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e 37° congrés de la Société européenne de radio-

thérapie oncologique (ESTRO) s’est tenu a Barcelone
du 20 au 24 avril 2018. Les sessions consacrées a la
radiobiologie ont notamment porté sur le théme phare
des biomarqueurs en cancérologie et, plus précisément, en
radiothérapie (RT). Un biomarqueur est un outil biologique
ou d’'imagerie qui permet soit de prédire la réponse au
traitement, soit d’évaluer I'efficacité de ce dernier. Il s'agit
donc d'un outil indispensable en RT, car il peut permettre
d’adapter le plan de traitement, la dose en fonction de la
radiosensibilité attendue, au niveau de la tumeur et des
tissus sains. Il est également utile pour la surveillance aprés
traitement, pour détecter d’'éventuelles récidives. Les
innovations technologiques actuelles ont permis la mise
au point de nouveaux biomarqueurs tres performants. Le
séquencage de I’ADN a haut débit donne notamment la
possibilité de mettre en évidence des polymorphismes
génétiques qui peuvent étre prédictifs d’'une réponse au
traitement. Cette technique est également utile pour
caractériser I'’ADN tumoral circulant (ADNtc) et potentiel-
lement diagnostiquer une récidive rapidement, avant
I'apparition de la maladie en imagerie. Par ailleurs, a
I'aube des combinaisons entre RT et immunothérapie, la
connaissance du statut immunitaire du patient est inté-
ressante pour déterminer le meilleur moment ou il faut
instituer 'une ou l'autre des deux modalités. L'hypoxie
reste enfin un domaine d'étude approfondie dans lequel
imagerie et biologie se mélent pour améliorer les plans de
traitement et laréponse du patient a la RT. Ces themes sont
développés dans les paragraphes suivants.

Les nouveaux biomarqueurs :
de la génomique a la métabolomique

Depuis I'avénement du next generation sequencing
(NGS), I"étude du génome d’une tumeur et des molécules
de son micro-environnement est possible et facile. Cette
étude permet notamment de mettre en évidence certains
polymorphismes pouvant étre associés a un risque de
cancer plus agressif. Schack et al. [1] ont, par exemple,
présenté leur étude visant a déterminer si certains
polymorphismes pouvaient étre associés a un risque
plus élevé de toxicité radio-induite dans les cancers

des voies aérodigestives supérieures (VADS). Les auteurs
ont étudié le génome entier des tumeurs de
1 140 patients. Le polymorphisme rs28419191 était asso-
cié a un risque plus important de mucite de grade 3.
Connaitre les polymorphismes permettrait d’adapter le
traitement du patient.

Une autre étude prospective multicentrique a montré
cette année que la présence d'une mutation au sein du
promoteur du géne HSPBI1, dans le cancer du poumon,
était associée a une moins bonne survie globale et sans
progression. Cette mutation serait responsable de la perte
du domaine fonctionnel de la protéine [2]. Une autre
équipe a étudié la valeur pronostique d'un variant de
transcription d'un récepteur membranaire, le CD44v6 [3].
La premiere étape a montré que la présence de ce variant
était associée a un mauvais pronostic en termes de survie.
Les auteurs ont ensuite montré in vitro, sur sept lignées
cellulaires différentes de cancers des VADS, que la survie
cellulaire était également diminuée lorsque ce variant
était présent. Les mécanismes moléculaires impliqués ont
également été étudiés. lls ont pour cela transfecté dans les
cellules un siRNA de ce variant. Ils ont alors observé une
diminution du taux de prolifération et une augmentation
de la sénescence radio-induite. Une étude in vivo chez la
souris a finalement permis de valider ce modéle : la
présence de ce variant est un biomarqueur potentiel de
réponse a la RT des cancers des VADS.

Une autre équipe a montré que |'expression de génes
impliqués dans la transition épithéliomésenchymateuse
pourrait étre utilisée comme biomarqueur pronostique de
métastases chez les patients atteints d'un cancer des
VADS sans surexpression de HPV16 et traités par RT [4].

