

2 (10) 
 

3 (14) 
 
 

7  
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Table 3 : Methylation profile in the general population and the two subgroups of newly  and second primary HNSCC. 

             

  positive % of methylated samples  

  samples * TIMP3 ECAD MGMT p16 DAPK RASSF1A p15 p14 APC FHIT hMLH1 

General population (n = 90) 69 (77%) ** 46 36 29 29 27 20 18 11 11 10 2 

newly primary cancers (n = 68) 54 (79%) ** 47 38 31 29 29 20 19 12 12 10 1.5 

second  primary cancers (n = 22) 15 (64%) ** 41 27 23 27 18 18 14 9 9 9 4 

             

*  positive samples contained at least one methylated gene ; ** the median number of methylated 
genes per sample was 2±1.6 in the global population, of 2.7±1.9 in newly diagnosed cancers and 1.5±1.8 in second 
primary cancers. 
 

 
 

     Table 4: Gene promoter hypermethylation in 60 tumors and paired saliva samples at diagnosis. 
     
  Number of positive samples (%) 

   tumor  saliva 
Kappa coefficient a

  At least one 

  methylated gene 
49 (82%) 47 (78%) 0.833 (0.66-1.01) 

 TIMP3 30 (50%) 17 (28%) 0.56 (0.38-0.75) 

 ECAD 23 (38%) 12 (20%) 0.57 (0.37-0.78) 

 p16 20 (33%) 16 (27%) 0.8 (0.64-0.96) 

 MGMT 16 (27%) 13 (22%) 0.86 (0.73-1.01) 

 DAPK 14 (23%)   9 (15%) 0.7 (0.49-0.92) 

 RASSF1A 14 (23%) 10 (17%) 0.8 (0.62-0.98) 

 p15 10 (17%)   7 (12%) 0.79 (0.57-1.01) 

 p14   6 (10%)  2 (  3%) 0.47 (0.05-0.89) 

 APC   6 (10%)  4 (  7%) 0.78 (0.49-1.07) 

 FHIT   5 (  8%)  2 (  3%) 0.47 (0.05-0.84) 

 hMLH1                     1 (  1.5%)  0 (  0%) -- 

     
 

 Kappa coefficient indicates the overall agreement between aberrant methylation from tumors and saliva. 
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            a : et o f e thylatio a collected during follow-up of patients who have relapsed 

h s 

T ble 5  D ecti n o gen  me n

Met ylation statu
at diagnosis 

 Patien
(n°) m liva 

 

Méthylation status during 
follow-up 

(months post-diagnosis) 

Relapse 
 

(months post-di is) 

 in saliv

ts 
 Tu or Sa agnos

1 MG
, ECAD, 

M T, p16 MGMT, p16 (14 months) Yes (16 montTIMP3, ECAD, 
MT, p16 

TIMP3
GM hs) 

2 ,
TIMP3, DAPK SSF1A RASSF1A (16 months) Yes (30 montRASSF1A  RA hs) 

3 1 , p16 A F1A, p16 p16 (10 months) Yes (17 monthRASSF A  R SS s) 

4 T
R S p  MGMT MGMT (20) Yes (28 monthp16, MGM , 

AS F1A 16, s) 

5 p16 p16 
no methylation (14 months) 
no methylation (17 months) 

p16 (21 months) 
Yes (22 months) 

6 , SSF1A no methylation (16 months) Yes (17 month
Death (20month

RASSF1A  
MGMT RA s) 

s) 

7 -22 t sitive no methylation  No posi ive po119 
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Figures 

 

Figure 1: Flow chart illustrating the progress of subjects through the prospective 

study. 

(a) patients were excluded because their tumor contained less than 70% malignant cells; 

(b) patients were excluded because they refused further investigation, died of intercurrent 

disease, relapsed during the first year after treatment, or because there was no methylation 

 

 

Figure 2 : Gene promoter hypermethylatio rs and saliva from patients with 

a HNSCC. 

Representative examples of MSP in tum rs (Tu) and saliva (Sa) for 6 genes; U and M 

correspond respectively e u ated  methylated reactions. Also shown: 

positive methylated (M+)  unm d (U ontro lood 

lymphocytes), mo cular w ht (P ft, s f each R pro ct (on right).  

in the tumor at diagnosis; (c) only the 6-gene methylation panel was analyzed. 
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 s’agit d’un gène suppresseur de tumeur impliqué dans le phénomène d’apoptose. 

ncers des VADS.  

1 : Cartographie du chromosome N°3. La localisation du gène Rarβ est matérialisée par un trait vertical en 3p24.2. 
(cartographie des chromosomes de l’Institut Weizmann). 
 

 

- Etude du gène Rarβ  

Le gène Rarβ (retinoic acid receptor β) est situé au niveau du bras court du chromosome 

N°3) (Figure N° 41).  

Il

Contrairement au cancer du poumon non à petite cellule, il existe peu d’études ayant 

analysé la méthylation du promoteur de ce gène dans les ca

 
Figure N°4

 

 

Dans le cadre de notre travail, nous avons étudié la méthylation de ce gène au niveau 

tumoral (n=90), dans les tissus référents des patients ayant une tumeur des VADS (n=30), 

au niveau de tissus sains non exposés au tabac/alcool de patients n’ayant pas de tumeur 

des VADS (n=8, 4 fumeurs et 4 non fumeurs) (tissus sains, groupe témoin N°1), au niveau 

des salives prélevées au moment du diagnostic des patients ayant une tumeur des VADS 

(n= 60) et chez des patients n’ayant pas de tumeur des VADS (N = 30) (salives témoins, 

groupe témoin N°2). 

 

Au niveau tumoral, Rarβ était méthylé dans 58% des cas, ce qui représente le plus fort 

pourcentage de méthylation parmi les gènes que nous avons étudiés. 
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Au niveau des tissus sains référents, nous avons retrouvé une méthylation dans 50% des 

as, sans qu’il y ai une différence statistiquement significative entre le pourcentage de 

éthylation au niveau tumoral et au niveau des tissus référents et ce, indépendamment de la 

calisation tumorale initiale (tableau N°14).  

ans 7 cas (23%), une méthylation était retrouvée au niveau du tissu référent, alors qu’elle 

’était pas présente au niveau tumoral. 

14 : Méthylation du gène Rarβ au niveau tumoral et au niveau du tissu référent correspondant. CB : cavité buccale ; 

ROP : oropharynx ; L : larynx ; HYPO : hypopharynx ; + : méthylation présente ; - : méthylation absente. 

Patient localisation TNM Identification 
des blocs 

histologiques

tumeurs Tissus 
référents 

c

m

lo

D

n

 

 

Tableau N°

O

 

1 CB T2 N0 M0 3659  +  + 
2 OROP T1 N0 M0 981  +  + 
3 CB T2 N0 M0 780  +  + 
4 CB T4 N2c M0 1400  +  - 
5 OROP T3 N1 M0 1230  -  + 
6 CB T4 N2c M0 3629  -  + 
7 CB T2 N0 M0 1645  -  - 
8  CB T3 N0 M0 1352  +  - 
9 CB T2 N2B M0 4313  -  + 

10 OROP T4 N2B M0 3652  +  - 
11 OROP T1 N0 M0 9  +  + 
12 CB  - T2 N0 M0 3850  + 

13 OROP T2 N0 M0 3391  +  + 
14 L T3 N0 M0 1375  +  + 
15 HYPO T4 N2C M0  1616  -  - 

16 CB T3 N2C M0 3633  -  + 
17 CB T2 N0 M0 1709  -  + 
18 CB T2 N0 M0 906  +  - 

19 HYPO T4 N0 M0 2344  -  - 
20 HYPO T1 N0 M0 2882  -  - 
21 CB T3 N0 M0 3001  +  - 

22 HYPO T2 N0 M0 705  -  - 
23 CB T4 N2B M0 360  -  + 
24 L T4 N1M0 2029  +  - 

25 CB T4 N0 M0 225  +  + 
26 HYPO T3 N0 M0 2962  +  - 
27 L T4 N0 M0 84  +  - 

28 CB T3 N2C M0 2620  +  - 
29 OROP T2 N0 M0 288  +  - 
30 L T3 N1 M0 1896  +  + 

 

Parmi les 8 tissus sains que nous avons analysés, Rarβ était méthylé dans un cas (12.5%). Il 

s’agissait d’un patient fumeur. 
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Une méthylation de Rarβ a été retrouvée dans 50  salives (83%) prélevées au moment du 

retrouvée dans la salive, alors que celle-ci 

s dans la tumeur correspondante, soit un taux de faux positifs de 18%. 

urcentage 

 

ifique du tissu tumoral contrairement aux 

n 

tabagique. 

Valeur pronostique des méthylations au niveau tumoral

La médiane de suivi calculée à partir de la cohorte des 90 patients qui nous a permi de 

définir une méthylotype était de 564 jours. 

le risque de rechute locale ou de décès était de 73% ± 5% à un an et 52% ± 6% à 2 ans. 

La présence d’au moins un gène méthylé au niveau tumoral n’était pas corrélée un risque de 

rechute locale et / ou un mauvais pronostic en analyse uni ou multivariée (modèle de Cox, p 

= 0.6, Logrank test) (Figure N°42). 

robabilité de rechute locale et de décès en fonction de la présence ou non d’au moins une gène méthylé au 
. 

 

diagnostic chez les patients porteurs d’une tumeur des VADS.  

Par ailleurs, dans 11 cas, une méthylation était 

n’existait pa

 

Enfin une méthylation a été retrouvée dans 19 (63%) salive témoins, avec un po

significativement plus élevé parmi les patients fumeurs (68% versus 32%, p=0.02 test exact 

de Fisher). 

Il ressort de nos résultats que : 

1) la méthylation du gène Rarβ n’est pas spéc

autres gènes que nous avons analysés ; 

2) l’étude de la méthylation de ce gène dans la salive n’est pas un biomarqueur fiable, 

puisque nous avons retrouvé 18% de faux positifs ; 

3) il semble qu’il y ait une corrélation entre méthylation du gène Rarβ et l’intoxicatio

 
-  

 
Figure N° 42 : P
niveau tumoral
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Compte tenu de ces résultats, nous n’avons pas analysé la survie des patients en fonction  

nalyse statistique multivariée (modèle de Cox), trois facteurs cliniques à 

avoir les antécédents de radiothérapie, le stade tumoral et la différenciation tumorale était 

de chaque gène. 

 

Par contre, en a

s

corrélés à un mauvais pronostic. A titre d’illustration les courbes de survie pour le stade et 

les antécédents d’irradiation sont rapportées dans la Figure N° 43. 

 

Figure N° 43 : Survie des patients en fonction des antécédents de radiothérapie et du stade tumoral. 
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- Etudes des méthylations au niveau sanguin 
Nous avons retrouvé des taux élevés d’ADN circulant dans le plasma de 5 patients porteurs 

d’un carcinome épidermoïde des VADS, avec un chiffre moyen de 180 ng / ml, par rapport à 

5 patients témoins indemnes de cancer, avec une chiffre moyen de 10 ng / ml. 

 

Par contre, nous n’avons pas réussi à mettre au point la MSP pour l’étude de la méthylation 

des gènes suppresseurs de tumeur au niveau plasmatique. 
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Comprendre comment les gènes sont exprimés dans un type cellulaire particulier reste l’une 

es questions fondamentales de la biologie. 

veau de contrôle important. 

plusieurs 

rocessus biologiques dont l’inactivation des gènes suppresseurs de tumeur, qui conduit à 

s de la 

tion des méthyltransférases de l’ADN (DNMTs) et de leur partenaires 

rotéiques, dont les histones déacétylases (HDAC), a permis de lever une partie du voile sur 

les mécanisme el ation réprime la n. 

 

La question actuelle n’est donc plus de savoir si la méthylation est un processus biologique 

important mais d’identifier, pour chaque type de tumeur, quels son  gènes q sont 

inactivés. 

Com ous l’av vu préce ment, les es impliq sont extrêmement variales en 

fonction du type de tumeur auquel on s’intéresse. 

 

Dans les cancers des VADS, éthylation plique de breux es impliqués dans  

quatre phénomènes biologiques la réparation de l’ADN, le cycle cellulaire, l’apoptose, 

adhésion cellulaire. 

portante à déterminer. 

 

d

 

Pour appréhender les bases moléculaires de la régulation de l’expression des gènes, il est 

essentiel de comprendre à la fois comment ceux-ci sont activés et réprimés. 

Parmi les mécanismes de vérouillage de l’expression génique, la méthylation de l’ADN 

apparaît de plus en plus comme un ni

 

La méthylation de l’ADN a été perçue pendant de longues années par la communauté 

scientifique comme un épiphénomène biologique.  

Cependant, les progrès considérables réalisés au cours des dernières années ont permis au 

contraire de démontrer le rôle essentiel joué par la méthylation au cours de 

p

un processus de tumorogénèse comparable à celui induit par les modifications génétiques. 

 

Actuellement, il apparaît que la méthylation de l’ADN joue un rôle important au cour

cancérogénèse  par le biais de la répression de la transcription. 

La caractérisa

p

s par lesqu s la méthyl transcriptio

t les ui 

me n ons dem gèn ués 

la m  im  nom gèn

: 

l’

 

L’implication de ces altérations en terme de pronostic pour les cancers des VADS est 

im
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La détection de méthylations est également possible au niveau des liquides biologiques tels 

ue la salive et le sang.  

 préciser si l’étude de la méthylation dans la salive et/ou le sang 

s.  

q

 

Toutefois il est important de

peut avoir des retombées pour le dépistage des cancers dans une population à risque et le 

suivi des patients traités, avec le dépistage précoce des rechutes tumorales. 

 

Enfin, étant donné de caractère réversible de la méthylation, de nouvelles perspectives vers 

une thérapie épigénétique du cancer s’offrent aux clinicien

Il semble donc important de voir s’il exsite des applications potentielles de ces nouvelles 

thérapies pour les cancers des VADS. 

 

 

Prévalence des méthylations dans les cancers des VADS 
 
 
Il ressort de l’analyse de la littérature, que la fréquence des anomalies liées à une 

ais aussi d’une 

tude à l’autre.  

bre d’études et/ou d’échantillons analysés est trop faible pour 

éthylation dans les cancers des VADS. 

 

Quatre n ussi les plus étudiés :  

 (27 – 50) 

MGMT, un agent de détoxication des adduits de l’ADN, est méthylé dans 32%  

. 

 dans la réparation de l’ADN, sont méthylés, 

spectivement, dans 19% (14 – 26), 19% (6 – 27), 11,5% (8 15) et 13% (0 – 32) des 

méthylation d’un gène dans les tumeurs des VADS, varie suivant les gènes m

é

 

Pour certains gènes, le nom

permettre d’estimer la prévalence de la m

 gè es sont fréquemment méthylés; ce sont a

- P16, impliqué dans le contrôle du cycle cellulaire est méthylé dans 33 %

des échantillons ;   

- ECAD impliqué dans les phénomènes d’adhésion cellulaire et de métastases, est 

méthylé dans 56%  (31 – 85) des tumeurs ;  

- 

(20 – 52) des échantillons ; 

- DAPK, impliqué dans l’apoptose, est méthylé dans 27%  (7 – 68) des tumeurs. 

 

Dans notre travail, les pourcentages de méthylations pour ces 4 gènes sont tout à fait 

conformes à ceux de la littérature

 

Quatre autres gène,  P14 et P15 impliqués dans le contrôle du cycle cellulaire, RASSF1A 

impliqué dans l’apoptose, et hMHL1 impliqué

re
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échantillons tumoraux, mais avec de grandes variations suivant les séries, en particulier pour 

hMHL1.  

Notre travail confirme les résultats de la littérature pour les 3 premiers gènes mais nous ne 

trouvons que 2% de méthylation pour hMHL1, sans que nous puissions l’expliquer.  

 

Rarβ est fréquemment méthylés dans les cancers des VADS, aux environs de 60% des 

e tumeur traduit la précocité 

e l’apparition de cette altération dans la cancérogenèse des cancers des VADS, en se 

oraux.  

alysés et nécessitent des études complémentaires pour confirmer leur intérêt 

ans les cancers des VADS.  

teller et al., 

01), sur un faible nombre d’échantillons (n=10) et avait retrouvé un pourcentage de 

 

échantillons analysés, mais également au niveau des lésions pré-néoplasiques (dysplasies, 

67%) (Maruya et al., 2004) et des tissus sains (60%, chiffre moyen) situés en périphérie d’un 

cancer (Maruya et al., 2004 ; Shaw et al., 2006b).  

Dans notre série il s’agit du gène le plus fréquemment méthylé (58%) et le pourcentage de 

méthylation que nous avons retrouvés au niveau des prélèvements de muqueuse située à 

distance de la tumeur (tissus référents) est également élevé (50%).  

 

Maruya (Marya et al., 2004) et Shaw (Shaw et al., 2006b) considèrent que le pourcentage 

élevé de méthylation de Rarβ dans les tissus en périphérie d’un

d

basant sur le principe de cancérisation progressive ou « field cancerization » qui caractérise 

se type de cancer (Califano et al., 1996). 

