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« Par le mot par commence donc ce texte
Dont la premiére ligne dit la vérité,

Mais ce tain sous ’une et I’autre

Peut-il étre toléré ?

Cher lecteur déja tu juges

La de nos difficultés... »

Francis Ponge

Fable, Le parti pris des choses

« Que dites-vous ?... C’est inutile ?... Je le sais !
Mais on ne se bat pas dans 1’espoir du succes !

Non ! non ! ¢’est bien plus beau lorsque c’est inutile ! »

Edmond Rostand

Cyrano de Bergerac
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INTRODUCTION

1 EPIDEMIOLOGIE

1.1 Incidence et mortalité

Selon les données de I’INCa, les cancers des voies aéro-digestives supérieures (VADS)
représentaient 14638 cas pour 4098 déces en 2012. Bien qu’ils touchent de maniére
prépondérante les hommes (74%), leur incidence augmente chez la femme (+1% par an depuis
2005), tandis qu’elle diminue chez I’homme (-5% par an depuis 2005)'. Concernant la
mortalité, cette évolution inverse ne se retrouve pas, avec une diminution nette chez les hommes
(-6.5% par an) et plus faible chez les femmes (-2.2% par an). Les modélisations réalisées a
partir des recueils de données du réseau FRANCIM de 1990 a 2005 montraient déja cette
tendance qui se poursuit encore actuellement (Figure 1). Le pic de fréquence se situe entre 50

et 65 ans. Les carcinomes épidermoides (CE) représentent 90% de ces cancers?.

Evolution du nombre de cas et de décés (barres) et des taux standardisés monde
correspondants (TSM) (courbe, échelle logarithmique) chez I’homme et chez la femme
de 1990 a 2010 en France

Cas Incidence chez les hommes TSM™ Cas Incidence chez les femmes TSM
20000 - $0 20000 1 =sresanasudcs sch st ade samnste il cus susaunaenan 50

15000 1 SEDRY = "0t ST AR TAE SRS ST S A wL S A S AU L Su

1 T R 10

10000 A 10000 A

5000 1 5000 1

Années observées
Annees projetees

Mortalite chez les femmes

Figure 1 : Modélisation de l'incidence et de la mortalité des carcinomes épidermoides chez I'homme et la femme en 2010,
d'aprés Bossard et al®.



1.2 Facteurs de risque

Les principaux facteurs de risque des cancers des VADS sont le tabagisme, avec une
relation dose-effet, le risque étant majeur a partir de 20 PA (RR 10 - 12) et la consommation
éthylique, elle aussi avec une relation dose-effet (RR 2 a 4)*. Les deux ont un effet synergique

avec un risque majeur chez les grands fumeurs et grands buveurs (RR = 15)°.

L’¢évolution de la prévalence est principalement liée aux modifications de
comportements vis-a-vis de ces deux facteurs. On note en effet, en France, une diminution de
la consommation d’alcool constante au cours des ans (diminution de 50% depuis 1960)°. La
consommation tabagique quotidienne reste quant a elle stable chez les hommes, mais en
augmentation significative chez les femmes et plus particuliérement entre 45 et 64 ans, age ou
’incidence des cancers des VADS est la plus forte’. Cette recrudescence peut expliquer les

changements épidémiologiques précédemment cités.

D’autres facteurs sont parfois évoqués: carences vitaminiques, noix de Bétel,
immunosuppression, exposition au nickel ou a ’amiante, mais 1’évolution majeure au niveau
mondial reste 1’émergence des cancers oropharyngés induits par le Human Papilloma Virus
(HPV)®. Les sérotypes 16 et, dans une moindre mesure, 18, sont les principaux impliqués. Dans
certains pays comme les Etats-Unis, la prévalence de carcinomes oropharyngés viro-induits
serait proche de 80%°®. En France, seule une étude multicentrique a été réalisée, retrouvant la
présence d’HPV dans 46,5% des cancers oropharyngés et 10% des carcinomes épidermoides
buccaux, avec une prédominance chez la femme’. Cette prévalence varie entre régions et est

plus faible dans les zones a forte intoxication alcoolo-tabagique telles que la Normandie®.

Il semble que ces cancers induits par HPV soient une entité a part entiere : profil clinique
différent (patients plus jeunes, non alcoolo-tabagiques, meilleure survie globale et sans récidive,
meilleure radio et chimio sensibilité), profil génétique différent (moins de mutations au sein des
cellules tumorales, inhibition de p53 et de pRb par les protéines virales E6, E7), histoire clinique
différente avec une atteinte ganglionnaire plus fréquente mais également un meilleur pronostic
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global'®. Néanmoins, il n’existe pas de protocole de prise en charge particuliere de ces

néoplasies en pratique courante a I’heure actuelle.



1.3 Evolution et pronostic

Les carcinomes épidermoides ORL sont des cancers de mauvais pronostic. Le taux de
survie globale, tous stades confondus, est de I’ordre de 50% a 5 ans'!. Cette survie est évidement
liée a I’extension de la maladie au moment de sa prise en charge initiale. Celle-ci est évaluée
grace au stade TNM et AJCC défini en fonction de I’évolution locale et de 1’extension
ganglionnaire et métastatique (Tableau 1). Ainsi, d’une survie de 90% a 5 ans pour des stades
précoces (Stade I et 11)!2, celle-ci chute pour les stades avancés non métastatiques (Stade I11 a
IVb) avec une survie a 5 ans variant de 20%'? a 40%'3. Le pronostic global est d’autant plus

sombre que nombre de patients se présentent d’emblée avec des tumeurs de stade avancé'>.

TNM

Stade 0 Tis NO MO
Stade 1 Tl NO MO
Stade Il T2 NO MO
T3 NO, N1 MO

Stade 111
T1, T2 N1 MO
T4a NO, N1, N2 MO

Stade IVa
T1, T2, T3 N2 MO
T4b Tous N MO

Stade Vb
Tous T N3 MO
Stade Ve Tous T Tous N M1

Tableau 1 : Stade AJCC d'apres I'UICC 7eme édition, 2009

Malgré I’'importance du stade initial, de récentes études montrent, pour les carcinomes
oropharyngés, I’importance du statut HPV. Il serait pour cette localisation le facteur pronostic

principal avant méme le stade initial'*

. Les autres facteurs pronostics de haut risque de récidive
ou de métastase a distance sont post-opératoires : marges envahies, plus de 2 ganglions
métastatiques, rupture capsulaire d’une adénopathie envahie, emboles endo-lymphatiques ou

vasculaires, engrainements péri-nerveux'>.

Apres traitement d’une tumeur localisée, les récidives locorégionales sont fréquentes

(30 2 40% des cas) et leur traitement difficile en raison des séquelles des traitements initiaux'2.



Le risque de métastase a distance est également proche de 30%, toutes localisations
confondues, au cours de la prise en charge'?, et de 10% lors du diagnostic initial'®. Les sites
métastatiques préférentiels sont pulmonaires, osseux, et plus rarement hépatiques. Le pronostic

de ces patients est sombre avec une survie nulle a 5 ans'’,

2 NOTIONS DE CARCINOGENESE

L’évolution des connaissances sur la biologie et la génétique des cellules tumorales
permet aujourd’hui de comprendre la genése des cancers comme un ensemble de mutations,
parfois sur terrain prédisposé, qui permet a la cellule d’acquérir des caractéristiques

18

physiologiques propres. Hanahan, dans ces célébres « hallmarks of cancer »'°, en recense

dix chacune pouvant étre a la base de thérapeutiques spécifiques (Figure 3).

EGFR
inhibitors

Cyclin-dependent
kinase inhibitors

v

Deregulating

- - Sustaining Evading —
Aerobic glycolysis proliferative growth Immune activating
inhibitors signaling suppressors anti-CTLA4 mAb

Proapoptotic Resisting Enabling Telomerase
BH3 mimetics - repicative Inhibitors
death immortality

Genome

instability &

Inhibitors of Inhibitors of
VEGF signaling HGF/c-Met

Figure 2 : Caractéristiques acquises des cellules tumorales et cibles thérapeutiques associées, d'aprés Hanahan®®.
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Ces caractéristiques sont :

Indépendance vis-a-vis des facteurs de croissance ;

Echappement aux signaux inhibiteurs de croissance ;

Résistance a la mort cellulaire programmée ;

Réplication illimitée avec perte de la senescence réplicative et immortalisation ;

Promotion de la néo-angiogenése ;

vV V V V V VY

Perte de I’inhibition de contact et capacité a envahir les tissus adjacents et a
distance (métastase) ;

» Reprogrammation du métabolisme énergétique en vue de promouvoir la
croissance et la division cellulaire ;

» Echappement aux réponses immunitaires anti-tumorales ;

Y

Instabilité génomique ;
» Sécrétion par la tumeur elle-méme de facteurs péri-tumoraux inflammatoires

créant un microenvironnement favorable a la progression locale et a distance.

L’ensemble de ces caractéristiques est issu de processus complexes qui varient selon le

type de tumeur et le microenvironnement qui I’entoure.

2.1 Notion de clonalité

Les premiers travaux considérant le tissu tumoral comme provenant d’une anomalie
cellulaire débutent avec 1’avénement de I’anatomopathologie et notamment les travaux de
Miiller, puis Vorchow en 1858. Harrison en 1889, puis Fibiger dans ses travaux de 1913 qui lui
ont valu le prix Nobel de Médecine en 1926 concluent qu’un facteur déterminé appliqué a un

tissu cellulaire peut provoquer la différenciation de celui-ci en tumeur'.

C’est Slaughter qui finalement introduit la notion de « cancérisation en champ » dans
une étude de 1953 dans laquelle il montre I’existence d’anomalies histologiques dans 100% des
cas a distance de la 1ésion initiale et dans 10% la présence d’une seconde lésion indépendante
de la premiére?®. C’est le principe de la « muqueuse condamnée » ou les mémes contraintes,
comme |’exposition aux carcinogenes, appliquées a un méme tissu, vont provoquer une maladie
globale de I’ensemble de la muqueuse, ici des VADS. Les 1ésions précancéreuses comme les

leucoplasies en sont le signe visible.



Une meilleure compréhension des anomalies génétiques liées au processus de
carcinogénese a permis que de nombreux travaux s’intéressent a 1’application, sur le plan
génomique, du principe de cancérisation en champ et a la présence d’anomalies génétiques a

distance de la tumeur initiale. Ainsi Voravud et al.?!

montraient la présence de polysomie au
niveau des chromosomes 7 et 17 dans le tissu péri-tumoral, anomalie retrouvée au sein de la
tumeur, tandis que ces altérations disparaissaient a distance de la Iésion. Ces anomalies peuvent
se retrouver a plus de Smm de la tumeur, marges normalement considérées comme

satisfaisantes en cas d’exérése’>.

Plusieurs études sont actuellement en cours afin de mieux déterminer I’extension
microscopique apres exérese des lésions et les marges de résection nécessaires. Trois voies de
recherche sont principalement suivies: 1’étude des anomalies moléculaires en
immunohistochimie?®, 1’étude des anomalies de 1’expression de certains génes et ’étude de
méthylation de génes cibles?®. Il n’existe actuellement pas d’adaptation thérapeutique ou de

surveillance basée sur ces observations.

Comment alors expliquer la présence, au sein de ces « champs de cancérisation », de
zones présentant des carcinomes invasifs et d’autres zones présentant de simples altérations
génétiques ou €pigénétiques n’aboutissant pas a une lésion cancéreuse ? De plus, en cas de
seconde localisation, le profil génétique peut parfois différer®. Il faut donc considérer

I’apparition de ces lésions comme une cancérogénese multi-étapes et parallele.

2.2 Cancérogénése multi-étapes

Au fil du temps se produit une accumulation des anomalies génétiques moléculaires
favorisée par I’exposition aux carcinogénes avec, notamment, 1’altération des génes de
régulation cellulaire de maniére séquentielle : altération de p53 (rdle dans I’induction de
I’apoptose), de p16 (role dans le controle la division cellulaire), de la cycline D1 (progression
dans le cycle). A chaque étape, chacune des cellules peut ou non progresser dans les anomalies
qu’elle présente et faire évoluer le tissu auquel elle appartient, de la dysplasie 1égere jusqu’au
carcinome invasif avec la possibilité de régression a chaque étape. Cette évolution parallele des
cellules tumorales explique 1’hétérogénéité des 1ésions au sein des champs de cancérisation.
Leemans®® en 2011 a proposé un modéle séquentiel reliant ces différentes altérations a

I’apparition de tumeurs a partir d’un tissu en passant par des lésions précancéreuses (Figure 3).
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Figure 3 : Modéle de cancérogénése multi-étapes, d'aprés Leemans et al ?®

3 PRINCIPALES ANOMALIES BIOLOGIQUES DANS LES CE DES VADS

L’apport des nouvelles techniques de séquengage permettant des analyses paralleles a
haut débit sur I’ensemble du génome humain, a permis d’identifier les anomalies génétiques

principales dans les carcinomes épidermoides de VADS. Ainsi Agrawal et al.?’

et Stransky et
al.?® ont rapporté, de maniére simultanée, les principales altérations retrouvées dans ces cancers
: TP53, RAS, PIK3CA, CDKN2A, PTEN, NOTCH]1 et plus rarement IRF6 et TP63. S’y associent
¢galement d’autres spécificités telle que I’hyperactivité de la voie PD1/PDL-1 et I’hyper-
expression de I’Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR). L importance et la hiérarchisation
de chacune de ces anomalies restent encore incertaines ; néanmoins quelques-unes apparaissent

comme prépondérantes : p53, p16, EGFR, PD1/PDL-1 et leurs voies respectives.

3.1 Altération de la voie p53

Plus de la moitié des carcinomes épidermoides des VADS est associée a des altérations
de TP53, géne suppresseur de tumeur présent sur le chromosome 17 et codant la protéine p5327~

30 Cette protéine a un role clé dans le maintien de I’intégrité génétique de la cellule. En cas de



détection d’une altération de I’ADN, ’activation de p53 par séparation du complexe MDM2-
p53 va permettre de bloquer le cycle cellulaire et d’induire la réparation de I’ADN ; si les
dommages sont trop importants et que la réparation n’est pas possible, p53 va induire I’apoptose

cellulaire ou la sénéscence’’.

Les principales voies déclenchées par p53 sont résumées dans la figure 4, les deux plus
importantes étant p21 qui, par I’inhibition des protéines CDK1 et CDK2 (Cyclin-Dependant
Kinase 1 et 2), va bloquer le cycle cellulaire, et BAX (Bcl-2- Associated protein X) qui,
lorsqu’elle est exprimée en plus grande quantité que Bcl-2, va induire le relargage de

cytochrome-c et ainsi I’apotpose*?.

Ribosomal DNA

stress damage
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T
///\l\\
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Cell cycle arrest  DNA repair Apoptosis Senescence Autophagy Metabolism

v

Figure 4 : Principales voies activées par p53 aprés séparation du complexe MDM?2 -p53, d'aprés Hao et al.>?

