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ETUDE DE L’EXPRESSION DE LA PROTEINE S100A9 DANS LA
REPONSE A LA RADIOTHERAPIE DES METASTASES
CEREBRALES DE PRIMITIF PULMONAIRE

RESUME

Introduction : Les métastases cérébrales (MC) sont fréquentes et surviennent chez 20% des patients atteints d'un
cancer du poumon. Le pronostic reste mauvais méme a I'ére de l'immunothérapie et des thérapies ciblées. Le
controle local obtenu par radiothérapie améliore la qualité de vie mais une importante partie des patients rechute
sur les lésions irradiées. Les mécanismes moléculaires sous-jacents a la radiorésistance ont été étudiés in vitro et
sur modele animal, présentant la protéine S100A9 et sa voie de signalisation en aval par NF-kB comme une cible
importante. Nous étudions la corrélation entre I'expression du S100A9, de NF-kB et la radiorésistance dans les MC
du cancer du poumon.

Matériels et méthodes : Soixante-neuf patients irradiés a la suite de I'exérése d’une MC d'un cancer primitif du
poumon ont été inclus. Les patients ont été traités par Whole Brain Radiation Therapy (WBRT), WBRT avec un
complément de dose sur le lit opératoire (WBRT + boost) ou par irradiation stéréotaxique (SRT). L'expression de
S100A9 et de NF-kB a été étudiée sur les cellules tumorales et stromales. Le critere de jugement principal était le
délai de progression d'une lésion irradiée (lit chirurgical ou Iésion en place). Les critéres de jugement secondaires
étaient le délai d'apparition d'une nouvelle lésion dans les groupes WBRT et WBRT + boost, la survie globale et |a
toxicité.

Résultats : Respectivement 18, 15 et 36 patients ont été traités par WBRT, WBRT + boost et SRT. Vingt-deux
patients (32%) avaient une expression de S100A9 et tous avaient une expression de NF-kB. La médiane de temps
a progression locale était de 17,6 mois dans le groupe WBRT et n'a pas été atteinte dans les autres groupes. Le
type de radiothérapie (WBRT versus autres) était pronostique de la rechute locale en analyse multivariable. Dans
la cohorte WBRT, I'expression de S100A9 était significativement corrélée avec un temps plus court de progression
locale (p = 0,0254). Ce résultat n'a pas été retrouvé dans les 2 autres groupes. L'expression de NF-kB n'était pas
corrélée avec le temps de progression locale. Dans les groupes WBRT et WBRT + boost, I'expression de S100A9
n’était pas pronostique de I'apparition d’une nouvelle Iésion.

Conclusion : Dans le groupe WBRT, I'expression de S100A9 par les cellules cancéreuses ou du stroma était corrélée
avec un temps a progression sur la Iésion irradiée plus court. Ce résultat n'a pas été retrouvé pour le groupe WBRT
+ boost ou SRT, étayant I'hypothése du réle du S100A9 dans la résistance a la radiothérapie standard pour laquelle

les mécanismes sont différents de ceux de la résistance a la radiothérapie a forte dose (boost et SRT).



STUDY OF THE S100A9 PROTEIN EXPRESSION IN THE RESPONSE
TO RADIOTHERAPY OF CEREBRAL METASTASES FROM
PULMONARY ORIGIN

ABSTRACT

Introduction: Brain metastases (BM) are common and occur in 20% of patients with lung cancer. The
prognosis remains poor even in the era of immunotherapy and targeted therapies. Local control
obtained by radiotherapy improves quality of life, but a large number of patients relapse on irradiated
lesions. The molecular mechanisms underlying radioresistance have been studied in vitro and in animal
models, showing the S100A9 protein and its downstream signaling pathway by NF-kB as an important
target. We study here the correlation between the expression of S100A9, NF-«kB and radioresistance in
BM of lung cancer.

Materials and methods: Sixty-nine patients irradiated following BM removal from primary lung cancer
were included. Patients were treated with Whole Brain Radiation Therapy (WBRT), WBRT with a
complement of dose on the operating bed (WBRT + boost) or by stereotaxic irradiation (SRT). The
expression of S100A9 and NF-kB was studied in tumor and stromal cells. The primary endpoint was the
time to progression of an irradiated lesion (surgical bed or in place lesion). The secondary outcomes
were the time to emergence of a new lesion in the WBRT and WBRT + boost groups, overall survival and
toxicity.

Results: 18, 15 and 36 patients respectively were treated with WBRT, WBRT + boost and SRT. Twenty-
two patients (32%) had expression of SI00A9 and all had expression of NF-kB. The median time to local
progression was 17.6 months in the WBRT group and was not reached in the other groups. The type of
radiotherapy (WBRT versus others) was prognosic of local relapse in multivariable analysis. In the WBRT
cohort, S100A9 expression was significantly correlated with a shorter time to local progression (p =
0.0254). This result was not found in the other 2 groups. The expression of NF-kB was not correlated
with the time to local progression. In the WBRT and WBRT + boost groups, expression of SI00A9 was
not correlated with the development of a new lesion.

Conclusion: In the WBRT group, the expression of SI00A9 by cancer cells or stroma was correlated with
a shorter time to progression to the irradiated lesion. This result was not found for the WBRT + boost
or SRT group, supporting the hypothesis of the role of SI00A9 in resistance to standard radiotherapy
for which the mechanisms are different from those of resistance to high-dose radiotherapy ( boost and

SRT).
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Liste des abréviations

18-FDG : 18 fluorodesoxyglucose

ADN : Acide désoxyribonucléique

ALK : Anaplasic Lymphoma Kinase

ARN : acide ribonucléique

ATM : Ataxia Telangiectasia Mutated

ATP : adénosine triphosphate

Bcl-xL : B-cell ymphoma-extra large

BED : biological equivalent dose

BHE : barriere hémato-encéphalique

BRAF : B Rapidly Accelerated Fibrosarcoma
CAF : cancer associated fibroblast (fibroblastes
associés au cancer)

CAM : cancer associated macrophage

CAV1: Caveolin 1

CBNPC : carcinome bronchique non a petites cellules
CBP : calcium binding protein

CBPC : cancer bronchique a petites cellules
CM 017 /057 : Checkmate 017 / 057 :

CHC : carcinome hépatocellulaire

Cox2 : cyclooxygénase 2

CS : cellule stromale

CSC : cancer stem cells: cellules souches cancéreuses
CT : cellule tumorale

CTV : clinical target volume

DAB : di-amino-benzidine

DS-GPA : diagnosis specific graded prognostic
assessment

EGF : epithelial growth factor

EGFR : epithelial growth factor receptor
EML4-ALK : echinoderm microtubule-associated
protein-like 4 / Anaplastic lymphoma kinase
EMMPRIN : extracellular inducer MMP

EMT : epithelia-mesenchymato transition
EPO : erythropoietin

FGF : fibroblast growth factor

FGFR1: Fibroblast growt factor receptor 1
FOXM1: Fokhead Box M1

GPA : graded prognostic assessment)

Gy : Gray

HE : hématoxyline-éosine

Her2 : Human Epidermal Growth Factor Receptor-2
HGF : hepatocyte growth factor

HIF-1a : Hypoxia Inducible Factor 1a

HMGB1 : high mobility group box 1

HR : Hazard Ratio

H-score : score histologique

IDH1 : isocitrate déshydrogénase 1

IkB : Inhibitor of kappa-B

IkK : inhibitor of kappa-B kinase

IL : interleukine

IRM : imagerie par résonnance magnétique
ITK : Inhibiteur de Tyrosine Kinase

KPS : Karnosky performans status

KRAS : Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog
M2 : macrophages 2 (=TAM)

MC : métastase cérébrale

MEC : matrice extra cellulaire

MMPs : Matrix MetalloProteinases

MF-SRT : multi-fractionned stereotactic radiation
therapy

MRP : myeloid related protein

NA : non applicable

NAA : N Acetyl Aspartate

NC : non connu

NF-kB : nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells

Nrf2 : nuclear factor erythroid 2 related factor
NRAS : neuroblastoma — RAS (RAt Sarcoma)

P53 :TP53, protein 53

PD1 : Programmed death 1

PDL1 : Programmed death -ligand 1

PI3KCA : phosphoinositide 3-kinase

PPAR-y : Peroxisome proliferator-activated receptor
gamma

PTEN : Phosphatase and TENsin homolog

OMS : organisation mondiale de la santé

RAGE : Receptor for Advanced Glycosylation
Endproducts

RCMI : radiothérapie conformationnelle avec
modulation d’intensité (=IMRT)

RI: rayonnement ionisant

ROS : reactive oxygen species

RPA : recursive partitioning analysis

RTOG : Radiation Therapy Oncology Group

SEER : Surveillance, Epidemiology, and End Results
SNC : systeme nerveux central

SF-SRT : single fraction stereotactic radiation therapy
SRT : stereotactic radiation therapy

TAM : tumor associated macrophages

TEP : tomographie par émission de positon (=PET :
positron emission tomography)

TGF B : Transforming growth factor beta

TKI : tyrosine kinase inhibitor

TLR4 : Toll-Like Receptor 4

TME : transition épithélio-mésenchymateuse

TNF : Tumor Necrosis Factor

TNFR1 : Tumor Necrosis Factor Receptor 1

TNM : Tumor, Node, Metastasis

TopBP1 : topoisomérase Il béta protéin |

Trx1 : redox-regulated protein thioredoxin-1
VEGF : vascular endothelial growth factor

VMAT : volumetric modulated arc therapy

WBRT : whole brain radiation therapy

Whnt : wingless integration site

ZEB1 : zinc finger E-Box Binding Ho
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INTRODUCTION

| — Aspects cliniques

| —1 Epidémiologie des métastases cérébrales des cancers bronchopulmonaires

Epidémiologie : incidences des métastases cérébrales

L’encéphale est un site de dissémination métastatique trés fréquent. On estime en effet que 2% environ
de tous les patients atteints de cancer de tous stade et 10% environ des patients métastatiques
développeront une métastase cérébrale (MC)(Nayak, Lee, and Wen 2012; Barnholtz-Sloan et al. 2004).
Les primitifs les plus pourvoyeurs de MC sont : le cancer du poumon, le cancer du sein, le mélanome, le

cancer colo-rectal et le cancer rénal (Achrol et al. 2019; Sperduto et al. 2010).

Les bases de données épidémiologiques s’intéressant a la question particuliéere des métastases
cérébrales existent mais sont souvent anciennes, ne tenant pas compte des avancées en imagerie ou
thérapeutiques qui modifient I'épidémiologie des MC. (J. S. Lee et al. 2019). De plus, la plupart des
études épidémiologiques notifient les MC au diagnostic mais peu les notent également lorsqu’elles

apparaissent au cours du suivi (Achrol et al. 2019).

Malgré cela, le cancer bronchopulmonaire reste encore la premiére cause de métastase cérébrale, et
on estime que 20% des patients vont développer une ou plusieurs MC au cours de leur maladie

(Barnholtz-Sloan et al. 2004).

Cette forte probabilité de développer une atteinte cérébrale est plus faible lorsque la maladie primitive
bronchopulmonaire est initialement non métastatique (9% des cancers bronchiques non a petites
cellules « CBNPC) ». Ce risque dépend de I'histologie ; un patient sur 5 avec un cancer bronchique a
petites cellules (CPC) initialement non métastatique développera une MC au cours de son histoire.

(Goncalves et al. 2016).

Les chiffres sus-cités concernent une probabilité lissée sur I'histoire naturelle du diagnostic au décés
mais, en pratique, il est intéressant de connaitre le risque pour un patient a un moment donné de sa

maladie.

Dans le rapport épidémiologique le plus récent de la base américaine SEER publié en 2017 (Cagney et
al. 2017), Cagney décrit I'incidence des MC au diagnostic, d’abord tous stades confondus puis

uniqguement les maladies métastatiques de novo :

- Adénocarcinome : I'incidence est de 14% au diagnostic quel que soit le stade, et 27%, soit presque 1

patient sur 3 présente une MC si la maladie est métastatique de novo.
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- CPC: 16% les patients ont une MC au diagnostic quel que soit le stade, et 1 patient sur 4 a déja une

MC si la maladie est métastatique de novo.

- Les carcinomes épidermoides bronchiques font moins de MC : si la maladie est métastatique de novo,

16% des patients ont aussi une MC au diagnostic (Cagney et al. 2017).

L’histologie influence donc la survenue de métastases cérébrales dans les cancers bronchopulmonaires,

mais également la biologie moléculaire.

Environ 20% des adénocarcinomes bronchiques présentent une mutation de 'EGFR (epidermal growth
factor receptor) (dans la population caucasienne, contre 40% dans la population asiatique). Les études
sont divergentes sur la question du sur-risque de MC dans cette population, mais une importante méta-
analyse, dont 1/3 des études étaient occidentales, a montré qu’il y avait plus de risque de développer
une MC avec un cancer muté EGFR que non-EGFR (L. Li et al. 2017; Hendriks et al. 2014). En revanche,
I'incidence des métastases cérébrales au diagnostic est globalement la méme dans cette population
EGFR que dans la population wild type, allant jusqu’a 20-30%. Par ailleurs, 10% des patients sans
métastase cérébrale initialement progressent au niveau encéphalique alors qu’ils sont traités par anti-

EGFR (Remon and Besse 2018).

La présence d’une translocation ALK (anaplasic lymphoma kinase) dans les CBNPC est de I'ordre de 5%
(Shaw and Solomon 2011). Elle est corrélée a un plus fort risque de développer une MC ; différentes
études rapportent des incidences de MC entre 45 et 70% des patients ALK-transloqués. (Toyokawa et

al. 2015; Zhang et al. 2015).

Epidémiologie : Modification de la survie en cas de métastase cérébrale

Malheureusement, cette atteinte métastatique fréquente est également un facteur de mauvais

pronostic (Long et al. 2016).