Néanmoins il apparaît assez nettement que la méthylation du gène Rarβ est non spécifique 

des tissus tum

 

Par ailleurs, les résultats que nous avons obtenus au niveau des fragments de muqueuse 

(tissus sains) prélevés chez des patients indemne de cancer et les salives des sujets 

témoins semblent indiquer une relation entre la méthylation de ce gène et le tabagisme, ce 

qui n’est pas le cas pour les autres gènes étudiés. 

 

Neuf autres gènes (APC, P73, ATM, DCC, FHIT, DBC1, ABO, P53, VHL) ont été plus 

rarement an

d

Nous avons analysés 4 de ces gènes avec des résultats conformes à ceux de la littérature 

pour APC (11%) et DCC (24%), mais des résultats discordants pour ATM et FHIT.  

Hors mis notre série, APC n’avait été analysé que dans une seule étude (Es

20

méthylation de 10%. Il semble donc que la méthylation de ce gène ait une implication limitée 

dans la cancérogenèse des cancers des VADS et que son étude ait peut d’intérêt. 
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Par contre il semble opportun de compléter les résultats obtenus pour le gène DCC qui n’a 

été étudié que pour une partie des patients inclus dans notre étude, mais dont le 

ourcentage de méthylation semble élevé.  

es tumeurs étudiées ait au moins un gène méthylé.  

ans notre travail les gènes THBS1 et CASP8 n’étaient méthylés dans aucun des 

 al., 2003b). 

nfin nous avons étudié le gène TIMP3 codant pour un inhibiteur des métalloprotéases et 

x cancers dont les cancers broncho-pulmonaires non à petites cellules liés à 

intoxication tabagique (Esteller et al., 2001).  

t situé au niveau du bras long du chromosome 22 (Jones & Baylin, 2002) où les 

ertes d’hétérozygotie sont fréquentes dans le cancer du poumon mais n’ont jamais été 

allèle dans la région où se situe TIMP3 signifie qu’au moins deux 

écanismes peuvent être impliqués dans l’inactivation de ce gène : soit l’association 

es et Centres anti-cancéreux dans le cadre d’un PHRC national. 

p

De plus, il paraît judicieux d’étudier la méthylation d’autres gènes tels que DBC1, ABO, 

cyclin A1, CYGB, STAT1 et LHX6 récemments décrits dans la littérature (Shaw 2006b ; Xi, 

2006 ; Estécio, sous presse), comme fréquemment méthylés dans les cancers des VADS, le 

but étant d’arriver à ce que la totalité d

 

Par ailleurs, GSTP1 que nous n’avons pas étudié, est constamment non méthylés dans les 

cancers des VADS. 

 

D

échantillons analysés ; ce résultat est cohérent avec ceux rapportés dans la littérature 

puisque la méthylation de ces 2 gènes n’a été rapporté que pour les carcinomes de type 

UCNT du cavum (Wong et

 

E

impliqué dans l’adhésion cellulaire, les phénomènes de métastases et d’angiogénèse. Ce 

gène, qui n’avait jamais été étudié dans les cancers des VADS est méthylé dans de 

nombreu

l’

TIMP3 es

p

décrites dans les cancers des VADS (Califano et al., 2000), suggérant que la méthylation du 

promoteur de TIMP3 est un mécanisme important d’inactivation de ce gène dans le cancer 

des VADS.  

L’absence de perte d’

m

méthylation-mutation, soit la méthylation des deux allèles. Le dernier mode d’inactivation, 

bien que rare, ayant été décrit pour d’autre gènes (Shaw, 2006a). 

 

Les résultats que nous avons obtenus sont intéressants, mais il faudra dans l’avenir 

augmenter le nombre d’échantillons analysés pour augmenter la puissance statistique des 

résultats obtenus.  

 

Pour cela nous envisageons d’établir des collaborations avec d’autres centres Hospitalo-

Universitair
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Etude comparative cancers des VADS – Cancers du poumon 

 

En com a

cancers d mes malpighiens 

pulmon re (tableau N°15), nous pouvons constater qu’il y a 

une dif re

tabac com

 pas été pris en compte ; de même, les résultats obtenus pour les 

arcinomes pulmonaires à petites cellules n’ont  pas été comptabilisés, compte tenu d’une 

s non à petite 

p rant les pourcentages de méthylation  de certains des gènes étudiés dans les 

es VADS et qui ont également été étudiés dans les carcino

ai s non à petites cellules (NSCLC) 

fé nce notable entre ces deux types de cancers , bien qu’ils aient en commun le 

me carcinogène principal. 

 

Les résultats obtenus à partir des prélèvements biologiques tels que les lavages bronchiolo-

alvéolaires n’ont

c

épidémiologie et d’un pronostic différents des carcinomes non à petites cellules. 

 
 
Ceci illustre parfaitement l’hypothèse soulevée par Esteller et ses collaborateurs (Esteller et 

al., 2001), qui est que chaque type de cancer a un profil de méthylation ou « methylotype » 

et ce, indépendamment du ou des carcinogènes impliqués dans leur cancérogenèse. 

  
Tableau N° 15 : comparaison des profils de méthylation entre les cancers des VADS et les cancers malpighien

cellule du poumon. 

 
  VADS *   NSCLC **  

Gene 
Echantillons 

méthylés (n=) 

Echantillons 

analysés (n=) 
Proportion (%) 

Echantillons 

méthylés (n=) 

Echantillons 

analysés (n=) 
Proportion (%) 

P16 198 615 33 334 945 a, b, c, d 35 

P15 42 243 19 0 63 a 0 

P14 38 204 19 13 295 a 4 

MGMT 120 364 32 122 513 a, b, c, d 25 

DAPK 115 448 27 173 613 a, b, c 28 

ECAD 173 342 56 107 19 a 18 

RASSF1A 13 126 11.5 80 230 a, d 35 

hMLH1 47 315 13 3 20 a 0 

Rarβ 73 111 60 182 218 a, c, d 39 

APC 0 10 0 230 311 a, b, d 74 

GSTP1 0 141 0 14 174 a, d 8 

 

* : chiffres extraits des tableaux 6a et 6b. 

 : chiffres extraits des données de Tsou (Tsou et al., 2002) (a),  de de Fraipont (de Fraipont et al., 2005) (b), Chan  (chan et **

al., 2002) (c) et Topaloglu (Topaloglu et al., 2004) (d). 

 

 

 

132 



 .

Etude de la corrélation méthylation – perte de fonction du gène 

 

Très peu d’études ont analysés la corrélation méthylation de la région promotrice d’un gène / 

perte de fonction du gène.  

Un des moyens d’inactivation d’un gène est l’inhibition de sa transcription. Il semble que ce 

de mieux 

téique.  

tés à un problème de sensibilité entre les deux 

méthod  

 

Existe il s VADS ? 

mécanisme soit le principal impliqué en cas de méthylation de la région promotrice d’un 

gène ; toutefois il est possible que se ne soit pas le seul. 

Parmi les moyens que nous avons à disposition pour étudier la protéine d’une gène, 

l’immuno-histochimie est un des moyens les plus utilisés. 

Une fois l’ensemble des gènes d’intérêt analysés, nous envisageons d’analyser par IHC la 

protéine des gènes les plus fréquemments méthylés. cette étude nous permettra 

appréhender la relation « méthylation d’un gène- perte de fonction » par le biais de la perte 

d’expression pro

Toutefois nous risquons d’être confron

es d’analyse, l’immuno-histochimie étant une méthode moins sensible que la MSP. 

-t- un profil de méthylation spécifique des tumeurs de

 

Comme no

es variations peuvent être expliquées : 

ences dans les localisations tumorales ; 

- des différences dans les expositions aux agents carcinogènes (tabac, alcool, 

orateurs (Chang et al., 2002a) trouvent un 

tabac et l’alcool. Aucune autre 

tude n’a analysé le gène FHIT. 

us venons de le voir, l’incidence des méthylations de chacun des gènes varie 

entre les différentes études. 

C

- par la faible taille de certaines cohortes ; 

- des différences de méthodes d’analyse ; 

- des différences dans les populations étudiées (origine ethnique, âge) ; 

- des différ

bétel, infection éventuelle au virus HPV …).  

 

Pour illustrer le dernier point, Chang et ses collab

pourcentage élevé de méthylation pour FHIT (27%), alors que dans notre étude ce gène est 

faiblement méthylé (10%). Hors, dans l’étude de Chang le carcinogène impliqué est le bétel 

alors que dans notre population les carcinogènes sont le 

é

 

Comme pour les anomalies génétiques, il n’existe pas d’anomalie épigénétique unique et 

présente dans toutes les tumeurs des VADS.  
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Pour une exploitation de ces anomalies à but diagnostique, la sensibilité du test dépendra de 

l’incidence de l’anomalie dans ce type de tumeurs. 

Cette incidence est relativement faible pour chaque gène, nécessitant de définir un profil de 

méthylation pour les cancers des VADS et d’étudier un ensemble de gènes potentiellement 

anormaux, ce qui nécessite d’étudier un grand nombre de gène (Ha et al., 2006).  

 

Ainsi, Ogi et ses collaborateurs (Ogi et al., 2002) ont montré que l’analyse de 12 gènes 

e même, Viswanathan et ses collaborateurs (Viswanathan et al., 2003) ont sélectionné, 

 VADS.  

ans notre série de 90 malades caucasiens, nous avons montré que l’analyse de 6 gènes 

a méthylation des gènes suppresseurs de tumeur peut être un évènement précoce au 

la transformation de l’épithélium des voies aériennes supérieures et devancer de 

lusieurs années les manifestations cliniques de cancer chez des sujets exposés au tabac 

ou à l’alcool.

 

’aucune méthylation ne soit retrouvée au niveau des fragments de 

muqueuse saine des VADS non exposés au tabac et à l’alcool comme en atteste l’étude de 

Kulkarni dans laquelle 3 (P16, DAPK, MGMT) des 4 gènes les plus fréquemment méthylés 

dans les carcinomes des VADS n’étaient jamais méthylés parmi les 20 prélèvements 

analysés (Kulkarni et al., 2004). Dans notre travail, ces 3 gènes ont été également étudiés 

dans 4 fragments de muqueuse non exposés au tabac et à l’alcool, avec des résultats 

identiques. 

paragraphe 

récédent, il semble que la méthylation des gènes P14, P16 et MGMT soient fréquentes 

Il est d n

tumeur pou aluer leur spécificité pour 

permettait de détecter une anomalie d’au moins 1 d’entres eux chez 65% des patients, 

d’origine japonaise, porteurs d’un cancer des VADS.  

D

pour une population indienne, 5 gènes qui leur permettaient de mettre en évidence une 

méthylation d’au moins un d’entres eux dans 75% des échantillons de cancer des

D

(ECAD, P16, TIMP3, MGMT, DAPK et RASSF1) permettait de mettre en évidence au moins 

un gène méthylé dans 75% des tumeurs des VADS analysées. 

 

L

cours de 

p

  

Par contre il semble qu

 

Si l’on exclue le gène Rarβ pour les raisons que nous avons évoquées dans le 

p

(respectivement 33%, 33% et 17%) au sein des dysplasies (Marya et al., 2004). 

  

o c nécessaire, si l’on veut exploiter les méthylations de gènes suppresseur de 

r faire un diagnostic précoce de cancer des VADS, d’év
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le proc s

d’un cance

 

Trois équi issus normaux adjacents à la tumeur avec des résultats 

divergents : une incidence élevée des méthylations de p16, DAPK et MGMT dans ces tissus 

malades, analysé la tumeur et un fragment de 

uqueuse histologiquement normale prélevée à plus de 3 centimètres de la tumeur et mis 

n évidence une méthylation que dans 3 muqueuses normales (TIMP3, 2 cas ; DAPK, 1 cas) 

es discordances entre ces études sont probablement liées à la définition de la normalité du 

es us tumoral et/ou le délai entre l’apparition des anomalies épigénétiques et celle 

r.  

pes ont analysé les t

normaux pour Kulkarni (Kulkarni et al., 2004) et nulle ou faible pour Maruya (Maruya et al., 

2004) et Shaw (Shaw et al., 2006b).  

Dans notre série nous avons, chez 30 

m

e

prélevées chez les malades ayant les tumeurs les plus évoluées.  

 

L

tissu (clinique ou histologique) et à la distance entre la zone de prélèvement de ce tissu et 

les marges de la tumeur. 

 

 

La détection des anomalies épigénétiques dans les fluides biologiques (salive et 

sang) prélevés chez les malades porteurs d’un cancer des VADS est elle possible et 

fiable ? 

 

La salive 

tiques ou épigénétiques à tout d’abord été identifiée au niveau 

ulmonaires 

n ce qui concerne les cancers des VADS, la salive contient des cellules malignes exfoliées, 

parmi les cellules épithéliales normales contenues également dans la 

alive est extrêmement difficile.  

ée dans les soixante-dix, mais a été ensuite définitivement 

 
La présence d’anomalies géné

de liquides biologiques au contact d’une tumeur tels que l’urine pour les cancers de la vessie 

(Mao et al., 1996) et les secrétions bronchiques pour les cancers broncho-p

(Ahrendt et al., 1999). 

 

E

mais leur identification 

s

L’analyse cytologique microscopique des cellules malignes contenues dans la salive est une 

technique qui demande beaucoup de temps, un cytologiste très expérimentée et dont la 

sensibilité et la spécificité sont mauvaises. 

Cette technique a été très utilis

abandonné pour le dépistage et le diagnostic des rechutes des cancers des VADS (Shklar et 

al., 1970). 
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A titre indicatif nous avons réalisé, avec l’aide d’un cytologiste,  un examen cytologique de la 

salive de 10 patients porteurs d’un cancer des VADS. Il résulte de cet examen qu’il existe : 

- une quantité importante ce cellules exfoliées dont une majorité de cellule de type 

épithéliale en provenance de la couche cornée de l’épitéhlium ; 

ossible d’identifier une cellule maligne (taille du 

cer de la cavité buccale par l’identification dinstabilités 

icrosatellitaires a été proposée par Spafford et ses collaborateurs, à propos d’une série de 

être proposée pour le 

épistage et le suivi des cancers dela cavité buccale. Néanmoins compte tenu de la 

nt analysé la méthylation de gènes suppresseurs de tumeur chez des 

- un second groupe également fumeurs et/ou éthyliques, mais ayant comme 

d’au moins un des 

ois gènes étudiés dans les salives prélevées et ce, quelque soit la localisation anatomique 

e la zone de leucoplasie au niveau de la cavité buccale. Le nombre de méthylations étaient 

lus importantes, tout particulièrement pour P14, chez les patients n’ayant pas stoppé leur 

- de nombreux débrits cellulaires ; 

- des bactéries en quantité plus ou moins importante en fonction de l’état de 

surinfection de la tumeur. 

Néanmoins, dans aucun cas, il nous a été p

noyau, sa régularité, homogénéité chromatinienne ; aspect du cytoplasme ; rapport nucléo-

cytoplasmique). 

 

L’identification des cellules malignes parmi les cellules exfoliées contenues dans la salive de 

patients porteurs d’un can

m

40 cas (Spafford et al., 2001). Les conclusions de cette étude étaient qu’il s’agissait d’une 

méthode sensible (96%) et spécifique (100%) et qu’elle pouvait 

d

compléxité de la technique, aucune étude n’est venue confirmer cette hypothèse. 

 

Très peu d’études o

patients porteurs de lésions dysplasiques et / ou d’un carcinome invasif des VADS. 

 

López et ses collaborateurs (López et al., 2003) ont démontré qu’il était possible de détecter 

par MSP, au niveau de la salive, la méthylation de trois gènes suppresseurs de tumeur  

(P14, P16, MGMT) chez des patients porteur d’une lésion pré-néoplasique de type 

leucoplasie au niveau de la cavité buccale. Dans cette étude, deux groupes de patients ont 

été analysés : 

-  un groupe de patients fumeurs et /ou éthyliques, présentant une leucoplasie mais 

sans antécédents de carcinomes des VADS (groupe N°1) ;  

antécédent un ou plusieurs carcinomes des VADS traités (groupe N°2).  

 

Vingt-huit (82%) des 34 patients étudiés présentaient une méthylation 

tr

d

p
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intoxication ethylo-tabagique et ayant eu au moins un cancer des VADS traité préalablement. 

ar contre cette étude ne précisait pas si les patients ayant au moins une méthylation 

s N°2. 

du larynx, non préalablement traité (Lopes Bittencourt Rosas et al., 2001). 

0%) que la tumeur était située dans la 

yaltion de gènes suppresseurs de tumeur dans la salive 

oint de cette conclusion. 

l’étude de 

Lopes Bittencourt Rosas que  ne modifiait pas les résultats obtenus au 

niveau de la salive. 