On comprend aisément que les altérations de cette voie (hyperexpression de MDM?2,
altération de p53) jouent un rdle dans 1’acquisition de I’immortalisation de la cellule et de la
résistance a 1’apoptose. Celles-ci ont été retrouvées de manicre précoce dans I’apparition de
cancers ORL et ce, dés le stade de dysplasie qui présente alors un risque accru de transformation
en lésion invasive. Les mutations de 7P53 au sein de la tumeur sont également un facteur de
mauvais pronostic concernant la survie et la sensibilit¢é aux traitements de radio et

chimiothérapie®?.
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Dans les tumeurs HPV positives, 1’altération de la voie de p53 ne passe pas par une
mutation de 7P53 mais par la synthése d’une protéine E6 qui va induire une dégradation de p53
et donc une perte de fonction de celle-ci (Figure 5)*. Agrawal et al. notaient d’ailleurs que le
nombre de mutations des oncogénes par tumeur était bien moindre dans les tumeurs HPV+ par
rapport aux tumeurs HPV— (4.8 vs 20,6), relation qui se confirmait selon I’exposition au tabac

(9.5 vs 21.6)".

3.2 CDKN2A, p16 et pRB

Tout comme pour 7P53, I'implication du géne codant pl6, CDKN2A (Cyclin-
Dependent Kinase Inhibitor 2A), survient trés tot au cours de I’oncogenése et ses altérations

sont retrouvées dans les champs de cancérisation indemnes de tumeur*.

pl6 a un rdle crucial dans le contrdle du cycle cellulaire. Il s’agit d’un inhibiteur des
Cycline-Dependant Kinase 4 et 6 (CDK4/CDK6) dont le rdle est de phosphoryler la protéine
Ribosomale (pRb), cette phosphorylation provoque la libération de E2F avec lequel pRb réalise
un complexe inactif. Une fois libérée, E2F va permettre le passage de la cellule de la phase G1
a la phase S et favoriser la division cellulaire®®. La diminution de 1’expression de p16 au cours
du processus de carcinogénése va étre responsable d’une levée de cette inhibition et favoriser
la prolifération cellulaire. Des mutations de CDKN2A4 ont été retrouvées dans 9 a 18% des
tumeurs mais son expression est abaissée la plupart du temps, indépendamment de I€sions

génétiques?’-°.

A T’instar des altérations de la voie p53, il est important de différencier ici les tumeurs
HPV négatives et HPV positives pour lesquelles I’infection virale va aboutir a une libération de
E2F par un biais différent. En effet, I’intégration du génome viral au sein de la cellule va induire
la synthése d’une protéine E7 qui va interagir avec le complexe pRb-E2F et étre responsable de

la libération permanente de E2F et donc le passage en phase S (Figure 5).

Par un mécanisme de rétrocontrdle, on observera une surexpression de pl6, marqueur
utilisé en immunohistochimie courante pour différencier les tumeurs HPV+ (tumeur p16+) et
HPV- (tumeur pl6-). Ce marqueur, bien que sensible, n’est que partiellement spécifique
puisque 15 a 20% des tumeurs p16+ sont en réalit¢ HPV— lors de recherches de génome viral
par PCR ou par hybridation in situ*’°. De plus, ces tumeurs sur-exprimant p16 mais non liées

a I’HPV ont un phénotype bien plus proche des tumeurs pl6-/HPV- que des tumeurs
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pl6+/HPV+!*37 11 est donc nécessaire pour diagnostiquer ces tumeurs HPV + d’associer une
seconde technique a la détection de p16 en immunohistochimie, que ce soit la recherche d’ADN

ou d’ARN spécifique a HPV par PCR ou hybridation in situ*’.
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Figure 5 : Altération de p53 et de pRB par action des protéines E6 et E7 dans les carcinomes épidermoides HPV+ ou par

altération de génomique dans les carcinomes épidermoides HPV-. D aprés Leemans et al.?®

3.3 PD1/PDL1

L’une des caractéristiques des tissus tumoraux est 1’échappement a la réponse
immunitaire anti-tumorale'®. Il existe de maniére physiologique des points de blocage a la
réponse immunitaire médiée par les lymphocytes T et B afin d’éviter les phénomenes d’auto-
immunités : les « immune checkpoint ». Certaines cellules tumorales ont la capacité¢ de
détourner ces points de controle et d’échapper ainsi a la réponse immunitaire cellulaire. L’une
de ces voies, actuellement au cceur de recherches dans la thérapeutique de nombreux cancers,

est I’interaction PD-1 / PDL-1.

Les lymphocytes T CD8+, CD4+, Natural Killer et B expriment sur leur membrane un
récepteur PD1 dont le ligand PDL-1 est, lui, exprimé par la cellule tumorale. L’interaction

récepteur-ligand provoque un phénomene de tolérance et bloque I’activation du lymphocyte T
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INTRODUCTION

normalement déclenché par I’interaction TCR (T Cell Receptor) - CMH (Complexe Majeur

d’Histocompatibilité) (Figure 6)*.

Or PDL-1 est surexprimé dans les carcinomes épidermoides dans 45 a 70% des cas*!.
Cette surexpression semble notamment liée a I’action d’IFN gamma secrété par les cellules NK
ou les lymphocytes CD8+ et le microenvironnement péri-tumoral** ce qui peut expliquer
qu’elle soit plus importante au sein de tumeurs HPV+, I’interféron gamma étant associé a la
réponse immunitaire anti-virale*’. De plus la production d’IFN gamma par le lymphocyte T lui-
méme en cas d’activation va induire ’expression membranaire de PDL-1 et créer un

échappement immunitaire adaptatif (Figure 6)**.

a Innate immune resistance

MHC

Peptide
Tamonecell C‘onstl.tuliye oncogenic
signalling induces PDL1
expression on tumour cells |

Oncogenic
thwa

:T cell-induced
PDL1 upregulation

Tumour
cell

Nature Reviews | Cancer

Figure 6 : Mécanisme d’échappement immunitaire inné et acquis par l'interaction PD1-PDLI. D aprés Pardoll*

En outre, sur une cohorte de 182 patients présentant un carcinome épidermoide des
VADS, Feldman et al. retrouvaient, en plus de la surexpression PDL-1, une hyperexpression de
PDI sur les membranes des lymphocytes infiltrant la tumeur dans 68% des cas renforgant cet

échapement?’.
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Le développement d’anticorps anti-PD1 et anti PDL-1 vise a supprimer le détournement
tumoral de ces « immune checkpoint » en bloquant I’interaction récepteur / ligand afin de

restaurer la sensibilité de nombreux cancers aux défenses immunitaires naturelles.

Plusieurs essais cliniques ont été présentés lors du congres de I’ASCO 2016. Parmi
ceux-ci on citera les études CheckMate-141 et KEYNOTE-012 qui ont permis de valider
I’intérét en pratique courante de I’inhibition de la voie PD1-PDL1. Ces inhibiteurs, tel que le
Nivolumab ou le Pembrozolumab, permettent un bénéfice en survie globale en 2™ ligne de
traitement dans les cancers ORL métastatiques. On peut souligner la présence de longs
répondeurs chez les patients qui tirent un bénéfice de ce traitement, dans une population avec
une médiane de survie minime avec les chimiothérapies standards de 2°™ ligne**. Des

biomarqueurs de sensibilité au traitement sont actuellement recherchés.

3.4 Epidermal Growth Factor Receptor : EGFR

La voie de EGFR est I'une des plus importantes voies impliquées dans la
cancérogénese des carcinomes épidermoides des VADS. Son hyperactivation, présente dans
plus de 90% des cancers ORL, est le plus souvent liée a la surexpression de I’EGFR sur les
membranes cellulaires sans qu’il y ait de mutation retrouvée. Dans leur récente étude, Feldman
et al.?” retrouvaient une surexpression du récepteur en immunohistochimie dans 90% des
tumeurs testées tandis que seul 1% était muté. La connaissance de cette voie est nécessaire pour

appréhender les principes des thérapeutiques actuelles qui visent a la bloquer.

3.4.1 Famille des HER

L’Epidermal Growth Factor Recepteur (EGFR) est un récepteur a tyrosine-kinase
appartenant a la famille des récepteurs HER, comprenant 4 récepteurs indépendants : I’EGFR
ou HERI, également appelé ErbB 1, HER2 (ErbB2), HER 3, HER 4. Chacun de ces récepteurs
est composé d’un domaine extracellulaire présentant le site de réception complémentaire au

ligand et un domaine intra-cytoplasmique a activité tyrosine-kinase (Figure 7)*.

Ces récepteurs ErbB sont activés par des facteurs de croissance appartenant a la famille
des EGF (Epidermal Growth Factor), qui sont produits, soit par sécrétions autocrines par les
cellules exprimant ces récepteurs sur les membranes, soit par des cellules annexes (sécrétions

paracrines)*®. Parmi eux on notera : EGF (Epidermal Growth Factor), TGF-a (Transforming
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Growth Factor alpha), Epiréguline (EPR), Amphiréguline (AR), Béta-Celluline (BTC),
Heparin-Binding EGF-like Growth Factor (HB-EGF)*’.

Domaine
extracellulaire

Domaine
transmembranaire

Domaine
intracellulaire

Ligand
(EGF, TGFa,
amphiréguline,
épiréguline...)

q A
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Figure 7: Le récepteur EGFR et son activation, d'aprés Laurenty et al.*°

3.4.2 Activation du récepteur

De maniere inactive, ’EGFR forme un monomere. La fixation du ligand va changer la

conformation tridimensionnelle de la partie extracellulaire en le faisant passer d’une forme

repliée a une forme ouverte. Ce changement de conformation va permettre une dimérisation des

récepteurs, soit avec un récepteur EGF activé identique (homo-dimérisation), soit avec un autre

récepteur de la famille HER (Hétéro-dimérisation)’®. Cette dimérisation met en contact les

domaines tyrosines-kinases intra-cytoplasmiques des 2 monomeres et déclenche leur

phosphorylation de maniere réciproque (Figure 7). Des protéines cytoplasmiques, présentant

des domaines SH2 (Src Homology domain 2) complémentaires des tyrosines ainsi

phosphorylées, peuvent alors s’ancrer sur la partie C-terminale du récepteur. C’est le cas

notamment du complexe Grb2/hSos, capable d’activer les protéines RAS et Pi3K et leurs voies

respectives’!
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3.4.3 Voie de signalisation intracellulaire

Les voies RAS et PI3K, toutes deux intimement connectées™, sont les deux voies
principales activées par le récepteur EGFR. D’autres voies plus accessoires peuvent également
étre déclenchées tel que JAK/STAT, Phospholipase Cy (PLCy) ou Src/FAK (Focal adhesion

kinase).

3.4.3.1 Lavoie RAS
La famille RAS, famille de protéines G, inclut 3 protéines isoformes : HRAS, KRAS,
NRAS. Ce sont des GTPases dont 1’activation par le biais de récepteurs tyrosine-kinases
(principalement I’EGFR), va déclencher des signaux de prolifération, de migration et de survie

(Figure 8)%.

transcription
cycline D1, cdk6
P
Initiation du cycle
cellulaire en phase G1
noyau

Figure 8 : La voie de signalisation RAS/MAPK d’aprés Liévre et al.>

Dans sa forme inactivée Ras est liée a un Guanine Di-Phosphate (GDP). Sa
phosphorylation par I’activité tyrosine kinase de ’EGFR permet I’échange de GDP en GTP
(Guanine Tri-Phosphate), lui donnant sa forme activée. Les effecteurs de RAS, notamment
RAF, interagissent avec sa forme activée et engagent une cascade de phosphorylations intra
cytoplasmiques par la voie RAS -> RAF -> MEK1 et 2 -> ERK 1 et 2°*. La phosphorylation de

ERK 1 et 2 va permettre leur internalisation au sein du noyau et I’expression de c-FOS ¢c-MYC,
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c-JUN ou JUN, eux-méme responsables de nombreux signaux de croissance (dont I’expression

de la cycline D1 et de CDK6), de migration et de division cellulaire™.

Une fois la cascade engagée, une protéine GAP (GTPase Activating Proteins) vient

catalyser le GTP en GDP, restaurant RAS dans sa forme inactive.

Dans les carcinomes épidermoides, les mutations de RAS intéresseraient principalement
HRAS et représenteraient seulement 5% des patients®’’. Il s’agit d’une grande différence avec
les cancers du colon ou les mutations de KRAS (codon 12 et 13) sont présentes dans 30 a 40%
des tumeurs®’. Elles provoquent D’activation permanente de RAS et donc de sa cascade
intracellulaire indépendamment de I’activation des récepteurs tyrosine-kinases. Cette activation
permanente est I’une des causes de résistance aux thérapeutiques ciblées contre les récepteurs
a tyrosine-kinase, rendant la recherche de la mutation indispensable dans le cancer du célon
avant d’initier un traitement anti-EGFR. Cette activation va également étre responsable d’une

suractivation de Pi3K.

3.4.3.2 Lavoie Pi3K
Pi3K est une kinase qui, tout comme RAS, active une cascade de phosphorylations et
d’activations de molécules intracellulaires et notamment la voie Pi3K -> AKT -> mTOR,
responsable de signaux de survie cellulaire, d’angiogenese, de prolifération, de croissance et de
migration. Elle est activée par RAS dans une certaine mesure, mais surtout par les récepteurs
tyrosine-kinases et une fois encore principalement par ’EGFR. Le principal modulateur de son
activité est PTEN, qui exerce sur elle une action inhibitrice’!. L’ensemble de cette voie est

résumé dans la figure 9.

La voie Pi3K est fréquemment suractivée dans les carcinomes épidermoides des VADS
et corrélée 2 un mauvais pronostic>. Les mutations activatrices de PIK3CA, géne qui code Pi3K
peuvent étre retrouvées dans 10 a 20% des tumeurs ORL?>, et celles inhibitrices de PTEN

dans environ 10%>7%.
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Figure 9 : Voie de signalisation PI3K : PI3K est activé soit directement par une récepteur Tyrosine Kinase (RTK) soit par la
protéine RAS. PI3K va transformer PIP2, un lipide membranaire, en PIP3 auquel va se lier AKT, une protéine kinase. AKT,
apres phosphorylation par PDK 1, va activer plusieurs facteurs dont mTOR, responsable de signaux de prolifération, de mitose,
de survie et d’angiogenése. PTEN est le principal inhibiteur de PI3K par déphosphorylation de PIP3 en PIP2. d’apres Faivre
et al’!

3.4.3.3  Autres voies intracellulaires

D’autres voies plus accessoires peuvent également €tre activées par I’EGFR :

- Voie JAK/STAT capable d’activer la transcription de genes impliqués dans la
résistance a I’apoptose (Bcl-XL, Mcll, AKT, survivine), la migration (MMP3,
MMP9), la prolifération cellulaire (c-myc, c-fos, cycline D1, cdc25A, télomérase)
et ’angiogenése (VEGF, EPAS1)%? ;

- La voie Phospholipase Cy (PLCy) qui a un r6le important dans la mobilité cellulaire
et donc I’invasion tumorale®. Par ailleurs elle peut activer une protéine DAG qui
elle-méme peut activer RAS et sa voie propre, PKC (Protéine Kinase C), et IP3
(Inositol Triphosphate) aboutissant a des signaux de survie et de prolifération
cellulaire®

- La voie Src/FAK (Focal adhesion kinase) qui diminue I’adhésion cellulaire et

favorise la migration et 1’invasion tumorale®
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3.4.4 Inactivation de TEGFR

La régulation négative des récepteurs EGFR se fait par son internalisation dans des
vésicules de Clathrine. Le signal d’endocytose des récepteurs est principalement le fait de
I’ubiquitination des récepteurs bien que celle-ci ne soit pas systématique. Cette ubiquitination
est réalisée par une E2 Ligase activée par Cbl (Casitas B-lineage Lymphoma) qui peut se fixer
soit directement sur les résidus tyrosines du récepteur, soit via le domaine SH3 de la protéine
Grb2. Ainsi Grb2 posseéde a la fois un réle pro-oncogene, via I’activation de la voie RAS, et
suppresseur de tumeur via I’endocytose des récepteurs. Une fois les vésicules de clathrine
internalisées, celles-ci sont adressées, soit aux lysosomes ou les protéines sont digérées, soit

recyclées vers la membrane’!.