Cagney rapportait en 2017, pour les patients avec une MC au diagnostic, une médiane de survie de 4
mois, 6 mois et 4 mois respectivement pour les CBPC, les carcinomes épidermoides bronchiques et les
adénocarcinomes bronchiques (Cagney et al. 2017). Cette estimation de survie trés faible peut étre
pondérée par des scores pronostiques. Sperduto, qui a proposé des scores pronostiques dans les
populations de MC de primitif de mélanome, de sein et bien sir de poumon, avait initialement publié
le DS-GPA (diagnosis specific graded prognostic assessment) en 2012, ou étaient pronostiques : I'age, le
score KPS (Karnofsky Performans Status), le nombre de MC, la présence de métastase extracérébrale

(Sperduto et al. 2012). Les médianes de survie variaient de 3 a 14 mois selon les groupes pronostiques.
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Pour étre en adéquation avec I'amélioration du diagnostic moléculaire, Sperduto a mis a jour le score
en 2017, devenu le Lung-molGPA, qui inclut les mémes caractéristiques et ajoute le statut mutationnel

de I'EGFR et la présence de la translocation ALK (Sperduto et al. 2017)(Tableau 1).

Avec les quelques années d’écart qui refletent les progres thérapeutiques, les médianes de survie, y
compris des groupes les plus mauvais, sont nettement améliorées et varient de 7 mois a 48 mois pour
les adénocarcinomes, et restent toujours plus faibles pour les autres histologie (entre 5 et 13 mois)

(Sperduto et al. 2017) (Tableau 2 et figure 1).

Facteurs Score selon critéres du GPA Score du patient
pronostiques 0 05 1.0

Age, ans >70 <70 NA o

KPS <70 80  90-100 .

M-EC Présente Absente _

Nb de MC >4 1-4 NA

Statut génétique EGFR neg/NC at ALK NA | EGFR positif ou ALK
neg/NC positif

Total NA NA NA

Tableau 1 : Feuille de calcul du score pronostique Lung-molGPA (Sperduto et al. 2017)
GPA: Graded prognostic assessment, KPS: Karnosfky performans status, M-EC: metastases

extracérébrales, MC: métastase cérébrale, NC: non connu, NA: non applicable

Valeur du score | Type histologique 0-1 1.5-2.5 2.5-3.5 3.5-4 Tout
Lung-molGPA

Médiane de Adénocarcinome 6.9 13.7 26.5 46.8 15.2
survie globale Autres histologies 5.3 9.8 12.8 0 9.2
(mois) confondues

Tableau 2 : Médiane de survie globale en mois en fonction du score Lung-molGPA et de

I’histologie (Sperduto et al. 2017)
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Figure 1: courbes de survie selon Kaplan-Meier en fonction du score lung-molGPA et de

I’histologie (a gauche : adénocarcinome, a droite : autres) (Sperduto et al. 2017)
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| —2 Traitement des métastases cérébrales de primitif broncho-pulmonaire

Si la médiane de survie des patients avec MC est aussi faible, c’est en partie parce que les thérapies
systémiques classiques, en particulier les chimiothérapies, manquent d’efficacité dans I'encéphale. En
effet, que ce soit dans le cas de MC ou dans le cas des tumeurs cérébrales primitives, les chimiothérapies

peinent a passer la barriere hémato encéphalique (BHE).

Théoriqguement, seules les molécules liposolubles de bas poids moléculaire peuvent franchir la BHE
(Pardridge 2016; Zimmermann, Dziadziuszko, and Peters 2014; Weidle, Niewdhner, and Tiefenthaler

2015).

| — 2a Efficacité intracérébrale des chimiothérapies

Les chimiothérapies ayant montré un passage dans le liquide cérébro-spinal sont le Temozolomide, le

Methotrexate et Le Topotecan (Zimmermann, Dziadziuszko, and Peters 2014).

Dans les années 2000, le Temozolomide montre son intérét dans la prise en charge des tumeurs
malignes cérébrales (notamment en radiochimiothérapie concomitante dans le glioblastome)(Stupp et
al. 2005). Reproduisant le méme type de schéma, en concomitant avec une irradiation de type WBRT
(Whole Brain Radiation Therapy, ou irradiation encéphalique en totalité) puis en adjuvant, le
Temozolomide en lere ligne amenait un taux de réponse objective de 96% versus 67% et un taux de
réponse compléte de 38 vs 33% (p=0.017) (Abrey and Christodoulou 2001). D’autres études cependant
présentent des réponses bien moins importantes malgré I'ajout du Cisplatine (sans radiothérapie), de
I'ordre de 16%, sans amélioration de la survie globale et au prix d’importantes toxicités (20% de
neutropénie de grade 3/4) (Cortot et al. 2006). Une méta-analyse récente évaluant 'apport du
Temozolomide au WBRT conclue définitivement a I'absence de gain en survie sans progression ou survie
globale (Ma et al. 2016). Par ailleurs, du fait de I'absence d’efficacité sur le reste de la maladie

extracérébrale, le Temozolomide n’est pas utilisé en pratique clinique.

Bien que le Topotecan soit utilisé en 2eme ligne dans les CPC résistants, son action sur les MC n’est pas
soutenue par beaucoup de preuve. Une seule phase Ill en concomitance au WBRT, CPC et CBNPC, avait
été montée et stoppée devant le manque d’inclusion. Bien que les résultats soient faussés par une
importante mortalité liée a la progression, les auteurs décrivaient une médiane de survie sans
progression autour de 3 mois quel que soit le type histologique et le groupe de traitement (Neuhaus et

al. 2009).
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Du fait de son passage reconnu de la BHE, le Méthotrexate est parfois utilisé en intrathécal pour cibler
les méningites carcinomateuses, notamment dans le sein, mais il n’a pas été étudié et n’est pas utilisé

pour lutter contre les MC.

Cette notion de BHE infranchissable est mise a mal par I'efficacité d’autres chimiothérapies, notamment
les platines. Le doublet comprenant du platine a été pendant longtemps, jusqu’a I'avenement de
I'immunothérapie, le traitement permettant les meilleurs résultats des CBNPC métastatiques. L'étude
de ces traitements sur les MC a montré des taux de réponses plutét intéressants mais des survies
médiocres. Barlesi a évalué I'effet du Cisplatine —Pemetrexed dans une cohorte de CNBPC avec MC en
lere ligne (Barlesi et al. 2011). Le taux de réponse cérébrale était de 41.9% (le taux de réponse extra

cérébral était de 34.9%) et la survie médiane de la cohorte de 7.1 mois (Barlesi et al. 2011).

L’étude francaise portée par Robinet et al évaluait la place de l'irradiation panencéphalique (immédiate
ou retardée) dans une population traitée par Cisplatine — Vinorelbine (Robinet et al. 2001). Le WBRT
était soit réalisé dés le ler cycle en concomitance a la chimiothérapie, soit a la progression cérébrale.
Le taux de réponse intracranienne était de 27% dans le bras sans radiothérapie versus 33% dans le bras
avec radiothérapie et la survie médiane était de 24 et 21 mois respectivement dans les bras WBRT

retardé et immédiat.

Au-dela de la chimiothérapie, le Bevaczumab est I'une des premieres thérapies ciblées utilisées. Les
métastases cérébrales ne constituent pas une contre-indication au Bevacizumab (hors saignement
actif). L'essai francais BRAIN mené par I'équipe de Gustave Roussy était une phase Il non comparative
qui évaluait 'efficacité et la tolérance du Bevacizumab dans une population de patient avec métastases
cérébrales de CBNPC non épidermoides non traitées et asymptomatiques, en ajout a au traitement
systémique (Carboplatine Paclitaxel en lere ligne). La médiane de survie globale de 16 mois, avec un
taux de réponse intracranienne d’environ 60% (équivalent a la réponse extracranienne) et une médiane

de 8 mois avant progression (Besse et al. 2015).
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Le mécanisme d’action n’est pas simplement lié au passage de la BHE. Au contraire, la question est
complexe puisque la néoangiogénése, la taille des MC et la radiothérapie encéphalique tendent a
modifier la BHE et augmenter sa perméabilité (Pardridge 2016). Ces altérations pourraient étre
bénéfiques et expliquer [I'efficacité intracérébrale des autres chimiothérapies et traitement

systémiques.

Si les chimiothérapies classiques n’ont pas permis d’obtenir des réponses thérapeutiques satisfaisantes,
les thérapies ciblant des voies de signalisations activées dans certains cancers bronchopulmonaires

montrent une certaine efficacité.

Actuellement, la premiére ligne de traitement systémique pour les CBNPC métastatiques sans altération
moléculaire cible dépend de I'expression de PDL1 par les cellules tumorales (PDL1 : Programmed death-

ligand 1)(Planchard et al. 2018; Couraud 2020).

Depuis 5 ans environ, la mise au point des traitements immunomodulateur a considérablement modifié
le paysage des traitements contre le cancer. L'immunothérapie en association a la chimiothérapie est
actuellement le traitement le plus efficace dans les CBNPC sans altération génétique. Ce sont les anti-
PD1/PDL1, le Pembrolizumab et le Nivolumab. Bien que leur place dans la maladie métastatique soit
maintenant largement étudiée, peu d’études portent spécifiquement sur I'efficacité intracranienne de

I'immunothérapie.

Golberg a publié en 2016 une phase Il permettant d’évaluer la réponse intracérébrale d’une cohorte de
patients traités pour un mélanome ou un CBNPC par pembrolizumab (Goldberg et al. 2016). Sur les 18
patients avec un CBNPC, 33% ont bien répondu avec une réponse cérébrale partielle et durable (entre

3 et 10 mois). Dans cette petite étude, les réponses intra et extracranienne étaient corrélées entre elles.

Crino a également publié une phase Il portant sur une population de patients avec CBNPC traités par
Nivolumab (Crino et al. 2019). Le contrdle local atteignait 59% et la médiane de survie 8,9% chez ces

patients en 2eme ligne avec une atteinte cérébrale asymptomatique.

Les études randomisées de phase Il incluent de maniere générale assez peu de patients avec des
métastases cérébrales, et quand elles existent, elles doivent souvent étre traitées avant. Cependant, les
études princeps dans les CBNPC apportent quelques informations détournées sur |'efficacité de

I'immunothérapie dans ces populations.

Dans les années 2010, l'immunothérapie fait son entrée dans les phases Il des cancers

bronchopulmonaires, avec les études CHEKMATE 017 (CM-017) (épidermoides) et CHEKMATE 057 (CM-
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057) (non épidermoides). Ces essais avaient montré avant les études KEYNOTE I'augmentation de la
survie globale et de la survie sans progression avec le Nivolumab en 2eme ligne (23% de survie globale
a 2 ans versus 8% avec le Docetaxel pour les épidermoides, 29% versus 16% pour les non
épidermoides)(Horn et al. 2017). Dans |'étude initiale CM-057 (non épidermoides), 12% de patients
avaient des MC et l'analyse en sous-groupe montrait plutdot une tendance au bénéfice de la
chimiothérapie sur la survie globale (Borghaei et al. 2015). Moins de 10% des patients avaient des MC

a linclusion dans CM-017 (épidermoides) et ce sous-groupe n’est pas détaillé (Brahmer et al. 2015).

C'est finalement le Pembrolizumab qui est retenu en premiére ligne métastatique / avancée (+/- avec
de la chimiothérapie) dans les recommandations grace a I'essai KEYNOYTE-042 ou il était comparé a une
chimiothérapie a base de platine. On observait une amélioration de la survie globale dans le groupe
immunothérapie ; dans la cohorte PDL1 > 50%, la médiane de survie était de 20 mois avec
Pembrolizumab contre 13 mois avec chimiothérapie. Cet écart se maintenait dans la cohorte PDL1 > 1%
: 17 mois versus 12 mois (Mok et al. 2019). Cependant, dans cet essai comme dans KEYNOTE-024 (méme
design mais réalisé uniquement sur la population PDL1 > 50% et de stade IV) aucune mention n’est faite

des résultats sur les MC.

L'étude de phase Ill KEYNOTE-189 est au final celle qui apporte le plus de précision au sujet des MC.
C'est I'étude qui a montré I'intérét sur la survie globale de I'ajout du doublet de chimiothérapie a base
de platine au pembrolizumab dans les CBNPC non-epidermoides : la survie globale a 1 an est de 70%

avec la trithérapie versus 50% avec I'immunothérapie seule (Gandhi et al. 2018).

Elle a récemment été mise a jour en incluant des résultats exploratoires sur les MC. La médiane de
survie est maintenant de 20 mois dans le groupe a I'étude versus 11 mois dans le groupe contréle. Les
résultats de survie globale et de survie sans progression (globale) étaient similaires dans le sous-groupe

avec MC (Gadgeel et al. 2020).

Aucune toxicité supplémentaire, notamment neurologique n’a été décrite dans ces études chez les

patients avec MC.
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| — 2¢c Inhibiteurs de tyrosine kinase et métastases cérébrales

Voie de 'EGFR

Nous avions vu dans les études épidémiologiques que les avancées en biologie moléculaires ont permis
d’identifier une altération génomique oncogénique dans 50 a 80% des adénocarcinomes bronchiques
avancés, avec, dans l'ordre de fréquence, la mutation du géne KRAS? dans 24% des cas, du géne EGFR
dans 13% des cas et d’une translocation EML4-ALK? dans 5% des cas. D’autres existent et sont moins
communes comme la mutation de PI3KCA 3 (2%), de la Beta-catenin (2%), de BRAF* (1%), de NRAS® (1%),
de Her2® (1%) et d’IDH1’ (1%) (confére note de page) (Zimmermann, Dziadziuszko, and Peters 2014;

Sequist et al. 2011) .

La mutation KRAS n’est pas actuellement prédictive de réponse positive a un traitement. En revanche,
la seconde mutation la plus fréquente, celle du géne EGFR, est la cible thérapeutique génétique la plus

développée.