 

Que ce soit dans l’étude de Lopes  

e le patient ait fait un rinçage de la cavité buccale et un gargarisme 

e l’arrière gorge avec du sérum physiologique.  

vec cette méthode, on peut facilement concevoir que la « collecte » des cellules exfoliées 

 la cavité buccale ou 

e l’oropharynx, uniquement pour des raisons anatomiques. 

carcinome de l’oropharynx du 

 

morale et au niveau de la salive recueillie grâce à un une petite éponge contenue dans une 

P

présente dans leur salive ont développé, au cours de leur suivi clinique, un carcinome invasif 

tout particulièrement dans le groupe de patient

 

Une seule étude  a étudié la méthylation de 3 gènes suppresseurs de tumeur (P16, MGMT, 

DAPK) par MSP chez 30 patients porteurs d’un cancer de la cavité buccale de l’oro-

hyopharynx et 

Dans 65% des cas la méthylation d’au moins gène était retrouvée dans la salive.  

Aucun cas de faux positifs n’a été mis en évidence, c’est à dire que chaque fois qu’une 

méthylation était retrouvée dans la salive, celle-ci était détectable dans la tumeur.  

La sensibilité de l’examen était d’autant meilleure (8

cavité buccale.  

Les conclusions de cette étude étaient : 

- que l’étude de la méth

était possible ; 

- qu’il s’agissait d’une méthode sensible et spécifique ; 

- qu’il s’agissait d’une méthode potentiellement utile pour le dépistage soit d’une 

tumeur dans une population à risque soit d’une rechute tumorale après traitement. 

Aucune étude n’est venue confirmer le dernier p

 

Notre travail conforte ces résultats avec toutefois une sensibilité supérieure (96%) et une 

spécificité équivalente de 100%. Toutefois, nous avons pu démontrer par rapport à 

la radiothérapie

Bittencourt Rosas  ou la notre, dans les 2 cas la salive

était recueillie après qu

d

A

au niveau de l’hypopharynx et du larynx est plus difficile qu’au niveau de

d

 

Dans une étude ayant inclus 30 patients porteurs d’un 

vestibule laryngé et de l’hypopharynx découverts à un stade précoce (stades I - II), Temam 

et ses collaborateurs (Temam et al., 2005) ont analysé la méthylation du gène P16 au niveau

tu
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capsule reliée à un fil et ingérée par le patient. Après dissolution de la capsule au niveau 

oesophagien l’éponge était lentement remontée grâce au fil, permettant ainsi de récolter la 

salive  c ion vestibulaire du larynx (ou sus-glottique). 

Dans to s lèvement biopsique. 

armi les 14 patients présentant une méthylation du gène P16 au niveau tumoral, dans 8 

 Parmi ces 8 

atients, 2 avaient une tumeur de l’hypopharynx, 1 du larynx et 5 de l’oropharynx.  

ypopharyngées. 

ynx 

au ontact de l’oro-hypopharynx et la rég

u les cas le prélèvement par brossage a été réalisé avant le pré

P

cas (57%) cette méthylation a été retrouvée au niveau de la salive recueillie.

p

En ne prenant en compte que les tumeurs pharyngo-laryngées  avec une méthylation du 

gène P16 (n=6), une méthylation a été retrouvée dans la salive dans 3 cas (50%).  

 

Dans notre étude, la présence d’au moins un gène méthylé dans la salive était retrouvée 

dans 35% des localisations laryngées et 40% des localisations h

 

La méthode proposée par Temam et ses collaborateurs paraît donc plus performante que la 

méthode que nous avons utilisée en ce qui concerne les localisations sus-glottique du lar

et de l’hypopharynx, ce d’autant qu’elle permet de détecter des lésions à un stade précoce. 

 

Le sang 

 
Les méthylations de gènes suppresseurs, comme les anomalies génétiques, peuvent être 

aussi recherchées dans l’ADN tumoral circulant présent dans le plasma ou le sérum de 

ion d’au moins un gène a été retrouvée.  

u diagnostic, la méthylation de P15 et P16 au niveau tumoral et plasmatique et ont 

 la 

résence de méthylations au niveau sanguin. Il existe trois explications possibles à cela : 

malades porteurs d’un cancer des VADS.  

 

Dans l’étude de Sanchez-cespedes (Sanchez-cespedes et al., 2000) comprenant 95 

patients, 52 des malades présentaient une méthylation des gènes P16, MGMT ou DAPK 

dans la tumeur prélevée au diagnostic. Pour 50 de ces patients,  le sérum a été analysé en 

parallèle et dans 21 cas (42%) une méthylat

 

De même, Wong et ses collaborateurs (Wong et al., 2003a) ont analysé chez 20 patients, au 

moment d

retrouvé une méthylation d’un des 2 gènes dans 65% des échantillons sanguins. 

 

Dans notre travail nous n’avons pas réussi à mettre au point la MSP pour détecter

p

- compte tenu des faibles quantité d’ADN retrouvées au niveau sanguin, une partie 

de cet ADN a pu être perdu lors du traitement bisulfite ; 
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-  l’ADN que nous avons analysé était trop fragmenté pour que les amorces PCR 

puissent s’encrer et amplifier le segment voulu ; 

- les fragments d’ADN correspondant aux gènes analysés n’étaient pas présents 

 

e ne l’était pas 

dans l’ADN circulant. 

Les deux dernières hypothèses sembles les plus plausibles car, même si c

vrai dans tous les cas, le contrôle de la présence d’ADN après traitement bisulfite par 

amplification du gène MYOD était positif. 

 

 

La recherche de méthylation de gènes suppresseurs de tumeurs a-t-elle un intérêt 

dans la prise en charge des cancers des voies aériennes supérieures ? 

 

Cette partie de la discussion a fait l’objet d’un article soumis pour publication à la revue 

le d’envisager des applications cliniques, à la recherche de méthylation de gènes 

méthylation observé dans la tumeur pourrait aussi avoir une valeur pronostique 

malies sera à l’origine de progrès 

es. 

 

« Bulletin du cancer » sous l’intitulé « La méthylation des gènes suppresseurs de tumeur  

dans les cancers des voies aéro-digestives supérieures: Quelle signification clinique ?» 

 

Il est possib

suppresseurs de tumeur, car les méthodes d’analyse sont robustes, relativement spécifiques 

et sensibles pour permettre l’analyse de liquides biologiques à condition d’avoir défini un 

profil de méthylation caractéristique de la population étudiée.  

 

Une application évidente est le diagnostic précoce de la tumeur primitive chez des sujets à 

risque ou celui de la rechute.  

Le profil de 

ou permettre de préciser le diagnostic lorsque l’examen histologique est difficile.  

Enfin, on peut espérer que la détermination de ces ano

thérapeutiqu

Le diagnostic précoce 

 
Le diagnostic précoce ou le dépistage des cancers des voies aériennes supérieures, est 

difficile he

raisons do tion éthylo-tabagique et un contexte socio-économique  défavorisé ne 

facilitan pa

Par ailleur

anesthésie as fait la preuve d’une réelle efficacité dans ce 

 c z des patients qui refusent une prise en charge médicale pour de nombreuses 

nt l’intoxica

t s l’accès au soins.  

s, l’examen clinique accompagné ou non d’une examen endoscopique sous 

 locale à la consultation, n’a p
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domain (S

dans des s difficiles d’accès, cryptes amygdalienne et basi-linguale, 

certain  z

pirifomes i

 

L’étude de Lopes Bittencourt Rosas (Lopes Bittencourt Rosas et al., 2001) et notre étude 

uggèrent que la recherche systématique et régulière de méthylation de gènes suppresseurs 

e point fait partie de nos objectifs de travail futurs. Ce projet ne pourra voir le jour que dans 

rtie de 

ette thèse, le délai entre l’apparition d’une anomalie biologique et celle du cancer peut 

ple de surveiller des malades et d’envisager des méthodes de diagnostic 

récoce des rechutes lorsque ces malades ont déjà été pris en charge pour le traitement de 

la tumeur primitive.  

Nous avons pour la première fois, chez 22 patients traités par chirurgie et radiothérapie et 

suivis prospectivement, analysés régulièrement des prélèvements de salive et recherchés la 

éthylation d’un ou plusieurs gènes qui étaient méthylés dans la tumeur primitive. Nous 

ieurs gènes 

t, che 5 pat nts al s que t par FDG-TEP 

étaient négatifs ; tous ont rechuté quelques mois après l’examen de salive anormal ; la 

détection, à un stade très précoce, a permi une chirurgie curatrice dans tous les cas.  

Les examens de salive sont demeurés négatifs chez les 17 autres patients ; 16 sont en 

rémission et 1 seul a rechuté avec une tumeur d’évolution extrêmement rapide en quelques 

mois.  

L’étude des méthylations de gènes suppresseurs de tumeur dans la salive représente donc 

bien un moyen de surveillance potentiel en complément de la surveillance clinique, même en 

 de diothérapie, des patients tr  carcinome des VADS. 

 

e pafford et al., 2001). Ceci tient en partie au fait que certaines lésions sont situées 

régions anatomique

es ones du larynx comme les ventricules laryngés ou la sous glotte, le fond des sinus 

naccessibles à la vue même avec un endoscope. 

s

de tumeur dans la salive peut permettre un diagnostic précoce des tumeurs primitives, mais 

jamais aucune étude prospective ne l’a fait.  

C

le cadre d’une étude multicentrique pour inclure suffisamment de patients. Il devra 

également s’inscrire dans le temps car, comme nous l’avons vu dans la première pa

c

demander plusieurs années. 

 

Il est encore trop tôt pour dire si la recherche de méthylations au niveau sanguin représente 

également un intérêt, car aucune donnée n’est disponible à ce sujet. 

 

Il est plus sim

p

m

avons noté la persistance ou la ré-apparitions de la méthylation d’un ou plus

dans la salive après traitemen z ie or  l’examen clinique e

cas  ra aités pour un

 

 

140 



 .

Le  pronostic 

 
Très peu d’études suggèrent que la méthylation des gènes suppresseurs de tumeur dans les 

ancers des VADS est corrélée au pronostic.  

Ainsi Zuo (Zuo et al., 2004), Ai (Ai et al., 2004) et  Chang (Chang et al., 2006) ont démontrés 

respectivement que la méthylation du promoteur des gènes MGMT, ATM et ECAD était 

corrélée à une diminution de la survie des patients présentant cette modification 

épigénétique.  

Il faut toutefois prendre en compte que la méthodologie statistique utilisée dans ces 

différentes études n’est pas strictement comparable ; en effet Zuo et Ai ont réalisé une étude 

statistique multivariée, ce qui n’est pas le cas de Chang. Par conséquent, seules les études 

de Zuo et de Ai doivent être prises en considération. 

 
Dans notre série, en analyse multivariée mais avec un suivi médian de 564 jours seulement, 

la présence d’un ou plusieurs gènes méthylés dans les tumeurs analysées n’était pas 

 

mier résultat, nous n’avons pas analysé la survie des patients en 

 chaque gène. Néanmoins, il n’est pas exclu que la méthylation du gène 

pour laquelle nous avons retrouvé une corrélation statistiquement significative 

 tumoral 

présente un facteur pronostic indépendant des facteurs cliniques tels que : 

ns rupture capsulaire). 

’ analyse épigénétique comme aide à l’examen anatomo-pathologique

c

corrélée au pronostic. 

Compte tenu de ce pre

fonction de

RASSF1A 

avec le degré de différentiation tumorale et l’envahissement ganglionnaire puisse être corrélé 

avec un mauvais pronostic. 

 

A ce jour, il paraît donc difficile d’affirmer que l’étude de la méthylation de l’ADN

re

- la localisation tumorale ; 

- le stade tumoral ; 

- les facteurs histopathologiques (degré de différentiation, présence d’emboles 

intra-tumoraux, présence de ganglions envahis avec ou sa

 
 

 

L  

Le profil de  chaque type histologique, même lorsque les carcinogènes 

impliqués so

Ainsi, comme nous l’av

les cancers périeures et dans les cancers du poumon sont différents. 

  

 
méthylation varie avec

nt les mêmes (Esteller et al., 2001 ; Fan, 2004). 

ons décrit précedemment, les profils de méthylation observés dans 

des voies aériennes su
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Devant l’association d’un carcinome des voies aériennes et d’un carcinome du poumon chez 

un patient fumeur, 2 diagnostics peuvent être évoqués : 

- l’association de 2 cancers primitifs ; 

- un cancer primitif  des VADS et une métastase pulmonaire.  

l’examen de référence pour le diagnostic et la 

lassification des tumeurs, l’analyse histomorphométrique dans cette situation est incapable 

de faire  hypothèses évoquées. 

de la tumeur 

endant la chirurgie. Elle repose, aujourd’hui, sur un examen histologique extemporané. 

s d’une intervention chirurgicale de 5 

rvention chirurgicale carcinologique 

 de la perte de 

ubstance. 

’étude des méthylations est faite grâce à une technique de MSP quantitative (QMSP : 

quantitative methylation-specific polymérase chain reaction type « methylight ») et en 

réduisant le temps du traitement bisulfite à 1 heure. Cette technique nécessite de déterminer 

quels sont les gènes méthylés au sein de la tumeur grâce à une biopsie réalisée quelques 

jours avant la résection tumorale. Ce ne sont que les gènes méthylés au sein de la tumeur 

qui sont ensuite étudiés en per opératoire.  

En l’occurrence, parmi une cohorte de 13 patients présentant un carcinome épidermoïde de 

la cavité buccale et de l’oropharynx, 6 (46%) présentaient une méthylation du gène P16 et 

MGMT.  

En per opératoire, dans 3 cas la méthylation d’au moins un gène était présente au niveau 

des tissus prélevés en périphérie (marges de sécurité) alors que l’analyse histologique de 

ces tissus était normale, permettant au chirurgien de compléter la résection chirurgicale.  

 

A ce jour, le travail de Goldenberg constitue la seule étude de faisabilité de cette technique, 

mais aucune étude clinique n’est venu confirmer l’intérêt de celle-ci en terme de qualité 

 

Ces 2 situations cliniques demandent des prises en charge différentes.  

 

Hors, même si l’examen histologique reste 

c

 la distinction entre les 2

L’ étude du profil de méthylation, au même titre que l’étude des altérations génétiques, peut 

représenter une aide à une meilleure caractérisation tumorale. 

 

Une autre application potentielle est le contrôle de la qualité des berges 

p

Dans une étude de faisabilité, Goldenberg et collaborateurs (Goldenberg et al., 2004) ont pu 

démontrer qu’il était possible de réaliser, le temp

heures, la recherche de méthylations de gènes au niveau des tissus en périphérie de la 

tumeur. Ce délai correspond au temps moyen d’une inte

avec exérèse de la tumeur, des ganglions cervicaux et de la reconstruction

s

L
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d’exér près 

traitement chiru

es Innovations thérapeutiques

èse tumorale, et donc indirectement la diminution du taux de rechute locale a

rgical. 

 

L  

une radiothérapie post opératoire 

la tumeur, et de sélectionner les patients susceptibles d’être traités par une 

diothérapie post opératoire.  

mam et al., 2004b) ont démontré l’intérêt de 

 marqueurs d’instabilité microsatellitaire : UT 5085, 

L17686, D9S753, ACT

poser l’ind oire.  

tré que parmi un groupe de 54 patients ayant 

d tumeurs étaient 

ositives pour les marqueurs UT5085 et L17686, les autres marqueurs étant demeurés 

itives, 7 (27%) présentaient les mêmes anomalies au niveau des 

tients, 5 (71%) ont présenté une rechute locale. 

ré des marges de sécurité histologiquement 

entant des anomalies génétiques au sein des tissus péri tumoraux 

ne radiothérapie post opératoire, et ce malgré une analyse 

 Ce type d’étude paraît tout à fait transposable dans le domaine de l’épigénétique, en 

étudiant la méthylation d’un panel de gènes par MSP. 

 

Les agents déméthylants 

La méthylation de l’ADN à susciter un grand intérêt pour le développement de nouveaux 

traitements anti-cancéreux et ce, pour quatre raisons essentielles : 

- les gènes concernés sont impliqués dans tous les stades du développement 

tumoral ; 

- le rétablissement de la fonction d’un gène en empêchant ou en levant la 

méthylation de sa région promotrice est plus aisée qu’en cas d’inactivation 

génétique (mutation, délétion) ; 

 
Sélections des patients candidats à  

 
Un autre intérêt potentiel de l’étude des altérations épigénétiques au sein des tissus en 

périphérie de 

ra

 

En effet, Temam et ses collaborateurs (Te

l’étude d’altérations génétiques (5

BP2, CSF1R) au sein  de la tumeur et des tissus péri tumoraux pour 

ication d’une radiothérapie post opérat

Dans cette étude, les auteurs ont pu démon

es marges de résection histologiquement saines ≥ 5 mm, 26 (48%) 

p

négatifs.   

Parmi les tumeurs pos

tissus sains péri tumoraux ; parmi ces  7 pa

Les auteurs  en ont donc conclu que, malg

saines, les patients prés

devaient bénéficier d’u

histologique rassurante. 
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- la méthylation de l’ADN est potentiellement réversible grâce à des molécules 

pharmaceutiques ; 

rsseur, la 5-aza-CdR (d’après Yoo & Jones, 2006). 

 5-azacytidine                5-aza-CdR 

    

- dans les cellules normales, la régulation des gènes n’est pas dépendante de la 

méthylation de leur région promotrice, ce qui fait que l’administration d’inhibiteurs 

de la méthylation est potentiellement moins toxique que les agents anticancéreux 

conventionnels. 