Enfin, Rosa et al. [5] ont présenté les résultats de leur étude
dans laquelle ils se sont intéressés a la valeur prédictive de
certains acides animés dans le cancer du rectum traité par
radiochimiothérapie. Leur étude a porté sur 18 patients
traités pour un cancer du rectum par radiochimiothérapie
préopératoire. Au fur et a mesure du traitement, le profil
protéomique du patient permettait de différencier les bons
répondeurs des mauvais répondeurs.

Ces différentes études montrent que, du profil géno-
mique au profil protéomique, la caractérisation plus
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précise de la tumeur permettra sans doute, dans quelques
années, de prédire la réponse a la RT et d’adapter le plan
de traitement en conséquence.

Valeur pronostique et prédictive
du statut immunitaire

Introduction a I'effet immunitaire
radio-induit

L'effet abscopal correspond a la capacité de la RT
d‘induire une réponse tumorale en dehors du champ
d'irradiation. Cet effet a été observé cliniquement et
décrit dans au moins 46 case reports [6] et étudié en
préclinique dans 13 études in vivo [7]. Postow et al. [8] ont
notamment observé qu’une irradiation hypofractionnée
(28 Gy en trois fractions) au niveau d'une masse para-
vertébrale métastatique d'un mélanome résistant a
plusieurs lignes de traitement, en association a l'ipilimu-
mab (anticorps monoclonal anti-CTLA-4), pouvait induire
une réponse a distance du champ d’irradiation. Une
étude moléculaire a montré qu'il s'agissait bien d'un
mécanisme d'immunité radio-induite. Plus récemment, les
résultats de I'essai de phase 1l PACIFIC ont montré que le
durvalumab (un anticorps anti-PD-L1), utilisé en traite-
ment d’entretien apres une radiochimiothérapie pour
traiter un cancer du poumon localement avancé, per-
mettait d’augmenter significativement le taux de réponse
objective ainsi que la survie globale et sans métastase par
rapport a un traitement d’entretien par placebo [9].

Les données biologiques récentes sur la mort cellulaire
immunogene radio-induite ont permis d’expliquer le
rationnel de ce phénomene. En effet, la mort cellulaire
radio-induite entraine la libération dans le micro-envi-
ronnement tumoral (MET) d’antigénes associés aux
tumeurs. Cela peut induire une réponse immunitaire
adaptative avec la production de lymphocytes T cytoly-
tiques antitumoraux spécifiques de la tumeur irradiée. La
RT peut ainsi jouer le réle d'un vaccin antitumoral in situ.
Dans la plupart des études ayant montré ce phénomene,
la RT était associée a une immunothérapie, dont le but
était de reverser les mécanismes d'immunotolérance
développés par la tumeur et d’accentuer la réponse
immunitaire radio-induite [10].

Déterminer le statut immunitaire
et son impact potentiel sur la prise
en charge du patient

La composition du MET peut étre utile pour prédire la
réponse a la RT. Balermpas et al. [11] ont étudié la valeur
pronostique des lymphocytes infiltrant le MET chez
101 patients atteints d'un cancer de la téte et du cou
traités par radiochimiothérapie. Ills ont analysé la compo-
sition du MET dans les prélevements effectués avant le
début du traitement, au moment du diagnostic. lls ont
montré que les patients, pour lesquels le taux de