L’Erlotinib, un des premiers inhibiteurs de tyrosine kinase (ITK ou TKI) utilisé dans les CBNPC porteurs
d’une mutation du gene de I'EGFR, est moins efficace en intracérébral qu’en extracérébral : Lee Y] a
étudié les patterns de rechute des patients traités par Erlotinib (Y. J. Lee et al. 2010) . Chez les patients
bons répondeurs en extracérébral, le taux de récidive en intracérébral était plus important que chez les
non-répondeurs, signifiant que I'efficacité de I'Erlotinib était moindre en intracérébral. Dans la plupart
des autres études, I'Erlotinib reste cependant un traitement avec un important taux de réponse

intracérébrale de plus de 80% (Zimmermann, Dziadziuszko, and Peters 2014).

Cependant, depuis I'essai FLAURA, le TKI de 3eme génération Osimertinib est maintenant le traitement
de lere ligne en cas de mutation activatrice de 'EGFR (exon 19 ou 21) (Soria et al. 2017). L’Osimertinib
apporte une amélioration significative de la survie sans progression (19 mois versus 10 mois avec
I"Erlotinib) et de la survie globale (39 mois vs 32 mois). Le TKI de 3eme génération est responsable une
remarquable réponse a I'étage encéphalique, avec une survie sans progression a 1 an de 77% versus

53% sous Erlotinib (médiane de survie sans progression non atteinte dans le bras a I’essai).

LKRAS : Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog

2 EMLA4-ALK : echinoderm microtubule-associated protein-like 4 / Anaplastic lymphoma kinase
3 PI3KCA : phosphoinositide 3-kinase

4 RAF : Rapidly Accelerated Fibrosarcoma

> NRAS : Neuroblastoma — RAS (RAt Sarcoma)

6 HER2 : Human Epidermal Growth Factor Receptor-2

71DH1 : isocitrate déshydrogénase 1
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Voie de ALK

Apreés les mutations du gene EGFR, I'altération moléculaire cible la plus fréquente est la translocation

EML4-ALK.

Le Crizotinib est un TKI de lere génération ciblant ALK. L’étude PROFILE 1014 incluait des patients
porteurs de MC. Le taux de contréle intracranien (stabilité, réponse partielle ou compléte) était de 85%
a 3 mois et de 56% a 6 mois (Griesinger et al. 2018). Cependant, on observe 22% de progression

intracérébrale chez des patients sans MC au diagnostic, suggérant un passage limité de la BHE.

L’Alectinib est le TKI recommandé en lere ligne du traitement des CBNPC avec réarrangement de ALK,
augmentant la survie globale par rapport au Crizotinib (dans I'’étude ALEX : survie globale a 4 ans : 65%
versus 52%) et la survie sans progression. Il est particulierement efficace dans le contrble des
métastases cérébrales préexistantes, diminuant le taux d’incidence cumulée de la progression du
systéme nerveux central (SNC) a 12 mois de 41% versus 9%, avec un taux de réponse de 88% vs 50%
pour le Crizotinib et a également un role protecteur vis-a-vis du SNC en retardant I'apparition de MC.

(Peters et al. 2017)
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| —2d Synthese des thérapies systémiques pour les métastases cérébrales

Bien que les nouvelles thérapies systémiques et les associations immunothérapie — chimiothérapie aient
considérablement amélioré la survie sans progression et la survie globale des patients métastatiques,
et bien que les données partielles nous rassurent sur I'efficacité intracérébrale de ces traitements, les
patients qui développent des métastases cérébrales gardent un mauvais pronostic, en particulier les

patients wild-type et PDL1 négatif.

De plus, ces métastases cérébrales peuvent facilement étre a I'origine de symptdmes invalidants, avec
des troubles moteurs, cognitifs, sensitifs qui affectent la qualité de vie et 'autonomie, voire peuvent
engager le pronostic vital lorsqu’elles ne sont pas contrblées (hypertension intracranienne avec

engagement, épilepsie avec risque d’état de mal épileptique, etc.)

C'est pour cela que, bien gu’il ne soit pas systématique et qu’il soit de plus en plus retardé grace a
I'efficacité premiere du traitement systémique, le traitement local intracranien continue a étre discuté,
en gardant en mémoire que les données de la littérature ne permettent pas de trancher entre le fait de

débuter par le traitement systémique ou par la radiothérapie cérébrale.

La chirurgie est particulierement utile en cas de métastase symptomatique accessible a une exérese, a
distance des zones fonctionnelles. Idéalement, la chirurgie est indiquée lorsqu’un diagnostic
histologique est nécessaire (métastases synchrones), ou lorsque la taille est trop importante pour une
irradiation en condition stéréotaxique et que cette derniere doit étre couplée a une chirurgie, ou pour

les lésions symptomatiques.

La radiothérapie peut étre délivrée selon plusieurs méthodes et pour différentes indications. La
différence entre les méthodes, notamment le WBRT et la radiothérapie stéréotaxique, a une importance

capitale pour le contréle local.
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| —3 Techniques de radiothérapie pour les métastases cérébrales

Radiothérapie conformationnelle 3B : Whole Brain Radiation Therapy

La technique la plus ancienne pour traiter les métastases cérébrales consiste a pratiquer une irradiation
encéphalique en totalité, que I'on appelle aussi « whole brain » en pratique courante, pour « whole
brain radiation therapy » (WBRT). Cette technique de radiothérapie conformationnelle 3D consiste a
irradier I'ensemble de I'encéphale par un champ fixe et délivre une dose théoriquement homogéne a
I'ensemble du parenchyme cérébral tout en protégeant les globes oculaires et les cristallins (Figure 2).
Cette technique présente I'avantage de traiter les micrométastases puisqu’on irradie I'ensemble du
cerveau, mais est responsable d’un déclin cognitif radioinduit, notamment a cause de l'irradiation des
hippocampes, et parfois d’'un échappement tumoral car la dose délivrée sur les Iésions ou les lits
opératoires est modérée. Classiqguement, la dose est de 30 Grays (Gy) en 10 fractions de 3 Gy ou de
37.5 Gy en 15 fractions de 2.5 Gy (on réalise parfois l'irradiation a la dose de 20 Gy en 5 fractions de 4

Gy chez des patients altérés afin de diminuer le nombre d’aller-retour).

Figure 2 : Dosimétrie d’un plan de WBRT
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Radiothérapie conformationnelle avec modulation d’intensité : exemple du « boost »

Avec 'avancée de la radiothérapie et le développement de la radiothérapie conformationnelle avec
modulation d’intensité (RCMI), un complément de dose peut étre délivré sur une région d’intérét, par
exemple une Iésion en place ou un lit opératoire. La modulation d’intensité est une avancée en matiere
de machine, avec un accélérateur dont le bras est capable de tourner autour du patient en demi-arc,
tout en délivrant un faisceau. Ce faisceau est lui-méme modulé en intensité et en forme par un
collimateur multi-lame. C'est aussi un progres dans les logiciels de planification de la dosimétrie ; avec
des ordinateurs capables de proposer des plans de traitements qui respectent les contraintes de dose

gu’on leur a fourni en amont.

En pratique, dans le cadre des MC, cela signifie que I'on peut délivrer une dose plus importante au
niveau de la cible (lit opératoire, MC en place) tout en protégeant les organes a risque autour (chiasma
optique, hippocampes, tronc cérébral) et en délivrant aussi une dose prophylactique au reste de
I'encéphale. En pratique courante, on appellera ce complément de dose le « boost ». Les lits opératoires

des MC sont classiquement traités entre 30 et 35Gy a raison de 5 séances de 6 a 7 Gy.

Figure 3. Dosimétrie d’un plan de WBRT + boost en RCMI
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Radiothérapie en condition stéréotaxique

La radiothérapie en condition stéréotaxique, ou SRT pour « stereotactic radiation therapy », utilise des
processus de repositionnement du patient trés précis, a 1 ou 2 mm pres (par un masque de contention),
et un débit de dose important, tout en maintenant un gradient de décroissance tres fort. Cela signifie
la possibilité de délivrer sur des petits volumes des grosses doses par fraction, entre 8 et 24 Gy par
fraction, avec un schéma entre 1 a 5 fractions seulement, et que la dose décroit trés rapidement jusqu’a

étre nulle a quelgues millimétres de la cible. La SRT permet un traitement ablatif tres précis.

Dans le cas des MC, La SRT permet de traiter les lits opératoires ou les [ésions en place tout en épargnant
le tissu cérébral sain et donc limite les effets secondaires cognitifs. Les résultats quant au contréle local
sont excellents mais les fortes doses peuvent provoquer des radionécroses et |'évitement du
parenchyme cérébral ne permet pas |'effet prophylactique du WBRT. Les doses prescrites sur les lits
opératoires sont schématiqguement les mémes que dans le cas des boosts avec WBRT, 30Gy en 5x6Gy,
mais les doses sur les |ésions en place peuvent étre plus élevées, entre 27 Gy en 3x9 Gy et 24 Gy en 1
fraction. La radiochirurgie est une radiothérapie stéréotaxique en une fraction unique qui peut étre
délivrée de maniere conventionnelle en radiothérapie externe photonique (rayons X) avec un masque
pour immobiliser le patient ou en gammaknife (source de rayonnements gamma) avec un casque de

neuronavigation vissé aux os craniens.

Figure 4 : Dosimétrie d’un plan de radiothérapie stéréotaxique intracérébrale en photons
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| —4 Place de la radiothérapie des métastases cérébrales

Le choix de la séquence du traitement local (chirurgie, radiothérapie) et de la technique va dépendre
essentiellement du nombre de métastases cérébrales mais aussi de I'envahissement extracérébral de

la maladie.

| —4a Situation oligométastatique : place de la chirurgie

Une maladie oligométastatique se définit schématiquement comme une maladie avec 1 a 5 sites

métastatiques seulement, dans un nombre limité d’organes.

La situation oligométastatique, ol le cerveau est le seul site métastatique et est associé a une maladie
bronchopulmonaire accessible a un traitement local, est lI'indication phare du traitement local

intracranien ablatif depuis les années 1990.

En 1990 Patchell et al publiaient un essai randomisé ou était comparé le WBRT a la stratégie chirurgie +

WBRT (Patchell et al. 1990).

Le WBRT était délivré a la dose de 36 Gy par fractions de 3 Gy. Le taux de récurrence était de 20% dans
le groupe avec chirurgie versus 52% dans le groupe sans chirurgie (p<0.02) et le temps a progression de
la Iésion initiale était plus court en I'absence de chirurgie (médiane : 21 semaines versus > 59 semaines,

p<0.0001).

Il n"y a pas d’étude randomisée comparant la chirurgie a la SRT mais plusieurs études non randomisées
rapportent des taux de contrdle local équivalents. La plus récente et intéressante (malgré un nombre
de patient assez faible — 85) est la revue de Cochrane de 2018. Les 2 études inclues comparaient, pour
I"'une : chirurgie + WBRT versus SRT, pour l'autre : chirurgie + WBRT versus SRT + WBRT. Les deux avaient
été fermées précocement faute d’inclusion. Dans I'étude chirurgie versus SRT (et WBRT dans chaque
bras), la médiane de survie sans progression était de 1.7 mois dans le groupe chirurgie vs 3.1 mois dans

le groupe SRT (non significatif). Les survies globales étaient identiques, autour de 9-10 mois.

Dans les cas de métastase unique, la chirurgie est donc recommandée, suivie d'une irradiation du lit

opératoire.
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Initialement, apres I'exérése chirurgicale, on proposait au patient une irradiation adjuvante de type
WBRT. Cependant, la dose délivrée est a la fois non suffisante sur le lit opératoire, n"'empéchant pas
toutes les récidives, et trop importante sur le parenchyme, provoquant des déclins cognitifs sans

augmenter la survie globale.

L'ajout de la SRT au WBRT a été étudié par Andrews en 2004 dans I'essai RTOG 9508 (WBRT versus
WBRT + SRT) (Andrews et al. 2004). Cette étude présente de nombreux biais mais il ressort que les
patients dans le groupe WBRT +SRT ont un meilleur score Karnosky Performans Status a 6 mois. Cette
étude sert surtout de repére concernant les doses délivrées pour les études ultérieures. Le groupe

WBRT seul semblait avoir un risque de 43% en plus de récidiver sur la lésion cible.

A l'inverse, par rapport a une SRT seule, I'ajout du WBRT permet d’augmenter le taux de controle
cérébral a distance sans augmenter la survie globale (Aoyama et al. 2006; Soffietti et al. 2013; Brown et

al. 2016).

Ainsi, dans I'étude de Brown, a 1 an, 92% des patients du groupe WBRT+ SRT n’avaient pas de
progression dans le reste du cerveau (hors MC traitée en SRT) versus 70% dans le groupe SRT. Dans celle
d’Ayoama, l'incidence cumulative d’apparition de nouvelle MC était également diminuée dans le groupe

WBRT, avec une incidence de 41% dans le groupe WBRT, versus 64% dans le groupe SRT.

On observe plus de retraitement dans le bras SRT, ce qui peut aussi s’expliquer par la plus grande facilité

a traiter sur un cerveau moins irradié (i.e. sans WBRT antérieur) (Soffietti et al. 2013).

Finalement, la radiothérapie stéréotaxique adjuvante seule post-opératoire a alors été évaluée par
Mahajan et al dans une étude de phase Il monocentrique pour des tumeurs de moins de 4 cm avec une
irradiation par gammaknife (12-16 Gy sur I'isodose 50). La SRT en post opératoire était évaluée contre
I’'observation. Le taux de contrdle local sur le lit opératoire a 12 mois était de 70% dans le bras SRT
versus 40% dans le bras observation. Encore une fois aucune différence en survie globale n’a été
observée mais on rapportait un plus grand risque de mort par cause neurologique dans le bras
observationnel (Mahajan et al. 2017). L'irradiation adjuvante était aussi efficace sur les petites tumeurs

de moins de 2,5 cm, permettant un taux de contréle local de 90% (Mahajan et al. 2017).