 

Comme nous l’avons dans la première partie de cette thèse, contrairement aux anomalies 

génétiques, les anomalies épigénétiques sont réversibles.  

 

Ceci offre des possibilitées thérapeutiques au stade de tumeurs établies mais surtout des 

possibilitées de chimio-prévention chez des sujets exposés à des facteurs de risque. 

 

Il existe deux classes d’agents déméthylants : les inhibiteurs de la DNMT1 et des HDAC. 

 
La méthyaltion de l’ADN peut être bloquée par un inhibiteur de la DNMT1, la 5-az-

2’déoxycytidine (5-aza-CdR, commercialisée sous le nom Décitabine ®), qui est métabolisée 

dans l’organismes en 5-azacytidine qui est ensuite intégrée à l’ADN lors de la réplication 

(Figure N°44). 

 
Une fois incorporée au niveau de l’ADN de la cellule tumorale, la Décitabine ® forme un 

complexe covalant stable avec la DNMT1, la rendant ainsi indisponible, empêchant donc la 

méthylation de l’ADN (fgure N°45). 

 
 
 
Figure N° 44 : Molécules de  5-azacytidine  et de son précu

 
 

                       
 

 

 

H 

144 



 .

Figure N° 45 : Méthylation de la Cytosine grâce aux DNMTs et inhibition de la réaction par la 5-azacytidine (d’après Herman et 

al., 2003). 

 

 

    

 

 

 

La Décitabine ®  a été utilisée dans les essais thérapeutiques de phase III pour le traitement 

des cancers hématologiques, du cols utérin et les cancers broncho-pulmonaires non à petite 

cellules (Yoo & Jones, 2006). 

Actuellement, ce produit n’est pas utilisé dans le traitement des cancers des VADS. 

in vitro  ont démontré une sensibilité accrue aux sels de Platine après 

activation du gène hMLH1 par administration de Décitabine ® (Steathdee & Brown, 2002). 

L’association de ces drogues paraît avoir un intérêt limité dans le traitement des cancers des 

VADS compte tenu du faible pourcentage de méthylation de hMLH1. 

 

A côté de la Décitabine ® qui cible la DNMT1, d’autres molécules ciblent les histones 

déacétylases (HDAC) ; ce sont les inhibiteurs des déacétylases (HDACis). 

 

Plusieurs HDACis ont été identifés (Somech et al., 2004) ;  il s’agit  :  

- de l’acide butyrique ; 

- des acides gras à courte chaîne, dont la Trichostatine A ; 

- les tétrapeptides cycliques, dont la Trapoxine ; 

- les benzamides. 

 

 

Des études 

ré
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La Trichostaine A et la Trapoxine ont montré une certaine efficacité en combinaison avec 

es cytotoxiques classiques dans les maladies hématologiques, mais aucun essai n’a été 

mené d

d

ans les cancers des VADS. 

 

Les résultats que nous venons de mentionner orientent vers une utilisation des inhibiteurs de 

la DNMT1 et des HDAC en combinaison avec des cytotoxiques classiques. 

Il paraît judicieux d’initier une recherche dans ce domaine pour optimiser la prise en charge 

des patients atteints d’un cancer des VADS. 

 

Les autres traitements 

Esteller et ses collaborateurs (Esteller et al., 2000) ont démontré que l’efficacité du 

traitement de première intention des gliomes par un agent alkylant, la Carmustine (BiCNU ®, 

Gliadel ®) était dépendante de la fonctionnalité du gène MGMT, la réponse au traitement 

étant moins bonne en cas de méthylation de la région promotrice de ce gène. 

 

Hors il s’avère que le pourcentage de méthylation de MGMT dans les gliomes est aquivalent 

à celui retrouvé dans les cancers des VADS (30%).  

Les agents alkylants, dont la Carmustine, peuvent donc représenter un intérêt dans le 

traitement de première intention des cancers de VADS.  

Aucun essai thérapeutique dans ce damine n’a été entrepris jusqu’à présent. 
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L

digestives supérieures: Quelle signification clinique ? 

a méthylation des gènes suppresseurs de tumeur  dans les cancers des voies 

aéro-
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Résumé : 

 
Au cours de la transformation maligne, la cellule accumule des anomalies épigénétiques qui 

n’affectent pas la séquence d’ADN mais  qui sont transmissibles au cours des divisions et 

modifient l’expression des gènes. Parmi ces anomalies, la méthylation des îlots CpG au 

niveau des promoteurs des gènes suppresseurs de tumeurs (ST) qui inhibe leur transcription, 

est un mécanisme d’inactivation aussi fréquent que les pertes d’allèles ; le profil de 

méthylation (ou ensemble des gènes méthylés dans une tumeur), comme les pertes 

d’hétérozygotie, varie beaucoup  en fonction du type histologique. Dans les cancers des voies 

aéro-digestives supérieures, (carcinomes malpighiens de la cavité buccale, du larynx et de 

l’oro-hypopharynx), 19 gènes ont été analysés dont 5 sont très fréquemment méthylés, ie : 

p16, ECAD, DAPK, MGMT et TIMP3. La technique d’analyse des méthylations de l’ADN 

par traitement au bisulfite puis amplification par PCR est suffisamment sensible et spécifique 

pour permettre de détecter ces anomalies, au niveau des liquides biologiques qui drainent la 

tumeur ou au niveau de l’ADN tumoral circulant. Dans les cancers des voies aériennes 

supérieures, on trouve une excellente corrélation entre le profil  de méthylation dans la tumeur 

t dans la salive, un résultat qui permet d’envisager l’analyse de ces anomalies pour la 

 rechute. Le profil de méthylation dans une 

meur pourrait aussi refléter son pronostic et aider au diagnostic en cas d’examen 

natom

e

détection précoce de ces  cancers chez des sujets à risque ou pour la surveillance des malades 

après traitement et le diagnostic rapide de la

tu

a opathologique difficile. Enfin, la méthylation de l’ADN est réversible sous l’effet 

d’agents déméthylants, ce qui ouvre des perspectives thérapeutiques nouvelles, en 

combinaison avec les drogues classiques.  

 

Mots clés : épigénétique, méthylation de l’ADN, cancers des voies aéro-digestives 

supérieures, applications cliniques  
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Summary:  
 
During malignant transformation, the malignant cell accumulates epigenetic abnormalities 

that do not alter the DNA sequence but are transmissible during divisions and modify genes 

ma, clinical 

expression. The methylation of CpG islands in the tumor suppressor genes (TS genes) 

promoters inhibits their transcription; it is a mecanism of gene inactivation as frequent as 

allelic deletions. The methylation profile (or panel of methylated genes in a tumor), similarly 

to allelic deletions, varies with the tumor histology. Within head and neck squamous cell 

carcinoma (oral cavity, larynx and oropharynx ), 19 genes have been analysed, among them 5 

are frequently methylated, ie : p16, ECAD, DAPK, MGMT et TIMP3. The method of 

methylation analysis, based on a bisulfite treatment followed by a PCR amplification, is 

sensitive and specific enough to allow the detection of abnormalities  in biological fluid that 

drain the tumor or in circulating tumoral DNA. In the head and neck squamous cell 

carcinoma, correlation between the methylation profile in tumor and paired saliva is excellent; 

thus methylation analysis in saliva is a very promising approach for early cancer detection in 

high risk patients or for the post treatment follow up and rapid diagnosis of relapse. The 

methylation signature might also reflect the tumor prognosis and complete the histology to 

define the diagnosis. Finally, DNA methylation is reversible with demethylating agents, a 

new avenue for cancer therapy in association with conventional chemotherapy.   

 

Key words: epigenetic, ADN methylation, head and neck squamous cell carcino

applications 
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Introduction : 

 

Au cours de la transformation maligne, les cellules accumulent des anomalies 

u cours des divisions cellulaires sans modification de la séquence d’ADN [1]. 

our le clinicien d’une définition des anomalies 

génétiques et épigénétiques ; ces dernières modifient l’expression du gène et sont 

transmissibles a

Les dérégulations épigénétiques sont fréquentes dans la cellule maligne [2]. Feinberg et 

collaborateurs ont, les premiers, montré l’existence d’une hypométhylation globale du 

génome dans les cellules cancéreuses humaines [3] . Ces anomalies entraînent une instabilité 

génomique propice à un déséquilibre de l’homéostasie cellulaire et à l’émergence de clones 

cellulaires anormaux. L’hypométhylation du génome s’accompagne d’une hyperméthylation 

localisée de l’ADN au niveau de dinucléotides CpG (Cytosine-phosphate-Guanine) situés 

dans la région promotrice de certains gènes [1]; Cette hyperméthylation entraîne une 

inhibition transcriptionnelle de l’expression des gènes. La répression épigénétique est un des 

mécanismes d’inactivation des gènes suppresseurs de tumeurs (gènes ST) et il est au moins 

aussi fréquent que les mutations ou les pertes d’allèles (gènes ST). Le « choix » par la cellule 

d’inactiver un gène par perte d’allèles, mutation ou méthylation de son promoteur, dépend 

probablement de son exposition aux carcinogènes et de la séquence temporelle des 

événements qui conduisent à la transformation ; ainsi l’incidence de la méthylation d’un 

promoteur de gène ST est souvent élevée lorsque le gène n’a pas ou peu subi de perte 

d’hétérozygotie. Le rôle des méthylations localisées de l’ADN dans le processus de 

transformation et de progression tumorale est de mieux en mieux compris et ces anomalies 

sont réversibles sous l’effet de molécules inhibitrices, ce qui offre des perspectives 

thérapeutiques. Cependant, l’intérêt p

épigénétiques dans la tumeur de son patient, reste à définir pour chaque type de tumeur. 

L’objectif de cet article est de faire le point sur les données actuelles concernant les 

méthylations des gènes ST dans les cancers des voies aériennes supérieures, ie :carcinomes 

épidermoïdes de la cavité buccale, de l’oro-hypopharynx et du larynx à l’exception des 

tumeurs du cavum, des cavités naso-sinusiennes et des glandes salivaires dont 

l’épidémiologie, le traitement et le pronostic sont très différents.  
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 Mécanisme d’inhibition des gènes suppresseurs de tumeur par méthylation et 

méthodes d’analyse 

 
 Nous rappelons brièvement les mécanismes d’inhibition d’un gène par méthylation et 

les techniques d’analyse mais le lecteur pourra se reporter pour plus de détails à une revue 

récente du bulletin du cancer par G. Filion et PA Defossez [4]. 

a mémoire épigénétique permet au cours du développement puis dans l’organisme adulte, à 

 et leur inactivation par méthylation dans 

’autres tissus. Cette méthylation a lieu dans les régions promotrices des gènes au niveau des 

L

chaque type cellulaire, d’acquérir ses spécificités fonctionnelles puis de les conserver grâce à 

l’expression « tissu spécifique » de certains gènes

d

dinucléotides CpG ou « îlots CpG ». Ces  régions de 0,5 et 4 kilobases ont  une teneur en GC 

supérieure à 50% et un rapport CpG sur GpC d’au moins 0,6 [1]. Dans le génome humain, 

leur nombre serait de 29000 et 45000 et plus de 50% des gènes possèderaient des îlots CpG 

au niveau de leur promoteur. La méthylation de l’ADN, au niveau des îlots CpG, correspond à 

la substitution d’un groupement méthyle (CH 3), à partir d’un donneur, la S-adénosyl-

méthionine (SAM), à un atome d’hydrogène sur le carbone 5 d’une cytosine située en position 

5’ d’une guanine ; Cette modification chimique est sous le contrôle d’enzymes, les DNA 

méthyltransférases ou DNMTs. 

L’analyse de ces modifications, dans les prélèvements tumoraux, s’est "popularisée" avec le 

développement du traitement bisulfite associé soit à une amplification par PCR, soit à un 

séquençage appelé pyroséquençage [5] . A l’heure actuelle, la technique la plus utilisée est la 

MSP pour méthylation spécifique PCR. La première étape consiste en une modification 

chimique, au bisulfite de sodium, des cytosines  non méthylées de l’ADN en uraciles alors 

que les 5-methylcytosines sont conservées. La séquence d’ADN est donc modifiée 

différemment selon que les cytosines sont méthylées ou non. Cette différence est ensuite 

visualisée, après une amplification par PCR du gène étudié, à l’aide d’amorces spécifiques. Si 

le gène est méthylé dans l’échantillon analysé, la sensibilité de la méthode permet de détecter 

une cellule cancéreuse dans environ 1000 cellules normales. Récemment, une nouvelle 

technique, plus simple, associant traitement bisulfite et PCR quantitative en temps réel, 

permet de quantifier les niveaux de méthylation et de détecter 1 allèle méthylé dans 10 000 

allèles non méthylés [6]. 

Quelque soit la technique utilisée, la recherche de méthylations dans des prélèvements 

tumoraux est facilitée par la stabilité de l’ADN au niveau des pièces opératoires conservées en 

paraffine ou dans des liquides biologiques contaminés par des cellules malignes ; de plus les 
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techniques d’amplification permettent de travailler sur de très faibles quantités d’ADN telles 

que celles obtenues à partir de biopsies tumorales ou de plasma. Enfin, contrairement aux 

pertes d’allèles, la méthylation d’un gène est enregistré comme un signal positif, plus facile à 

détecter au sein d’ADN non tumoral. La sensibilité de la technique dépend de la prévalence 

de l’anomalie dans le type tumoral analysé ; celle-ci n’est jamais de 100% mais l’analyse d’un 

anel de gènes permet d’augmenter la probabilité de détecter un événement anormal dans 

élèvements contenant très peu 

e cellules malignes ou d’ADN tumoral comme les liquides biologiques au contact de la 

meur

uels sont les principaux gènes méthylés dans les cancers des voies aériennes 

p

l’échantillon tumoral analysé. Si le gène étudié est méthylé, la sensibilité de la technique, 

allant de 1 pour 1000 à 1 pour 10 000, permet d’analyser des pr

d

tu  (salive, lavage broncho-alvéolaire, urine) ou le plasma [7] [8]. La spécificité de la 

technique dépend de la présence ou non de ces anomalies dans les tissus normaux environnant 

la tumeur et de leur exposition aux carcinogènes, tabac et alcool. Il faut cependant noter que 

la densité de methylation d’un gène ST et donc le degré d’inactivation de sa transcription peut 

varier dans la cellule maligne et qu’il pourrait augmenter au cours des divisions. L’analyse de 

l’expression de la protéine est donc indispensable pour compléter une étude par biologie 

moléculaire  

 

Q

supérieures ? 

 

 De nombreuses anomalies génétiques ont été décrites dans les carcinomes des VADS, 

qu’il s’agisse d’activation d’oncogènes ou de pertes de gènes ST sans qu’il y ait de signature 

moléculaire unique. Les anomalies génétiques les plus précoces sont des pertes sur les bras 

courts des chromosomes 9 puis 3, alors que les pertes sur le bras court du chromosome 17 

apparaissent au stade de dysplasie ; au stade de carcinome invasif, les pertes sur les bras longs 

des chromosomes 11 et 13 précédent les pertes sur les bras courts des chromosomes 8 et 6 et 

du bras long du chromosome 18. Au niveau de ces chromosomes, seuls 3 gènes ST, ie : p16, 

p53 et hOGG1 qui interviennent dans la réparation de l’ADN, ont été clairement impliqués 

dans les carcinomes des VADS  [9]. Ce sont Herman et ses collaborateurs [10] qui 

rapportèrent pour la première fois que la méthylation du promoteur de P16 ou CDKN2A, était 

un autre mécanisme d’inactivation de ce gène dans les carcinomes des VADS. Depuis cette 

première étude, la méthylation de dix neuf autres gènes ST, pour la plupart impliqués dans 

d’autres tumeurs, a été analysée ; leurs localisations chromosomiques et leurs fonctions sont 

décrites dans le tableau 1.  
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La fréquence des anomalies liées à une méthylation d’un gène dans les tumeurs des VADS, 

varie suivant les gènes mais aussi d’une étude à l’autre (tableau 2) ; pour certains gènes, le 

nombre d’études et/ou d’échantillons analysés est trop faible pour permettre d’estimer la 

prévalence de la méthylation dans les cancers des VADS. 