3.5 Micro-environnement tumoral

L’ensemble de ces anomalies ne doit pas étre congu uniquement a 1’échelle cellulaire et
il est impératif d’intégrer ce modele au niveau tissulaire. En effet, le role du micro-
environnement tumoral apparait crucial tant dans les phénomenes de cancérogénese que dans
la progression et I’évolution métastatique des cancers et les différents éléments qui composent

le tissu péri-tumoral participent tous a ces phénomeénes.

Nous avons précédemment vu les interactions avec les cellules immunitaires via
I’interaction PD1-PDLI1, mais plus encore il semble que les macrophages activés au sein des
tumeurs sécrétent des facteurs anti-inflammatoires et pro-oncogénes®®. De méme, les
fibroblastes infiltrant le tissu tumoral possedent des caractéristiques propres. Ces FAC
(Fibroblastes Associés aux Cancers), qui pourraient se différencier en myofibroblastes et
participer ainsi a 1’invasion tumorale, sécrétent de nombreux facteurs de croissances et pro-

angiogéniques. Ils participent également au modelage de la matrice extracellulaire (MEC)®.

Cette MEC péri tumorale est en perpétuel renouvellement notamment sous 1’action de
métalloprotéases de la matrice (MMP) sécrétées par les cellules qui s’y trouvent. L hypoxie,
particuliérement importante dans les carcinomes ¢épidermoides ORL, est un élément-clé de
I’activation des MMPs qui vont eux-mémes stimuler 1’activité de facteurs de croissances, de

facteurs pro-angiogéniques et de chémokines®®.
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Il se crée de cette maniére une homéostasie particuliere, spécifique au tissu tumoral et
indépendant du tissu sain adjacent, ou la cellule tumorale dispose d’un milieu favorable a sa

croissance et a I’acquisition de potentiel invasif et métastatique.

4 PRINCIPES THERAPEUTHIQUES

Longtemps considérée comme le seul traitement curatif, la chirurgie n’est actuellement
que I'une des options thérapeutiques avec la radiothérapie seule ou en association a un
traitement systémique. A ce jour, le choix du traitement dépend avant tout de données

cliniques : stade initial et localisation anatomique.

4.1 Stades précoces (I et II)

La plupart des études thérapeutiques sont des études de faible niveau de preuve et il est
difficile de conclure a la supériorité d’un traitement par rapport a I’autre. Il semble que pour les
stades précoces (T1, T2 et NO), la radiothérapie plus ou moins potentialisée par la
chimiothérapie ait des résultats similaires a la chirurgie pour certaines localisations
(oropharynx, hypopharynx)®”®8, Le choix du traitement dépendra donc des séquelles

potentielles des traitements envisagés et du choix du patient.

En cas de chirurgie premicere, la réalisation d’une radiothérapie post-opératoire sera
guidée par la présence de facteurs de gravité constatés sur la piéce opératoire : la taille de la
tumeur, les marges de résection atteintes, plus de 2 ganglions envahis, la présence d’emboles
endo-lymphatiques ou vasculaires ou d’engainements périnerveux, adénopathie en rupture
capsulaire®®’’, L’indication de la potentialisation de la radiothérapie par une chimiothérapie est
formelle en cas de marges envahies ou de rupture capsulaire chez les patients de moins de 70
ans. Le standard dans ce cas est ’utilisation de Cisplatine 100mg/m? a J1, J22 et J43 de la

radiothérapie.

4.2 Stades avancés (I1I et IV)

Pour les stades avancés, le traitement comporte, dans la majorité des cas, une association

de chirurgie premiére avec radiothérapie adjuvante plus ou moins potentialisée selon les critéres
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précédemment cités. Néanmoins, les avancés récentes sur la connaissance des tumeurs
oropharyngées HPV+ et leurs radio et chimio sensibilités devraient changer prochainement ce
paradigme en permettant de proposer une radio-chimiothérapie seule, y compris pour des stades
localement avancés’!. Actuellement le traitement par radio-chimiothérapie est basé, comme
dans la situation post-opératoire, sur 1’association radiothérapie-Cisplatine 100 mg/m? J1-J22-
J43. A noter que dans la situation de tumeur non opérée, le Cetuximab constitue une alternative

au Cisplatine, en particulier en cas d’insuffisance rénale ou de polyneuropathie’.

On notera également le cas particulier des Iésions laryngées ou hypopharyngées classées
T3 et pouvant bénéficier au cas par cas d’un protocole de préservation laryngée associant une
chimiothérapie d’induction par Taxotere - Cisplatine - SFU (TPF) permettant de sélectionner
les patients bons répondeurs carcinologiques et fonctionnels, suivie, selon la qualité de cette

réponse initiale, d’une radio-chimiothérapie ou d’une chirurgie radicale!""’>74,

Malgré ces traitements, le risque de poursuite évolutive ou de métastase a distance reste

¢élevé.

4.3 Patients métastatiques

Malgré I’évolution des thérapeutiques, le pronostic des patients porteurs de métastases
reste faible, faisant considérer ces patients comme relevant d’emblée d’un traitement palliatif.
Celui-ci associe soins de support (prise en charge antalgique, nutritionnelle, psychologique,
sociale etc.) déja partie intégrante du traitement curatif, et une chimiothérapie a visée palliative
ou « retardatrice ». Le standard de premiere ligne métastatique était, a partir des années 1990,
I’association de Sel de platine (Cisplatine ou a défaut Carboplatine si 1’état général ou les
comorbidités I’indiquent) a du 5’FluoroUracile (5FU) avec une médiane de survie globale
d’environ 6 mois.” Cette association permettait, au prix de plus de complications, un meilleur
contrdle local sans pour autant obtenir un grand bénéfice en termes de survie globale. Les

associations Sel de Platine - Taxanes ont également montré leur efficacité’®.

Le développement des thérapies ciblées, et notamment du Cetuximab en ORL, a permis
d’accroitre cette survie avec un taux de réponse d’environ 30%, et une médiane de survie
globale de 10 mois'’. L’association Platine - SFU - Cetuximab est, depuis 2009, devenue le
standard de chimiothérapie palliative de premiere ligne. Les patients présentant des carcinomes

¢épidermoides récidivants et ne relevant pas d’un traitement curatif, bénéficient également de ce
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protocole. Les principales difficultés résident dans les comorbidités, 1’état général et I’age de
ces patients qui rendent souvent difficile la mise en place et le suivi d’un traitement optimal, et
grévent d’eux-mémes le pronostic. D’autres traitements systémiques peuvent alors étre
proposés tels que 1’association Paclitaxel - Cetuximab, ou encore le Méthotrexate en
monothérapie’’. Les soins de support seuls demeurent parfois I’unique prise en charge possible

ou raisonnable chez des patients altérés.

Les anticorps anti-PD1 et antiPDL1 semblent, comme évoqué précédemment, une voie
prometteuse. Elle pourrait devenir prochainement le standard de chimiothérapie de 2™ ligne

si les prochaines études en cours confirment son efficacité.

Une attitude plus agressive, visant a éradiquer les foyers tumoraux secondaires, a par
ailleurs été décrite chez certains patients oligométastatiques bien sélectionnés et controlés au
niveau local. Une méta-analyse portant 403 patients de 13 études rétrospectives publiées de
1986 a 2011 montrait ainsi une probabilité de survie a 5 ans de 29,1% aprés métastasectomie’®.
Cette ¢étude présente néanmoins de nombreux biais (hétérogénéité des traitements,
hétérogénéité des patients, différence entre métastase unique et primitive pulmonaire parfois
non évidente, différence de suivi...), et il existe peu de données actuellement sur les techniques
de métastasectomie non-chirurgicales telles que la radiothérapie stéréotaxique en ORL. L’étude

OMET (GORTEC 2014-04) est actuellement en cours afin d’évaluer la place de la radiothérapie

stéréotaxique sur les localisations secondaires, chez les patients oligométastatiques.

L’adjonction des thérapies ciblées aux chimiothérapies cytotoxiques classiques en ORL

reste actuellement le principal élément ayant permis d’améliorer le pronostic de ces patients.

5 APPORTS DES THERAPIES CIBLEES

5.1 Généralités

Les thérapies ciblées, a I’'inverse des chimiothérapies cytotoxiques classiques, ont pour
but d’agir de maniere spécifique sur les cellules tumorales en ciblant un marqueur distinctif de
la cellule tumorale. La surexpression de ’EGFR dans la plupart des cancers et en particulier
dans les cancers du colon et des VADS en a fait I’'une des voies les plus précocement étudiées.
Outre les thérapeutiques dirigées vers les protéines situées en aval du récepteur (par exemple
I’Evérolimus, une molécule anti-mTor”®), deux groupes de molécules ont été développés contre

I’EGFR : les inhibiteurs de tyrosine kinase et les anticorps monoclonaux anti-EGFR.
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Les inhibiteurs de tyrosine-kinase ne sont pas spécifiques de I’EGFR. L’inhibition
réalisée passe par leur action compétitive vis-a-vis de I’ATP. Les deux principaux étudiés en
cancérologie ORL sont I’Erlotinib et le Lapatinib qui peinent tous deux a démontrer leur

efficacité’® 3!,

Les anticorps monoclonaux anti-EGFR se fixent sur la partie extracellulaire de ’EGFR
et bloquent son activation par le ligand. Le seul anti-EGFR ayant démontré une certaine
efficacité dans les carcinomes épidermoides des VADS et ayant ’AMM en France reste le

Cetuximab.

5.2 Cetuximab

Le Cetuximab est un anticorps monoclonal dirigé vers la partie extracellulaire du
récepteur EGFR. Il s’agit d’une immunoglobuline chimérique associant les parties constantes
d’une immunoglobuline humaine a des fragments variables murins®’. Aprés fixation de
I’immunoglobuline par son fragment Fab, trois modes d’action entrent en jeu : compétition avec
les ligands naturels et blocage du récepteur dans sa forme repliée (inactive) ; augmentation de
I’internalisation du récepteur ; promotion de I’ADCC par activation des lymphocytes T CD8 +
et Natural Killer grace a la fixation des cellules immunitaires par leurs récepteurs Fcyrlla ou

Feyrllla sur les fragments Fcy de I’'immunoglobuline (Figure 10)3%.
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Si les deux premiers mécanismes aboutissent au blocage de la voie intracellulaire pro-
tumorale induite par I’EGFR, la promotion de I’ADCC est probablement quant a elle I’un des
facteurs importants expliquant la différence d’efficacité entre les différents anticorps anti-
EGFR. Dans une étude in vitro sur cellules tumorales de cancer ORL, Trivedi et al.* ont
comparé les mécanismes d’action du Panitumumab (un autre anti-EGFR) et du Cetuximab. Ils
concluaient que, bien que les deux aient la capacité de bloquer les voies intracellulaires de
I’EGFR, le Cetuximab induisait de mani¢re bien plus importante I’'immunité cellulaire anti-

tumorale. Cela est probablement lié a la composante murine de I’immunoglobuline.

Actuellement le Cetuximab est utilisé en pratique courante dans deux indications : en
association avec la radiothérapie a visée curative sur tumeur non-opérée ou en association avec

d’autres chimiothérapies a visée palliative.
5.2.1 Association Radiothérapie-Cetuximab (RTCx)

L’¢étude princeps ayant permis I’obtention de I’AMM en 2006 pour le Cetuximab (Cx)
en association a la radiothérapie dans les carcinomes épidermoides des VADS localement
avancés a été réalisée par Bonner et al** Elle comparait 1’efficacité de 1’association
radiothérapie-Cx vs radiothérapie seule retrouvant un bénéfice significatif pour le bras RT-Cx,
que ce soit en termes de contrdle locorégional, de survie sans récidive ou de survie globale. Ces
bénéfices n’étaient pas retrouvés chez les patients de plus de 65 ans. Les résultats actualisés en
2010 montrent un bénéfice de survie globale a 5 ans passant de 36,4% pour le bras RT seule, a
45,6% pour le bras RT-Cx (HR 0,7 1C95[0,6 — 0,95] ; p=0-02) pour les patients ayant bénéficié

de I’association radiothérapie-anticorps monoclonale’.

Malgré ces résultats, il faut noter que cette étude ne comparait pas 1’association RT-Cx
au gold standard qu’est I’association Radiothérapie - Cisplatine (RT-Cis). Il n’existe pas a ce
jour d’étude prospective de niveau de preuve suffisante pour conclure a 1’équivalence de ces
deux traitements. Bien qu’elle comporte de nombreux biais (comparaison d’étude prospective
vs rétrospective, hétérogénéité des patients entre les différents bras, différents critéres
d’inclusion), une méta-analyse récente retrouvait de maniére significative une meilleure survie
globale (p=0.02) et sans récidive (p=0.02) a 2 ans pour la potentialisation de la radiothérapie

par Cisplatine plutdt que par Cetuximab®’.
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5.2.2 Association a une poly-chimiothérapie

La seconde utilisation du Cetuximab, la plus fréquente, est son association a une
polychimiothérapie cytotoxique. Avant I’introduction du Cetuximab, le standard de traitement
de premicre ligne a visée palliative était I’association sel de platine - 5 Fluoro-uracile (PFU).
Avec I’apparition des anticorps anti monoclonaux et leur efficacité en association avec la
radiothérapie, plusieurs études se sont intéressées a 1’ajout du Cetuximab dans les protocoles
standards de chimiothérapie (Platine - SFU). La plus concluante, étude comparative randomisée
réalisée par Vermorken et al.!” (étude EXTREME), comparait le PFU +/- Cx. Les auteurs
retrouvaient un bénéfice significatif de survie globale (médiane de survie de 7,4 mois pour le
bras PFU vs 10,1 pour le bras PFU - Cx (HR 0,80 ; IC95% (0.64 - 0.99) ; p=0,04). Ce bénéfice
¢tait également retrouvé en termes de contréle locorégional et de survie sans progression

(Figure 11)!7.

Table 2. Responses to Treatment and Survival.®
Cetuximab plus
Platinum-Fluorouracil Platinum-Fluorouracil Alone  Hazard Ratio or Odds Ratio

Variable (N=222) {N=220) (95% CI) P Value
Survival — mo¥

Overall 10.1 (8.6-11.2) 7.4 (6.4-83) Hazard ratio, 0.80 (0.64--0,99) 0.041

Progression-free 5.6 (5.0-6.0) 3.3 (2.9-4.3) Hazard ratio, 0.54 (0.43-067) <0.001%
Best response to therapy — %

Overall 36 (29-42) 20 (15-25) Odds ratio, 2.33 {1.50-3.60)  <0.001§

Disease controly 81 (75-86) 60.0 (53-67) Odds ratio, 2.88 (1.87-4.44) <0.001%
Time to treatment failure — moTy 4.8 (4.0-5.6) 30(28-34) Hazard ratio, 0.59 (0.48-0.73) <0.001%
Duration of response — mo| 5.6 (4.7-6.0) 4.7 (3.6-5.9) Hazard ratio, 0.76 (0.50-1.17)  0.21%

* Data in the treatment columns are median (95% Cl). The P values, hazard ratios, and odds ratios are stratified according to receipt or non-
receipt of previous chematherapy and the Karnofsky performance scare at randomization.