Un essai de phase lll mené par Brown a permis de comparer la SRT (en dose unique) versus le WBRT en
adjuvant (Brown et al. 2017). Le contrdle local et intracranien a distance était similaire dans les groupes,
voire inférieur en cas de SRT, mais ce n’était pas le critere de jugement principal et les auteurs avacent
que la confusion ait pu étre faite entre progression du lit opératoire et radionécrose aprés SRT. En

revanche, la détérioration cognitive était plus importante dans le groupe WBRT.
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Il est recommandé d’opter, en cas de peu de lésions, d’opter pour la SRT sur le lit opératoire afin de
repousser I'’échéance du WBRT et de la préservation cognitive, au détriment de I'effet prophylactique

sur d’éventuelles micrométastases.

Si la chirurgie n’est pas possible dans la maladie oligométastatique, la Iésion doit faire I'objet d’'une SRT.

Le WBRT en complément n’est plus indiqué.

La radiothérapie stéréotaxique peut étre délivrée en fraction unique, il s’agit de la radiochirurgie, ou de

maniere hypofractionnée en plusieurs séances.

Dans la plupart des études portant sur la radiothérapie stéréotaxique des métastases cérébrales, les

auteurs utilisent la radiochirurgie, délivrée en 1 fraction, par rayons gamma ou par photons.

La dose utilisée en radiochirurgie dans les essais est souvent celle retenue dans I'étude RTOG 9508
(Andrews et al. 2004). Les doses sont ; pour des tumeurs de < 2cm : 24Gy, entre 2.1cm et 3cm : 18 Gy,

entre 3.1cm et 4cm : 15 Gy en une fraction.

Cependant, en cas de gros volume cible, la dose aux organes a risque augmente et le fractionnement

de la dose est préféré afin de diminuer le risque de radionécrose cérébrale (Minniti et al. 2011).

Minniti a publié un essai randomisé en 2016 évaluant la SRT en fraction unique (18Gy si T = 2-3cm, 15-
16 Gy si T>3cm) versus la radiothérapie hypofractionnée (3x9Gy sur I'isodose 80%) sur des MC en place
(Minniti et al. 2016). Le controéle local a 1 an était meilleur dans le groupe hypofractionné (90% vs 77%)
et le taux de radionécrose inférieur (8% en cas d’hypofractionnement versus 20% en radiochirurgie). Le
contréble local est un peu moins bon dans la métanalyse de Baliga et dans I'étude de Lockney qui évalue
la SRT en 5x6Gy, autour de 80% a 1 an, sans différence majeure a priori dans I'inclusion (Baliga et al.

2017; Lockney et al. 2017) .

Lischalk a évalué 3 protocoles de SRT hypofractionnée sur une lésion en place : 30Gy (5x6gy), 35Gy
(5x7Gy) ou 40Gy (5x8Gy) (Lischalk et al. 2015). La dose de 35 Gy en 5x 7Gy a été retenue comme plus

efficace sur le contréle local que la dose de 30 Gy et causant moins de radionécrose que 40 Gy.

Si la maladie est oligométastatique avec 2 a 4 MC, la SRT de toutes les Iésions est recommandée. Si la
chirurgie est nécessaire sur une MC, le lit opératoire doit étre irradié en SRT et les autres lésions traitées.

Le WBRT n’est pas recommandé.
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Lorsque la maladie n’est pas oligométastatique et que le nombre de MC dépasse 4, l'irradiation
encéphaligue n’est pas automatique et doit étre discutée en fonction des symptomes, de la maladie

extracranienne, du Performans Status et de I'espérance de vie théorique.

L'essai QUARTZ a été monté par Mulvenna en 2007 afin d’évaluer l'intérét d’un traitement local par
WBRT dans une population de patients qui ne pouvaient pas bénéficier d’un traitement ablatif par

chirurgie ou SRT (40% des patients avaient un score KPS inférieur a 70).

Le WBRT a la dose de 20Gy en 5x4 Gy était comparé aux soins de supports associés a la dexaméthasone
(aussi donnée dans le groupe WBRT). L'étude n’a pas montré de différence entre les groupes sur la
qualité de vie qui était le critere de jugement principal, la survie globale ni le temps a 'arrét de la
cortisone. Cependant, les patients avaient un trés mauvais pronostic, la médiane de survie étant

d’environ 9 semaines dans les deux groupes.

Il en a découlé I'absence d’intérét clinique a faire une irradiation méme avec un schéma adapté
hypofractionné en cas d’espérance de vie estimée de moins de 3 mois. L'étude ne permettait pas de
trancher sur lintérét du traitement en fonction des scores pronostiques tels le RPA (recursive
partitioning analysis) ou le GPA (graded prognostic assessment) malgré une tendance au bénéfice sur la

survie globale dans les groupes de meilleur pronostic. (Mulvenna et al. 2016)

Bien que cela ne soit pas réalisé partout, il est théoriquement possible de proposer une irradiation en
condition stéréotaxique jusqu’a 10 lésions, a fortiori dans le groupe de patients a meilleur pronostic

(Lung-molGPA 3-3.5, donc qui aurait tous les critéres sauf le nombre de MC).

L'étude prospective de Yamamoto et al menée sur 1194 patients montre une survie globale et un
contréle local identique entre le groupe de patients ayant 5 a 10 MC et celui ayant entre 2 et 4 MC. Les
MC étaient < 3 cm et les patients avaient un score KPS > 70. La survie globale était de 10.8 mois dans
les 2 groupes et le taux de rechute locale similaire (Yamamoto et al. 2014). Plus tard, en 2018, les auteurs
ont publié une mise a jour sur le sous-groupe de patients avec primitif bronchopulmonaire, confirmant
I'absence de différence de survie globale entre les patients avec une métastase, 2 a 4 ou 5 a 10
métastases (la médiane de survie était de 14, 12 et 13 mois respectivement) et de rechute cérébrale a

distance (respectivement 52%, 62% et 67%, non significatif) mais surtout une absence de différence
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entre les groupes lors des tests cognitifs (taux de préservation des fonctions cognitives de 86% a 5 ans)

(Shuto et al. 2018).

Cependant cette prise en charge est réservée aux cas particuliers. La majorité des patients qui
nécessitent une irradiation encéphalique pour de multiples lésions vont se voir proposer le WBRT, en
considérant que la méthode permet de traiter non seulement les Iésions visibles avec un résultat

satisfaisant, mais cible aussi les micrométastases.

Le gain thérapeutique obtenu par le contréle local est souvent remis en cause par la détérioration
cognitive secondaire. L’équipe de Gondi a mis en évidence qu’une D40 > 7.4Gy sur la totalité des deux
hippocampes est prédictive de déficit de la mémoire a long terme dans l'irradiation des tumeurs
cérébrales bénignes ou de bas grade (Gondi et al. 2013). La question se pose depuis plusieurs années
de I'intérét ou non de réaliser le WBRT en protégeant les structures impliquées dans la mémoire (Gondi
et al. 2014). Un essai de phase Il publié tres récemment par Brown et al vient cloturer cette question
de l'intérét de I'épargne hippocampique (Brown et al. 2020). En effet, grace a la RCMI, par VMAT
(Volumetric Modulation Arc Therapy) ou tomothérapie, il est possible de diminuer la dose recue par les
hippocampes. L'épargne hippocampique (D100 bilatéral <9 Gy, D max > 16 Gy) et la prise concomitante
de mémantine étaient significativement associées a une moindre détérioration cognitive (Hazard Ratio
=0.72). Ces données nouvelles pourraient remettre en cause la perte d’intérét du WBRT au profil de la
SRT qui était préférée pour I'épargne cognitive mais ne permet pas un controle a distance sur le reste

du parenchyme cérébral (Patchell et al. 1990; Mahajan et al. 2017) .

Malgré des traitements adaptés a la situation clinique (nombre, taille, symptdmes) et combinés
(traitements systémique et local), la maladie métastatique échappe souvent en intracérébral. Nous
voyons apparaitre des récidives au niveau de lits opératoires irradiés, de Iésions traitées a fortes doses

et des apparitions de nouvelles |ésions dans un parenchyme irradié a visée prophylactique.

Cette résistance aux rayonnements ionisants se voit quel que soit le type tumoral, le traitement

systémique.

Afin de mieux appréhender les mécanismes a |'origine de cette radiorésistance, nous exposerons
d’abord ceux qui permettent le contréle tumoral en radiothérapie, et dans un deuxieme temps les

mécanismes biologiques d’échappement a la radiothérapie.
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Il — Actions des rayonnements ionisants

Il -1 Interactions physiques

En radiothérapie externe conventionnelle, le faisceau dirigé sur la cible est fait de photons produits par
I'accélération d’électrons (d’olU le terme générique d’accélérateurs de particules pour parler des

machines de radiothérapie).

Lorsque le flux de particules, ici les photons, entre en contact avec la matiére (le patient), I'énergie
incidente leur permet d’arracher un électron des atomes du milieu traversé. C'est ce que |'on appelle
une ionisation puisque lI'atome n’est plus électriquement neutre, d’ou le terme de rayonnement

ionisant (RI).

L'ionisation peut se produire selon plusieurs interactions : I'effet photoélectrique, I'effet Compton

(majoritaire en radiothérapie) et |'effet création de paires.

Les électrons arrachés vont eux-mémes interagir avec les molécules du milieu et étre a I'origine de leur
modification biochimique. Les 2 cibles moléculaires principales sont I'eau et I'’ADN (acide

désoxyribonucléique).

Il — 2 Interactions biochimiques

[l —2a Effet direct : cassure de ’ADN

Avant méme la découverte de I’ADN, Claudius Regaud avait déja remarqué « c’[était] la chromatine
cellulaire qui [était] la partie la plus sensible des cellules » (N. Foray 2012). Apres la découverte dans les
années 1950 de I’ADN, les mécanismes radiobiologiques de réponses et de morts cellulaires ont pu étre

décrits.

L’ADN double brin est la cible principale du traitement par radiations ionisantes (Khalifa, Boyrie, and
Moyal 2012). Les ionisations conduisent a des altérations des bases, des pontages intra ou interbrins,

voire ADN-protéines, des cassures simples ou doubles brins de I’ADN.

Si la lésion de I’ADN n’est pas réparable d’emblée, les processus de mort cellulaire s’enclencheront.
Dans 'autre cas, la réparation peut étre fidele ou fautive, ce qui conduira soit a I'apoptose, soit a la
présence de mutations ou d’aberrations chromosomiques. Cette instabilité génomique peut amener a

la mort cellulaire différée ou a la cancérisation de la cellule.

Contrairement aux premiers modeles de radiobiologie révisés depuis, ce n’est pas le nombre de

cassures double-brin qui est corrélé a la radiosensibilité mais le nombre de cassure double-brin
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résiduelles non réparées. De maniére didactique, les cassures doubles brins seraient responsables de la
mortalité directe et les cassures simple-brin seraient, elles, responsables de la mort cellulaire différée
en radiothérapie, du fait de I'accumulation des lésions au fil des jours de traitement et de la saturation

des mécanismes de réparation. (Khalifa, Boyrie, and Moyal 2012).

On estime que 2 grays (dose classique quotidienne) provoquent 20 000 dommages de bases, 2000
cassures simples brins et 80 cassures double brin, ce qui est donc assez faible (Tubiana 2005). La plupart
des effets sur I’ADN ne sont en fait pas liés aux interactions directes par les photons ou électrons

incidents mais sont dus aux radicaux libres crées par la radiolyse de I'eau.

Il — 2b Effet indirect : la radiolyse de I'eau

La molécule d’eau étant la plus présente dans le corps humain, elle est donc la plus ionisée aprés
irradiation. On parle alors d’espéce réactive de |'oxygene (reactive oxygen species « ROS ») pour

nommer les radicaux libres issus de I’'H,0. C’est ce qu’on I'on appelle la radiolyse de I'eau.

Le terme de radical libre se réfere a toute espéce moléculaire ayant perdu un électron ce qui rend la
molécule instable et susceptible de réagir avec son environnement, notamment avec les molécules

d’ADN, d’ARN (acide ribonucléique), les lipides, les protéines. (Ziech et al. 2011)

Les ROS existent naturellement, ils sont produits de maniere endogéne par le métabolisme
mitochondrial, mais I'augmentation de leur taux au-dela des capacités de la cellule a les métaboliser

provoque un état de stress oxydatif.

Au niveau de I'ADN, les ROS peuvent réagir avec les bases pyrimidines et purines, avec la chromatine et
créer des altérations directes dans la structure de I’ADN, c’est-a-dire créer des cassures simples ou
doubles brins, des modifications de base, des sites abasiques, des modifications de sucre, des ponts
entre les bases, et donc augmenter le taux de mutations. L'accumulation des ROS dans la cellule, le

stress oxydatif, conduit a une moindre efficacité des mécanismes de réparation de I’ADN.

De maniere indirecte, les ROS conduisent a des altérations épigénétiques : par le biais de la méthylation
de I’ADN ou des histones et autres protéines associées a I’ADN, ils modifient la structure de la

chromatine et donc la transcription de I’ADN en ARN (acide ribonucléique).

Hors de I’ADN, on peut également citer le réle des ROS dans I'altération de I’ADN mitochondrial, dont
les mutations pourraient avoir un réle dans la carcinogénése humaine. Le stress oxydatif peut également

endommager les lipides (membrane cellulaire) (Ziech et al. 2011) .
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Les dommages létaux (lésions double brin, lyse de la membrane cytoplasmique) ou I'accumulation de
dommages sublétaux (Iésions simple brins), acquis de maniére directe (par interaction avec I’ADN) ou
indirecte (par le biais des ROS), vont finalement dépasser les capacités de réparation et de survie de la

cellule et permettent le déclenchement de voies de signalisation de mort cellulaire.