 Quatre gènes sont fréquemment méthylés; ce sont aussi les plus étudiés, ie : p16, 

impliqué dans le contrôle du cycle cellulaire est méthylé dans 33% des échantillons environ ;  

CAD (pour E cadherine) impliqué dans les phénomènes d’adhésion cellulaire et de 

étastases

 la fréquence des méthylations de ces 4 

ènes, mais nous avons aussi observé, dans 46% des tumeurs, une méthylation du gène 

oraux mais avec de grandes variations suivant les séries de la littérature, 

n particulier pour hMHL1. Dans notre série, nous confirmons les résultats de la littérature 

E

m , est méthylé dans 56% des tumeurs des VADS ; MGMT, un agent de détoxication 

des adduits de l’ADN qui pourrait prédire la sensibilité à la chimiothérapie, est méthylé dans 

32% des échantillons et DAPK (pour death associated protein kinase), impliqué dans 

l’apoptose, dans 27% d’entre eux. Nous avons, entre 2003 et 2005, analysé 90 tumeurs des 

VADS prélevées au diagnostic chez des patients caucasiens, exposés au tabac et/ou à l’alcool 

(résultats soumis à publication) ; nous confirmons

g

TIMP3 qui code pour un inhibiteur des métalloprotéases impliqué dans les phénomènes de 

métastases et d’angiogenèse. Ce gène, qui n’avait jamais été étudié dans les cancers des 

VADS est méthylé dans 25 à 30% des cancers broncho-pulmonaires non à petites cellules et 

lié à l’intoxication tabagique [11]. TIMP3 est situé au niveau du bras long du chromosome 22 

où les pertes d’hétérozygotie sont fréquentes dans le cancer du poumon mais n’ont jamais été 

décrites dans les cancers des VADS, suggérant que la méthylation du promoteur de TIMP3 

est un mécanisme important d’inactivation de ce gène dans le cancer des VADS.  

Le gène RAR β qui code pour le récepteur de l’acide rétinoïque, est fréquemment méthylé 

dans les cancers et les lésions prénéoplasiques des VADS mais cette anomalie est peu 

spécifique du processus tumoral [12], [13]. Quatre autres gènes, ie : p14 et p15 impliqués 

dans le contrôle du cycle cellulaire, RASSF1A, un homologue de RAS, et hMHL1 impliqué 

dans la réparation de l’ADN, sont méthylés, respectivement, dans 19%, 19%, 11,5% et 13% 

des échantillons tum

e

pour les 3 premiers gènes mais nous ne trouvons aucune méthylation de hMHL1 bien que ce 

gène soit fréquemment méthylés dans d’autres modèles tumoraux. Dix autres gènes ont été 

plus rarement analysés et nécessitent des études complémentaires pour confirmer leur intérêt 

dans les cancers des VADS. Ainsi, nous ne retrouvons pas l’existence de méthylation de 

ATM alors que la méthylation de DCC est présente dans 24% des échantillons de notre série, 
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celle de APC et FHIT, un gène dont la méthylation semble associée à l’intoxication tabagique, 

dans 10% d’entre eux. 

 

Existe-t-il un profil de méthylation spécifique des tumeurs des voies aériennes 

supérieures ?  

 L’incidence des méthylations de chacun des gènes varie entre les différentes études ; 

Ces variations peuvent être expliquées par la taille faible de certaines cohortes, des 

différences de méthodes d’analyse, mais surtout par des différences dans les populations 

étudiées (origine ethnique, âge), dans les localisations tumorales et dans les expositions à des 

agents carcinogènes (tabac, alcool, bétel, infection éventuelle au virus HPV …). Comme pour 

les anomalies génétiques, il n’existe pas d’anomalie épigénétique unique et présente dans 

toutes les tumeurs des VADS. Pour une exploitation de ces anomalies à but diagnostique, la 

sensibilité du test dépendra de l’incidence de l’anomalie dans ce type de tumeurs ; cette 

cidence est relativement faible pour chaque gène, nécessitant de définir un profil de 

s des VADS et d’étudier un ensemble de gènes potentiellement 

orma

pes ont analysé les tissus normaux adjacents à la tumeur avec des 

sultats divergents : une incidence élevée des méthylations de p16, DAPK et MGMT dans 

es tissus normaux pour Kulkarni [18] et nulle ou faible pour Maruya [12]. Dans notre série 

in

méthylation pour les cancer

an ux. Ainsi, Ogi et coll [14] ont montré que l’analyse de 12 gènes permettait de détecter 

une anomalie d’au moins 1 d’entre eux chez 65% des patients, d’origine japonaise, porteurs 

d’un cancer des VADS. De même, Viswanathan et coll [15] ont sélectionné, pour une 

population indienne, 5 gènes qui leur permettaient de mettre en évidence une méthylation 

d’au moins un d’entre eux dans 75% des échantillons de cancer des VADS. Dans notre série 

de 90 malades caucasiens, nous avons montré que l’analyse de 6 gènes (ECAD, p16, TIMP3, 

MGMT, DAPK et RASSF1) permettait de mettre en évidence au moins un gène méthylé dans 

75% des tumeurs des VADS analysées. 

La méthylation des gènes ST peut être un évènement précoce au cours de la transformation de 

l’épithélium des voies aériennes supérieures et survenir plusieurs années avant les 

manifestations cliniques de cancer chez des sujets exposés au tabac ou à l’alcool. Ainsi la 

méthylation de p16 est détectable dans les biopsies de dysplasies sévères de la muqueuse 

buccale [16;12] ou dans des liquides de rinçage buccale chez des malades présentant des 

leucoplasies [17]. Il est donc nécessaire, si l’on veut exploiter les méthylations de gènes ST 

pour faire un diagnostic précoce de cancer des VADS, d’évaluer leur spécificité pour le 

processus tumoral et/ou le délai entre l’apparition des anomalies épigénétiques et celle d’un 

cancer. Au moins 2 équi

ré

c
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nous avons, chez 30 malades, analysé la tumeur et la muqueuse histologiquement normale 

P3 

s. Les discordances entre ces études sont probablement liées à la définition du 

rs de cancer des VADS ? 

étiques dans les liquides biologiques au contact de la tumeur (salive, expectorations 

es épigénétiques. L’étude de Rosas  [7], portant sur 

la tumeur et 

ent méthylées dans notre série (ie : TIMP3, ECAD, 

oncordance entre les 

e observée entre les liquides d’aspiration 

ge, sexe et 

le sérum de malades 

porteurs de cancer des VADS. Dans l’étude de Sanchez-Cespedes [20] portant sur 95 patients, 

prélevée à quelques centimètres de la tumeur et mis en évidence une méthylation de TIM

ou DAPK que dans 3 muqueuses normales mais prélevées chez les malades ayant les tumeurs 

les plus évoluée

tissu sain (clinique ou histologique) et à la distance entre la zone de prélèvement du tissu sain 

et les marges de la tumeur. 

 

Les anomalies épigénétiques sont-elles détectables dans les liquides biologiques prélevés 

chez des malades porteu

 

 Dans le cancer du poumon ou le cancer de vessie, la présence d’anomalies génétiques 

ou épigén

ou urine) est bien démontrée [19]. Dans les cancers des voies aéro-digestives supérieures, la 

salive contient des cellules malignes exfoliées, identifiables à l’examen cytologique si elles 

sont en nombre suffisant et l’on peut détecter des anomalies génétiques; mais peu d’études se 

sont intéressées à la recherche d’anomali

30 patients porteurs d’un carcinome des VADS au diagnostic, a montré qu’il était possible de 

détecter au niveau de la salive, la méthylation de l’un des 3 gènes, P16, MGMT et DAPK, 

chez deux tiers des patients présentant une de ces anomalies au niveau de 

seulement chez ceux là. La positivité de la salive est d’autant plus fréquente que la tumeur est 

localisée dans la cavité buccale. Notre étude conforte ces résultats ; nous avons analysé la 

méthylation des 9 gènes les plus fréquemm

P16, MGMT, RASSF1A, DAPK, P15, P14, FHIT ) dans la salive de 60 patients porteurs d’un 

cancer des VADS au diagnostic  ; 94% des échantillons de salive présentaient au moins une 

des anomalies présentes dans la tumeur avec une excellente c

méthylations observées dans la tumeur et dans la salive. Cette concordance «salive-tumeur» 

pour les cancers des VADS, est très supérieure à cell

bronchique et les cancers du poumon. Nous n’avons pas détecté de méthylation dans des 

prélèvements de salive réalisés chez des sujets, sans pathologie cancéreuse, mais ayant les 

mêmes caractéristiques que la population souffrant de cancer des VADS (â

intoxication tabagique ou éthylique.). 

Les méthylations de gènes ST, comme les anomalies génétiques, peuvent aussi être 

recherchées dans l’ADN tumoral circulant présent dans le plasma ou 
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plus de la moitié des malades présentaient une méthylation de P16, MGMT ou DAPK dans la 

tumeur prélevée au diagnostic et 21 d’entre eux, une méthylation au niveau de l’ADN 

circulant. De même, Wong et coll. [21] ont analysé chez 20 patients, au diagnostic, la 

n d’avoir défini un profil de méthylation 

que ou permettre de préciser le 

e thérapeutique, le taux de survie globale de ces cancers, 

e diagnostic 

r de nombreuses raisons dont 

meur primitive. Plusieurs études suggèrent que la recherche 

prospective. Nous avons, chez 22 patients traités par chirurgie et 

radiothérapie et suivis prospectivement, analysés régulièrement des prélèvements de salive et 

recherchés la méthylation de un ou plusieurs gènes anormaux dans la tumeur primitive. La 

méthylation de p15 et p16 au niveau tumoral et plasmatique et ont retrouvé une méthylation 

d’un des 2 gènes dans 65% des échantillons sanguins. 

 

La recherche de méthylation de gènes suppresseurs de tumeurs a-t-elle un intérêt dans la 

prise en charge des cancers des voies aériennes supérieures ? 

 

 Il est possible d’envisager des applications cliniques, à la recherche de méthylation de 

gènes ST, car les méthodes d’analyse sont robustes, relativement spécifiques et sensibles pour 

permettre l’analyse de liquides biologiques à conditio

caractéristique de la population étudiée. Une application évidente est le diagnostic précoce de 

la tumeur primitive chez des sujets à risque ou celui de la rechute. Le profil de méthylation 

observé dans la tumeur pourrait aussi avoir une valeur pronosti

diagnostic lorsque l’examen histologique est difficile. Enfin, on peut espérer que la 

détermination de ces anomalies sera à l’origine de progrès thérapeutiques. 

 

 Le diagnostic précoce. Les cancers des voies aériennes supérieures affectent 

chaque année, environ 780 000 nouveaux patients dans le monde et 15 000 en France. Malgré 

des progrès dans la prise en charg

tous stades et localisations confondus, est de 45%; l’absence d’amélioration significative 

depuis 20 ans est liée, essentiellement, à un diagnostic tardif et des rechutes locorégionales 

fréquentes et non curables si la tumeur est découverte à un stade trop avancé. L

précoce des cancers des voies aériennes supérieures ou le dépistage, est difficile chez des 

patients qui refusent la prise en charge clinique pou

l’intoxication éthylo-tabagique. Il est plus simple de surveiller ces malades et d’envisager des 

méthodes de diagnostic précoce des rechutes lorsque ces malades ont déjà été pris en charge 

pour le traitement de la tu

systématique et régulière de méthylation de gènes ST dans la salive permettrait un diagnostic 

précoce des tumeurs primitives ou des rechutes de cancers des VADS mais ceci n’a jamais été 

confirmé dans une étude 
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méthylation d’un ou plusieurs gènes a persisté ou est réapparue dans la salive, après 

traitement, chez 5 patients alors que l’examen clinique et par FDG-PET était négatif ; ils ont 

tous rechuté quelques mois après l’examen salivaire anormal et la détection, à un stade très 

uelques mois.  

e au pronostic ; ainsi, Fan [22] rapporte qu’en 

la présence d’un ou plusieurs gènes méthylés dans les 

ures et 

nt être évoqués : l’association de 2 cancers primitifs ou un cancer primitif  des VADS et 

n. Une autre application potentielle est le contrôle de 

itative, la présence de méthylation dans les berges de la tumeur durant 

eci offre des possibilités thérapeutiques au stade de tumeurs établies mais 

surtout des possibilités de chimio-prévention chez des sujets exposés à des facteurs de risque. 

La 5-aza-2’déoxycytidine (Décitabine®), un inhibiteur de la DNMT1, a été utilisée pour le 

précoce, a permis une chirurgie curatrice. Les examens salivaires étaient négatifs chez les 17 

autres patients ; 16 sont en rémission et 1 seul a rechuté avec une tumeur d’évolution 

extrêmement rapide en q

 
 Le pronostic. Quelques études seulement suggèrent que la méthylation des gènes 

ST dans les cancers des VADS soit corrélé

analyse statistique multivariée, la méthylation des gènes MGMT et ATM serait corrélée à une 

diminution de la survie des patients. Dans notre série et en analyse multivariée mais avec un 

suivi médian de 564 jours seulement, 

tumeurs analysées, n’est pas corrélée au pronostic.  

 

 L’aide à l’examen anatomo-pathologie. Le profil de méthylation varie avec 

chaque type histologique, même lorsque les carcinogènes impliqués sont les mêmes. [11] ; 

ainsi, les profils de méthylation observés dans les cancers des voies aériennes supérie

dans les cancers du poumon sont différents (tableau 3). Devant l’association d’un carcinome 

des voies aériennes et d’un carcinome du poumon chez un patient fumeur, 2 diagnostics 

peuve

une métastase pulmonaire. Ces 2 situations cliniques demandent des prises en charge 

différentes. L’examen anatomo-pathologique est souvent pris en défaut et pourrait être précisé 

par la définition des profils de méthylatio

la qualité des berges de la tumeur pendant la chirurgie. Elle repose, aujourd’hui, sur un 

examen histologique extemporané ; Goldenberg et coll [23] ont montré qu’il était possible de 

détecter, par PCR quant

le geste chirurgical. 

 

 Les agents déméthylants en thérapie. Le traitement de cellules malignes à l’aide 

d’agents déméthylants permet la réexpression des gènes inactivés par méthylation de leurs 

promoteurs. Contrairement aux anomalies génétiques, les anomalies épigénétiques sont donc 

réversibles ; c
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traitement des cancers hématologiques, du col utérin et les cancers broncho-pulmonaires non 

à petites cellules mais il n’y a pas d’essais thérapeutiques dans le traitement des cancers des 

VADS. Cependant, même si dans les cellules normales, la méthylation des promoteurs 

tervient peu dans la régulation des gènes, ces molécules ne sont pas dénuées de toxicité, car 

lles ne sont pas totalement spécifiques des méthyltransférases de l’ADN.  

insi, à coté des DNMT d’autres molécules comme les HDAC, qui ciblent les histones 

éacétylases, peuvent être utilisées. Les inhibiteurs des HDAC appartiennent à 4 familles dont 

s plus connus sont les acides gras à courtes chaines comme la trichostatine A et les 

trapeptides cycliques comme la trapoxine. Ces molécules ont montré une certaine efficacité 

n combinaison avec des traitements classiques dans les maladies hématologiques mais aucun 

urs (HDAC ou DNMT) en combinaison avec des drogues 

lassiques  

 

Conclusion et perspectives 

 Depuis plusieurs années, notre compréh n des énétiques et 

épigénétiques qui conduisent au cancer des VADS, a beaucoup progressé et leur connaissance 

ouvre des perspectives cliniques intéressantes, au en po ic que pour le 

traitement. Cependant, l’exploi tarde un peu. Dans un objectif 

diagnostique, l’exploi  nécessite de définir un panel 

optimum de gènes, caractéristi ent des 

techniques d se à able à l’ét es méthylations de l’ADN, viennent 

remplacer l’a e de s. Cependant, la d rofil global de 

méthylation des gènes ST dans une tum

toute methyla  n’a ne inactivation complète donc de la 

fonction de la protéine dans la tumeur. La validation de ces profils globaux de méthylation, 

comme celle des profi  génique, nécessitent d’initier des études prospectives à 

grande échelle et de développer de nouveaux outils inform uvoir les 

exploiter en clinique. Au plan thérapeutique, la possibi er les lésions 

épigénétiques ouvrent de vraies perspectives de c -préve ns des populations à 

risque, pour lesquelles on aurait déterminé que ces anomalies sont suffisamment importantes 

pour conduire au cancer. 

 

 

in

e

A

d

le

té

e

essai n’a été mené dans les cancers des VADS. Les résultats expérimentaux orientent vers 

l’utilisation de ces inhibite

c

ensio  mécanismes g

ssi bi ur le diagnost

tation clinique en routine 

tation des méthylations de gènes ST

que de la population étudiée, à moins que le développem

’analy  haut débit, applic ude d

nalys  gènes présélectionné éfinition d’un p

eur devra être compléter par celui des protéines car 
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ableau 1 : Dénomination, localisation chromosomique et fonction des gènes ST méthylés 

b

 

 

 

 

 

 

T

dans les cancers des  VADS 

 
Abréviation Dénomination complète Localisation Cible 

P16 = INK4A, = CDKN2A, cyclin- 9p21 

dependent kinase inhibitor 2A 

Cycle cellulaire 

MGMT O6-methylguanine DNA 

methyltransferase 

10q26 Réparation de l’ADN 

DAPK Death-associated protein kinase 1 13q34 Apoptose 

ECAD E-cadherin 16q22 Adhésion cellulaire 

P14 = ARF, androgen receptor factor 9p21 Cycle cellulaire 

P15 = INK4B, CDKN2B, cyclin-dependent 

kinase inhibitor 2B 

9p21 Cycle cellulaire 

RASSF1A Ras effector homolog 3p21 Apoptose 

HMLH1 Human homolog of bacterial Mut L 3p21 Réparation de l’ADN 

Rarβ Retinoic acid receptor β 3p24 Apoptose 

APC Adenomatosis polyposis coli 5q21-22 Adhésion cellulaire 

GSTP1 Glutathione S-transferase π 11q13 Détoxification carcinogène 

VHL Von Hippel-Lindau suppressor gene 3p 25-26 Gène suppresseur 

P73 Tumor protein 73 1p36 Angiogénèse, apoptose 

ATM Ataxia telangiectasia mutated gene 11q22 Réparation ADN 

DCC Cell-cell adhesion “Deleted in 

Colorectal Cancer” 

18q21 Adhésion cellulaire 

FHIT Fragile histidine triad 3p14.2 Apoptose 

DBC1 Deleted in bladder cancer 1 9q32-33 Cycle cellulaire 

ABO ABO blood group 9q34 Adhésion cellulaire 

P53 TP53 gene 17p13 Apoptose 
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Tableau 2: M

 

Tableau 3 Comparaison de l’incidence des  méthylations de 11 gènes étudiés dans les cancers des VADS et les 

cancers bro

ethylation des gènes ST dans les cancers des VADS : données de la littérature 

 

 

ncho-pulmonaires non à petites cellules (CPNPC). 