7 The number of months was estimated with the use of the Kaplan—Meier method.

1 The P value was calculated with the use of the log-rank test.

§ The P value was calculated with the use of the Cochran-Mantel-Haenszel test.

| Disease contral includes complete response, partial respanse, and stable disease. Time to treatment failure was defined as the time from
randomization until the first occurrence of one of the following events: disease progression as assessed by the investigator, discontinuation
of treatment because of disease progression, discontinuation of treatment because of an adverse event, initiation of any new anticancer
therapy, or withdrawal of consent or death within 60 days after the final tumor assessment or randomization.

| Data on the duration of response were available for 62 patients in the cetuximab group and 36 patients in the chemotherapy-alone group;
data on disease progression in these patients were available at the time of the analysis. The number of months was estimated with the use
of the Kaplan-Meier method.

Figure 11 : Réponse au traitement et survie selon les groupes Cx + ou C- dans l'étude EXTREME, d'aprés Vermorken et al.’’

L’association Sel de platine — 5 Fluoro-Uracile — Cetuximab est, depuis lors, devenue le
standard de premicre intention de chimiothérapie a visée palliative dans les carcinomes

¢pidermoides des VADS, avec obtention de ’AMM en France pour cette indication en 2009.
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A noter que ce protocole propose, au-dela des 6 cures de PFUCX, une poursuite du Cx en

entretien en monothérapie, jusqu’a progression tumorale.

Chez certains patients extrémement fragiles, le Cetuximab peut étre utilisé en
monothérapie lorsque I’ensemble des autres traitements semble déraisonnables, mais le

bénéfice est faible.

Plus récemment, I’étude de phase II du GORTEC 2008-03, a démontré I’efficacité d’une
chimiothérapie associant Docetaxel - Cisplatine - Cetuximab (TPEx) dans cette méme
indication®. Ces résultats encourageants doivent encore étre comparés a ceux du PFU-Cx. C’est
ce que vise I’étude de phase IIb du GORTEC TPExtreme (GORTEC 2014-01) devant inclure

416 patients et comparant, de maniére randomisée, les protocoles TPEx et Extreme (Figure 12).

Erbitux + CT

Bras standard (EXTREME)
[6 cycles toules les 3 semaines)

Cisplatine : 100 ma/m?iv & J1

SFLL '+ 1000 mg/m?/ de 11 & 14

fo T L e e el CEtuximalby en maintenance
pUs 230 ma)ny I par semaine jusqu’a progression ou
toxicité inacceptable

Bras expérimental (TPEx)

{4 cycles towtes les 3 semaines)
Cisplafine : 75 mg/m? iv

Docétaxel : 75 mg/me iv s . .
Cetuximab en maintenance

jusqu'a progression ou
foxicité inacceptable

Cétwamab : 400 mg,/m2iv a J1 {dose de
charge] puis 250 mg,/m? iv par semaine

Figure 12 : Protocole de l'étude TPExtreme (GORTEC 2014-01)

Il faut noter que I’ensemble de ces études a été réalisé sur des patients sélectionnés
(OMS Performance Status < 1, Age < 70 ans, sans comorbidité significative) et bien différents
de la réalit¢ clinique. A notre connaissance, il n’existe pas a I’heure actuelle d’étude
comparative sur patients non-sélectionnés, aussi serait-il intéressant de confirmer ces résultats

dans une large cohorte de cette population.
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5.2.3 Effets secondaires

Bien que relativement bien toléré, le Cetuximab ajoute des effets secondaires propres a
ceux des chimiothérapies. Le risque principal li¢ a ’utilisation du Cetuximab est le choc
anaphylactique allergique qui peut survenir dés le début de I’induction. Bien que rares (1 a 5%
de réactions de grade 3-4), les réactions anaphylactiques séveres peuvent engager le pronostic

vital (0.1% des patients)®”:8,

Beaucoup plus fréquente mais généralement moins sévere, la toxicité dermatologique
constitue le principal effet secondaire observé sous Cetuximab. Elle surviendrait chez plus de
80% des patients dont 20 a 30% de toxicité de grade 3-4. Elle se caractérise par un érythéme
associ¢ a un rash acnéiforme du tronc et du visage, une xérose cutanée et une atteinte unguéale
a type de fissure ou de péri-onyxis. Cette atteinte s’explique par la présence de nombreux
récepteur EGFR au sein des cellules de la couche basale de 1’épiderme®’. L association de
Doxycicline, d’émollients et de corticoides locaux permet le plus souvent de contrdler ces
réactions. L’apparition de ces 1ésions serait un facteur prédictif de bonne réponse au traitement.
En effet, dans leur étude comparant Cisplatine - Cetuximab vs Cisplatine — Placebo, Herbst et
al.¥ retrouvaient une médiane de survie globale de 2, 2 mois pour les patients ne présentant pas
de réaction cutanée, pour une médiane de 7,1 mois pour les patients ayant une réaction de grade

2 ou 3 (Figure 13).

1.0
091 Grade 0 Grade 1  Grade 2-3
No. of events 27 (96%) 24 (100%) 25 (93%)
08 Median survival 2.2 months 5.4 months 7.1 months
0.7 95% conf. limits ~ 1.9-43 2767  4.1-11.1
S 081
S 05
jo]
a 04
0.31
0.2 1
0.1 Grade
. - Gra}deﬁ-:-TGradE‘I‘ 2.:'_:, |
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27
Months
Grade 0 28 12 6 3 1 1
(Grade 1 24 16 11 5 3 1 1
Grade2-3 27 22 15 9 7 4 1 1 1

Figure 13 : Survie globale en mois chez les patients traité pas Cetuximab en fonction de |'importance du rash cutanée dans
’étude de Herbst et al.®
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Les hypomagnésémies par inhibition de la réabsorption de magnésium au niveau de
I’anse de Henlé surviennent dans environ 10% des cas. Elles sont souvent rapidement
résolutives mais peuvent nécessiter une supplémentation au long cours®’. D’autres effets
secondaires plus rares sont également cités : diarrhée, déshydratation, atteinte oculaire (kératite,

conjonctivite), cytolyse hépatique.

Dans 1’étude de Vermorken et al.!”, les patients traités par Cetuximab présentaient plus
de réaction cutanée (p<0.001), d’anorexie (p=0.05), de sepsis (p=0.02) et d’hypomagnésémie
(p=0.05) que sous PFU. Néanmoins il n’existait pas plus d’arrét de traitement (20%) di aux

effets secondaires dans le groupe Cetuximab par rapport au groupe chimiothérapie seul.

Il importe également de considérer 1’augmentation conséquente des colits de santé

qu’impliquent ces traitements pour seulement une partie de bons répondeurs®.

Ces ¢léments imposent de trouver des facteurs pronostics de réponse a ces traitements
afin de sélectionner les patients pouvant en tirer réellement un bénéfice et ceux pour lesquels
I’apport du Cetuximab n’implique qu’une augmentation des effets secondaires et des risques de

complications et de colit de santé.

5.2.4 Facteurs prédictifs de réponse ou de résistance au Cetuximab

Plusieurs facteurs ont déja été testés en ORL, principalement orientés sur 1’expression
de ’EGFR et de ses voies, sans pour autant avoir montré a ’heure actuelle de significativité

suffisante pour étre intégrés a la pratique courante.

5.2.4.1 Expression EGFR (IHC / copie de genes)

L’une des premieres hypotheses était que 1’expression de I’EGFR pouvait étre corrélée
a la réponse au Cetuximab. Celle-ci a donc ¢été évaluée sur les tumeurs des patients de I’étude
EXTREME. Il existait une tendance a une meilleure PFS et OS chez les patients ayant re¢u du
Cetuximab et présentant des scores élevés d’expression de I’EGFR en immunohistochimie mais
sans résultat significatif et avec un bénéfice médiocre. Les auteurs concluaient que 1’expression

de ’EGFR ne pouvait étre utilisée comme facteur prédictif de réponse au Cetuximab®’.

De méme, 1’augmentation du nombre de copies d’un gene (polysomie ou amplification

locale) semble indiquer une dépendance oncogénique importante. Les patients présentant ces
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anomalies vis-a-vis de I’EGFR pourraient donc étre plus sensibles aux anti-EGFR. Licitra et
al.”? ont ainsi étudié, sur la méme population, la corrélation entre le bénéfice de survie apporté
par le Cetuximab et nombre de copies de gene de ’EGFR en FISH. La encore, aucune

différence significative n’a pu étre retrouvée entre les groupes.

5.2.4.2 Mutation du récepteur EGFR

Dans les cancers du poumon non a petites cellules les mutations du récepteur EGFR ont
un rdle central dans 1’efficacité ou la résistance aux traitements. Les mutations activatrices au
niveau des codons 19 ou 21 sont les plus fréquentes et sont responsables de 1’activation
permanente de leur domaine TK ; ainsi les tumeurs arborant ces récepteurs présentent une treés
grande sensibilité aux inhibiteurs de tyrosine kinase”. Leur présence constituerait une contre-
indication théorique au Cetuximab, le blocage du récepteur survenant en amont de ces
domaines. Dans les cancers des VADS ces mutations ne sont retrouvées que de manicre
sporadique’®®®*. Les analyses exhaustives de codons 18 a 20 montrent d’ailleurs dans les cancers
ORL une grande conservation de ces domaines et leurs mutations sont trop rares pour que leur

recherche soit intégrée a la pratique courante®*>,

Par ailleurs, un polymorphisme de la partie extracellulaire du récepteur EGF, EGFRVIII,
principalement secondaire a des délétions acquises des exons 2-7, a également été rapporté dans
30 a 40% des glioblastomes. Ils aboutissent a une version tronquée du récepteur avec perte du
domaine extracellulaire. La fixation des anticorps monoclonaux anti-EGFR serait alors
impossible ce qui entrainerait une résistance au Cetuximab. Dans une vaste étude sur 638

1.96

carcinomes épidermoides des VADS, Katthri et al.”® n’ont pu mettre évidence que 2 cas de

mutation EGFRVIII (0,31%), excluant son intérét prédictif de sensibilité au traitement.

5.2.4.3 Mutation KRAS

Les mutations activatrices de RAS, tel que KRAS codon 12 et 13, sont I’un des facteurs
majeurs de résistance au Cetuximab dans les cancers du cdlon. 30 a 40% de ces tumeurs
présentent ces mutations rendant la recherche de ces anomalies systématiques avant d’initier un
traitement anti-EGFR.>’” En ORL cette mutation intéresserait moins de 5% des tumeurs®’-%%,
Ainsi, dans une série ¢tudiant la prévalence de ces mutations sur 197 patients traités par radio

chimiothérapie, seuls 3,5% présentaient une mutation KRAS codon 12 et aucun ne présentait de
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KRAS codon 13%7. Cette faible fréquence ne rend pas pertinente sa recherche en pratique

courante dans les carcinomes épidermoides des VADS.

Cependant il n’existe que peu de donnée a propos de I’incidence des mutations HRAS,
plus fréquentes que les mutations KRAS dans les carcinomes épidermoides des VADS, sur la
sensibilité¢ au Cetuximab en ORL. Elles ne représentent que 5 a 8% des tumeurs ORL mais ont

été désignées comme facteur de résistance au Cetuximab dans des études in vitro”®.

5.2.4.4 Mutation BRAF

De manicre identique les mutations BRAF sont rares dans les carcinomes épidermoides
ORL et ne participent pas de maniére active aux résistances aux anti-EGFR en ORL, tandis

qu’elles sont présentes dans 5 a 10% des cancers colo-rectaux>’28-31,

5.2.4.5 Altération de la voie PI3K /PTEN

Bien que des études in vitro suggerent un lien entre I’hypo-expression de PTEN et une
moins bonne réponse aux anti-EGFR dans les cancers colorectaux, cette association n’est pas

retrouvée dans des lignées de cellules tumorales ORL®.

En revanche, les résultats prometteurs d’inhibiteurs pi3K/mTOR, sur des tumeurs
résistantes au Cetuximab, semblent indiquer le role des mutations activatrices de PI3KCA dans
la résistance aux anti-EGFR'?, Il n’existe pas a I’heure actuelle de données suffisantes pour

une application clinique.

5.2.4.6 Variation KRAS LCS6 (rs61764370).

Une variation germinale de la partie non codante 3° UTR du géne KRAS, décrite pour la
premicre fois en 2008, est responsable d’un polymorphisme de la zone cible d’un micro ARN
(miR) Let- 7 sur le géne KRAS. Les miR sont de petits brins d’ARN non codant, interagissant
avec des ARN messagers (ARNm) afin de contrdler leur expression. Leur formation est
résumée dans la figure 14. Ils forment, avec des protéines Argonautes, des complexes RISC
(RNA-induced silencing complex) qui vont induire la répression, ou la dégradation de ’ARNm

ciblé par le miR'"!,

La variation KRAS LCS 6 bloque donc la fixation du complexe RISC-Let-7 par non
complémentarité des nucléotides entre miR let 7 et ARNm KRAS. Il s’agit d’un SNP, avec

30



remplacement d’une Thymine (All¢le TT = alléle sauvage) par une Guanine (Allele TG ou GG
= alléle variant)'%?. La fréquence de cette mutation serait d’environ 20% dans les carcinomes

épidermoides ORL!02-103,

nucleus
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Figure 14 : Formation des micro ARN :
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La perte de I’inhibition de la transcription par Let-7 serait donc responsable d’une hyper-

expression de KRAS dans la cellule, mais aussi d’une baisse de Let-7 lui-méme!?

. De plus
I’hyper expression de KRAS est associée a la prolifération tumorale dans les cancers des
VADS. On peut donc penser que ce gain de fonction du KRAS entraine une dépendance

carcinogene vis-a-vis de la voie EGFR -> RAS -> RAF -> MAPK.

L’hypothese est qu’une thérapeutique anti-EGFR serait ainsi plus efficace chez les
patients présentant cette variation par blocage de cette voie doublement suractivée
(hyperexpression de ’EGFR classique des cancers ORL, hyperexpression de KRAS). La
présence d’une variation KRAS LCS6 pourrait alors étre un facteur pronostic de réponse au
Cetuximab. A ce jour, seule une étude a observé ce gain de survie chez les patients

métastatiques ou localement avancés pour des carcinomes épidermoides ORL, et ce sur une tres
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faible population (26 patients traités par Cetuximab dont seulement 7 variants)'®. Les auteurs
concluaient que :
- Il existait une différence significative de survie sans progression dans le groupe KRAS
variant entre les patients bénéficiant d’un traitement par Cetuximab et ceux n’en
bénéficiant pas ;
- Cette différence n’existait pas dans le groupe KRAS non-variant ;
- Il existait une différence de survie significative entre variant et non-variant quel que soit
le traitement recu.

Ces résultats nécessitent d’étre confirmés et approfondis sur une cohorte plus importante.