lymphocytes T (LT) CD3* CD8* était élevé, avaient une
meilleure survie globale et survie sans progression que les
autres patients. Le taux de LT DC4* et FOXP3 n’avait pas
de conséquence sur le pronostic. La méme équipe a
présenté cette année des résultats dans les carcinomes
épidermoides du canal anal, notamment en ce qui
concerne les LT CD8* infiltrant la tumeur, les LT
régulateurs FOXP3, et les PNN infiltrant la tumeur [12].
Apres un suivi médian de 40 mois, un taux élevé de LT
CD8"* était associé a un meilleur contréle local et a
distance, alors qu’un taux élevé de LT régulateurs
FOXP3 était associé a un meilleur contréle a distance
sans effet sur le contrdle local. Plusieurs études ont par
ailleurs montré que le taux de lymphocytes infiltrant le
MET pouvait évoluer avec la RT. Dovedi et al. [13] ont
récemment étudié dans une étude préclinique la capacité
d'une irradiation fractionnée a la dose de 5 x 2 Gy, en
association a un anticorps anti-PD-1, d'induire un effet
abscopal. Ils ont montré que l'irradiation provoquait une
augmentation du taux de LT dans le MET et que cette
augmentation influencait la réponse au traitement
multimodal.

Une étude du MET, avant ou apres la RT, pourrait donc
étre un biomarqueur de réponse prédictive et pronos-
tique. Cependant, le MET n’est accessible que par un
prélevement et ne donne le reflet du statut immunitaire
local qu’a un moment donné. Il existe un intérét certain de
pouvoir connaitre le statut immunitaire du patient a tout
moment dans le sang circulant. D'autant que la modula-
tion du systéme immunitaire périphérique peut étre le
reflet (une image, un tableau) de la réponse immunitaire
antitumorale.

Plusieurs techniques existent, dont la cytométrie en flux
en multicouleurs. L'équipe de Frey a ainsi mis au point une
technique de cytométrie en flux multicolore capable de
détecter jusqu’a 34 sous-types de cellules de I'immunité
(lymphocytes T, B, NK, cellules dendritiques, monocytes,
polynucléaires neutrophiles, éosinophiles, basophiles) et
trois sous-types de cellules non immunitaires (cellules
souches circulantes, cellules progénitrices, cellules endo-
théliales) directement, dans seulement 2 ml de sang [14].
Ils’agit d'une méthode rapide et automatique, sans risque
de variabilité interobservateur. Cette technique a déja été
utilisée dans certains protocoles de recherche clinique
pour évaluer les modifications du statut immunitaire du
patient (la dynamique de certains sous-types de cellules
de I'immunité durant le traitement multimodal). Sage
et al. [15] ont étudié le taux de lymphocytes circulants
chez des patients traités par RT adjuvante plus ou moins
aprés chimiothérapie (CT) pour un cancer du sein. lls ont
montré que pour toutes les patientes le taux de
lymphocytes était significativement le plus bas avant le
début et un an apres la fin de la RT. Le pourcentage de LT
CD3*/CD4* helper et LT FOXP3 régulateurs augmentait
significativement durant toute la RT chez les patientes ne
recevant pas de CT. Différentes sous-populations de LT de
type NK augmentaient chez les patientes recevant ou non
de la CT, puis diminuaient pour revenir a leur taux initial
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six mois aprés la fin de la RT. Le taux de LB CD19*
augmentait également, de facon différente chez les
patients recevant ou non de la CT, et diminuait pour
revenir a un taux initial a six mois post-RT. L'impact de ces
modifications n’est pas encore connu mais permettra
stirement dans les prochaines années de déterminer les
patients devant bénéficier d'une immunothérapie en
association a la RT, de connaitre la séquence de
traitement et de suivre la réponse au traitement. Le
dosage du taux de PD-L1 soluble (PD-L1s) dans le sang
pourrait également étre un biomarqueur intéressant. Kim
et al. [16] ont étudié l'intérét de ce dosage chez
53 patients traités pour un carcinome hépatocellulaire
tantot en RT conventionnelle et tant6t en stéréotaxie. lls
ont montré que le taux initial de PD-L1s était significa-
tivement augmenté chez les patients qui présentaient
une maladie de mauvais pronostic (score BCLC élevé,
thrombose de la veine cave, invasion vasculaire, tumeur
volumineuse). La survie globale était également signifi-
cativement moins bonne chez les patients dont le taux de
PD-L1s était élevé (> 1,315 pg/mL). Un taux élevé de PD-
L1s un mois apreés la fin de la RT était corrélé a un risque
plus élevé de métastases pulmonaires précoces. Ce taux
était finalement plus élevé apres la RT et restait élevé un
mois aprés la RT stéréotaxique par rapport a la RT
conventionnelle. De méme que le dosage de lymphocytes
circulants et I'étude des sous-populations lymphocytaires,
le dosage de PD-L1s avant et aprés la RT pourrait avoir un
intérét prédictif de réponse au traitement et pronostic.