 
VADS * CPNPC ** 

Gene Echantillons 

méthylés (n=) 

Echantillons 

analysés (n=) 
Proportion (%) 

Echantillons 

méthylés (n=) 

Echantillons 

analysés (n=) 
Proportion (%) 

p16 198 615 33 334 945  35 

p15 42 243 19 0 63  0 

p14 38 204 19 13 295 4 

MGMT 120 364 32 122 513 25 

DAPK 115 448 27 173 613 28 

ECAD 173 342 56 107 19 18 

RASSF1A 13 126 11.5 80 230 35 

hMLH1 47 315 13 3 20  0 

Rarβ 73 111 60 182 218  39 

APC 0 10 0 230 311 74 

GSTP1 0 141 0 14 174 8 

 

* : chiffres extraits du tableau 2. 

** : chiffres extraits des données de Tsou et al. [34], de de Fraipont et al. [8], de Chan et al. [35]  et de Topaloglu et al. [36]. 

gène 

nombre 

d’études 

analysées 

Références les plus 

 significatives 

Nombre 

d’échantillons 

étudiés 

Nombre  

d’échantillons  

méthylés 

% 

méthylation 

P16 10 [7, 12, 14, 15, 20, 24-26] 62 (30 –100) 20 (10 –28) 33 (27 – 50) 

MGMT 6 [7, 12, 15, 18, 20] 61 (32 –99) 20 (7 – 41) 32 (20 – 52) 

DAPK 18, 20, 22, 24] 64 (30 – 100) 16 (7 – 41) 27 (7 –68) 7 [7, 12, 14, 

ECAD 7 [12, 15, 18, 24, 26-28] 63 (23 – 100) 34 (10 - 64) 56 (31 –85) 

P14 3 [12, 14] 68 (32 –96) 13 (5 –20) 19 (14 – 26) 

P15 3 [14, 15, 26] 81 (48 – 99) 14 (6 –23) 19 (6 –27) 

RASSF1A 2 [24, 29] 68 7 11,5 

hMLH1 3 [14, 15, 22] 105 (96 –120) 16 (0 39) 13 (0 –32) 

Rarβ 2 [12, 13] 56 (32-79) 36 (15-58) 60 (47-73) 

APC 1 [11] 10 0 0 

GSTP1 2 [20, 22] 70 (41 –100) 0 0 

VHL 1 [26] 48 0 0 

P73 1 [12] 32 1 3 

ATM 1 [30] 100 25 25 

DCC 1 [14] 96 16 16 

FHIT 1 [31] 29 8 27 

DBC1 1 [32] 34 15 44 

ABO 1 [33] 30 10 33 

P53 1 [26] 48 2 4 
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CONCLUSIONS – PERSPECTIVES 
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Notre travail a permis de préciser que :  

de de la méthylation des gènes suppresseurs de tumeur par MSP est une 

 

es gènes suppresseurs de tumeur tient une part importante dans 

 

 proches de part leur 

us dans ce milieu 

et ceux obtenus au niveau tumoral ; 

 

5) l’étude de la méthylation des gènes suppresseurs de tumeur dans la salive après 

méthode de surveillance et de détection précoce des rechutes tumorales et 

l’examen clinique ; 

Par aill

1) u plusieurs méthylations au sein des tumeurs ne soit pas 

prédictive d’une rechute locale du cancer et n’ait pas de valeur pronostique. 

Néanmoins, s’agissant d’une étude prospective, la médiane de suivi des patients est 

faible, ce qui ne nous permet pas de conclure définitivement à ce sujet ; toutefois 

S 

it que la population 

 

 

1) l’étu

méthode sensible et spécifique ; 

2) la méthylation d

quatre étapes clés (réparation de l’ADN, contrôle du cycle cellulaire, apoptose, 

adhésion cellulaire) de la cancérogenèse des carcinomes des VADS ; 

3) certains gènes sont fréquemment méthylés permettant de définir un profil de 

méthylation ou « méthylotype », différent de tumeurs

histologie et les toxiques impliqués dans leur cancérogenèse, tels que les cancers 

du poumon, contribuant ainsi à une meilleure caractérisation tumorale ; 

 

4) l’étude de la méthylation des gènes suppresseurs de tumeur au niveau salivaire 

est possible avec une bonne corrélation entre les résultats obten

traitement, même si celui-ci a comporté de la radiothérapie, représente une 

constitue donc un biomarqueur potentiel utile aux cliniciens en complément de 

 

eurs il semble que :  

 

la présence d’une o

trois facteurs de mauvais pronostic validés dans les cancers malpighiens des VAD

sont retrouvés dans notre travail : le stade tumoral, la différentiation tumorale et les 

antécédents de radiothérapie. Ceci nous conforte dans le fa

étudiée était bien représentative des patients pris en charge pour ce type de cancer. 
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2) la méthylation du gène Rarβ n’est pas spécifique du tissu tumoral contrairement aux 

autres gènes que nous avons analysés ; 

 

l’ensem

ans le 5 

gène m

que ce

Une fo  l’étudier au niveau tumoral et 

hies métastatiques.  

En effet, il sera peut être alors possible de dire si la méthylation d’un ou plusieurs gènes est 

rédictive d’un envahissement ganglionnaire cervical.  

à-dire 

lesque  retrouvé, quelque soit la 

Si la m rrélée au risque de 

un évi  diminuer la morbidité 

 

histolog

orrélée le plus elevée ; si tel était le cas, ce pourrait être un moyen 

e type  

conduit à la mise en place d’un PHRC national (« protocole marge ») dont le centre 

Grenob

génétiq s par une analyse épigénétique. 

Outre les 16 gènes que nous avons déjà analysés, nous envisageons dans l’avenir d’étudier 

ble des gènes qui ont été décrits dans le littérature comme fréquemment méthylés 

s cancers des VADS, ce qui devrait permettre d’atteindre un chiffre compris entre 2d

et 30 gènes, le but étant d’arriver à ce que la totalité des tumeurs étudiées ait au moins un 

éthylé. 

 

Une fois cette étape atteinte, nous pourrons alors définir une méthylotype plus « robuste » 

lui que nous avons défini.  

 

is ce methylotype défini, il nous semble intéressant de

au niveau des adénopat

p

Cette étude est intéressante surtout pour les patients ayant un cou dit « N0 clinique », c'est-

n’ayant pas de ganglion décelable cliniquement et ou radiologiquement, mais chez 

ls 20 à 30% d’envahissement ganlionnaire histologique est

localisation.  

éthylation d’un ou plusieurs gènes au niveau tumoral est co

métastase ganglionnaire, nous pourrons alors envisager de sélectionner les patients pour qui 

dement ganglionnaire est utile, contribuant ainsi à faire

chirurgicale liée aux évidements ganglionnaires cervicaux. 

Une autre application possible est l’analyse épigénétique des berges tumorales 

iquement saines pour déterminer si la présence de méthylations dans ces tissus et 

 à un taux de rechute locac

de sélectionner des patients pour une radiothérapie post opératoire.  

 d’étude est superposable avec l’analyse des instabilités microsatellitaires réaliséeC

par Temam et ses collaborateurs (Temam, 2004b). Les premiers résultats de cette étude ont 

investigateur est l’Institut Gustave Roussy (IGR) et auquel le service ORL du CHU de 

le participe. Nous envisageons de collaborer avec l’IGR pour compléter les analyses 

ues réalisée
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L’étude de ces gènes devra également être faite au niveau sanguin, afin de voir si le sang 

 / plasma) représente un moyen de surveillance intéressant pour les patients.  (sérum

our cela, la mise au point de la MSP pour l’analyse des ces échantillons devra être 

 

de dire s’ils sont 

 

 terme oint une méthode d’analyse plus rapide des 

chnol

 

ous nous sommes jusqu’alors intéressés qu’aux patients traités pour une tumeur des 

VADS.  

ors, si nous voulons être efficace en terme de dépistage primaire de ces cancers, il faudra 

un can bagiques.  

représe

 

Enfin, il apparaît que les thérapies déméthylantes qui ont déjà été testées dans d’autres 

ucune recherche dans ce domaine n’a été entreprise pour les cancers des VADS. 

u CHU de grenoble afin de tester les inhibiteurs de la DNMT1 et des HDAC seuls, ou en 

ctifs dans ce type de cancer, dans le cadre d’un essai thérapeutique de phase III. 

P

finalisée. 

En comparant les résultats obtenus au niveau salivaire et sanguin, il nous sera alors possible 

 si un de ces deux moyens de surveillance  est plus efficace que l’autre ou 

complémentaires. 

, il sera indispensable de mettre au pA

méthylations quelque soit le milieu étudié (tumeur, salive, sang) en ayant recours à une 

ogie automatisée et informatisée telle qu’une biopuce à ADN, permettant d’étudier les te

gènes les plus informatifs. 

N

H

étudiés par le biais de la salive et/ou du sang, les sujets ayant un haut risque de développer 

cer des VADS à savoir les sujets éthylo-ta

En fonction des résultats, nous pourrons alors dire si l’étude des altérations épigénétiques 

nte ou non un intérêt pour le dépistage de masse de ce type de cancer. 

types de cancers peuvent avoir un intérêt pour le traitement des cancers des VADS. 

A

Nous envisageons donc une coopération avec l’unité de recherche clinique en cancérologie 

d

associations avec des sels de Platine qui comptent parmis les agents cytotoxiques les plus 

a
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Annexe 1 

Grade des recommandations. Extrait du guide d’analyse de la littérature et gradation des 

recommandations ANAES / Janvier 2000. 
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Annexe 2 

Nombre de cas de cancers chez la femme enregistrés au registre du cancer de l’Isère en 

2002. Les lignes 1 et 7 correspondent aux nombres de cas de cancers des VADS, soit 42 

cas. 
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Annexe 3 

Classification Histologique internationale (WHO, 1991) des tumeurs malignes épithéliales de 

la cavité buccale, de l’oropharynx, de l’hypopharynx et du larynx. 

 

 

Malignant epithelial tumours 
 
Cavité buccale et oropharynx 
Squamous cell carcinoma       8070/31

Verrucous carcinoma        8051/3 
 Basaloid squamous cell carcinoma     8083/3 

Papillary squamous cell carcinoma     8052/3 
 Spindle cell carcinoma       8074/3 

Acantholytic squamous cell carcinoma     8075/3 
Adenosquamous carcinoma     8560/3 
Adenosquamous carcinoma      8560/3 

Lymphoepithelial carcinoma      8082/3 
 

 
Hypopharynx et larynx 
Squamous cell carcinoma       8070/3 

Verrucous carcinoma       8051/3 
 Basaloid squamous cell carcinoma     8083/3 

Papillary squamous cell carcinoma     8052/3 
 Spindle cell carcinoma       8074/3 

Acantholytic squamous cell carcinoma     8075/3 
Adenosquamous carcinoma      8560/3 

Lymphoepithelial carcinoma      8082/3 
Giant cell carinoma       8031/3 
Malignant salivary glande-type tumours 

Mucoepidermoid carcinoma     8430/3 
Adenoid cystic carcinoma     8200/3 

 
 

1 : Morphology code of the International Classification of Diseases for oncology (ICD-O) ⎨821⎬ and the Systematized 
Nomenclature of Medecine (http://snomed.org). Behavior is coded /0 for benign tumours, /3 for malignant tumours, and /1 for 
borderline or uncertain behavior. 
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Annexe 5 
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Annexe 6 

6 a - Classification T des tumeurs de la cavité buccale, de l’oropharynx, de l’hypopharynx et 

du larynx. 
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6 b – Regroupements en stades des tumeurs de la cavité buccale, de l’oropharynx, de 

l’hypopharynx et du larynx. 

 

 

 

  Cavité buccale 

Stade I   T1   N0   M0 
Stade II  T2    N0   M0 
Stade III  T1, T2   N1   M0 

T3   N0,N1   M0 
Stade IVA T1,T2, T3 N2  M0 

T4a   N0, N1, N2  M0 
Stade IVB  tous T   N3   M0 

T4b  tous N   M0 
Stade IVC  tous T   tous N  M1 

 
 

Oro-et Hypopharynx 

Stade I   T1   N0   M0 
Stade II  T2    N0   M0 
Stade III  T1  N1   M0 

T2   N1   M0 
T3   N0,N1   M0 

Stade IVA  T1,T2,T3  N2   M0 
T4a   N0, N1, N2 M0 

Stade IVB  T4b   tous N   M0 
tous T   N3  M0 

Stade IVC  tous T   tous N   M1 
 

 

Larynx 

Stade I   T1   N0   M0 
Stade II  T2    N0   M0 
Stade III  T3  N0   M0 

T1,T2,T3  N1   M0 
Stade IVA  T1,T2,T3  N2   M0 

T4a   N0, N1, N2 M0 
Stade IVB  T4b   tous N   M0 

tous T   N3   M0 
Stade IVC  tous T   tous N  M1 
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Annexe 9 

LETTRE D’INFORMATION 
 

Collection de tissus ORL et de matériels biologiques 
 
Organisateurs de la recherche : CHU Grenoble 

 
 

adame, Monsieur, 

Vous allez bénéficier d’une intervention chirurgicale dans le service ORL. Dans la règle, 
 prélevés pendant l’opération sont envoyés dans le service d’anatomie 

Ensuite, le reste des prélèvements est détruit.  

a pathologie dont vous êtes atteint, à l’exclusion de toute 

protéines d’importance diagnostique, 
ronostique et thérapeutique. Ces analyses à but de recherche médicale sont partiellement 
ratiquées dans notre institution universitaire et partiellement chez des partenaires externes 
yant à leur disposition des infrastructures spécifiques.  

Bénéfices at

de recherche médicale pourraient permettre 
demain un diagnostic plus précoce et des traitements plus efficaces pour des patients 
souffrant de la même maladie que vous, par exemple par la mise sur le marché de nouveaux 
médicaments. Dans l’immédiat, ces analyses ne modifieront pourtant ni le diagnostic ni le 
traitement de votre maladie. Néanmoins les résultats des examens pratiqués actuellement 
ou ultérieurement peuvent éventuellement aboutir à des propositions de traitement ou de 
modalités de surveillance de votre maladie. 
 
Afin de pratiquer ces analyses à des fins de recherche et de pouvoir interpréter correctement 
leurs résultats, nous avons besoin de votre accord pour :  
 
• prélever et stocker des échantillons tissulaires obtenus à partir de la pièce opératoire,  
• prélever et stocker un échantillon sanguin de 10 ml obtenu dans le cadre des examens 

préopératoires de routine, 
• prélever et stocker des échantillons de salives, 
• demander régulièrement de vos nouvelles à votre médecin traitant après votre retour à 

domicile,  
• stocker sous forme confidentielle les informations ci dessus dans un registre informatisé, 

dont les résultats ne seront utilisés que sous forme anonymisée. 

M
 

l’organe ou les tissus
athologique pour y être analysés. p

 
Nous vous informons que, sauf opposition de votre part, des fragments non utilisés pour ce 
diagnostic pourront être conservés sous contrôle. Ils pourront servir à des recherches 
scientifiques dans le domaine de l
recherche visant à étudier les caractéristiques génétiques identifiantes (c’est à dire qui 
permettraient de vous identifier par l’analyse de vos cellules). 
 
Objectifs de l’étude 

 
Nous analysons le tissu restant à but de recherche médicale, en particulier, les relations 
entre les gènes et les protéines. Ensuite, nous comparons ces données avec la maladie et 
sa progression afin d’identifier des gènes et 
p
p
a
 

tendus  

 
Ces analyses pratiquées actuellement à but 
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Risques potentiels  

 
Il n’y a pa
m

s de risque supplémentaire par rapport aux nécessités du traitement de votre 
aladie. 

 
Fichier informatique et anonymat 

 
Seule l’équipe médicale en charge de votre traitement aura accès à vos données 
personnelles. Le secret professionnel est strictement respecté par les médecins. En cas 
d’analyses supplémentaires (avec des partenaires scientifiques externes ou avec l’industrie 
pharmaceutique), vos données seront codées et rendues anonymes de façon à ce 
qu’aucune relation avec votre personne ne soit possible. 
 