6 PROBLEMATIQUE

En résumé, les carcinomes épidermoides des VADS sont des cancers de mauvais
pronostic. La survie des patients métastatiques ou présentant une évolutivité locorégionale ne
relevant pas d’un traitement curatif est faible. L apport récent des thérapies ciblées, basées sur
les connaissances de la biologie des cancers, a permis d’accroitre modérément le pronostic de
ces patients. Néanmoins, les études présentant ces bénéfices sont toutes réalisées sur patients
sélectionnés, en bon état général et avec peu de comorbidités, ce qui est parfois bien loin des
réalités de la pratique courante. Il est donc nécessaire de confirmer le bénéfice potentiel du
protocole PFUCx sur cohorte non-sélectionnée. En outre, seule une partie des patients semble
répondre au Cetuximab et cela au prix de plus d’effets secondaires et d’un coilit de santé
conséquent, ce qui rend nécessaire le développement de marqueurs prédictifs de réponse aux
anti-EGFR. Des études suggerent que la présence d’un KRAS LCS6 variant pourrait étre 1’'un

de ces marqueurs, ces résultats doivent toutefois étre vérifiés sur une plus large population.
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PATIENTS ET METHODES

1 PATIENTS

Les dossiers de I’ensemble des patients traités par Sel de Platine + SFU +/- Cetuximab
au Centre Henri Becquerel, entre 2005 et 2014, pour un carcinome épidermoide (CE) des VADS
en 1°° ligne métastatique ou localement avancé ne relevant pas d’un traitement curatif ont été

examingés.

L’inclusion s’est faite en fonction du traitement effectivement regu (analyse per-
protocole) afin d’étudier la réponse différentielle au Cetuximab en cas de variant ; aussi les
patients n’ayant pas recu 2 cures de chimiothérapie complétes ont été¢ exclus, ainsi que ceux
pour lesquels les prélévements anatomopathologiques étaient indisponibles, ou ceux pour qui

un consentement a 1’utilisation du matériel archivé n’était pas disponible.

Cette étude a été validée par le Comité d’Ethique Institutionnel du Centre Henri

Becquerel (n° 1605B).

2 OBJECTIFS
2.1 Objectif principal

L’objectif principal était de comparer le bénéfice de survie globale aprés adjonction
d’un traitement anti-EGFR (Cetuximab) chez les patients présentant un KRAS LCS6 variant
par rapport a ceux présentant un KRAS non-variant dans une cohorte de patients présentant un
carcinome ¢épidermoide des VADS avancé loco-régionalement et inopérable, ou métastatique,

en premiere ligne de chimiothérapie.

2.2 Objectifs secondaires

Les objectifs secondaires étaient de comparer le bénéfice en survie sans progression
apres adjonction de Cetuximab entre les patients présentant un KRAS variant et KRAS non
variant ; d’étudier 1’apport du Cetuximab associ¢ a une poly-chimiothérapie dans une
population non-sélectionnée en termes de survie sans progression et de survie globale ; de

déterminer I’incidence de la mutation KRAS LCS 6 variant et son caractére pronostic.
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3 CRITERE D’)EVALUATION

3.1 Critere d’évaluation principal

La survie globale était définie comme la durée entre le début de la 1°° cure de

chimiothérapie et la date de déces ou de dernicre nouvelle.

3.2 Critéres d’évaluations secondaires

La survie sans progression ¢était définie comme la durée entre le début de la 1¢re cure et
la date de diagnostic de progression locale ou loco-régionale ou métastatique, de manicre

clinique ou radiologique ou, en I’absence de celle-ci, la date des dernieres nouvelles.

4 RECUEILS DE DONNEES

Pour chacun des dossiers étaient recueillis les éléments suivants :

» Concernant le patient :
o Nom, prénom, sexe, date de naissance, lieu de la prise en charge initiale afin de
récupérer les prélévements anatomopathologiques ;
o L’antécédent d’intoxication alcoolo-tabagique et le cas échéant le sevrage de
celui-ci ;
o Les comorbidités avec calcul du score de comorbidités de Charlson au moment
du diagnostic de maladie métastatique ou localement avancée ;

o Les antécédents néoplasiques du patient.

» Concernant la pathologie initiale :
o L’age au moment du diagnostic initial ;
o Lalocalisation ;
o Le stade TNM initial et le score AJCC ;
o Le cas échéant, les traitements regus avant 1’évolution métastatique :
=  Chirurgie ;
= Radiothérapie : post-opératoire ou non ;

=  Chimiothérapie ou thérapie ciblée.
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» Concernant la prise en charge palliative :

o La nature métastatique, ou localement avancée (tumorale ou ganglionnaire) de
la pathologie ;

o L’age au moment du diagnostic ;

o L’indice de performance OMS et le dosage de 1’albumine (g/L) lors de la
consultation oncologique initiale ;

o La date de début de la chimiothérapie ;

o Traitement par Sels de platine + SFluoroUracile (5FU) seuls ou associés au
Cetuximab ;

o Réalisation ou non d’un entretien par Cetuximab ;

o Date de progression, de déces ou des dernicres nouvelles.

5 ANALYSES MOLECULAIRES

5.1 Sélection des échantillons et extraction d’ADN

Pour chaque patient, les prélévements anatomopathologiques ont ét¢ sélectionnés sur
compte-rendu anatomopathologique, en provenance du Centre Henri Becquerel (Dr J.-M.
Picquenot), du CHU de Rouen (Dr A. Francois) et des cabinets d’ Anatomo-cytopathologie
libéraux. Sous réserve de disponibilité des prélévements, deux lames histologiques ont été
sélectionnées par un anatomo-pathologiste sénior pour chaque patient : 'une comprenant au
moins 50% de cellules tumorales, I’autre comprenant uniquement du tissu sain. Les blocs
paraffinés correspondants ont été désarchivés puis coupés par tranche de 10u avant dissolution
de la paraffine avec le kit Maxwell® 16 FFPE Plus LEV DNA Purification Kit pendant 12h a
70°C pour extraction de I’ADN et purification automatique sur extracteur ADN ARN Maxwell
16 ® (Ref AS2000) Promega®. La présence d’ADN double-brin et la pureté des prélévements
extraits ont été contrdlés par spectrophotométrie sur Thermo Scientific™ NanoDrop™ One
Spectrophotometers. Des coupes supplémentaires ont été réalisées sur les blocs tumoraux afin

d’analyser I’expression de p16 au sein des tumeurs et leur statut HPV.

5.2 Analyses des variants KRAS

A partir des ADN extraits, un pyroséquengage comportant une PCR premiere puis une

réaction de séquence a été réalisés au sein de I'unité INSERM U 918 (Pr Jardin).
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5.2.1 PCR d’amplification

Les techniques de PCR ont été réalisées avec adjonction de GoldStar® Mix kit
Eurogentec® a 1’aide d’un thermocycleur Eppendorf Mastercycler® sur une région de 146
paires de bases correspondant a la région 3’UTR du gene codant pour KRAS et cible du
microARN Let7 (rs61764370).

Les deux amorces centrées sur la région d’intérét étaient pour le primer Forward
biotinyl¢ (FBiot) : GTCTCGAACTCCTGACCTCA et pour le primer Reverse (R):
TGGTGACTGGCATCTGGTAG. (Figure 15)

¥ TCCTGAGTAGCTGGGATTACAGGCGTGTGCCACTACACTCAACTAATTTTTGTATTTTTA

GGAGAGACGGGGTTTCACCCTGTTGGCCAGGCTGGTCTCGAACTCCTGACCTCAAGTGAT
FBiot >>>>>>

TCACCCACCTTGGCCTCATAAACCTGTTTTGCAGAACTCATTTATTCAGCAAATATTTAT

TGAGTGCCTACCAGATGCCAGTCACCACACAAGGCACTGGGTATATGGTATCCCCAAACA
<<<<<< R

AGAGACATAATCCCGGTCCTTAGGTAGTGCTAGTGTGGTCTGTAATATCTTACTAAGGCC

F Primer : B)-GTCTCGAACTCCTGACCTCA
R Primer : TGGTGACTGGCATCTGGTAG

Figure 15 : Séquence des amorces Reverse et Forward ciblant la région d’intérét du la partie 3'UTR du géne KRAS

Les cycles de PCR comprenaient :

» Une phase de dénaturation initiale de 10 minutes a 94°C ;
» Puis 34 cycles associant :

o une phase de dénaturation de 1 minute a 94°C,

o une phase d’appariement de 1 minute a 60°C,

o puis une phase d’¢longation de 90 secondes a 72°C ;

» Une phase d’¢élongation terminale de 10 minutes a 72°C.

La spécificit¢ des produits d’amplification par PCR a ensuite €été confirmée par

¢lectrophorese sur gel d’Agarose avec témoin permettant de confirmer la présence de fragment

d’ADN double brin de 146pb et révélé par Gel-Red.
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5.2.2 Réaction de séquence

Pour le séquencgage de la région d’intérét et la recherche de la variation KRAS 3’UTR
LCS6, nous avons choisi d’utiliser une technique de pyro-séquencage. Il s’agit d’une technique
rapide permettant le séquencage ciblé d’un court fragment d’ADN, et d’autant plus facile a
réaliser que la séquence et la mutation attendue est connue. Elle est donc particuliérement
efficace lors de la recherche d’un SNP. Elle se décompose en plusieurs étapes : dénaturation et
séparation en ADN simple brin, fusion avec une amorce de séquencage complémentaire au brin
biotinylé permettant, aprés purification, de ne garder que les brins d’ADN sens biotinylé

hybridé a I’amorce.

Par la suite les brins sont mis en contact d’une Taq-polymérase, chaque nucléotide est
alors ajouté dans le milieu réactionnel un par un dans ’ordre attendu. Si celui-ci est
complémentaire au brin en cours d’élongation, il est intégré par la polymérase, ce qui va libérer
un Pyrophosphate rapidement catalysé en ATP qui sera utilisé par une luciférase pour envoyer
un signal lumineux. L’intensit¢é du signal lumineux capté par le pyroséquenceur est
proportionnelle au nombre de nucléotides intégrés. La réponse se fait sous forme de pic, appelé

pyrogramme. (Figure 16)

ADN - B
polymérase

3 CGTCC6GAGAGGCAAGTTC 5
TTT T T I I T T T T TT T I T TTTT

T T sulfurylase
apyrase ATP . ‘ \

X luciférase - || | [
XxX {j}§ IO W

A lumiere

Figure 16 : A : Principe du pyroséquengage d’aprés M. Falque 2011; B : Pyrogramme d'un patient KRAS Sauvage ;
C : Pyrogramme d'un patient KRAS LCS6 variant

Le séquencage a donc ¢été réalisé grice a [D'amorce de séquencage :
ACAGGTTTATGAGGCCAAGG (Figure :17), et sur Pyromark Q24® (QIAGEN®) a I’aide
des kits PyroMark Q24 Gold Q24 Reagents ® (QUIAGEN®).
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> TCCTGAGTAGCTGGGATTACAGGCGTGTGCCACTACACTCAACTAATTTTTGTATTTTTA

GGAGAGACGGGGTTTCACCCTGTTGGCCAGGCTGGTCTCGAACTCCTGACCTCAAGTGAT
FBiot >>>>>>

TCACCCA! ( ’ IGTTTTGCAGAACTCATTTATTCAGCAAATATTTAT
<<<<<< Seq

TGAGTGCCTACCAGATGCCAGTCACCACACAAGGCACTGGGTATATGGTATCCCCAAACA
<<<<<< R

AGAGACATAATCCCGGTCCTTAGGTAGTGCTAGTGTGGTCTGTAATATCTTACTAAGGCC

F Primer (Fbiot): (B-GTCTCGAACTCCTGACCTCA
R Primer (R) : TGGTGACTGGCATCTGGTAG
Amorce de Séquencgage (Seq): ACAGGTTTATGAGGCCAAGG

Figure 17 : Amorce de séquencage (en vert) a proximité de la zone de la mutation recherchée (en bleu).

6 STATISTIQUE :

Un calcul du nombre de sujets nécessaires a inclure a été réalis€é par M. Michaél
Bubenheim (service de biostatistique et méthodologie du CHU de Rouen). Ainsi, avec une
fréquence de variant attendue entre 15 et 20% pour un HR a 1,75 avec probabilité de survenue
a 50%, 1l était nécessaire d’obtenir deux groupes de patients de 49 patients chacun minimum.
Avec la perte de matériel cellulaire et génétique attendu, le nombre de patients a inclure a été

estimé a 70 patients dans les deux groupes soit 140 patients.

L’ensemble des analyses statistiques a ensuite été réalisé a I’aide du logiciel MedCalc

Software ©v12.1.4.0.

Les courbes de survie ont été réalisées par la méthode de Kaplan Meier et comparées
par le test du Log-Rank. Les variables qualitatives ont été¢ comparées a 1’aide du test du Chi? et

les variables quantitatives par test t de Student.

Les moyennes ont été présentées sous la forme « moyenne [Intervalle de confiance a

95% (IC95)] » et les médianes sous la forme : « médiane [valeur basse — valeur haute] ».

Le seuil de significativité était p<0.05.
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RESULTATS

1 DESCRIPTION GENERALE DE LA POPULATION DE I’ETUDE

134 patients, présentant un carcinome épidermoide des VADS, ont été inclus. 84%
d’entre eux étaient de sexe masculin. La quasi-totalité des patients présentaient une intoxication

alcoolo-tabagique.

1.1 Lésions initiales

L’age moyen au moment du diagnostic initial était de 55 ans [54,2 — 56,9]. Les
localisations tumorales initiales et leurs stades au moment du diagnostic sont résumés dans la
figure 18 et 19. Trois patients présentaient une double localisation associant une Iésion

hypopharyngée a une lésion oropharyngée, buccale ou cesophagienne.

M Cavité buccale

M Oropharynx

i Hypopharynx

M Larynx

i Adénopathie sans porte
d'entrée

Figure 18 Localisation des lésions initiales dans la population totale de [ ’étude

% TNM
AJCC 1
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M Stade | €0

M Stade |l
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40

M Stade IVa
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i Stade IVb
20

M Stade IVc

T N M
LR LD LE ENO WN1 ®N2a
WT4a mT4b mTX mN2b BN2c BN3 MO gl

Figure 19 : Stades tumoraux initiaux dans la population totale de |’étude

39




La répartition des traitements regus pour la tumeur initiale est résumée dans la figure
20. 25% des patients n’ont pas eu de traitement de la phase localisée et ont bénéficié directement
d’une chimiothérapie a visée palliative. Concernant la chimiothérapie d’induction, 8 patients
(6%) ont bénéfici¢ de chimiothérapie néo-adjuvante, 4 par TPF et 4 par PFU. Pour 8 patients,
la potentialisation de la radiothérapie a été faite par Cetuximab. Trois d’entre eux ont bénéfici¢

d’association de Sel de platine + S5FU seul lors de la prise en charge palliative.

M Chirurgie seule

M Chirurgie + radiothérapie post
opératoire

i Chirurgie + radiochimiothérapie
post opératoire

M Radiothérapie exlusive

i Radiochimiothérapie

4% i Chimiothérapie d'emblée

Figure 20 : Traitement recu concernant la lésion initiale dans la population totale de ['étude.

1.2 Prise en charge palliative

20 % des patients ont présenté une évolutivité locorégionale ne pouvant relever d’un
traitement curatif et 80% des patients ont présenté une évolution métastatique. Parmi eux 86 %
présentaient des localisations secondaires pulmonaires, 14 % osseuses, 12% hépatiques et 4%
autres (cutanée, thyroidienne et axillaire). L’age moyen au moment de la prise en charge
palliative était de 56,5 ans [55,2 — 57,9]. La médiane de survie globale était de 9,5 mois [1,6 -

44] et de survie sans progression de 5 mois [1,5 — 32,2].