ADN tumoral circulant
Intérét de doser I’ADN tumoral circulant

L’ADNtc est une source de biomarqueurs intéressante,
car il contient les mémes aberrations génétiques et
épigénétiques nombreuses que celles présentes dans la
tumeur et peut étre utilisé de facon rapide, facile et non
invasive par une simple prise de sang. Chez les patients
recevant une RT, les utilisations possibles de I’ADNtc sont
la prédiction du risque de récidive, la prédiction de la
réponse au traitement, I'évaluation dans le temps pour
adapter le traitement et |'évaluation de la maladie
résiduelle. L'analyse de I’ADNtc pourrait également
guider le radiothérapeute en révélant différents radio-
phénotypes tumoraux. L’ADNtc étant libéré dans le
sang au moment de la mort cellulaire radio-induite,
une élévation transitoire du taux d’ADNtc pourrait
refléter rapidement une réponse et une sensibilité
au traitement.

Actuellement, I'évaluation de la réponse au traitement
utilise des techniques d'imagerie le plus souvent irra-
diantes (CT, tomographie par émission de positons [TEP]/
CT). Cette approche n’est pas optimale pour détecter une
maladie résiduelle microscopique dans la mesure ou il
peut exister un délai entre la réponse au traitement et sa
visualisation sur l'imagerie. Certains ont montré qu’il
serait possible avec I'ADNtc de détecter une progression

précocement par rapport a I'imagerie, en moyenne cinq
mois avant [17]. Par ailleurs, les images post-RT ne sont pas
faciles a étudier dans les tissus sains (fibrose). Le niveau
d’ADNtc peut également étre corrélé au risque de
progression. Quelques études ont analysé l'intérét de
cette technique en surveillance des patients traités par RT.
CAPP-Seq a été utilisé pour différencier des modifications
des tissus normaux d’une maladie résiduelle chez des
patients traités en RT conventionnelle ou stéréotaxie pour
un cancer du poumon. Le niveau d’ADNtc peut aider a
I'interprétation des images de réévaluation des cancers
[18]. Le dosage de I'ADNtc peut aussi étre utilisé pour
évaluer la présence d'une maladie résiduelle microsco-
pique. La détection de virus Epstein-Barr (EBV) dans le
sang aprés RT pour un cancer du nasopharynx est de
mauvais pronostic [19].

Techniques permettant le dosage
de I’ADN tumoral circulant

De nombreuses techniques existent également pour isoler
et utiliser '’ADNtc. Bratman et al. [20] ont mis au point une
technique de séquencage a haut débit permettant la
détection de I’ADNtc. La valeur prédictive potentielle de
ces tests vient de leur capacité a détecter des mutations
susceptibles de conférer aux tumeurs une résistance aux
thérapies ciblées [21]. Plusieurs pistes existent pour
orienter le radiothérapeute [22] mais il n’existe pas
encore d’essais prospectifs.