Il — 2c Morts cellulaires

Les rayonnements ionisants sont responsables de plusieurs types de mort cellulaire dont les principaux
sont la mort mitotique (suivie de la nécrose), I'apoptose et I'autophagie (Cohen—Jonathan, Bernhard,

and McKenna 1999).

Le point commun des différents types de mort cellulaire est la perte de la capacité par les cellules a
former des clones (ou colonies) en culture, c’est pour cela que la mort mitotique, ou les cellules peuvent
rester vivantes un certain temps mais ne proliferent plus est considérée comme une mort cellulaire

(Nicolas Foray, Colin, and Bourguignon 2013).

Certains défauts des points de contrble provoquent I'entrée prématurée des cellules en mitose. Un
défaut de formation du fuseau mitotique entraine une mauvaise ségrégation des chromosomes. La
division cellulaire ne peut plus se faire, la cellule ne peut pas sortir de sa mitose. La catastrophe
mitotique produit des cellules géantes multinucléées. Les micronucléi sont les structures vésiculaires

qui contiennent les fragments chromosomiques (Milia 2005).

La mort par catastrophe mitotique se termine par la nécrose : la membrane cytoplasmique est distordue
et perd son intégrité, les organites sont dégradés et la cellule se gonfle. Il en résulte une dégradation
aléatoire de I"’ADN. Les mécanismes d’initiation de cette mort sont mal connus (Cohen—Jonathan,

Bernhard, and McKenna 1999).

C'est la mort la plus fréquente des cellules proliférantes et, en condition de radiothérapie, résulte en

une inflammation locale.

L’apoptose est la mort cellulaire la plus connue, la plus décrite mais la plus rare. Il sagit d’un « suicide
cellulaire », c’est une mort cellulaire programmée. On observe une condensation de la chromatine
nucléaire, une déstructuration des membranes nucléaires et cytoplasmiques puis la fragmentation des

structures nucléaires. Ces fragments forment les corps apoptotiques.

Les principales voies de signalisation aboutissant a I'apoptose aprés radiations ionisantes sont médiées

par les protéines p53 et ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated). (Cohen—Jonathan, Bernhard, and
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McKenna 1999; Milia 2005). Elle survient surtout dans les lymphocytes et trés rarement dans les

fibroblastes.

L"anoikis est un sous-type d’apoptose quisuit la perte de contact de la cellule avec les cellules adjacentes
ou le détachement a la matrice extracellulaire (perte des intégrines de contact). La résistance a |'anoikis

est un facteur prométastatique (Frisch and Screaton 2001).

Les cellules quiescentes sont, elles, souvent soumises a un type différent de mort cellulaire, sans
destruction, la sénescence. La sénescence résulte d’un arrét permanent du cycle cellulaire en G1. Les
cellules sont métaboliquement actives mais ne peuvent plus se diviser. Le mécanisme sous-jacent
pourrait étre médié par les télomeres, qui, lorsqu’ils deviennent trop courts dans une cellule normale,
enclenchent les processus physiologiques de sénescence (arrét de la prolifération). Il a été montré dans
certaines lignées tumorales la capture de séquences télomériques et son insertion aux sites de lésions
double brins par les cellules tumorales, stabilisant les chromosomes (Cohen—Jonathan, Bernhard, and
McKenna 1999). C'est la mort cellulaire induite par les Rl la plus fréquente pour les cellules quiescentes,

notamment pour des doses > 4Gy.

L’autophagie est un processus cellulaire de mort cellulaire programmeée, stimulée par le stress cellulaire
ou environnemental dans le but d’éliminer les organites sénescents, les agrégats protidiques, les
pathogenes intracellulaires, par le biais de la formation d’autophagosomes qui seront ensuite détruits
dans le lysosome. Cela permet aussi d’inhiber la production de ROS, d’éliminer les mitochondries
endommagées, les péroxysomes et de réduire les lésions de I’ADN. Son role dans la radiorésistance est

décrit plus bas.

Les effets des Rl et leurs conséquences dont la mort cellulaire est la plus terminale vont se produire,

schématiguement, pour toutes les cellules sur le trajet du faisceau de particules.

Le but de la radiothérapie est d’obtenir un effet différentiel entre la tumeur et les tissus sains. Certains
de ces effets vont étre bénéfiques pour le controle tumoral, d’autres pour la réparation des tissus sains.

C'est I'effet différentiel des Rl entre tissu sain et tissu tumoral qui donne l'intervalle thérapeutique.
On peut synthétiser ces mécanismes radiobiologiques en 5 concepts, les « 5R » de la radiothérapie.

Réparation des Iésions sublétales : les systémes de réparation de I’ADN réparent correctement la plupart

des lésions, notamment les cassures simples brins dans les cellules saines. Les cellules tumorales

réparent moins bien.

Repopulation : Avec le fractionnement de la dose, on augmente I'étalement du traitement, ce qui
permet la repopulation cellulaire, qui peut méme étre accélérée par les radiations ionisantes. Cet effet
est en faveur de la repopulation tumorale. C’est pour cela qu’un traitement de radiothérapie débuté ne

doit pas étre interrompu.
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Réarrangement dans le cycle cellulaire : les cellules se trouvent soit en phase GO, G1 ou S ou elles sont

radiorésistantes, ou en phase M et G2, ou elles sont radiosensibles. Les cellules tumorales se divisant
davantage que les cellules saines, elles sont proportionnellement plus présentes en phase M et de ce

fait plus accessibles a la mort cellulaire.

Réoxygénation : en diminuant le volume cellulaire, les cellules restantes vont étre mieux oxygénées, ce
qui permet au fil des fractions d’augmenter le nombre de contacts entre radicaux libres / ROS et ADN

tumoral, et de ce fait permet une meilleure efficacité de la radiothérapie.

Radiosensibilité intrinseque du tissu : tient compte du génome tumoral mais également de I'hdte

(syndrome héréditaire radiosensibles type ATM.
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Il — Voies de radiorésistance

Les mécanismes de radiorésistance sont, in fine, liés a la réparation de I’ADN, la poursuite de la
prolifération et I'inhibition de la mort cellulaire (notamment la mort mitotique) malgré les altérations

génomiques majeures.
Ces mécanismes sont contrdlés par I'expression de certains genes.
Les voies de radiorésistance correspondent aux voies de déclenchement, de transcription, de ces genes.

Pour étudier la radiorésistance, il faut donc remonter en aval des voies de signalisation et comprendre
les mécanismes intracellulaires (voies intrinséques), intercellulaires (voies extrinséques liées a
I'environnement), et I’hétérogénéité tumorale qui sont a I'origine de I'expression augmentée ou inhibée

des genes impliqués dans la survie cellulaire.

[l —1 Voies intrinseques

Les cellules tumorales peuvent utiliser diverses voies de signalisation, notamment celle des intégrines,

afin d’activer des facteurs transcriptionnels et d’augmenter la transcription de genes favorables a leur

survie. Au-dela des voies des intégrines et autres récepteurs membranaires, les organites a l'intérieur
méme de la cellule sont mis a contribution afin d’assurer la survie cellulaire. Enfin, les voies du

métabolisme sont modifiées et permettent une meilleure gestion de I'énergie en situation de stress.

lll —1a Voie des intégrines

Les intégrines sont des protéines transmembranaires souvent surexprimées dans les tumeurs qui
affectent la croissance, la morphologie (réarrangements du cytosquelette, (Deville and Cordes 2019)),la
survie, la prolifération, la différenciation, la migration en modifiant le microenvironnement (H.-T. Chen

et al. 2019).

Elles régulent I'adhésion cellulaire a la matrice extracelullaire ou a la surface des cellules voisines (Malric
et al. 2019), inhibent I'autophagie et sont aussi une voie de régulation positive de la transition épithélio-

mésenchymateuse.

Le glioblastome est une tumeur connue pour étre radiorésistante alors méme que la radiothérapie est
la pierre angulaire du traitement. La voie des intégrines y est particulierement importante, notamment

I'intégrine a6 qui augmente I'expression de FGFR1 (Fibroblast growth factor receptor 1), augmentant la
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transcription du gene FOXM1 (Fokhead Box M1) dont la protéine est elle-méme un facteur
transcriptionnel de nombreux génes impliqués dans le controle du cycle cellulaire, de la prolifération
etc. L'inhibition de I'intégrine a6 augmente la sensibilité aux Rl des cellules de glioblastome. (Kowalski-

Chauvel et al. 2018)

Second exemple des intégrines dans le glioblastome, I'inhibition de I'intégrine B8 in vitro conduit a
I'altération des capacités d’auto-renouvellement des cellules souches de glioblastome, a I'induction de
I'apoptose. La mort postmitotique (mécanisme de mort cellulaire le plus commun apres Rl) est

également augmentée apres son inhibition (Malric et al. 2019).

Il —1b Réducteurs des especes réactives de I'oxygéne

L’effet principal des rayonnements ionisants est la production de radicaux libres, les espéces réactives
de I'oxygéne (ROS) (Ziech et al. 2011). Le réle pro-oncogéne ou anti-oncogéne des espéces réactives de
I'oxygene dépend de leur concentration intracellulaire. A faible taux, dans les cellules tumorales ou
normales, les ROS sont bénéfiques et servent de facteurs de signalisation, notamment dans la défense
immune. A un taux plus important, elles sont pro-tumorigenes, favorisant l'invasion, les métastases, les
mutations génétiques et la survie cellulaire, provoquent la chimiorésistance et la radiorésistance (elles
augmentent par exemple I'expression de NF-kB : nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated
B cells). Mais a plus fort taux encore, elles sont cytotoxiques, provoquent les dommages sur les lipides,
les protéines, I'ADN, les mitochondries et provoquent "apoptose (Fouani, Kovacevic, and Richardson

2017).

Selon le taux intracellulaire de ROS, la cellule met en place des mécanismes de régulation (antioxydants).
En état de stress oxydatif, c’est-a-dire lorsque la concentration en ROS augmente, stress notamment
causé par les radiations ionisantes, la cellule tumorale va modifier son phénotype par le biais de
réponses épigénétiques menées par des facteurs transcriptionnels sensibles a I'oxydoréduction. Ces
facteurs sont NF-kB, AP-18 , p53, HIF-1a® PPAR-y°, b-cathénine/Wnt*, NRf2*? (Fouani, Kovacevic, and
Richardson 2017). Dans le glioblastome, la production de ROS a été retrouvée corrélée a la survie

cellulaire via I'activation de NF-kB et la transcription de Bcl-xL (B-cell lymphoma-extra large).

8 AP-1: activator protein 1

9 HIF1a : Hypoxia Inducible Factor 1a

10 pPAR-y: peroxisome proliferator activated receptor gamma
1 Wnt: Wingless Integration Site

12 NRF2: nuclear factor erythroid 2 (NF-E2) related factor
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'ajout d’antioxydant a été testé au laboratoire et en clinique, par exemple, la vitamine E (anti oxydant)
a été ajoutée au 5-fluorouracile et a la doxorubicine. In vitro, la vitamine E améliore |'effet cytotoxique
des ROS contre les cellules de cancer colorectal et inhibe NF-kB mais I'efficacité n’a pas été retrouvée

in vivo, notamment par manque de spécificité du traitement. (Fouani, Kovacevic, and Richardson 2017)

lll — 1c Facteurs transcriptionnels sensibles a I'oxydoréduction : exemple de NF-«B

NF-kB est un facteur transitionnel impliqué dans la régulation des réponses immunitaires a
I'inflammation et est de plus en plus connu pour réguler I'expression de génes impliqués dans la

prolifération, la migration et I'apoptose des cellules cancéreuse (Dolcet et al. 2005).

NF-kB est le terme générique regroupant les facteurs de transcription : NF-kB1 (p50/p105), NF-kB2
(p52/p100), RelA (p65), RelB et c-Rel.

RelA, RelB et c-Rel sont synthétisés dans leur forme mature et contiennent un domaine de

transactivation qui intéragit avec I'appareil transcriptionnel.

NF-kB1 et NF-kB2 sont synthétisés sous leur forme de précurseur. Les protéines p50 et p52 sont les
deux formes matures respectives et possédent un domaine de liaison a I’ADN mais n’ont pas de domaine

de transactivation.

Les dimeres les plus fréquents sont RelA-p50, c-Rel-p50, RelB-p52. Chaque dimére semble avoir une

fonction différente. (Dolcet et al. 2005)
Pour simplifier, on emploie le terme « NF-kB » pour parler du dimére de 2 sous unités de NF-kB.

Dans la plupart des cellules, les diméres de NF-kB sont cytoplasmiques, liés aux inhibiteurs de NF-kB, les
IkB (inhibitor of kB), qui les empéchent d’aller dans le noyau et les rendent inactifs en termes de facteur
transcriptionnel. (Dolcet et al. 2005) . Les signaux activateurs, notamment le TNFa (Tumor Necrosis
Factor alpha), vont amener le complexe IKK (I-kB kinase) a phosphoryler IkB permettant a NF-kB d’étre

transloqué dans le noyau.
NF-kB se lie alors a I'’ADN afin d’augmenter la transcription de genes cibles.

Son role dans I'échappement a la mort cellulaire va passer par I'inhibition de I'apoptose, de I'anoikis et
de l'autophagie : il va augmenter la transcription de génes antiapoptotiques qui conduisent a une
inhibition de p53 (lui-méme inducteur d’apoptose). (Dolcet et al. 2005; C. Li et al. 2009) ou augmenter
la synthese de la claudin 1, facteur de résistance a I'anoikis (Fouani, Kovacevic, and Richardson 2017). |l

est aussi inhibiteur de I'autophagie (en inhibant Beclin1) (H.-T. Chen et al. 2019).
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NF-kB est également un régulateur de la transition épithélio-mésenchymateuse (TME) gu’il induit par le

biais des MMPS (matrix metalloproteinases) ou par la voie TNFa et Snail.