Ces fragments de tissu prélevés seront susceptibles le cas échéant d’être transmis à 
d’autres équipes de recherche médicale, pour les besoins de leurs propres travaux de 
recherche. Les données nominatives portant sur ces fragments seront transmises dans les 
conditions prévues au chapitre 5 bis de la loi n° 78-17 du 6 janvier 1978. 
 
Les données nominatives vous concernant recueillies à cette occasion pourront par ailleurs 
faire l’objet d’un traitement automatisé (c’est à dire figurer sur un fichier informatique). 
Conformément à l’article 40-4 de la loi n° 78-17 du 6 janvier 1978, vous avez le droit de vous 
opposer à ce que les données nominatives vous concernant fassent l’objet d’une 
exploitation. 
Si vous ne vous opposez pas à cette dernière, vous pourrez exercer à tout moment votre 
droit d’accès et de rectification sur ces données comme prévu par la loi « Informatique et 
Libertés » auprès des responsables de l’étude. Pour toutes les informations de nature 
médicale, ce droit pourra être exercé par l’intermédiaire d’un médecin de votre choix (article 
40-5 de loi 78-17 du 6 janvier 1978). 
 
Les mesures décrites ne sont absolument pas dangereuses pour vous et vous n’aurez pas 
de dépenses ni de risques supplémentaires.  
 
Il nous semble important de répéter que ni votre diagnostic, ni votre traitement ne seront 
modifiés par ces analyses, dont vous ne remarquerez rien. Vous êtes tout à fait libre 
d’accepter ou de refuser maintenant les autorisations demandées sans que cela ne modifie 
vos relations avec les médecins qui vous traitent. De même, vous pourrez à tout moment 
dans le futur demander la destruction des tissus, échantillons sanguins et tissulaires et des 
informations vous concernant. 
 
Si vous donnez votre accord, nous tenons à vous remercier vivement de votre collaboration, 
et de votre participation active à l’amélioration de la médecine de demain. Si vous le désirez, 
le Docteur Christian RIGHINI, ORL, Tél. 04 76 76 56 93 ou le Professeur Elisabeth 
Brambilla, Pathologie Cellulaire, Tél. 04 76 76 54 86 se tiennent à votre disposition pour tout 
renseignement complémentaire. 
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DECLARATION DE CONSENTEMENT 

 
Collection de tissus ORL et de matériels biologiques 

 
 
 
 
Prélèvement et stockage d’échantillons ainsi que stockage de données dans le cadre d’un 
projet de recherche médicale. 
 
 
 
 
Monsieur/Madame le Dr ………………………………….m’a informé en détail sur les analyses 
pratiquées dans le cadre du projet mentionné ainsi que sur l’organisation, les objectifs et les 
risques de ces analyses. J’ai bien compris les informations et des réponses suffisantes ont 
été apportées à mes questions. 
 
J’ai obtenu la garantie que mes données personnelles seront traitées confidentiellement, 
ainsi que les résultats générés par les analyses. 
 
Je sais que je peux à tout moment retirer mon accord pour la participation à ce projet, sans 
donner de raisons particulières. Cette décision n’entraîne pas de désavantage pour moi. 
 
Je donne mon accord, pour le prélèvement et l’utilisation des échantillons tissulaires non 
utilisés pour le diagnostic, pour le prélèvement d’un échantillon sanguin de 10, pour un 
prélèvement de salive,dans le cadre d’un projet de recherche médicale. 
 
J’accepte de fournir les informations concernant l’évolution future de ma maladie.  
 
 
 
 
Nom de l’investigateur :      Nom du patient(e) :  
(ou du médecin qui le représente) 
 
Date :         Date :    
 
Lieu :         Lieu :    
 
 
Signature :        Signature :    
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Annexe 10 

Contentements pour les populations témoins. 

10 a – Prélèvement tissu amygdalien. 

 
AUTORISATION CONSERVATION PRELEVEMENT TISSULAIRE (tissu amygdalien) 

  Prénom : 

 

Madame, Monsieur, 

Vous allez bénéficier d’une amygdalectomie. Les tenants et les aboutissants, ainsi que les 
rvention vous ont été expliquées par le médecin ORL que vous 
 a posé l’indication.   

amygdales ne font pas l’objet d’une analyse particulière et sont 
habituellement éliminées. Si vous nous l’autorisez, une des deux amygdales sera conditionnée 
(congelée) et conservée dans le service de pathologie cellulaire (Professeur E. 

rra alors faire l’objet d’analyses histologiques et biologiques fort 
le. 

 le seront sous le couvert de l’anonymat. Vous pouvez à 
haitez, demander à ce que le prélèvement soit détruit. 

   La Tronche, le  

re 

 
 
Nom :    
 

 
 
 

 

suites habituelles de cette inte
avez vu en consultation et qui
 
Sauf cas particulier, les 

BRAMBILLA). Elle pou
utiles à la recherche médica
 
Toutes les analyses qui seront faites,
tout moment, si vous le sou
 
 
 
  
 
 
     Signatu
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10 b – Prélèvement de salive. 

 
ERVATI PRELEV

 
No  :      Prénom : 
 

 
Madame, Monsieur, 
 
Vous venez de consulter dans le service ORL.
de ré ra 
fort utile à la recherche médicale.  

 sous le couvert de l’anonym
de biologie intégré (Mada e le Professeur FAVROT). 

Vous pouvez à tout moment, si vous le souhaitez, demander à ce que le prélèvement soit 

 
en gn s pl en

lie

 
  a T  
 
 
     gn

AUTORISATION CONS

 
ON EMENT BIOLOGIQUE  (salive) 

m

 
 
 

  Lors de cette consultation, il vous a été 
mandé un prélèvement de salive.  Ce p lèvement pour faire l’objet d’analyse biologique 

 
Toutes les analyses qui seront faites, le seront
seront faites dans le départem

at. Les analyses 
ent e m

détruit. 

E
Christian, Pr
 
 

n cas de r
atic

sei
ien Hosp

ement
ita

com
r dans le service O

ém taires, v
R

ou
L.  

s pouvez joindre le Docteur RIGHINI 

   L

Si

ron

atu

ch

re

e, 

 

le 
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Fiches de liaison. 

bloc ORL et DBI / Département d’anatomopathologie (tissu

 

11 a – Fich

tis

e de liaison 

ent, salive et sang). su référ

 tumoral, 
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11 b – Fiche de liaison bloc ORL et Département d’anatomopathologie (ganglion). 

 

 

 



 

Annexe - 12 

.

Annexe 12 

ase de données utilisées pour l’article intitulé « Tumor specific methylation in saliva : a 

and neck cancer recurrence ». Righini C.A. 

égende : 

 Tumeur 

rel. Prélèvement 

ion 

S Salive 

b Nombre 

 Méthylation 

F Femme 

K Kératinisant 

Peu Kératinisant 

D Bien Différentié 

MD Moyennement différentié 

lcool, Tabac, Irradiation * 0 = non 

   1 = oui 

* : avant prélèvement 

Gènes :    

    1 = méthylation présente 

B

promising biomarker for early detection of head 

et al. 

 

L

T

P

Id. Identificat

N

Méthyl

H Homme 

CM Carcinome malpighien 

N

PK  

K Non kératinisant 

B

PD Peu 

I Infiltrant 

Différentié 

 

Codes : 

A

 

 

0 = pas de méthylation 

 



 

 

.
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Patients Sexe e Alcool Irradi Localisa TNM a pe at  Bloc T oAg Tabac ation tion T St de Ty prel. D e prel. Id. hist logie 

Alv. J H 50 1 1 0 oropharynx cT3 N0 M0 III biopsie 03/05/2004 04 B 01 681 CM K BDI 

A F 2 0 cavité buccale pT4 N2c M0 IV pièce 23/10/2003 03 36 2 Basaloïde squameux un. Y 6 1 1 9 

Bal. A H 1 0 oropharyn pT3 N1 M0 III pièce 02/03/2004 04 B 01 230 CM PK MDI 6 0 1 x 

Bar. R H 46 1 1 1 cavité buccale rT4 N2a M0 IV biopsie 26/01/2004 04 B 00 331 CM K BDI 

B H 60 1 0 cavité buccale pT3 N0 M0 III pièce 04/09/2003 03 30 0 CM K Bar. J 1 1 DI 

Bas. A H 63 1 0 0 h pharynx ypo cT1 N0 M0 I biopsie 04/08/2004 04 B 02 882 CM PDI 

Bel. A H 73 0 1 1 larynx rT4 N2c M0 IV pièce 22/07/2004 04 B 03 106 CM K BDI 

Bel. M H 48 0 1 0 cavité buccale pT2 N2b M0 IV pièce 05/09/2003 03 30 19 CM K BDI 

Bel. P H 54 1 1 0 cavité buccale pT2 N0 M0 II pièce 28/04/2004 04 B 01 645 CM K BDI 

Bes. P H 59 0 0 0 cavité buccale cT4 N0 M0 IV biopsie 27/01/2004 04 B 00 345 CM NK PDI 

Bey. V F 33 0 0 0 cavité buccale pT1 N0 M0 I pièce 16/04/2003 03 13 32 CM K BDI 

Bin. P H 5 0 h phary cT4 N0 M0 IV biopsie 18/06/2004 04 B 02 344 Basaloïde squameux 4 1 1 ypo nx 

Boc. A H 65 1 1 1 cavité buccale rT4 N0 M0 IV biopsie 19/01/2004 04 B  00  225 CM K MDI 

Bod. Y H 50 1 1 0 cavité buccale pT4 N2c M0 IV pièce 08/04/2004 04 B 01 400 CM K BDI 

Bol. M H 74 0 1 0 cavité buccale pT4 N2c M0 IV pièce 15/10/2003 03 34 95 CM K BDI 

Bou. P H 7 0 cavité buccale pT3 N0 M0 III pièce 06/04/2004 04 B 01 352 CM K B5 1 1 DI 

Bou. A H 71 1 1 1 oropharynx rT2 N0 M0 II pièce 12/05/2004 04 B 01 806 CM K BDI 

Bre. F H 4 0 cavité buccale pT4 N0 M0 IV pièce 29/01/2004 04 B 00 397 CM K TBDI 5 0 0 

Bru. G H 51 1 1 0 cavité buccale pT2 N2b M0 IV pièce 15/12/2003 03 43 13 CM PK PDI 

Cam. A H 54 0 1 0 larynx pT2 N0 M0 II pièce 05/01/2005 05 B 00 051 CM K BDI 

C H 6 0 h phary cT4 N0 M0 IV biopsie 03 41 7 CM K Pap. R 4 1 1 ypo nx 04/12/2003 3 DI 

Cau. L F 7 0 rynx pT3 N1 M0 III pièce 17/05/2004 04 B 01 896 CM PK MDI 6 1 1 la

Cer. G H 71 1 1 1 oropharynx rT2 N0 M0 II pièce 21/01/2004 04 B 00 288 CM K TBDI 

Cha. J F 59 1 1 0 oropharynx cT4 N0 M0 IV biopsie 12/11/2003 03 38 46 CM K MDI 

Cha. L H 72 1 1 1 oropharynx rT2 N0 M0 II biopsie 29/01/2004 04 B 00 396 CM K BDI 

Cha. D H 51 1 1 1 larynx rT3 N0 M0 III biopsie 13/08/2004 04 B 02 978 CM K BDI 

Cha. G F 60 1 1 0 cavité buccale pT2 N0 M0 II pièce 17/09/2003 03 36 59 CM K BDI 

Che. L H 75 1 1 0 oropharynx cT2 N2b M0 IV biopsie 04/03/2004 04 B 00 906 CM MDI 

Cle. N F 55 0 0 0 h pharyypo nx pT3 N0 M0 III pièce 03/11/2004 04 B 03 999 CM K BDI 

D H 62 0 cavité buccale pT3 N2c M0 IV pièce 08/07/2004 04 B 02 620 CM K Bel. JC 1 1 DI 

Dem. R H 71 0 1 1 oropharynx rT1 N0 M0 I pièce 10/03/2004 04 B 00 981 CM PK BDI 

Der. P H 56 0 1 1 oropharynx rT4 N0 M0 IV biopsie 19/12/2003 03 43 81 CM K BDI 

De S. I H 62 1 1 1 larynx rT4 N0 M0 IV pièce 08/01/2004 04 B 84 CM K BDI 

Des. P H 70 1 1 1 h pharyypo nx rT3 N0 M0 III pièce 11/08/2004 04 B 02 962 CM K BDI 

D H 7 0 larynx cT3 N0 M0 III biopsie 07/04/2004 04 B 01 375 CM K BDI ie. L 6 0 1 
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Patients Sexe Age Alcool Tabac Irradiation Localisation T TNM Stade Type prel. Date prel. Id. Bloc T histologie 

Dri. H H 56 1 1 0 hypopharynx cT2 N2a M0 IV biopsie 03/12/2003 03 41 57 CM K BDI 

Dub. P H 75 1 1 0 oropharynx pT2 N0 M0 II pièce 29/09/2004 04 B 03 526 CM K BDI 

Dur. C H 63 1 1 0 oropharynx pT2 N0 M0 II pièce 24/05/2004 04 B 01 981 CM K BDI 

Fal. JL H 48 0 1 0 larynx pT1b N0 M0 I pièce 31/08/2004 04 B 03 153 CM K BDI 

For. J H 59 1 1 0 larynx pT2 N0 M0 II pièce 04/07/2003 03 22 21 CM K BDI 

Fra. A H 61 1 1 0 h pharyypo nx c N2c M0T2  IV biopsie 29/07/2004 04 B 02 827 CM K BDI 

Fro. P H 0 1 0 ryn cT4 N1 M0 IV biopsie 07/10/2003 03 33 7 CM K B5 1 oropha x 1 DI 

Gal. A H 50 1 1 0 cavité buccale pT2 N0 M0 II pièce 20/07/2004 04 B 02 733 CM K BDI 

Gan. JP H 65 0 0 1 cavité buccale rT4 N1 M0 IV pièce 16/06/2004 04 B 02 328 CM K BDI 

Gat. Y H 46 1 1 1 oropharynx rT4 N0 M0 IV biopsie 01/03/2004 04 B 00 838 CM K BDI 

Gil. L H 60 0 1 0 cavité buccale pT2 N0 M0  II pièce 25/02/2004 04 B 00 780 CM K TBDI 

G H 2 0 rynx pT3 N2c M0 IV pièce 32/12/03 03 44 7 CM K TBDI on. A 6 1 1 la 2 

Gre. JP H 52 1 1 0 oropharynx cT2 N2a M0 IV biopsie 25/07/2003 03 24 20 CM PK MDI 

Gui. JM H 48 1 1 0 oropharynx pT2 N0 M0 II pièce 01/09/2003 03 29 49 CM K BDI 

Guy. S H 44 1 1 0 larynx pT4 N0 M0 IV pièce 18/04/2003 03 15 43 CM K BDI 

Ham. A H 58 1 1 0 oropharynx cT2 N1 M0 III biopsie 17/12/2003 03 20 08 CM K MDI 

H H 2 0 cavité buccale pT4 N2b M0 IV pièce 27/01/2004 04 B 00 360 er. F 6 1 1  CM K MDI 

Jot. AM 0 rynx pT3 N0 M0 III pièce 04 B 03 117 CM K BF 41 0 1 la 26/08/2004 DI 

Kna. L H 68 0 1 1 oropharynx rT4 N0 M0 IV biopsie 04/05/2004 04 B 01 699 CM K BDI 

Lin. N F 50 0 1 1 oropharynx rT1 N0 M0 I pièce 07/10/2003 03 33 64 CM K BDI 

Lou. C H 41 1 1 0 cavité buccale pT2 N1 M0 III pièce 04/05/2004 04 B 01 709 CM K BDI 

Mal. A H 66 0 1 0 h pharyypo nx cT2 N0 M0 II biopsie 19/02/2004 04 B 00 705 Basaloïde squameux 

Mal.G H 50 1 1 0 oropharynx c 1 N0 M0 T I biopsie 05/01/2004 04 B 00  09 CM K PDI 

Man. A H 53 1 1 0 oropharynx pT3 N0 M0 III pièce 22/01/2004 04 B 00 293 CM NK PDI 

May. T H 37 1 1 0 cavité buccale pT2 N0 M0 II biopsie 12/11/2003 03 38 50 CM K MDI 

Mec. H H 54 1 1 0 oropharynx cT1 N0 M0 I biopsie 13/10/2003 03 34 05 CM K BDI 

N'Di. C F 39 1 1 0 oropharynx cT4 N2b M0 IV biopsie 27/10/2003 03 36 52 CM K MDI 

Oua. M H 55 0 1 0 larynx pT2 N0 M0 II pièce 14/04/2004 04 B 01 457 CM K TBDI 

Pac. R H 62 1 1 0 larynx pT4 N1 M0 IV pièce 26/05/2004 04 B 02 029 CM K BDI 

Pag. F F 51 1 1 1 oropharynx rT3 N0 M0 III pièce 13/07/2004 04 B 02 670 CM K BDI 

Pal. R H 66 1 1 0 hypopharynx pT4 N2c M0 IV pièce 27/04/2004 04 B 01 616 CM K BDI 

Pat. J H 53 0 1 0 oropharynx pT3 N2b M0 IV pièce 07/10/2003 03 32 69 Basaloïde squameux 

Pel. L H 67 0 1 0 oropharynx cT1 N2b M0 IV biopsie 25/03/2004 04 B 01 197 Basaloïde squameux 

Pey. M H 48 1 1 0 oropharynx cT2 N0 M0 II biopsie 24/09/2003 03 35 66 CM K MDI 

Pom. I H 72 1 1 0 oropharynx pT2 N0 M0 II pièce 21/04/2004 04  01 552 CM K TBDI 



 

 

.