ADN mitochondrial

Malgré les techniques modernes d'irradiation visant a
protéger les tissus sains, certains patients restent trés
radiosensibles et leurs toxicités sont de stade élevé.
Identifier ces patients avant la planification du traitement
permettrait d’adapter cette derniére. L'ADN mitochon-
drial (ADNmt) peut étre un bon repére de radiosensibilité
[23]. En temps normal, la mitochondrie produit la plus
grosse quantité d'adénosine triphosphate (ATP) via le
cycle de Krebs et la phosphorylation oxydative. L’ATP est
essentiel pour le métabolisme et la réparation des
dommages. L'ADNmt est constitué d’une double hélice
circulaire héritée de la meére. Il existe cing a dix copies
d’ADNmt dans chaque mitochondrie, chacune pouvant se
différencier de I'autre. L'ADNmt code 13 sous-unités de la
chaine de phosphorylation oxydative, deux ARN riboso-
maux et deux ARN de transfert. Les variations d’ADNmt
peuvent avoir un impact sur le fonctionnement des
mitochondries et le métabolisme des cellules de I'en-
semble de l'organisme. De nombreuses maladies en
découlent telles que la maladie d’'Alzheimer, le diabéte,
les maladies cardiovasculaires et les cancers. Les altéra-
tions du génome mitochondrial (délétions, insertions,
translocations) peuvent avoir un impact sur le fonction-
nement mitochondrial et notamment la formation de
radicaux libres, ceux-ci étant directement en rapport avec
la toxicité radio-induite. Les mécanismes moléculaires
impliqués dans I'effet de la RT sur des lignées cellulaires
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déplétées en mitochondries sont peu connus et font
actuellement I'objet de recherche poussée. L’ADNmt
pourrait en effet étre a terme utilisé pour prédire la
radiosensibilité d'un patient.

Biomarqueurs de I"hypoxie

De nombreux essais cliniques ont testé la possibilité
d’améliorer le résultat de la RT en agissant sur le caractere
hypoxique de la tumeur. Plusieurs méthodes ont été
employées : radiosensibiliser les cellules hypoxiques en
administrant du nimorazole, avoir un effet cytotoxique
sur les cellules hypoxiques (tirapazamine), agir sur la
microvascularisation pour reperfuser la tumeur (norma-
lisation vasculaire) et augmenter la dose dans les régions
hypoxiques. Cependant, I’'hypoxie varie beaucoup d'une
tumeur a l'autre et il existe une grande hétérogénéité
intratumorale avec des zones plus ou moins hypoxiques.
L'apport des biomarqueurs dans ce domaine est donc
indispensable. On peut séparer en deux groupes ces
biomarqueurs : ceux basés sur la biologie et ceux basées
sur I'imagerie.

Biomarqueurs génomiques :
vers un « statut hypoxique »

En 2011, Toustrup et al. [24] ont proposé une signature
moléculaire permettant de déterminer les patients
atteints d'un cancer des VADS et présentant une tumeur
tres hypoxique, les plus a méme de recevoir un traitement
radiosensibilisateur agissant sur I'hypoxie. Cette signature
moléculaire de 15 génes a été vérifiée sur la cohorte de
323 patients de I'étude DAHANCA 5. Les tumeurs classées
hypoxiques avaient un moins bon pronostic que celles
classées non hypoxiques. L'utilisation de radiosensibilisa-
teur chez ces patients permettait d'augmenter le
pronostic.

Yang et al. [25] ont récemment fait le méme type d'étude
pour déterminer quels patients devraient bénéficier d'un
traitement modifiant I'oxygénation des cellules (carbo-
gene et nicotinamide). Cette signature moléculaire
comprenant 24 génes a été déterminée par l'analyse
de 151 tumeurs de la vessie et a permis de classer les
patients correctement en fonction de leur « statut
hypoxique ». D'autres classes de biomarqueurs biologi-
ques de |'hypoxie ont été rétrospectivement utilisées
dans les essais cliniques, tels que la concentration
d'ostéopontine dans le plasma [26], |'expression de
I'EGFR [27], I'expression de I'anhydrase carbonique IX
(CAIX) [28], et I'expression de Ki67 [29]. Il est intéressant
de noter que plusieurs essais cliniques actuels intégrent
ces biomarqueurs. L'essai NIMRAD (NCT01950689), qui
teste I'efficacité de la combinaison RT et nimorazole
contre RT exclusive chez des patients atteints d'un cancer
des VADS non opérable et sans chimiothérapie, analyse
rétrospectivement les deux signatures moléculaires pré-
cédemment décrites [24, 25]. L'essai clinique de phase

3 EORTC-1219-ROG-HNCG/DAHANCA-29 (NCT01880359)
a par ailleurs deux objectifs : tester I'intérét du nimora-
zole en association a la radiochimiothérapie concomi-
tante et tester une signature moléculaire de 15 génes.