NF-kB induit I'expression de molécules d’adhésion et de protéines impliquées dans I'invasion (MMPs)

ou dans la néoangiogénése (VEGF : vascular endothelial growth factor) (H.-T. Chen et al. 2019).

L'effet radiorésistant de NF-kB peut s’expliquer de par I'action des ROS. Les ROS vont augmenter la
phosphorylation du complexe inhibiteur et permettre a celui-ci de se détacher de NF-kB. Puis, une fois
dans le noyau, la redox-regulated protein thioredoxin-1 (TrX1) va faciliter la liaison ADN/ NF-kB.(H.-T.

Chen et al. 2019).

Plusieurs études in vitro ont donc été menées sur NF-kB comme cible thérapeutique (Pordanjani and
Hosseinimehr 2016). Son inhibition in vitro et in vivo chez la souris augmente la radiosensibilité des
cellules tumorales. Cette efficacité peut étre augmentée par I'ajout d’autres inhibiteurs. (Hunter et al.
2012). A notre connaissance, aucune phase I/Il enregistrée n’évalue la radiosensibilisation par

I'inhibition de la voie de NF-kB.

lIl—1d Implication du métabolisme : effet Warburg, métabolisme des lipides

Dans la majorité des cellules normales, la voie métabolique fournissant I'énergie est aérobique et
consiste en une glycolyse suivie d'une oxydation du pyruvate dans les mitochondries ce qui permet la

création d’ATP (adénosine triphosphate) a travers le cycle de Krebs (Liberti and Locasale 2016).

Dans un milieu hypoxique comme peut I'étre une tumeur, la respiration mitochondriale est limitée par
la faible teneur en oxygene. Les cellules cancéreuses produisent de |'énergie grace a une importante
glycolyse dont les produits (le pyruvate) ne vont pas entrer dans le cycle mitochondrial mais vont étre
transformés en acides lactiques dans le cytosol. Cette glycolyse anaérobique est un mécanisme

physiologique de survie cellulaire en contexte de stress hypoxique.

Les cellules tumorales ont la capacité a utiliser la voie de la glycolyse avec création de lactates y compris
en présence d’oxygéne, menant a des taux de glycolyse jusqu’a 200 fois supérieurs a une cellule
normale. Cette capacité s’appelle « Effet Warburg » ou glycolyse aérobie (Liberti and Locasale 2016;

Warburg 1956).

Pour une méme unité de glucose de départ, la glycolyse aérobie de I'effet Warburg produit moins d’ATP
gue la voie classique mitochondriale (par le cycle de Krebs). Cependant la production de lactate (qui est
donc la voie de I'effet warburg) est bien plus rapide que le cycle de Krebs mitochondrial, ce qui, au final,
apporte plus d’énergie a la cellule tumorale (Liberti and Locasale 2016). Cette capacité a créer

rapidement de I'énergie, notamment dans des environnements hypoxiques, pourrait étre un avantage
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évolutif sélectif des cellules cancéreuses. Cela favoriserait également I'anabolisme de macromolécules

(Ward and Thompson 2012).

Les fibroblastes associés aux cellules tumorales peuvent elles aussi se soumettre a I'effet Warburg,
augmentant 'assimilation de glucose et la production de lactate. Ce lactate sera utilisé par les cellules
cancéreuses privées de nutriments par I'hypoxie et utilisé dans I'anabolisme protidique et pour
alimenter les besoins énergétiques (Taddei et al. 2013). Concernant les autres cellules du
microenvironnement, il semblerait que I'excés d’acide lactique favoriserait la polarisation des
macrophages vers leur forme de « TAM » tumor associated macrophages (aussi appelés « macrophages
2 » M2) (Liberti and Locasale 2016). Ces macrophages associés aux tumeurs sont connus pour étre plus

radiorésistants (Leblond et al. 2017).

L'exces d’acide lactique ne va pas pouvoir correctement séliminer a cause de la mauvaise

vascularisation dans la masse tumorale et provoque une diminution du pH extracellulaire.

L’acidité extracellulaire est moins bien compensée que 'acidité intracellulaire, menant a un gradient
entre le cytoplasme et le microenvironnement. Certains auteurs ont montré que ce gradient menait a
la translocation de vésicules lysosomes-like pres de la membrane cellulaire, facilitant ainsi la sécrétion
d’enzymes de dégradation de la matrice extracellulaire (Taddei et al. 2013). Elle ameéene aussi a

I’'augmentation du facteur HIF1a, impliqué dans divers mécanismes de radiorésistance liés a I'hypoxie.

'acidité causée par cette glycolyse va agir comme un facteur de sélection sur les cellules les plus
résistantes, capables de maintenir leur production d’ATP, et va altérer le microenvironnement. Par
ailleurs, ces modifications provoquent des altérations du potentiel réducteur de ROS (« redox »)

mitochondrial, ce qui, comme on I'a vu plus t6t, est un facteur de radiorésistance.

Les radiations ionisantes induisent la glycolyse aérobie (Bhatt et al. 2015). Bhat et al ont montré que
I'élévation de la glycolyse aérobie améliore la réparation de I’ADN, avec, dans leur étude, 2% de
réparation de I"’ADN de plus par rapport a une cellule ol I'effet Warburg est absent et surtout un
mécanisme plus rapide. Ce lien glycolyse — réparation de I'ADN était valable pour les réparations

homologues et non homologues.

Les cellules cancéreuses peuvent aussi reprogrammer le métabolisme des lipides, par 'augmentation
de I'extraction de lipides exogenes ou de leur synthése endogene, dans le but de satisfaire la demande
énergétique importante (Taddei et al. 2013). Les ROS secondaires aux Rl oxydent les acides gras ce qui
produit des réactions en chaines de peroxydation des lipides, altérant la fonction et la structure de la
cellule. Les lipides sont aussi présents dans les membranes des organites et ces derniers sont alors
impactés par les Rl. Cependant, ces altérations membranaires peuvent amener a de nouvelles activités

et une nouvelle distribution de cluster d’acides gras agissant comme transporteurs intracellulaires et
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comme signaux, pouvant dés lors induire différents mécanismes de résistance comme la prolifération

et la migration (Cruz-Gregorio et al. 2019).

lll — 1e Organites : mitochondries et exosomes

Outre son role dans la transformation des métabolites en ATP, la mitochondrie participe a la
radiorésistance par d’autres voies; apres irradiation, certains facteurs activent le potentiel
membranaire mitochondrial et permettent la diminution des ROS par la production d’antioxydants
(Cruz-Gregorio et al. 2019). Le réle des mitochondries dans la radiorésistance n’est pas encore
entierement éclairci (Kam and Banati 2013). Elle est cependant aussi un facteur de radiosensibilité : les
RI fragilisent ou détruisent sa membrane et son ADN mitochondrial. Elle jour par ailleurs un réle en

provoquant un stress oxydatif. Elle est également impliquée dans I'apoptose.

Les exosomes sont des petites vésicules extracellulaires contenant différents constituants tels que des
facteurs de transcription, d’enzymes, de récepteurs, d’acides nucléiques (nucléaires ou mitochondrial)

et de lipides. Ces exosomes peuvent se transmettre de cellules a cellules.

Les radiations peuvent stimuler le relargage des exosomes, modifier leur contenu, et donc affecter la
communication intercellulaire. Il a été trouvé dans les exosomes de cellules irradiées des molécules
impliquées dans la division cellulaire, I'adhésion cellulaire, la motilité, la néoangiogénese. La voie de

signalisation p53 est impliquée dans la production et le relargage des exosomes aprés les RI.

Cependant les exosomes peuvent aussi avoir un role positif dans la réponse a la radiothérapie par I'effet
Bystander, c’est-a-dire le fait que les cellules non exposées aux radiations ionisantes réagissent de la

méme maniere que les cellules voisines irradiées.
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[l —2 Voies extrinseques

Il — 2a Hétérogénéité et plasticité tumorale

Les cellules tumorales ne forment pas une population homogene mais sont souvent composées d’une
population clonale dominante et de lignées clonales plus ou moins distinctes. Certaines études ont
montré que des échantillonnages a plusieurs endroits de la tumeur ne montraient pas les mémes
mutations, voire méme que certaines régions arboraient les mémes mutations que certaines
métastases et d’autres échantillons du primitif les mutations d’autres lieux métastatiques (Kreso and

Dick 2014).

Ces différences sont encore plus marquées entre la tumeur primitive et sa métastase. Les clones a
I'origine des métastases possedent davantage de mutations que les clones primitifs, suggérant des

mécanismes évolutifs pendant le temps de colonisation (Kreso and Dick 2014).

Une masse tumorale, une métastase par exemple, n’est elle-méme pas homogéne et posséde des zones

actives et des zones hypoxiques.

L’évolution des techniques d’imagerie a permis d’ajouter une vision métabolique a l'approche
anatomique classique pour tenir compte de I'hétérogénéité intratumorale. L'imagerie par TEP-scanner
(Tomographie par émission de positons - scanner) est classiquement faite avec du 18-
Fluorodesoxyglucose (18-FDG) en cancérologie mais de nouveaux marqueurs sont testés afin de mieux

cibler les zones d’hypoxie (par exemple).

Le métabolisme peut également étre étudié en imagerie par résonnance magnétique (IRM)
spectroscopie, permettant de mettre en évidence par voxel des zones métaboliquement actives, c’esta
dire des zones riches en Choline et avec diminution du N acetyl aspartate (NAA) et ou méme
cartographier des zones riches en lactates (marqueur d’hypoxie). Cette technique a montré son
efficacité pour prédire les zones de rechutes aprées radiothérapie et donc permet de témoigner de zone
de radiorésistance (Laprie et al. 2008; Deviers et al. 2014). Ces zones de moindre sensibilité a la
radiothérapie peuvent étre donc ciblées en augmentant la dose d’irradiation pour lever cette
radiorésistance. Ainsi I'approche de dose-painting en radiothérapie consiste a cibler ces anomalies
métaboliques en imagerie, a réaliser un « biological target volume » en plus du clinical target volume
(CTV) afin d’adapter la dose a I'hétérogénéité et de dépasser la radiorésistance qui lui est liée (Laprie et

al. 2019).
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La transition épithélio-mésenchymateuse est une trans-différenciation complete d’une cellule
épithéliale en cellule mésenchymateuse-like (TME ou EMT : epithelial-mesenchymal transition). Elle
existe a un niveau physiologique, lors de 'embryogénese et lors des processus de cicatrisation. Elle peut
étre réversible. Dans le cadre physiologique, la TME est régulée par les exosomes, la matrice

extracellulaire, I'hypoxie et des facteurs solubles (TGFB*, HGF*, FGF®).

Dans le cas d’un processus pathologique, une cellule tumorale épithéliale va changer son programme
épigénétique afin de perdre certaines contraintes, notamment les interactions cellules — cellules (par
une diminution de I'expression des cadhérines) ou cellules — matrice extracellulaire (via les intégrines),
va réorganiser son cytosquelette et gagner des caractéristiques fonctionnelles et morphologiques des

cellules mésenchymateuses (Taddei et al. 2013).

Elle obtient alors l'inhibition de la sénescence, de I'anoikis et de I'apoptose par I'acquisition de
caractéristiques proches de celles des cellules souches cancéreuses. Elle peut également dégrader la

lame basale via la sécrétion de métalloprotéases et acquérir un potentiel métastatique.

Certains auteurs avancent que cette transition peut aller jusqu’a la transformation compléte de la
cellule tumorale en fibroblaste associé au cancer : Les méme mutations somatiques de p53 et de PTEN?®,
et les mémes altérations du nombre de copies d’un gene ont été retrouvées dans les cellules stromales
et les cellules cancéreuses de cancer du sein. Ces fibroblastes soutiennent les cellules cancéreuses,

notamment en produisant des enzymes de destruction de la matrice extracellulaire (Kurose et al. 2002).

La transition épithélio-mésenchymateuse des cellules cancéreuses est favorisée par la présence de
fibroblastes associées aux tumeurs, le stress oxydatif, I'hypoxie a travers HIF1a (cette activation étant
renforcée par les relations entre HIF1a et NF-kB), et par le biais de voies de signalisation, notamment
celles de TGFB (dont I'hyperexpression par les Rl est connue) et de ZEB1''. Le facteur TGFB sans
irradiation tout comme une irradiation sur des cellules sans expression de TGFB ne montre pas de
suractivation de TME (Andarawewa et al. 2007). C’est I'association des deux qui permet I'augmentation
de ce phénoméne adaptatif. Les rayonnements ionisants sont donc inducteurs de TME a travers la

fabrication de ROS et par I'activation des voies de signalisation.

13 TGFB : Transforming growth factor

14 HGF : Hepatocyte growth factor

15 FGF : Fibroblast growth factor

16 PTEN : Phosphatase and TENsin homolog

17 ZEB1: zinc finger E-Box Binding Homeobox 1
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La présence de cellules souches cancéreuses (CSC) a l'intérieur de la tumeur a été découverte dans les
années 1960 par les études de Till et McCulloch (Kreso and Dick 2014). Ces cellules ont une capacité
d’autorenouvellement, de prolifération et de multipotentialité, c’est-a-dire capable de se différencier
vers I'ensemble des types cellulaires présents dans la tumeur tout en gardant un pool de cellules
souches. Contrairement aux cellules souches normales, I'auto-renouvellement n’est pas régulé (Kreso
and Dick 2014). Dans de nombreux cancers, les CSC sont bien distinctes des cellules tumorales classiques
et peuvent étre isolées. Dans certains types de cancer, au contraire, il n’est pas, a ce jour, possible de
les distinguer car les cellules tumorales « classiques » ont également des fonctions souches (Kreso and
Dick 2014). La fréquence des CSC est difficile a évaluer et peut varier, dans les tumeurs solides, entre

1% et 80% (Arnold et al. 2020).