56% (75) des patients ont pu bénéficier d’un traitement associant Sel de Platine — SFU
— Cetuximab (Groupe Cx+) tandis que 44% (59) des patients ont bénéficié de I’association Sel
de Platine — SFU (Groupe Cx -). Deux patients ayant présenté une réaction allergique au

Cetuximab ont été inclus dans le groupe Cx-.

Les caractéristiques des groupes Cx+ et Cx- sont présentées dans le tableau 2. L’année
médiane d’inclusion du groupe Cx- était 2007 [2004 -2014] et 2012 [2009 - 2014] pour le
groupe Cx+. Il existait une tendance a plus de localisations initiales oropharyngées dans le
groupe Cx+ (40 vs 23% p=0,07). De méme les patients du groupe Cx+ étaient significativement
plus agés (57,9 [56,3 — 59,5] vs 54,8 [52,7 — 56,8] p=0,02 au moment de la prise en charge

palliative). Le groupe Cx + présentait [égerement plus de comorbidités (score de Charlson a 7
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RESULTATS

[6,6 -7,4] vs 6,3 [5,7 — 6,9] ; p=0,05). Les données sur I’expression de pl6 ne sont pas encore

disponibles.
Cx + Cx- Significativité,
56% (n=75) 44% (n=59) p
Masculin 85% 83% n.s.
Age moyen au diagnostic initial 56,7 [55,1—-58,4] 54 [52 -56,1] 0,04
Intoxication Tabagique 97% 97% n.s.
Intoxication Alcoolique 87% 95% n.s.
Sevrage Tabac 41 % 30% n.s.
Sevrage Alcool 46% 36% n.s.
Localisation initiale :
Cavité buccale 26% 31% n.s.
Oropharynx 40% 24 % 0,07
Hypopharynx 23% 35% n.s.
Larynx 4% 5.08 % n.s.
ADP sans PE 8% 6.78% n.s.
Stade AJCC | 0 0
] 4% 7% n.s.
n 8% 8% n.s.
IVa 51% 49% n.s.
IVb 13% 15% n.s.
IVc 24% 20% n.s.
Traitement antérieur :
CT néo-adjuvante 8% 3% n.s.
Chirurgie 1% 5% n.s.
Chirurgie + RT po 17% 24% n.s.
Chirurgie + RTCT po 36% 24% n.s.
RT 4% 5% n.s.
RTCT 15% 20% n.s.
Chimiothérapie d’emblée 27% 22% n.s.
Age moyen début de PEC palliative 57,9 [56,3 —59,5] 54,8 [52,7 — 56,8] 0,02
Cause chimiothérapie palliative :
Evolution LR non curative 16% 25% n.s.
Evolution métastatique 56% 49% n.s.
Evolution LR et métastatique 28% 25% n.s.
Stade OMS
OMS: 0 21% 20% n.s.
OMS: 1 51% 47% n.s.
OoMS: 2 25% 27% n.s.
OMS: 3 3% 5% n.s.
Score de Charlson (moyenne) 7 (6,6 -7,4] 6,3 [5,7-6,9] 0,05
Taux d’albumine (moyenne) 41,2 [40,4 —42] 40 [38,8 - 41,2] 0,09
Cause d’échec du traitement (n=74) :
Evolution LR 28% 19% n.s.
Evolution Méta 41 % 40% n.s.
Evolution Méta et LR 18% 26% n.s.
Déces 14 % 16% n.s.

Tableau 2 : Caractéristiques déemographiques et tumorales des patients ayant recu du Cetuximab en association a une poly
chimiothérapie (groupe Cx+) et les patients ayant re¢u une poly chimiothérapie seule (groupe Cx-). CT : chimiothérapie. RT :
Radiothérapie. RTCT : radiochimiothérapie. Po : post opératoire. LR : Loco-régionale.
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En raison de la disponibilité¢ des échantillons histologiques, le génotype variant ou

sauvage a pu étre testé chez 111 des 132 patients (84%).

2 DESCRIPTION DE LA POPULATION AYANT BENEFICIE DES
ANALYSES GENOTYPIQUES (n=111)

Un seul échec de la technique d’analyse génomique a été observé. Les résultats sont
donc présentés pour les 110 autres patients. La prévalence de la variation KRAS LCS6 était de
25%. Les caractéristiques des patients présentant un KRAS variant (groupe KRAS LCS6) ou

sauvage (groupe KRAS Sauvage) sont résumées dans le tableau 3.

Il existait plus de patients avec un stade AJCC initial IVc dans le groupe KRAS LCS6 ;
ce résultat était a la limite de la significativité : 37% vs 18% (p=0,07). Cette différence se faisait
au dépend du stade 1Va (33% vs 54% ; p = 0,09). Néanmoins il n’existait pas de différence

significative concernant les stades T et N du score TNM.

Concernant le traitement par Cetuximab, 17 patients (63%) présentant un génotype
KRAS LCS6 ont bénéficié d’une chimiothérapie palliative avec Cetuximab ainsi que 75,5%
des patients du groupe KRAS Sauvage (p=0,07). Parmi eux, respectivement 47% et 43% des

patients, ont présenté des réactions cutanées de grade 2 ou 3 (p=0,9).

Il n’existait pas d’autre différence significative entre ces deux groupes.

3  OBJECTIF PRINCIPAL ET SURVIE SELON LE GENOTYPE

Il n’existait pas de différence de survie entre les groupes KRAS variant et KRAS

Sauvage en termes de survie globale ou de survie sans progression (Tableau 3 et figure 21).

KRAS LCS6 (n=27) KRAS Sauvage (n=83) Hazard Ratio [IC95]  Valeur de p
Médiane SG 10,7 [3 - 38,5] 9,4[1,6-44,1] 0,9[0,6—1,4] 0.6

Médiane SSP 6,1 [1,5-19,2] 4,8 [1,5-32,2] 0,9[0,6 —1,4] 0,7
Tableau 4 : Survie globale (SG) et survie sans progression (SSP) en fonction du génotype KRAS variant ou sauvage

Chez les patients ayant bénéfici¢ d’un traitement par Cetuximab, la présence d’une
variation KRAS LCS6 n’était pas prédictive de réponse au traitement en survie globale (HR =

0.9 [0,5—1,5] ; p=0,5) ou en survie sans progression (Figure 21).

Il n’existait pas de différence de survie globale entre les groupes KRAS LCS6/Cx+,
KRAS Sauvage/ Cx+, KRAS LCS6/ Cx-, KRAS Sauvage/ Cx- ; cependant il existait entre ces
groupes une différence de survie sans progression en faveur des patients exposés au Cetuximab
(p=0,04). (Figure 21)
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RESULTATS

KRAS LCS6 KRAS Sauvage Significativité,
25% (n=27) 75% (n=83) p
Masculin 74% 86% n.s.
Age moyen au diagnostic initial 54.4 [51.7 - 57.2] 55.9 [54.0 - 57.7] n.s.
Intoxication Tabagique 100% 96% n.s
Intoxication Alcoolique 81% 92 % n.s
Sevrage Tabac 48% 30% n.s
Sevrage Alcool 44% 34% n.s
Localisation initiale :
Cavité buccale 30% 31% n.s.
Oropharynx 33% 34% n.s.
Hypopharynx 30% 25% n.s.
Larynx 0% 4% n.s.
ADP sans PE 11% 6% n.s.
Stade AJCCI 0% 0%
1} 4% 6% n.s.
1} 7% 8% n.s.
IVa 33% 54% 0.09
IVb 19% 13% n.s.
IVc 37% 18% 0.07
Traitement antérieur :
CT néo-adjuvante 11% 5% n.s.
Chirurgie 7% 1% n.s.
Chirurgie + RT po 14% 22% n.s.
Chirurgie + RTCT po 30% 31% n.s.
RT 0 6% n.s.
RTCT 11% 19% n.s.
Chimiothérapie d’emblée 37% 20% 0.1
Age moyen début de PEC palliative 55.6 [52.7-58.39] 56.9[55.1-58.6] n.s.
Cause chimiothérapie palliative :
Evolution LR non curative 22% 17% n.s.
Evolution métastatique 63 % 51% n.s.
Evolution LR et métastatique 15% 33% 0.1
Stade OMS
OMS: 0 15% 17% n.s.
OMS: 1 59% 47% n.s.
OMS: 2 26% 30% n.s.
OMS: 3 0% 6% n.s.
Score de Charlson (moyenne) 6,4 [5,7-7,1] 6,9 [6,4—-7,3] n.s.
Taux d’albumine (moyenne) 41 (39,7 —42,3] 40,3 [39,4-41,2] n.s.
Traitement par Cetuximab 63% 57% n.s.
Eruption cutanée grade 2-3 chez les 47% (n=8/17) 43% (n=20/47) n.s.
patients traités par Cetuximab
Cause d’échec du traitement :
Evolution LR 26% 20% n.s.
Evolution Métastatique 26% 46% 0.1
Evolution Métastatique et LR  33% 19% n.s.
Déces 15% 14% n.s.

Tableau 3 : Caracteéristiques démographiques et tumorales des patients présentant un KRAS variant LCS6 (KRAS LCS6) et les
patients présentant un KRAS non-variant (KRAS Sauvage). CT: chimiothérapie. RT : Radiothérapie. RTCT :
radiochimiothérapie. Po : post opératoire. LR : Loco-régionale.
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Figure 21 : Survie globale et sans progression selon le génotype et le traitement re¢u
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4 SURVIE SELON LE TRAITEMENT RECU

Les analyses de survie selon le traitement regu ont été réalisées sur I’ensemble de la

population de 1’étude (n=134).

La médiane de survie sans progression était de 6,1 mois [1,5 — 32,2] dans le groupe Cx+
et de 4,4 mois [1,6 — 26,5] dans le groupe Cx - (HR 0.68 IC95 [0,5 - 0,97], p=0,02). (Figure 22)
Concernant la survie globale, elle était de 11,1 mois [1,6 — 38,6] dans le groupe Cx+ et 9,1 mois

[2,3 —44,1] dans le groupe Cx- (HR 0,8 1C95 [0,6 — 1,1] ; p=0,2). (Figure 22)

Parmi les patients ayant recu du Cetuximab, la survie sans progression ¢était
significativement meilleure chez les patients présentant une réaction cutanée de grade 2 ou 3
(HR 0,6 IC95 [0,4 — 0,9] p=0,008). 11 existait une tendance a I’amélioration de la survie globale
pour le groupe Cx + (HR 0,7 IC95 [0,4 — 1,1] p =0,1). (Figure 22)

En analyse en sous-groupe chez les patients OMS 0-1, il n’existait pas de différence
significative de SG entre les groupes Cx + et Cx- (p=0,6) tandis que celle-ci était a la limite de
la significativité dans le sous-groupe OMS 2-3 avec une SG de 7 mois [2,3 — 19,6] pour le
groupe Cx- et de 10,2 mois [1,8 —37,4] pour le groupe Cx + (HR 0,06 IC95 [0,3 —1,1] ; p=0,06].
En termes de survie sans progression il n’existait pas de différence significative au sein de ces
sous-groupes mais une tendance a I’amélioration de la PFS par le Cetuximab dans le sous-

groupe OMS 0-1 (p=0,1). (Tableau 5)

5 AUTRES RESULTATS

Les différences de survie en fonction de 1’age et du statut OMS sont rapportées dans le

tableau 5
Médiane de SSP Hazard Ratio[IC95] Médiane de SG Hazard Ratio

Selon statut OMS

OMS 0-1 (n=94) 5[1,5-26,5] ! [O'Zo_ 91'5] 11,2 [1,6 - 44,1] 1,43 £0690-62,2]

OMS 2-3 (n=40) 5,2 [1,5 - 32,2] =5 8,8 [1,8-37,3] p=5
Selon I'age

< 55 ans (n=64) 4,5[1,5-21,3] 08 [O'fo 31'2]4 9,5 [1,6 — 44,2] 0,94 [0;%672 1,34]

> 55 ans (n=70) 6,2 [1,5-32,2] P=5 11[2,1-37,4] =5
Sous-Groupe OMS 0-1

Groupe Cx + (n=54) | 6,7 [1,5—22,9] 0.7 [OLZ 0 L1 11,3 [1,6 - 38,6] b [OL% 61'4]

Groupe Cx - (n=40) | 4,4 [1,7 - 26,5] P=5 10,8 [2,5 - 44,1] P=5
Sous-Groupe OMS 2-3

Groupe Cx + (n=21) 5,2[1,5-32,2] 0,6 [Oj’) 5 1.2] 10,2 [1,8 —37,4] 0,6 [(ig 06111]

Groupe Cx - (n=19) | 5,5 [1,6 — 13,2] P=5, 72,3 - 19,6] P=5,

Tableau 5 : Médiane de survie sans progression (SSP) et de survie globale (SG) selon l'dge, le statut OMS et,
dans les sous-groupes OMS 0-1 et 2-3, selon le traitement reg¢u. Cx : Cetuximab.
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Figure 22: Survie globale et sans progression dans la population totale de I'étude selon le traitement recgu, la

toxicité cutanée liee au Cetuximab et le statut OMS
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DISCUSSION

1 CARACTERISTIQUES DE LA POPULATION

Cette étude, rétrospective et comparative sur cohorte historique, a inclus 134 patients
présentant un carcinome épidermoide des VADS métastatique ou récurrent et traité par
chimiothérapie a visée palliative. Les caractéristiques démographiques étaient comparables a
celles décrites dans la littérature pour ce type de population®. Etaient ainsi retrouvés la forte
prédominance de patients masculins (84%), 1’age moyen de 55 ans, et I'importance de

I’intoxication alcoolo-tabagique.

L hétérogénéité constatée sur les localisations tumorales et la plus forte représentation
des Iésions oropharyngées dans le groupe Cx+ par rapport au groupe Cx- peut s’expliquer par
les changements démographiques et I’accroissement du nombre de carcinomes épidermoides
de I’oropharynx observé au niveau mondial®. A notre échelle, cette étude dont le groupe Cx +
a une médiane d’inclusion en 2012 pour une médiane en 2007 pour le groupe Cx-, témoigne de

cette évolution.

Les autres caractéristiques (stades des tumeurs initiales, localisations des métastases,
traitements antérieurs) correspondent aux données de la littérature®!'?. On notera aussi que pres
du tiers de la population présentait un stade OMS de 2-3 tandis que les études randomisées
excluent, pour la plupart, ces patients'”’>*7>, Comme attendu, leur survie globale était plus
altérée par rapport a ceux en bon état général (HR 1,43 IC95 [0,9 - 2,2] p= 0,06) et cela sans
différence de survie sans progression (HR 1 1C95 [0,7 — 1,5] p=0,9).

La présence de la variation génotypique n’était pas associée a une modification de la
survie globale (p=0,6) ou de la survie sans progression (p=0,7). De méme, la présence du
génotype KRAS LCS6 variant n’était pas prédictive de la réponse au Cetuximab, que ce soit en
survie globale (p=0,6) ou en survie sans progression (p=0,9), résultat ¢galement retrouvé en

analysant les quatre groupes selon le génotype et le traitement regu.