Biomarqueurs en imagerie

L'autre grand volet des biomarqueurs en hypoxie est celui
de I'imagerie. La TEP, I'imagerie par résonance magné-
tique (IRM), la combinaison TEP +IRM sont autant de
techniques permettant de cartographier les zones hypo-
xiques de la tumeur avec pour objectifs de prédire les
zones a risque de récidive et potentiellement de les
booster. En médecine nucléaire, il existe en effet plusieurs
traceurs spécifiques de I’'hypoxie tels que le ['®F]-FMISO et
le ["®F]-FAZA. En IRM, les séquences de diffusion et de
perfusion sont les plus adaptées a cette recherche.
Hompland et al. [30] ont notamment présenté leur étude
sur I'IRM de diffusion pour déterminer les zones hypo-
xiques dans les cancers de la prostate. Les patients inclus
(cancer de la prostate a risque intermédiaire et haut
risque) ont recu du pimonidazole 24 heures avant la
prostatectomie. Les auteurs ont extrait plusieurs para-
métres sur I'IRM de diffusion et ont montré qu'il existait
une bonne corrélation entre le coefficient ADC et la
fraction de volume sanguin, et les zones hypoxiques
visualisées en immunocytochimie. En médecine nucléaire,
de nouveaux traceurs de I’'hypoxie ont également été
présentés tels qu’un traceur de CAIX (déja utilisé comme
biomarqueur génomique) [31]. Une étude comparative
chez la souris a montré une bonne corrélation entre
I'immunohistochimie, les images radiographiques et les
images scintigraphiques marquant cette molécule. L'ave-
nir sera sGrement une imagerie multimodale en TEP + IRM
intégrant a la fois les données du TEP (avec de nouveaux
traceurs de I'hypoxie) et les données de I'IRM (de diffusion
notamment).

Conclusion

Ce 37° congrés européen de RT aura donc permis de
découvrir les nouveaux biomarqueurs en RT. Outre les
grands domaines déja bien connus tels que I’'hypoxie et
I’ADNtc, le congrés a consacré de nombreuses sessions sur
la valeur pronostique et prédictive du statut immunitaire.
Les interactions entre la RT et I'immunité sont de fait un
sujet de recherche fondamentale et translationnelle
d'actualité et les combinaisons entre la RT et les
immunothérapies deviennent de plus en plus fréquentes
dans les essais de recherche clinique. Il faut néanmoins
préciser que plusieurs questions restent sans réponse,
notamment sur la dose et le fractionnement a utiliser
pour obtenir un effet abscopal optimal ainsi que la
meilleure séquence entre les deux traitements. La détec-
tion précise du statut immunitaire du patient, ainsi que la
caractérisation du profil génomique des tumeurs per-
mettra sGrement, dans un avenir proche, de répondre a
ces questions.
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IESTRO 2018 n’'a pas apporté de réelles nouveautés
en radiothérapie ORL, la grande majorité des
communications représentant juste une mise au point
et une consolidation de résultats des études présentés

a I'’Association américaine pour la recherche sur le
cancer (AACR) ou a I'European Society for Medical
Oncology (ESMO) en 2017 sur la désescalade thérapeu-
tique selon le statut HPV (human papillomavirus), ainsi

Innovations & Thérapeutiques en Oncologie

vol. 4 — n° 3, mai-juin 2018 129

0
-
(=]
[
]
[
=
w0
w
")
D
=
(=)}
c
o
o
(]
©
=
T
c
[
=
Q
-
o
£
o
v



mailto:valentin.calugaru@curie.fr
http://dx.doi.org/10.1684/ito.2018.0122