Les CSC sont retrouvées dans des niches, notamment en périvasculaire, ce qui leur permet un apport
en nutriments, facteurs de croissance et cytokines, et dans les niches hypoxiques, comme dans le
glioblastome. L'environnement hypoxique et la voie des intégrines, permettent a certaines cellules de

glioblastome de se convertir en CSC (Dahan et al. 2014).

Elles ont un réle majeur dans la propagation et la résistance tumorale aux traitements (KOWALSKI-
CHAUVEL et al. 2019). Bao et al en 2006 ont été les premiers a montrer leur caractére radiorésistant
dans les cellules souches de glioblastomes, en particulier grace a leurs meilleurs mécanismes de
réparation de I'’ADN, capables de réparer les lésions doubles brins grace a I'activation de voies de

signalisation activées par les Rl (Bao et al. 2006).

De plus, les CSC réparent préférentiellement via la recombinaison homologue contrairement aux
cellules tumorales classiques qui réparent avec la recombinaison non homologue plus pourvoyeuse
d’erreurs. Enfin, des études ont montré que les CSC proliféraient de maniere plus lente que les cellules
différenciées, étaient plus fréquemment quiescentes, et donc moins sensibles aux traitements ciblant

les phases S et M du cycle (Arnold et al. 2020).

Plusieurs publications ont montré que les réducteurs de ROS étaient plus nombreux dans les CSC et plus
efficaces, réduisant le taux de ROS et donc le nombre de lésions liées aux RI. (Arnold et al. 2020).
Certains auteurs décrivent aussi une moindre concentration basique de ROS dans les CSC par rapport
aux cellules cancéreuses voisines plus communes. Associées a une meilleure réponse aux ROS, elles sont

alors plus résistantes au traitement par radiations ionisantes (Diehn et al. 2009).

45



'origine des CSC est en cours d’élucidation. Les traitements ou certains stress tels que I’hypoxie, en
particulier la radiothérapie induisent une plasticité cellulaire et peuvent pousser des cellules
différenciées vers un état souche (Dahan et al. 2014), ce phénomene étant appelé reprogrammation et
serait un mécanisme de radiorésistance. Les voies contrélant cette reprogrammation pourraient étre

des cibles thérapeutiques.

Enfin, plus récemment il vient d’étre montré également par la méme équipe, que l'irradiation pouvait
dans le modele de glioblastome induire une transdifférentiation de la cellule souche de glioblastome en
cellule ayant les caractéristiques des cellules endothéliales, ce qui pourrait alors induire une

revascularisation et permettre ensuite une récidive tumorale (Deshors et al. 2019).

Il — 2b Effet du microenvironnement tumoral

Les cellules hypoxiques ont une néovascularisation anormale et non fonctionnelle, induisant ou

entretenant I’hypoxie intratumorale.

L’hypoxie n’est pas tant un facteur de radiorésistance a posteriori du rayonnement qu’a priori; la
radiorésistance des cellules hypoxiques s’explique d’une part par le phénomeéne de sélection naturelle
des cellules les plus agressives en situation de stress, donc plus résistantes a I'apoptose et d’autre part
I'effet oxygene y est absent, (moins d’oxygéne donc moins de radicaux libres) nécessitant de plus fortes
doses de Rl pour un méme résultat (Supiot et al. 2011).

L’hypoxie induit I'expression de HIF1la qui permet, lui, la transcription du facteur de néoangiogénése
VEGF entretenant selon un cercle vicieux cet état de stress hypoxique. (Cruz-Gregorio et al. 2019)
HIF1la est retrouvé surexprimé au-dela du taux normal dans de nombreux cancers (poumon, estomac,
tumeurs cérébrales, etc). Son expression dans les cellules cancéreuses est un facteur pronostique
défavorable (Aebersold et al. 2001). L'équipe de E. Moyal a montré que HIFla contrélait la
radiorésistance des glioblastomes et que son inhibition induisait une radiosensibilisation (Lanvin et al.

2013).

Au-dela de la néoangiogéneése, I'hypoxie a d’autres effets protumoraux. Les cellules souches, facteur clé
de radiorésistance, sont maintenues a I'état « souche » par I'hypoxie. De plus, I’'hypoxie augmente ce

pool de CSC en induisant une reprogrammation des cellules différenciées a I'état souche (Dahan et al.
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2014). La transition epithélio-mésenchymateuse est favorisée par I'hypoxie, et le métabolisme aérobie

selon I'effet Warburg également.

Cette voie de résistance est 'une des plus anciennes connues et les études portant sur des moyens
contrant I'hypoxie ont été réalisées ; des essais de radiothérapie sous oxygéne hyperbares (avec des
résultats cliniques intéressants mais une procédure trop complexe pour étre utilisée), ou avec
adjonction d’érythropoietine (EPO) afin d’augmenter le taux d’hémoglobine (résultats discordants, avec
parfois des plus mauvais taux de réponse : effet « facteur de croissance » de I'EPO ?), ajout de la

metformine etc. (Wilson and Hay 2011; Horsman and Overgaard 2016).

L'imagerie, que ce soit par TEP ou IRM n’a pas permis de modifier I'attitude clinique vis-a-vis des zones
hypoxiques. Pour linstant, aucune donnée d’essai avec dose-painting des zones d’hypoxie n’est
convaincante, et au-dela, le ciblage méme des zones hypoxiques n’est pas sans difficulté, y compris en

utilisant des traceurs autre que le 18-FDG (Supiot et al. 2011; Gérard et al. 2019)

Sur le plan clinique, les anti-angiogéniques ont été développés afin de contrdler la croissance tumorale.
Rakesh Jain a publié en 2005 dans Science l'idée d’une fenétre thérapeutique ; les antiangiogéniques
permettent temporairement une normalisation de la vascularisation et de |'oxygénation des tumeurs.
Cependant, cet intervalle de temps bénéfique est cours et est suivi, méme en cas de régression

tumorale, par une nouvelle phase hypoxique (Jain 2005).

La matrice extracellulaire (MEC) procure un cadre structurel et moléculaire aux cellules tumorales,

notamment pour les cellules cancéreuses épithéliales.

Schématiquement, si la densité fibreuse est élevée, le maillage matriciel se resserre, empéchant les

cellules tumorales de passer et limite la croissance. (Deville and Cordes 2019).

Inversement, la croissance tumorale augmente la pression sur son environnement, correspondant a un
stress pour les cellules stromales. Les cellules stromales produisent en réponse des facteurs de stress a
I'encontre des cellules tumorales. Pour dépasser cette réponse et pouvoir continuer sa croissance, la
tumeur modifie sa rigidité et celle de son environnement, ainsi que sa porosité et son organisation.

(Deville and Cordes 2019).

La réorganisation de la matrice extracellulaire passant par la voie de signalisation médiée par l'intégrine

est un facteur clé de la réponse a la chimiothérapie et a la radiothérapie.
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Afin de modifier la rigidité de la MEC les cellules tumorales et les fibroblastes associés aux cellules
tumorales sécrétent des enzymes comme les Metalloprotéases (MMPs) qui permettent la dégradation

de la matrice existante et 'augmentation et la réorganisation des fibrilles de collagénes dans le stroma.

La desmoplasie est une réponse fibrotique intense caractérisée par une MEC dense. Les tumeurs avec
une forte desmoplasie sont considérées comme plus agressives et de plus mauvais pronostique. La
rigidité de la MEC est aussi un facteur d’induction de transition épithélio-mésenchymateuse (Deville

and Cordes 2019).

En augmentant la pression dans la tumeur par cette rigidité physique, la distribution vasculaire s’en
trouve modifiée. Elle donnerait lieu a une constriction vasculaire limitant ainsi la pénétration

intratumorale des nutriments, des traitements et favoriserait I’hypoxie (Deville and Cordes 2019).

Cependant, la corrélation radiorésistance — rigidité cellulaire n’est pas mise en évidence dans tous les
primitifs. A titre d’exemple, aucun modeéle pertinent n’a pu étre développé pour explorer les effets de

la rigidité cellulaire dans le glioblastome (Erickson et al. 2018).

Les rayonnements ionisants induisent des lésions voire la mort des cellules endothéliales, ce qui
augmente la sécrétion de cytokines et de chemokines pro-inflammatoires. L'inflammation chronique,
qui induit la fibrose des cellules endothéliales, produit par ce biais des facteurs tels que le TGFB ou les
intégrines qui sont, comme vu plus haut, facteurs de radiorésistance (Cruz-Gregorio et al. 2019)
(Kowalski-Chauvel et al. 2018). Les Rl réduisent le diametre vasculaire, augmentant le relargage de

HIFla et de VEGF par les cellules endothéliales (Cruz-Gregorio et al. 2019).

Sur la néovascularisation, un phénomene de transdifférenciation des cellules tumorales (de

glioblastome) vers un phénotype endothélial a été décrit, induit par les Rl (Deshors et al. 2019).
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Les fibroblastes associés au cancer (CAF) sont des cellules clés du microenvironnement. Lorsqu’ils sont
exposés aux Rl, ils relarguent des facteurs tels TGF a/B, VEGF, EGF*8, interleukine 6, des modulateurs de
la MEC et des cytokines, favorisant la croissance cellulaire. Ils sont aussi activement impliqués dans la

desmoplasie, la synthese des protéines de la MEC, des MMPs. (Cruz-Gregorio et al. 2019)

Les échanges entre CAF et cellules tumorales (notamment par exosomes) induisent la croissance

tumorale, I'invasion métastatique, mais aussi les reprogrammations métaboliques.

Il est intéressant de noter que les CAF sont capables de migrer en accompagnant les cellules tumorales
vers leur lieu d’ensemencement métastatique, favorisant ainsi l'invasion en milieu a priori hostile

(Ansems and Span 2020).

Les fibroblastes ne sont pas les seules cellules de soutien des cancers. Les macrophages de type 2
(« M2 ») peuvent étre associés au cancer (CAM : cancer associated macrophage) mais échangent aussi
avec les CAF qui sont capables, par le biais de facteurs de signalisation, de polariser des macrophages
normaux en cellules protumorigénes. Réciproguement, les CAM peuvent recruter des CAF. (Ansems and

Span 2020)

Les CAM favorisent I'angiogénese et la progression tumorale a travers la membrane basale, toujours en
relarguant des enzymes et des inhibiteurs qui régulent la dégradation de la MEC (cathépsine, MMPs,
protéases sérines etc.). La production de MMP par les CAM est stimulée par le TNFa. Ce TNFa sécrété
par les macrophages est également un facteur d’activation de NF-kB, les CAM augmenteraient aussi la
transition épithélio-mésenchymateuse par le biais de la voie NF-kB. (Taddei et al. 2013). Ces

macrophages associés aux tumeurs sont connus pour étre plus radiorésistants (Leblond et al. 2017).

18 EGF : Epithelial growth factor
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IV - Hypothese a I'origine de I'étude

Les mécanismes de radiorésistance sont donc nombreux et font intervenir les processus cellulaires a

différents niveaux (ADN, organite, facteurs de signalisation, microenvironnement).

Un des problemes pour lever la radiorésistance est I'identification des facteurs a I'origine des cascades
de signalisation qui peuvent varier selon les primitifs et métastases. Les identifier permettrait de
développer de nouvelles cibles thérapeutiques en combinaison avec la radiothérapie.
Par ailleurs, les métastases cérébrales sont fréquentes, posent de réels problémes sur la survie et la

qualité de vie des patients et ne répondent pas toujours aux traitements systémiques et locaux.

L’équipe du Dr Valiente du Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas (CNIO) de Madrid a donc
travaillé sur la question des voies de résistances des métastases cérébrales, notamment par

I'identification d’une signature génomique.

Lors d’une étude in vitro et in vivo, des cellules murines de métastases cérébrales de cancer bronchique
ont été étudiées avant et aprés irradiation. Le profil transcriptomique des cellules radiorésistantes a été
comparé a celui des cellules radiosensibles. Une dizaine de génes, dont celui codant pour la protéine
S100A9, a été retrouvé surexprimée avant le traitement par radiothérapie. S100A9 est un inducteur de
la voie de NF-kB qui est, comme décrit plus haut, un facteur clé de la radiorésistance, notamment des

tumeurs cérébrales primitives.
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V - Voie de signalisation S1I00A9

V —1 Structure

La famille de protéine S100 inclut plus de vingt protéines intracellulaires de bas poids moléculaire, dont

S100AS.

La protéine S1I00A9 est aussi connue sous le nom Calgranuline, calprotin B (diméres S100A8/A9), MRP
(myeloid related protein), p14 ou MRP14 (Markowitz and Carson 2013). S100A9 existe majoritairement
en tant que monomeére ou dimeére. Le dimére peut étre I'homodimére S100A9/S100A9 ou

I’hétérodimere S100A8/S100A9.

La protéine est retrouvée dans le cytoplasme, la membrane cytoplasmique ou le noyau en fonction du
type de cellule. Elle peut se lier au cytosquelette et est indépendante de la voie réticulum
endoplasmique / appareil de golgi. On peut également assister a une sécrétion extracellulaire de SI00A9

(comme S100A8 et S100B) (Markowitz and Carson 2013; Hermani et al. 2006).

V —2 Localisation et r6les généraux

La protéine S100A9 a été décrite pour la premiére fois en 1987 dans un contexte inflammatoire (arthrite
rhumatoide) comme une protéine exprimée par les macrophages infiltrants. Plus tard, elle est aussi

décrite dans les neutrophiles et les monocytes par Edgeworth en 1991. (Edgeworth et al. 1991)

Les protéines S100 ont des fonctions intracellullaires : la régulation de I"homéostasie calcique, du cycle
cellulaire, de la croissance cellulaire, de la migration cellulaire et la régulation de la phosphorylation de
facteurs transcriptionnels. Ce sont de forts chémoattractants pour les neutrophiles et les monocytes

(Najafi et al., n.d.).