Annexe - 12 

Patients Sexe Ag cool Tabac Irradiation Localis n T TNM Ty prel. el.  T histologie 

 

e Al atio Stade pe Date pr Id. Bloc

Qui. R H 71 0 1 0 oropha x ryn cT2 N0 M0 II biopsie 25/07/2003 03 24 47 CM NK I 

Rag. P H 50 1 1 0 cavité buccale pT4 N2c M0 IV pièce 10/12/2003 03 42 68 CM K TBDI 

Reg. R H 75 1 1 1 larynx rT3 N0 M0 III pièce 30/09/2004 04 B 03 545 CM K BDI 

Rod. A H 52 1 1 0 hypoph ynx ar cT2 N2a M0 IV biopsie 09/12/2003 03 42 27 CM K BDI 

Rou. JF H 48 1 1 0 hypoph ynx ar cT2 N0 M0 II biopsie 30/01/2004 04 B 00 406 CM K BDI 

Sag. M H 46 0 1 0 oropha x ryn pT4 N2c M0 IV pièce 15/09/2004 04 B 03 355 CM K BDI 

Sha. H H 70 1 1 1 hypoph ynx ar rT3 N0 M0 III pièce 04/02/2004 04 B 00 482 CM K BDI 

Son. M H 1 1 0 hypoph cT3 N0 M0 biopsie CM K  MDI 72 arynx III 04/11/2003 03 37 53 

Tac. D H 62 1 1 0 hypoph ynx ar cT2 N2a M0 IV biopsie 22/12/2003 03 44 00 CM K BDI 

Tal. R H 52 1 1 0 hypoph ynx pT4 N2c M0 CM K BDI ar IV pièce 24/02/2004 04 B 00 745 

Tho. JP H 1 1 0 hypopharynx cT4 N2c M0 CM PK BDI 49 IV biopsie 24/06/2004 04 B 02 413 

Tou. Y H 55 0 1 1 oropha x ryn rT3 N0 M0 III biopsie 02/02/2004 04 B 00 437 CM K MDI 

Two. M F 49 1 1 0 cavité buccale pT2 N0 M0 II pièce 06/01/2004 04 B 00 038 CM K BDI 

Vat. R F 74 1 1 1 cavité buccale rT3 N0 M0 III biopsie 05/11/2003 04 B 00 057 CM K MDI 

Val. JP H 64 1 1 0 larynx pT3 N0 M0 III pièce 08/07/2003 03 23 39 CM K BDI 

Vas. M H 50 1 1 1 hypoph ynx ar rT4 N0 M0 IV biopsie 17/11/2003 03 39 01 CM K MDI 

Vaz. G H 1 1 0 oropha x cT4 N3 M0 CM K BDI 42 ryn IV biopsie 19/05/2004 04 B 01 941 

Vin. G F 75 0 1 0 larynx pT3 N0 M0 III pièce 08/06/2004 04 B 02 196 CM PK MDI 

Zam. J H 54 1 1 1 oropha x ryn rT2 N0 M0 II pièce 24/02/2004 03 27 56 CM NK BDI 

Zor. LC H 43 1 1 0 cavité buccale pT2 N0 M0 II pièce 18/08/2004 04 B 03 025 CM K BDI 

 

 

 



 

 

.

Annexe - 12 

Patients id. S P14 P15 P16 ) C (S) MGMT MGMT (S) FHIT  DAPK (S) hMLH1  P14 (S) P15 (S) P16 (S APC AP FHIT (S) DAPK

Alv. J 4 98 0   1   0   0   0   0   0   0 

Aun. Y 3 29 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 

Bal. A 4 30 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  

Bar. R  pas de salive 1   0   0   0   1   0   0   0 

Bar. J 3 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 07 

Bas. A 6 12 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Bel. A 5 91 0   0   0   0   0   0   0   0 

Bel. M 3 08 0   0   0   0   0   0   0   0 

Bel. P 4 88 0 0 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 

Bes. P pas de salive 0   0   1   0   0   0   0   0 

Bey. V pas de salive 0   0   0   0   0   0   0   0 

Bin. P 5  47 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  

Boc. A 3 86 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Bod. Y 4 68 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  

Bol. M 3 22 0   0   0   0   0   1   1   0 

Bou. P 4 64 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 

Bou. A 5 06 0 0 1 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0 

Bre. F 3 99 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0  

Bru. G 3 67 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 

Cam. A 8 54 0   0   0   0   1   0   1   0 

Cap. R 3 57 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  

Cau. L 5 16 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 1 1 0  

Cer. G 3 89 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Cha. J 3 39 1   1   1   0   1   0   1   0 

Cha. L 4 00 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Cha. D 6 28 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Cha. G 3 13 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 

Che. L 4 35 1 0 1 0 1 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 

Cle. N 7 53 1   0   1   1   1   1   1   0 

Del. JC 5 76 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0  

Dem. R 4 39 0 0 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 

Der. P 3 69 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

De S. I 3 77 0 0 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 

Des. P 6 21 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Die. L 4 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 66 
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Patients id. S P14 P14 (S) P15 P15 (S) P16 P16 (S) APC APC (S) MGMT MGMT (S) FHIT FHIT (S) DAPK DAPK (S) hMLH1  

Dri. H 3 54 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 

Dub. P 6 85 0   0   0   0   0   0   0   0 

Dur. C 5 19 0 0 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 

Fal. JL 6 42 0   0   0   0   0   0   0   0 

For. J 2 86 0   0   0   0   1   0   1   0 

Fra. A 6 01 0   0   0   0   0   0   0   0 

Fro. P 3 19 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 

Gal. A 5 83 0   0   0   0   0   0   0   0 

Gan. JP 5 43 0   0   0   0   0   0   1   0 

Gat. Y 4 27 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Gil. L  4 22 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 

Gon. A 3 73 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 

Gre. JP 2 91 0   1   1   1   0   0   0   0 

Gui. JM pas de salive 0   0   0   0   0   0   0   0 

Guy. S pas de salive 0   0   0   0   1   0   0   0 

Ham. A 3 68 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 

Her. F 3 93 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 

Jot. AM 6 41 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 

Kna. L 5 00 0   0   0   0   0   0   0   0 

Lin. N 3 18 0   0   0   0   0   0   0   0 

Lou. C 4 99 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Mal. A 4 18 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Mal.G 3 74 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Man. A 3 91 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

May. T 3 40 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Mec. H 3 20 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0 1 1 0 

N'Di. C 3 31 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Oua. M pas de salive 0   1   1   0   1   0   0   0 

Pac. R 5 22 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Pag. F 5 80 0   0   0   0   0   0   0   0 

Pal. R 4 85 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 1 0 

Pat. J 3 17 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 

Pel. L pas de salive 0   1   0   1   0   0   0   0 

Pey. M 3 16 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Pom. I 4 79 0 0 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0 1 0 1 
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ie P15 (S P P16 (S) APC  M  Pat nts id. S P14 P14 (S) P15 ) 16 APC (S) GMT MGMT (S) FHIT FHIT (S) DAPK DAPK (S) hMLH1  

Qui. R 2 92 0   0   0   1   0   1   1   0 

Rag. P 3 63 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 1 0 

Reg. R 6 87 0   0   0   0   0   0   0   0 

Rod. A 3 59 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 

Rou. JF 4 04 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Sag. M 6 55 0   0   0   0   0   0   0   0 

Sha. H 4 07 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Son.  0 0 0 M 3 34 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Tac. D 3 70 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 

Tal.  0 0 0 R 4 20 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 

Tho.  0 0 0 JP 5 57 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 

Tou. Y 4 06 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Two. M 3 75 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 1 0 

Vat. R 3 35 0 0 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 

Val. JP pas de salive 0   0   1   0   1   0   1   0 

Vas. M 3 46 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Vaz. G  0 0 0 5 17 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 

Vin. G 5 36 1   1   0   0   1   0   0   0 

Zam. J 4 21 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Zor. LC 6 34 0   0   0   0   1   0   0   0 
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Patients hMLH1 (S) ECAD ECAD (S) RASSF1A RASSF1A (S) TIMP3 TIMP3 (S) Nb. Methyl. T Nb. Methyl. S 

Alv. J   1   0   1   3   

Aun. Y 0 1 1 1 0 1 1 6 3 

Bal. A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Bar. R   0   0   0   2   

Bar. J 0 0 0 0 0 0 0 1 1 

Bas. A 0 1 0 0 0 0 0 2 1 

Bel. A   0   0   1   1   

Bel. M   0   0   0   0   

Bel. P 0 0 0 1 1 0 0 3 3 

Bes. P   0   1   0   2   

Bey. V   0   0   0   0   

Bin. P 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Boc. A 0 0 0 0 0 0 0 1 1 

Bod. Y 0 1 1 0 0 0 0 2 1 

Bol. M   1   0   1   4   

Bou. P 0 1 1 0 0 1 0 6 3 

Bou. A 0 1 1 0 0 1 0 7 3 

Bre. F 0 0 0 0 0 0 0 2 1 

Bru. G 0 0 0 0 0 0 0 1 1 

Cam. A   0   0   1   3   

Cap. R 0 0 0 0 0 1 1 2 1 

Cau. L 0 1 0 0 0 1 0 5 2 

Cer. G 0 1 1 0 0 1 0 2 1 

Cha. J   0   0   0   5   

Cha. L 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Cha. D 0 0 0 0 0 1 1 1 1 

Cha. G 0 0 0 1 1 0 0 2 2 

Che. L 0 1 0 0 0 1 0 6 2 

Cle. N   0   0   0   6   

Del. JC 0 0 0 0 0 0 0 1 1 

Dem. R 0 1 1 0 0 1 1 4 4 

Der. P 0 0 0 0 0 1 1 1 1 

De S. I 0 0 0 0 0 0 0 3 2 

Des. P 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Die. L 0 1 1 0 0 1 1 3 3 
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 Patients hMLH1 (S) ECAD ECAD (S) RASSF1A RASSF1A (S) TIMP3 TIMP3 (S) Nb. Methyl. T Nb. Methyl. S 

Dri. H 0 0 0 1 1 1 0 4 2 

Dub. P   0   0   0   0   

Dur. C 0 0 0 0 0 1 1 3 3 

Fal. JL   0   0   0   0   

For. J   1   1   1   5   

Fra. A   0   0   0   0   

Fro. P 0 1 0 1 1 1 1 5 3 

Gal. A   0   0   0   0   

Gan. JP   0   0   1   2   

Gat. Y 0 1 0 0 0 1 0 3 1 

Gil. L 0 1 1 0 0 1 1 4 3 

Gon. A 0 0 0 0 0 1 1 3 3 

Gre. JP   1   0   1   5   

Gui. JM   0   0   0   0   

Guy. S   0   0   0   1   

Ham. A 0 1 0 1 0 0 0 4 2 

Her. F 0 1 1 1 0 1 1 4 3 

Jot. AM 0 1 0 0 0 1 0 4 1 

Kna. L   0   0   0   0   

Lin. N   0   0   0   0   

Lou. C 0 0 0 0 0 1 1 3 2 

Mal. A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Mal.G 0 0 0 0 0 0 0 1 0 

Man. A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

May. T 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Mec. H 0 1 0 1 1 1 1 6 4 

N'Di. C 0 0 0 1 1 0 0 2 2 

Oua. M   1   0   1   5   

Pac. R 0 0 0 1 1 0 0 1 0 

Pag. F   0   0   0   0   

Pal. R 0 0 0 0 0 1 1 3 3 

Pat. J 0 0 0 1 1 0 0 2 1 

Pel. L   1   0   0   3   

Pey. M 0 0 0 1 1 0 0 2 2 

Pom. I 0 1 0 0 0 1 0 6 2 
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Patients hMLH1 (S) ECAD ECAD (S) RASSF1A RASSF1A (S) TIMP3 TIMP3 (S) Nb. Methyl. T Nb. Methyl. S 

Qui. R   1   0   1   5   

Rag. P 0 0 0 0 0 1 0 3 2 

Reg. R   0   0   0   0   

Rod. A 0 1 1 1 1 0 0 3 3 

Rou. JF 0 1 0 0 0 1 1 2 1 

Sag. M   0   0   1   1   

Sha. H 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Son. M 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Tac. D 0 0 0 0 0 0 0 2 1 

Tal. R 0 0 0 0 0 0 0 2 0 

Tho. JP 0 1 0 1 1 1 0 4 2 

Tou. Y 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Two. M 0 0 0 0 0 1 1 3 3 

Vat. R 0 0 0 1 0 0 0 3 2 

Val. JP   1   1   1   6   

Vas. M 0 1 1 0 0 1 0 3 2 

Vaz. G 0 1 1 0 0 1 0 4 2 

Vin. G   0   0   1   4   

Zam. J 0 0 0 0 0 1 1 1 1 

Zor. LC   0   0   1   2   
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Etude des altérations épigénétiques dans les cancers des voies aéro-digestives supérieures (VADS).  

Implication dans le diagnostic, le  suivi et le pronostic des patients. 

                 RESUME 

--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

Depuis 20 ans, des progrès notables dans le traitement des cancers des VADS ont été réalisés, permettant 
une amélioration sensible du contrôle locorégional de la maladie mais sans améliorer la survie des patients. 
L’absence d’amélioration de la survie des patients s’explique par : le retard au diagnostic, un taux de rechute 
locale élevé et la survenue de seconds cancers. Le dépistage clinique n’a pas fait la preuve de son efficacité 
tant pour le dépistage primaire que secondaire. Par ailleurs, la clinique seule est incapable d’établir un 
pronostic pour chaque patient. Pour pallier à ces insuffisances,  des recherches dans le domaine de la 
biologie de ces cancers ont été menées pour mieux comprendre leur cancérogenèse et rechercher des 
biomarqueurs pouvant avoir une valeur pronostique ou un intérêt dans le dépistage. En matière de 
cancérogenèse des cancers des VADS, 2 grands types de modifications ont été identifiés à l’échelon 
cellulaire : les altérations génétiques et épigénétiques. Notre travail s’est focalisé sur la méthylation de gènes 
suppresseurs de tumeurs au niveau tumoral et salivaire. Seize gènes ont été étudiés dans le cadre d’une 
étude prospective. Nous avons pu définir un profil de méthylation à partir de 6 gènes avec une bonne 
corrélation entre les résultats obtenus au niveau tumoral et salivaire ; nos résultats nous ont permis de 
confirmer l’intérêt de l’étude de la salive des patients après traitement : la persistance ou la réapparition de 
méthylations précédant la rechute tumorale. Au niveau tumoral, la présence de méthylations n’a pas de valeur 
pronostique. 
 
MOTS CLES Cancers malpighiens, salive, voies aéro-digestives supérieures, méthylation  
gènes suppresseurs de tumeur, biomarqueurs, dépistage, rechute, pronostic. 
 
 
 
 

 

Study of epigenetic alterations in cancers of the upper aerodigestive tracts (UADTs). 

Implication in patients’ diganosis, follow-up, and prognosis. 

    SUMMARY 

---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

For the last 20 years, significant improvement in the treatment of the UADT tumors has been done, resulting in 
better locoregional disease control yet without improving the survival rate. This fact is attributed to : delay in 
diagnosis, high local relapse rate, and second cancer occurrence. Clinical screening has not been efficient for 
the detection of primary and secondary cancers. On the other hand, clinical screening cannot establish a 
prognosis for every patient. To palliate to these imperfections, studies in cancer biology have been performed 
to better understand the carcinogenesis and to find biomarkers that could have a prognostic value or an early 
detection benefit. In carcinogenesis of tumors of the UADTs, 2 main types of modifications have been 
identified at the cellular level: genetic and epigenetic alterations. Our work focused on methylation of tumor 
suppressor genes in tumors and saliva. Sixteen genes have thus been analyzed; we were then able to define 
a 6-gene methylation panel with a good correlation between results obtained in tumors and those obtained in 
saliva. Our results confirm the benefit of saliva analysis in cancer patients after treatment: persistence or 
reappearance of gene methylation precedes clinically evident tumor relapse. On the other hand, the presence 
of methylations in tumors has no prognostic value. 
 
KEY WORDS Head and Neck Squamous Cell Carcinoma, saliva, Upper Aerodigestive Tract, tumor 
suppressor gene methylation, biomarkers, detection, relapse, prognosis. 