En revanche les patients traités par Cetuximab avaient une survie significativement
meilleure en termes de survie sans progression (p=0,02), avec une tendance a 1’amélioration de

la survie globale.
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2 LIMITES DE I’ETUDE

Outre les biais inhérents aux études rétrospectives, une certaine hétérogénéité au sein
des groupes Cx + et Cx- peut limiter I’interprétation de nos résultats. Le groupe Cx + était ainsi
légérement plus agé au moment du diagnostic initial (56.7 vs 54 ; p=0,04) et de la prise en
charge palliative (57,9 vs 54,8 ; p=0,02). De méme, le score de comorbidités de Charlson était
légérement plus élevé dans le groupe Cx+ (p=0,05). Il faut noter que les données concernant
les antécédents et comorbidités des patients et sur le sevrage tabagique et cenolique ont été les
plus difficiles a extraire des dossiers, notamment pour les plus anciens d’entre eux (groupe Cx),

ce qui peut avoir accru artificiellement la différence observée concernant le score de Charlson.

L’importance des localisations oropharyngées dans le groupe Cx+ peut entrainer un
biais dans les comparaisons de survie. En effet, nous avons vu I’incidence des cancers viro-
induits dans les carcinomes oropharyngés et leur profil de survie spécifique. Bien que les
analyses soient en cours, nous ne disposons pas actuellement des conclusions des analyses
immuno-histochimiques sur I’expression de p16, mais ils seront indispensables pour conforter
nos résultats en analyses multivariées. Il est néanmoins probable que ce biais demeure limité :
premicrement, la prévalence de cancers HPV induits n’est pas prédominante dans notre région ;
secondairement la quasi-totalité¢ des patients présentaient une intoxication alcoolo-tabagique.
Or, chez les patients HPV+, ’intoxication tabagique est le second facteur pronostic de survie,

celle-ci étant fortement grevée dés que I’intoxication dépasse 10 Paquets-années'*.

Pour finir il s’agit d’une étude per-protocole et les patients n’ayant pas re¢u au moins 2
cures de chimiothérapie ont été exclus, ce qui peut biaiser les bénéfices a attendre de la
chimiothérapie puisque les patients ayant présenté une mauvaise tolérance ou une poursuite

évolutive tumorale lors du premier cycle de chimiothérapie ont été exclus.

3  ROLE DE LA VARIATION KRAS LCS6.

3.1 Analyse génétique et fréquence de la variation

La recherche de la variation KRAS LCS6 par extraction d’ADN sur paraffine et
pyroséquencage s’est révélée une technique fiable, efficace et rapide. Sur I’ensemble des
analyses réalisées, seule une a été un échec par manque de matériel génétique au niveau du

prélévement utilisé. Le délai d’obtention des résultats, avec des manipulations réalisables en
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24h et comprenant une nuit de digestion des coupes paraffinées, est raisonnable dans 1’optique
d’une analyse réalisée en pratique courante lors des analyses anatomo-pathologiques des

biopsies ou piéces opératoires.

La fréquence de KRAS LCS6 variant retrouvée dans cette cohorte (25%) correspond a
celle décrite dans la littérature. Celle-ci varie de 10%'%® a 30%'%7 et est proche de 20% dans la

majorité des études et notamment dans les localisations ORL!03-104:108,

3.2 Effet de la variation KRAS LCS6

Depuis sa description en 2008 comme facteur de risque de cancer du poumon non a
petites cellules par Chin et al.!” la variation KRAS LCS6 a fait I’objet d’analyses
contradictoires. Etudiés dans différentes localisations (colon, ovaire, sein, VADS, poumon,
vésicule biliaire), trois éléments sont discutés : son statut de facteur de risque de cancer, de

facteur pronostic et de biomarqueur prédictif de réponse au traitement.

3.2.1 Un facteur de risque de cancer ?

Plusieurs auteurs ont suggéré le role de KRAS LCS6 variant comme facteur de risque

de cancer. Ainsi, dans le sein, Paranjape et al.'”

retrouvaient sur plus de 1000 patientes, en
analyses multivariées en sous-groupe, une association entre la présence de la variation et le

risque de cancer du sein triple négatif en pré ménopause (OR 2,3 1C95[1,3 — 4,2] ; p=0,007).

1 110 1 102

Ratner et al.”"” présentaient des résultats similaires dans le cancer de 1’ovaire et Chin et a

dans les cancers du poumon, ou encore dans les cancers de la vésicule biliaire!!!,

En contradiction avec ces conclusions, plusieurs publications exposaient des résultats
opposés dans les cancers du sein, de 1’ovaire et du poumon.''*!"® Dans les cancers du colon,
Dai et al.'%” ne retrouvaient pas d’association avec le KRAS LCS6 chez 430 cas et 430 sujets
controles, tout comme Christensen et al.!® dans les cancers des VADS chez plus de 1000

patients (OR 1,3 IC95 [0,9 — 1,8] ns).

Afin d’augmenter la puissance de ces études, parfois réalisées sur un petit nombre de
patients deux méta-analyses ont été réalisées en 2014 ' et 2016'!>. Aucune association entre
la présence de la variation et le risque de cancer n’a pu étre €tablie, toutes localisations
confondues et chaque localisation indépendamment. Les résultats détaillés sont présentés dans

le tableau 6.
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Auteur / Date / n Localisation tumorale OR [1C95]

Ying et al. Total 1,06 [0,97 — 1,15]
2014 Ovaire 1,06 [0,95 - 1,19]

Sein 0,99 [0,83 -1,19]
n = 14796 cas Colorectal 1,13 [0,83 —1,54]
+ 147985 contrdles Poumon 0,93 [0,6 — 1,43]
Zhang et al. Total 1,05[0,97 —1,14]
2016 1% Ovaire 1,06 0,96 - 1,19]

Sein 1,05[0,97 - 1,13]
n= 14936 cas Colorectal 1,13[0,84 -1,22]
+ 14168 contrbles Poumon 0,93 0,6 — 1,43]

VADS 1,17 [0,5-1,52]

Tableau 6 : Résultats des méta-analyses sur KRAS LCS6 variant et risque de cancer, toutes localisations confondues et par
localisation. VADS : voies aérodigestives supérieures. OR : Odds-Ratio. IC95 : intervalle de confiance a 95%.

Mais si le génotype rs61764370 ne semble pas li¢é a I’initiation du processus de

cancérogénese, peut-étre est-il 1ié a la progression tumorale.

3.2.2 Un facteur pronostic ?

De maniere semblable le caractere pronostic de la variation est sujet a débat : 1a ou Smits

et al.'!®

voient un facteur de bon pronostic dans les stades précoces de cancers colorectaux
(n=409), Graziano et al.''” la décrivent comme facteur de mauvais pronostic dans les stades
avancés (n=134) ; 1a ou de Ruyck et al.!®® retrouvent une meilleure survie associée au KRAS

LCS6 dans les cancers oropharyngés (n=122), Christensen et al.!®

rapportent une aggravation
du pronostic dans les cancers de la cavité buccale liée a cette variation sans modification de la
survie dans les localisations pharyngées (n=344). Il semble que la seule différence des
caractéristiques épithéliales propres a ces deux revétements des VADS ne suffise pas a
expliquer ces différences. En gynécologie, une large étude sur 15 357 cancers de 1’ovaire et 37
640 cancers du sein organisée par 1’« Ovarian Cancer Association Consortium » et le « Breast
Cancer Association Consortium », n’a montré aucune association entre la variation KRAS

LCS6 et la survie globale et conclut a I’inutilité de sa recherche en pratique courante''®,

Dans notre étude, la présence de la variation KRAS LCS6 n’était pas prédictive de la

survie globale, et ce, quelles que soient les localisations tumorales initiales.
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Par ailleurs, dans notre cohorte, plus de patients du groupe LCS6 étaient d’emblée
métastatiques par rapport au groupe sauvage (p=0,07). Peu de données sont disponibles dans la
littérature concernant ce point : soit la population sélectionnée est non-métastatique et bénéficie
d’un traitement curatif, soit les caractéristiques tumorales des patients métastatiques ne

détaillent pas le caractere d’emblée métastatique ou secondairement métastatique.

Trois éléments pourraient corroborer cette observation. Tout d’abord un risque
d’évolution métastatique retrouvée de maniere significativement plus importante (p=0,008)
chez les KRAS variants dans une population de 320 cancers colorectaux par Dai et al.!?’;
deuxiemement, une étude in vitro sur culture cellulaire issue de pieces opératoires
d’ostéosarcome, montrant, dans les lignées présentant un génotype rs61764370, une
augmentation de D’activit¢ KRAS associée a une augmentation du pouvoir invasif et
migratoire!!”; enfin, une seconde étude in vitro montrant ’association de KRAS variant a une
hyper-activation de protéines associées aux cytosquelettes et microtubules li€s a la migration

cellulaire et suggérant une signature génétique pro-métastatique. Ces résultats restent a

interpréter avec beaucoup de précautions.

3.2.3  Un facteur prédictif de réponse au Cetuximab ?

Une fois encore le rdle prédictif de réponse au Cetuximab de la variation KRAS-LCS6

apparait incertain.

La plupart des études concerne les cancers métastatiques colorectaux et les paralleles
avec les localisations ORL sont a prendre avec beaucoup de précautions en raison de la grande
différence de structure tissulaire, de microenvironnement et de fonctionnement
microbiologique et oncogénétique. Deux méta-analyses se sont intéressées a la sensibilité¢ au
Cetuximab, reprenant les quatre mémes études et ne montrant pas d’association significative

entre sensibilité au Cetuximab et présence de KRAS LCS6!2%121,

Nonobstant, ces méta-analyses concernant les cancers colorectaux présentent des

limitations : tout d’abord elles n’incluent pas les résultats de Saridaki et al.'*

a propos de 512
patients présentant un cancer colorectal métastatique tous traités par anti-EGFR, les méta-
analyses ayant été publiées au méme moment que cette publication. Or cette étude montrait une
meilleure survie sans progression dans le groupe Variant (p=0,02) et plus particulierement si
celui-ci était associé a un génotype KRAS sauvage (codon 12 et 13) et BRAF sauvage

(p=0,04) ; les 4 ¢études inclues présentaient une grande disparité en termes de population et de
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traitement regu (anti-EGFR seul, en association avec Irinotecan, en association avec
Oxalipatine : ou SFU-Leucovorin-Oxaliplatine), pour finir une seule possédait un bras controle

sans anti-EGFR.

Dans les carcinomes épidermoides des VADS, Chung et al.!®

réalisérent ’analyse
rétrospective de 95 patients métastatiques ou présentant une évolutivité loco-régionale prise en
charge par chimiothérapie palliative. Parmi eux, 26 patients ont bénéficié de traitement par
Cisplatine + Cetuximab. Les auteurs retrouvaient d’une part une plus mauvaise survie des
patients KRAS LCS6, mais surtout une augmentation significative de la survie sans progression
chez les patients présentant un KRAS LCS6 et traités par Cetuximab (1,9 mois pour le groupe
Cisplatine seul vs 3,9 mois dans le groupe Cisplatine + Cetuximab ; p = 0,03), tandis que cet
effet n’était pas observé dans le groupe KRAS Sauvage (p=0,57). Ces résultats suggéraient une

meilleure efficacité du Cetuximab chez les patients présentant un génotype rs61764370 qui

pourrait alors servir de marqueur prédictif de réponse au traitement.

Ces données issues d’analyse en sous-groupe, et sur un treés petit nombre de patients
devaient étre controlées sur une cohorte plus large et dédiée. Ceci était 1’objectif principal de
notre ¢tude. Celle-ci n’a mis en évidence aucune association entre la présence de KRAS LCS6

variant et la réponse au Cetuximab.

Plusieurs ¢léments pourraient I’expliquer. Si les effets de ce polymorphisme génétique
sont encore discutés, la plupart des études in vivo retrouvent un lien entre la présence de la
variation et I’hyper-expression de KRAS!9%195:10% Cette hyperexpression s explique par la perte
de contréle de la synthése de ces protéines par défaut de fixation du miR Let7 au sein du
complexe RISC et de ’ARNm de KRAS. Or, il semble que cette absence de fixation soit
associée a une baisse de Let7 au sein méme des cellules variantes selon le principe de « use it
or loose it »'?*. Crowley et al. ne retrouvaient d’ailleurs, dans une étude in vitro, qu’une
diminution de Let-7 sans modification de 1’expression du KRAS sur des cellules knock-in
rs61764370. Par conséquent ce pourrait étre la perte de la régulation par Let-7 sur le reste des
ARNmMm contrdlés par elle (cMyc, CDK4 et 6, BAX2...) qui serait impliquée dans les anomalies

observées et non KRAS directement.

De surcroit, il se pourrait que d’autres microARN puissent se fixer sur 9 autres sites de
liaison complémentaire présentant des domaines similaires de la partie 3’UTR et réprimer la
transcription et I’expression de KRAS a la place de Let-7. Ces potentiels miR ne sont

actuellement pas connus''>.
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Enfin, nous avons vu que le Cetuximab n’agissait pas seulement par blocage de la voie
intra-cellulaire de ’EGFR, mais aussi par stimulation de I’immunité cellulaire via ’ADCC et
que cette activité pouvait expliquer les différences de réponses entre les anti-EGFR en fonction
de leur capacité a la stimuler®. Pareillement, la mauvaise efficacité de ces traitements en cas
de polymorphisme FeyRIIla sur les cellules NK étaye cette hypothése!?*. 11 est donc possible
que ’efficacité du Cetuximab dans les carcinomes épidermoides des VADS soit plus liée a sa
capacité a induire une réponse immunitaire via I’ADCC qu’au blocage de la voie de I’EGFR.
L’ajout d’imuno-modulateur comme le Lenalidomide est en cours d’évaluation en ORL bien

qu’il n’ait pas montré de bénéfice évident dans les cancers colorectaux métastatiques'>*.

Ainsi, quoique facilement réalisable, la recherche du génotype KRAS LCS6 dans les
carcinomes €épidermoides des VADS n’apparait pas utile en pratique courante, que ce soit en
termes de recherche de facteur de risque de cancer, de facteur pronostic ou de marqueur de

réponse au Cetuximab.

4 CETUXIMAB

4.1 Apport du Cetuximab

Cette étude a permis de mettre en évidence une augmentation significative de la survie
sans progression lors de I’adjonction de Cetuximab dans cette population, avec une SSP
médiane de 6,1 mois dans le groupe Cx + et de 4,4 mois dans le groupe Cx - (HR 0.68 1C95
[0,5 - 0,97], p=0,02). Parmi les patients ayant re¢u du Cetuximab 17 (23%) ont présenté une
bonne réponse et recu plus de 6 cures de Cetuximab en entretien. Parmi eux 10 (13%) étaient
longs répondeurs et ont regu au moins 15 cures d’entretien. Ces résultats sont semblables a ceux
117

de Vermorken et a

de 3,3 mois dans le groupe Cx- (HR : 0.54 I1C95 [0.43 - 0.67] ; P<0.001). Ils correspondent

qui observaient une médiane de SSP de 5,6 mois dans le groupe Cx+ et

¢galement aux survies décrites chez les patients traités par protocole EXTREME.(Tableau
7)90:125-129,

Ce bénéfice n’était pas retrouvé de maniere significative en survie globale, bien qu’il
existe une tendance a I’amélioration de celle-ci dans le groupe Cetuximab (11,14 mois dans le
groupe Cx+ vs 9,07 mois dans le groupe Cx- avec HR 0,79 IC95 [0,6 — 1,1]; p=0,2). Ces

survies sont proches de celles retrouvées dans la littérature, et avec une puissance plus

53



importante (n=442) cette différence était significative dans 1’étude de Vermorken et al.!” (10,1

mois vs 7,4 mois ; HR 0,80 IC95[0,64-0,99] ; p=0,04).

Plusieurs éléments peuvent expliquer ce défaut de significativité. Tout d’abord, les
patients du groupe Cx+ étaient, comme nous | 'avons vu précédemment, significativement plus
agés au moment de la prise en charge métastatique. Or 1°age est un facteur li¢ a une plus faible
survie'”, méme s’il n’a pas été noté de différence de survie entre les patients de plus et de moins
de 55 ans dans notre étude, que ce soit en SSP (p=0,3) ou en SG (p=0,7). Pareillement, les
patients ayant bénéficié du Cetuximab présentaient plus de comorbidités (p=0,5), ce qui peut,

bien entendu, aboutir a une moins bonne survie.

4.2 Cetuximab et rash cutané

L’intensité¢ de DI’éruption cutanée secondaire au Cetuximab est le seul marqueur,
actuellement établi, prédictif de réponse a cet anticorps monoclonal. Herbst et al.*” sont les
premiers a décrire cette association retrouvée dans 1’é¢tude de phase II du protocole
EXTREME'". Dans notre étude, les patients présentant un rash cutané de grade 2 ou 3
présentaient une survie sans progression significativement meilleure (HR 0,6 IC95 [0,4 — 0,9]
p=0,008). Ce résultat était retrouvé sous forme de tendance en termes de survie globale. La
confirmation dans notre cohorte de la valeur pronostique des principaux facteurs connus pour
cette population (statut OMS, rash cutané), nous conforte dans 1’idée que le variant KRAS n’est

pas associé a la réponse au PFUCx dans les cancers ORL métastatiques.

Il est intéressant de noter que la relation entre rash acnéiforme et réponse tumorale est
aussi retrouvée pour les autres molécules ciblant la voie de I’EGFR (Erlotinib',

Zalutumumab'?!, Gefitinib!?).

Les mécanismes de ce rash ne sont que partiellement connus. Deux éléments principaux
semblent impliqués. D’une part la réaction immunitaire cellulaire : les biopsies cutanées
réalisées sur tissu cutané présentant ces réactions montrent un infiltrat de lymphocyte T CD4+
activé et de cellule de Langerhans activée tout au long du derme et de 1’épiderme, avec, au
niveau des zones de Iésion les plus importantes, des macrophages et des cellules dendritiques

activées'??

. Ces observations nous paraissent étre en faveur du réle important joué par I’ADCC
dans I’efficacité de ces traitements d’autant que ces infiltrats cutanés semblent étre plus le fait
d’une réponse immunitaire innée du tissu cutané que d’une réponse secondaire a des signaux

pro-inflammatoires'**. D’autre part le blocage de ’EGFR pourrait modifier I’expression des
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cytokines et chémokines pro et anti-inflammatoire et renforcer cette réponse immunitaire

innée'3,

Des ¢études d’escalades de doses d’anticorps anti-EGFR et anti-TK jusqu’a apparition
d’un rash cutané n’ont pas montré d’augmentation de I’efficacité de ces molécules par rapport
aux doses usuelles utilisées dans les protocoles d’étude, suggérant I’absence de bénéfice a
’optimisation des doses par titration en fonction du rash cutané'*>!34 Certains auteurs
proposent des tests in vitro d’exposition de biopsie cutanée au Cetuximab avant I’initiation du

traitement pour préjuger de la réponse aux anticorps antiEGFR !>,

4.3 Bénéfice et état général

Cette étude est, a notre connaissance, la seule étude comparative sur cohorte non-
sélectionnée comparant I’association Sel de Platine - SFU +/- Cetuximab. Depuis la publication
princeps de Vermorken et al.'”, peu de publications se sont appliquées a confirmer ces résultats
(Tableau 7). Deux d’entre elles avaient pour objectif principal de vérifier I’efficacité de ce
protocole sur patients sélectionnés mais aucune ne présentait de bras controle Cx-'27128, De plus

la totalité des patients de la cohorte étudiée par Lynggaard et al.!?®

présentait un Performance
Status de 0 ou 1. Tandis que I'une concluait a une bonne efficacité de ce traitement, 1’autre
jugeait le bénéfice trop faible pour des effets secondaires et un colt financier jugé trop
important. Les différentes médianes de survie, résumées dans le tableau 7, étaient comparables,
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seul Chang et al."*” retrouvaient, sur seulement 13 patients, une survie globale particuliérement

¢levée (28 mois).

Un ¢élément réfute 1'idée que, dans notre étude, 1’absence de bénéfice en survie globale
soit secondaire a la sous-population OMS 2-3. En effet, en analyse en sous-groupe les patients
avec un score OMS 2 ou 3, tout en ayant un pronostic plus sévere, profitait plus en termes de
survie globale de 1’apport du Cetuximab (HR 0,06 IC95 [0,3 — 1,1]; p=0,06) que les patients
OMS O ou I (HR 0,9 IC95 [0,6 — 1,4] p=0,6).

Ces résultats sont a prendre avec beaucoup de précautions : tout d’abord il s’agit d’une
analyse en sous-groupe, sur seulement 40 patients, et avec des résultats a la limite de la
significativité. De plus, bien qu’il n’existe pas de résultat contraire, cette information n’est pas
retrouvée dans la littérature ; a ’inverse, dans 1I’étude de Vermorken et al.!”, les patients avec
un score de Karnofsky <80, tous OMS 0-1, bénéficiaient moins de I’apport du Cetuximab que

les patients avec un score > 80. Enfin, les patients ayant bénéfici¢ de moins de deux cures de
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chimiothérapie étaient exclus de notre cohorte, or il est probable que ce soit justement les plus
altérés d’entre eux sur le plan général qui n’aient pas pu supporter ce traitement. Confirmer ce

résultat nécessiterait impérativement une étude en intention de traiter sur une plus large

population.
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Survie en mois

Auteur /date  Contexte de I'étude Type d’étude n (1C95%) Conclusions des auteurs
Etudier 'efficacité ; , ‘
tudier Pefficacite du Cetumma'b . . " % . Efficacité du Cetuximab, pas de
Chang et al. chez les consommateurs de noix ~ Etude rétrospective, n=13 SG : 28 mois différence chez les consommateurs de
2010° de Bétel et 1% et 2°™ ligne de non controlée. *SSP : 4,8 mois . ;i
S L noix de Bétel
chimiothérapie palliative.
. . . Etude de phase Il
Yosh Etudier I'efficacité d tocol ! . .
o0 /1172(6) udier | efficactte du pro.oco € ouverte, prospective SSP:4,1(4,0-5,5) Efficacité du protocole dans la population
etal EXTREME dans la population non controlée, sur n=33 SG:14,1(10,2-15,4) japonaise
2013 japonaise en vue de 'TAMM. G Y ’ ’ Jap '
cohorte sélectionnée.
. s Etude rétrospective, Efficacité du protocole Extréme méme
De Mello Etudier I'efficacité du protocole . R ,p IV. cacl up . X o ,
127 , non controlée, patients SG:11 (8,68 —13,31) dans une population non sélectionnée,
etal. EXTREME en dehors d’un . , n=21 DU : -
2014 rotocole d'étude non sélectionnés SSP: 8(6,5-9,9) toxicité tolérable. Meilleure efficacité du
P ’ (15% d’OMS 2-3) Cisplatine par rapport au Carboplatine.
TP Rétrospective, non Efficacité médiocre vis-a-vis des
Lynggaard Etudier I'efficacité du protocole ol £ . . L
108 , controlée, patients non SSP: 5.8(4,3-7,3) protocoles habituels, toxicité importante,
etal. EXTREME en dehors d’un s , n=22 , o
2014 rotocole d’étude sélectionnés SG:7.3(5,0-9,7) nécessité de trouver un autre standard
P ’ (0% d’OMS 2-3) mieux toléré. Colt important.
Van der G L Survie faible quel que soit la
) différentes chimiothérapies Etude rétrospective " *SSP : 4,8 (3,2-6,4) L q : ) A
Linden et al. o ore I . n=40 chimiothérapie proposée pour un colt
% utilisées au Pays-Bas en 1°© ligne  observationnelle SG:6,7 (4,4-8,9) )
2016 X . important.
et leur co(t respectif
£ .
) . tude prospective, $G:9,2 (7,1-11,8)
Soulieres Comparer 2 techniques de randomisée, en double T
126 S . vs9,5(6,9-11,4) ns Efficacité similaire entre les deux
etal fabrication du Cetuximab en vue  aveugle n=145 . .
, - .. SSP: 4,7 (3,5-5,8) techniques de fabrication.
2016 de I'autorisation de fabrication. Absence de bras
R . vs 5,65 (4—-6,5) ns
controle sans Cetuximab

Tableau 7 : Etudes portant sur l'efficacité du protocole EXTREME (Sel de Platine-5FU-Cetuximab), en premiére ligne de chimiothérapie palliative pour des carcinomes
épidermoides de VADS depuis les résultats de I'étude de Vermorken et al*’. Aucune de ces études ne présentent de bras contréle sans Cetuximab. *ne sont rapportés ici que
les résultats concernant le protocole EXTREME et en premiére ligne. SSP : survie sans progression. SG : survie globale. ns : différence non significative
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CONCLUSION :

Les carcinomes épidermoides des VADS métastatiques ou récidivants et relevant d’un
traitement palliatif affichent un pronostic sévere. L’apport récent des thérapies ciblées et
particulierement du Cetuximab a permis ces dernic¢res années d’améliorer modérément la survie
de ces patients. Cependant, seule une partie d’entre eux y est bon répondeur malgré une
augmentation des effets secondaires et des colts de prise en charge, imposant la recherche de

facteur prédictif de réponse aux anti-EGFR.

La variation KRAS LCS6, responsable d’un défaut de fixation des microARN let7 sur
la région 3’UTR du géne de KRAS et de la perte de la régulation de son expression n’apparait
pas comme préjugeant de I’efficacité du Cetuximab dans notre cohorte. Ce polymorphisme ne
semble également pas associé a un sur-risque de cancer, ou a un plus mauvais pronostic, et sa

recherche ne s’avere que peu utile en pratique courante.

En outre, notre étude a permis de confirmer I’efficacité du Cetuximab en adjonction
d’une polychimiothérapie associant Sel de platine et SFU dans une cohorte non-sélectionnée,
en termes de survie sans progression, avec une tendance a I’amélioration de la survie globale.
Les patients les plus altérés présentaient une bonne réponse aux anti-EGFR. Ces résultats
nécessitent d’€tre €tayés par des études plus larges et les conclusions immuno-histochimiques

sur I’expression de p16.
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RESUME

Introduction : Une variation du géne KRAS (3’UTR KRAS Variant, LCS6) au niveau d’un site de fixation de
micro-ARN Let-7 induirait une dépendance oncogénique vis-a-vis de ’EGFR par perte de la régulation négative
de KRAS, impliquant une plus grande sensibilité aux anti-EGFR comme le Cetuximab (Cx). L’objectif principal
est d’évaluer 1’association entre la variation KRAS LCS6 et la réponse au Cetuximab dans les carcinomes
épidermoides des VADS métastatiques.

Méthodes : Les patients traités par au moins deux cures chimiothérapie en 1% ligne palliative par Platine — 5SFU
+/- Cx de 2005 a 2014 étaient inclus. Le génotype KRAS LCS6 variant (rs61764370) était déterminé par
pyroséquencage aprés extraction des ADN sur prélévements paraffinés. Les survies globales (SG) et sans
progression (SSP) était calculées par méthode de Kaplan Meier et comparés par test du log-rank.

Résultats : 134 patients ont été inclus dont 56% traité par Cx. Le génotype KRAS a pu étre déterminé chez 110
patients. La prévalence de KRAS LCS6 était de 25%. Il n’existait pas de différence de survie entre les groupes
KRAS variant et KRAS Sauvage en SG (HR 0,9 IC95 [0,6 — 1,4] ; p=0,6) et en SSP (HR 0,9 IC95 [0,6 — 1,4] ;
p=0,7). Chez les patients traités par Cx la présence de la variation n’était pas associée a la réponse au traitement
(HR=0.9 [0,5 - 1,5] ; p=0,5). Sur I’ensemble de population (n=134) la médiane de SSP était de 6,1 mois [1,5 —
32,2] dans le groupe Cx + et de 4,4 mois [1,6 — 26,5] dans le groupe Cx - (HR 0.68 1C95 [0,5 - 0,97], p=0,02). La
médiane de SG était de 11,1 mois [1,6 — 38,6] dans le groupe Cx+ et de 9,07 mois [2,3 — 44,1] dans le groupe Cx-
(HR 0,79 1C95 [0,6 — 1,1] ; p=0,2).

Conclusion : La présence de la variation KRAS LCS6 ne semble pas prédictive de réponse au Cetuximab dans les
carcinomes épidermoides de VADS métastatique. Ce polymorphisme n’apparait pas comme facteur pronostic dans
cette population. Par ailleurs, nous avons pu confirmer ’efficacité du protocole EXTREME dans une population
non sélectionnée.

Mots Clés : KRAS LCS6, rs61764370, polymorphisme KRAS 3°’UTR, Cetuximab, Métastatique, carcinomes
épidermoides des VADS, Chimiothérapie, EGFR,

Introduction : KRAS LCS6 variant is a single nucleotid polymorphism in the 3’UTR of KRAS, (a Let7 microRNA
binding site) and could induced an EGFR oncogenic dependance by loss of KRAS downregulation. It could thus
involve a greater sensibily to EGFR-targeted therapy. The main objective is to evaluate the association between
KRAS LCS6 variant and response to Cetuximab (Cx) in metastatic Head and Neck carcinoma.

Methods : Patients treated by Platinum — 5FU +/- Cx in first line of palliative chemotherapy were included. KRAS
LCS6 variant (rs61764370) was determined by pyrosequencing after DNA extraction on formalin-fixed paraftin-
embedded tissues. The overall (OS) and progression-free survival (PFS) was calculated by Kaplan-Meier method
and compared by log-rank test.

Results: 134 patients were included. 56% were treated with Cx. KRAS genotype could be determined in 110
patients. The prevalence of KRAS LCS6 was 25%. There was no survival difference between KRAS-variant and
KRAS-wildtype in OS (HR IC95 0.9 [0.6 to 1.4]; p=0.6) and PFS (HR 0.9 IC95 [0.6 to 1.4], p=0.7). In the Cx+
group, presence of variation was not associated with response to treatment (HR = 0.9 [0.5 to 1.5]; p = 0.5). Over
the whole population (n = 134), median PFS was 6.1 months [1.5 to 32.2] in Cx+ group and 4.4 months [1.6 to
26.5] in Cx- group (HR 0.68 CI95 [0.5 to 0.97], p=0.02). Median OS was 11.1 months [1.6 to 38.6] in Cx+ group
and 9.07 months [2.3 to 44.1] in Cx- group (HR 0.79 IC95[ 0.6 to 1.1], p=0.2).

Conclusion: KRAS LCS6 variant does not seem to be predictive of response to Cetuximab in metastatic Head and
Neck carcinoma. This polymorphism does not appear as a prognostic factor in this population. Furthermore, we
confirmed the effectiveness of EXTREME protocol in an unselected population.

Keywords: KRAS LCS6, rs61764370, KRAS 3'UTR polymorphism, Cetuximab, Metastatic Head and Neck
Carcinoma, chemotherapy, EGFR, HNSCC.