Elles ont aussi des fonctions extracellulaires, la liaison avec le facteur TNFa, I'interleukine 1 (IL-1), IL-6,
les chémokines, les MMPs permet |'activation des cacades de signalisation intracellulaire (Najafi et al.,

n.d.).

Différentes études ont montré I'importance de S100A9 dans les pathologies cancéreuses, notamment
son rble dans le potentiel métastatique, la croissance tumorale, la protection contre |'apoptose,
I'activation de processus inflammatoire, I'adhésion cellulaire et la migration cellulaire. (Hiratsuka et al.

2006; Németh et al. 2009; Kawai, Minamiya, and Takahashi 2011).
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La protéine S100A9 est surexprimée dans différents types de cancer : sein (canalaire infiltrant), colon
(sur colites chroniques), foie, estomac, poumon, colorectal, apocrine du sein, épidermoide cervical.

(Hermani et al. 2006)

Ainsi, dans les carcinomes bronchiques non a petites cellules, SI00A9 est associée a un mauvais
pronostic, y compris a un stade local, avec une mauvaise survie globale a 5 ans.(Kawai, Minamiya, and

Takahashi 2011)

D’autres études montraient que la localisation de I’expression variait selon les groupes de survie : dans
les groupes avec une courte médiane de survie, I'expression de S1I00A8/A9 était augmentée dans le
stroma (hors macrophages), alors que dans le groupe avec la plus longue survie, SI00A8/A9 était

augmentée dans les ilots de cellules tumorales. (Hiratsuka et al. 2006)

Cependant, S100A9 pourrait promouvoir ou inhiber la croissance tumorale en fonction du
microenvironnement moléculaire ; la liaison avec les macrophages serait en faveur de la suppression
tumorale tandis que les voies par TGF-B, TNF-a, VEGF-a augmenteraient la croissance tumorale et

promouvraient I'échappement métastatique (essentiellement via TGF-B). (Hiratsuka et al. 2006).

Comme de nombreuses protéines, S1I00A9 est impliquée dans de nombreuses voies d’aval, et
notamment |'activation de NF-kB par le biais de RAGE (receptor for advanced glycosylation end-

products).

V — 3 Voie de signalisation d’intérét

Avant radiothérapie, selon Monteiro, le taux de cytokines inflammatoires telles que TNFa augmente
dans le microenvironnement aprés la colonisation cérébrale métastatique (seike 2011, Xing 2015),
activant le récepteur 1 au TNFa (TNFR1) présent sur les cellules tumorales métastatiques et les cellules
du microenvironnement. L'activation du TNFR1 mene a I'induction de I'expression de S100A9. (bianchi,

giambanco et donato, 2019)

D’autres cytokines proinflammatoires telles que TNFa ou les interleukines 6 et 1 permettent la

surexpression de S100A9.

Les trois principaux récepteurs de SI00A9 sont RAGE, TLR (Toll-like receptor) et les extracellular inducer

MMP (EMMPRIN).
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La voie qui nous intéresse est celle médiée par le RAGE. RAGE a été décrit comme étant pourvoyeur de

croissance cellulaire, de la mobilité cellulaire, du potentiel invasif.

Aprés contact, on retrouve SI00A8/A9 et RAGE colocalisés dans les mémes sous-structures cellulaires

dans le cytoplasme ou en périnucléaire (on parle de translocation).

Une fois les cellules irradiées, dans I'étude de Monteiro, on observe a la fois une augmentation de

I"'expression du ligand S100A9 et du récepteur RAGE.

L'interaction entre RAGE et différents ligands comme la protéine HMGB1 (high mobility group box 1),
qui est une cytokine inflammatoire, active la translocation nucléaire de NF-kB. Ainsi, la voie de

signalisation conduit a I'activation de NF-kB et de sa fonction de facteur transcriptionnel pro-oncogene.

Cette cascade est impliquée dans la prolifération, I'invasion et I'apparition de métastases.(Fiuza et al.

2003).

Dans le carcinome hépato-cellulaire (CHC), NF-kB se lie au promoteur de S100A9 et augmente sa
transcription. La protéine S100A9 active des voies de signalisation dépendantes des espéces réactives

de I'oxygéne et protéege ainsi le CHC de I'apoptose. (Németh et al. 2009)

Dans les cancers de prostate, les patients avec un score de Gleason élevé montraient une tendance a
avoir de plus haut niveaux d’expression de S100A9 et de RAGE, activant ainsi des voies de signalisation

inflammatoires comme NF-kB. (Hermani et al. 2006)

Deininger et al ont mené une étude sur la présence de S100A9 dans les macrophages et la microglie
infiltrant les glioblastomes. Le taux de S100A9 était augmenté dans les rechutes aprés irradiation par
rapport aux rechutes sans irradiation. En revanche, le taux de protéine n’était pas modifié entre la

tumeur initiale et I’échantillon lors de la rechute. (Deininger et al., n.d.)
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Le Dr Monteiro, de I'équipe du Dr Valiente au CNIO, a mené son travail de recherche sur I'expression et
la régulation de la protéine S100A9 dans les métastases cérébrales de cancer bronchopulmonaire
(Monteiro 2020). L"étude a montré que I'inhibition de S100A9 n’empéchait pas le développement de
métastases intracérébrales mais augmentait la radiosensibilité. En effet, les souris dont I'expression de
S100A9 était inhibée présentaient une régression plus importante des métastases cérébrales que le

groupe contréle apres une irradiation type panencéphalique a la dose de 30Gy en 10x3 Gy.

Cette voie de signalisation pourvoyeuse de radiorésistance n’avait jamais été étudiée auparavant.
L’équipe du Dr Valiente a mené les premiers travaux in vitro sur oncospheres et in vivo sur des lignées

de souris.

Devant les résultats prometteurs, montrant une plus forte radiorésistance chez les souris exprimant un
fort taux de S100A9, nous avons cherché a savoir si cela était retrouvé in vivo chez les patients humains

(Monteiro 2020).

Le sujet de recherche de ce travail de thése est alors I'étude de I'expression de la protéine S100A9 dans

la réponse a la radiothérapie des métastases cérébrales pulmonaires.

Sur une série rétrospective de patients opérés et irradiés d’'une métastase cérébrale de primitif
bronchopulmonaire, nous avons étudié si I'expression native de S100A9 dans les cellules tumorales et
les cellules du stroma de la métastase cérébrale était prédictive de la réponse clinique a la radiothérapie

et ce en fonction du type de radiothérapie délivrée.
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MATERIEL ET METHODES
| — Sélection des patients

Soixante-dix patients ont été inclus dans cette étude rétrospective, monocentrique et non
interventionnelle. Tous les patients ont été traités dans le service de radiothérapie de I'Institut Claudius
Regaud, Toulouse, entre janvier 2011 et février 2019. Les criteres d’inclusion comprenaient la présence
de métastase cérébrale de cancer bronchopulmonaire dont au moins une avait été excisée
chirurgicalement, la réalisation d’une radiothérapie adjuvante, la présence de matériel inclus en
paraffine disponible pour les tests immunohistochimiques et au moins un examen d’imagerie par
résonance magnétique (IRM) réalisé dans le suivi. Toutes les histologies de cancer d’origine primitive
bronchopulmonaire ont été incluses (adénocarcinome, carcinome épidermoide, carcinome neuro-

endocrine a petites cellules, carcinome neuro-endocrine a grandes cellules).

Les criteres d’exclusion étaient : le décés avant la premiére IRM de suivi, la radiothérapie adjuvante

réalisée en gamma-knife, I'absence de matériel tumoral sur les blocs de paraffine disponibles.

Une IRM a été réalisée au diagnostic de métastases cérébrales pour tous les patients, utilisant les
séquences pondérées en T1, T1 avec injection de gadolinium, en T2 avec annulation du signal de I'eau
(FLAIR). Une imagerie post-opératoire était généralement réalisée, par scanner ou IRM, dans les 48

heures.

Il — Traitements

Tous les patients ont recu une exéréese chirurgicale dont le caractére complet ou partiel a été évalué par
le chirurgien et / ou par I'imagerie post-opérative.

Le diagnostic histologique a été posé par un médecin anatomo-pathologiste du Centre Hospitalier
Universitaire de Toulouse.

Les modalités de traitement adjuvant étaient variées : les patients ont pu recevoir un WBRT simple, un
WBRT avec un complément de dose sur le lit opératoire (le « boost » : WBRT + boost), une radiothérapie
en condition stéréotaxique (SRT) sans irradiation du parenchyme cérébral sain, de maniére
multifractionnée (MF-SRT) ou en dose unique (single fraction SF-SRT). La dose unique était uniquement
réalisée sur les lésions en place.

L'irradiation panencéphalique était réalisée en radiothérapie conformationnelle 3D a la dose standard
de 30Gy en 10x3 Gy ou 37.7 Gy en 15x2.5 Gy. Le boost sur le lit opératoire était réalisé en radiothérapie

conformationnelle avec modulation d’intensité (RCMI). En cas de boost ou de MF-SRT, les doses
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standards délivrées étaient de 30 Gy en 5x6 Gy pour le lit opératoire. Les lésions non opérées recevaient
27 Gy en 3x9Gy ou une dose unique de 20 Gy.

Les traitements systémiques administrés apres le diagnostic de métastase cérébrale ont été collectés.
Un traitement était considéré comme concomitant a la radiothérapie si cette derniére était réalisée
dans les 15 jours précédant ou suivant I'administration.

La tolérance du traitement a été analysée et les toxicités gradées selon le CTCAE V4.

La description de la population et des résultats a été faite dans les sous-groupes prévus a priori :
population WBRT et population WBRT+boost / SRT afin de tenir compte de la différence de dose regue

par la cible.

lIl — Analyse par immunohistochimie de |la proteine S100A9

Les échantillons tissulaires ont été construits a partir de tumeurs conservées dans des blocs de paraffine
apres fixation au formol, provenant de I'exérése initiale de la MC.

Toutes les lames originelles d’hématoxyline-éosine (HE) ont été relues par un anatomo-pathologiste
expert, le Dr Rouquette du CHU de Toulouse, afin de sélectionner le bloc de paraffine le plus
représentatif.

L'immunohistochimie a été réalisée sur des coupes sérielles de 4 um d’épaisseur coupées au
microtome. Le marquage immunohistochimique a été réalisé par le laboratoire du Dr Valiente au CNIO
de Madrid. L'automate Autostainer Link de Dako a été utilisé.

Les lames ont été incubées avec I'anticorps murin Anti-S100A8/S100A9 (Myeloid/histocyte Antigen,
MAC 387 ; M0747 Dako) pour marquer la protéine S100A9 et I'anticorps de lapin polyclonal anti-p65
phosphorylé (5536) (1/200, Abcam, ab86299) pour marquer le facteur NF-kB.

Pour la révélation, les lames ont ensuite été incubées dans le systeme de visualisation (EnVision FLEX +
et FLEX Rabbit, Dako) conjugué a la péroxydase de raifort. Ensuite, la réaction a été développée en
utilisant du tétrahydrochlorure de 3, 30-diaminobenzidine (DAB), y compris dans le kit FLEX et les
noyaux ont été contre-colorés avec de I'"hématoxyline de Carazzi. Enfin, les lames ont été déshydratées,
nettoyées et montées avec un support de montage permanent pour une évaluation microscopique.

L’expression de S100A9 était cytoplasmique et celle de NF-kB nucléaire.

La lecture des lames a été faite a I'Institut Universitaire du Cancer Toulouse. Les résultats du marquage
en immunohistochimie obtenus avec les anticorps ont été analysés indépendamment des données
cliniques de maniére conjointe entre Céline Dalmasso et le Dr Siegfried pathologiste experte du CHU de

Toulouse (A.S.).
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L'intensité du marquage a été évaluée comme : négative (0), faible (14), modérée (2+), élevée (3+)

Le pourcentage de cellules marquées a été évalué pour chaque catégorie d’intensité de marquage.
Cette mesure a été faite séparément pour les cellules tumorales et les cellules du stroma. Les cellules
tumorales (CT) ont été caractérisées comme telles par des critéeres morphologiques. Les cellules du
stroma (CS) incluaient les fibroblastes et les lymphocytes. Les macrophages ont été exclus du comptage
car leur marquage était considéré comme aspécifique.

Le marquage de la protéine S100A9 a été évalué comme une variable catégorielle (positive ou
négative) : un échantillon dont la somme des cellules marquées (faible, modéré ou intense) tumorales

ou du stroma était supérieure ou égale a 5% était considéré comme positif.

S(%CT (1+,2+,3+) + %CS (1+,2+,3+)) 25%

Ou 5 est la somme, %CT le pourcentage de cellules tumorales marquées, %CS le
pourcentage de cellules stromales marquées, 1+ une intensité faible, 2+ une intensité

modérée, 3+ une intensité forte

Le marquage de NF-kB a été évalué par le score H afin de prendre en compte les différences d’intensité

(Yilmaz et al. 2018). Le score H s’obtient par la formule suivante :

H-score = [1 x (% C1+) + 2 x (% C2+) + 3 x (% C3+)]

ou
%C1+ est le pourcentage de cellules tumorales et stromales marquées faiblement (1+),
%C2+ est le pourcentage de cellules tumorales et stromales marquées modérément (2+),

%C3+ est le pourcentage de cellules tumorales et stromales marquées intensément (3+)
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L’évaluation clinique et en imagerie IRM ou scanner a été réalisée au terme de deux mois apres le
traitement puis tous les 2 - 3 mois, en utilisant les séquences pondérées en T1 avec injection de
gadolinium. La rechute locale était définie comme la progression d’une lésion irradiée. La rechute
régionale était définie comme I'apparition d’une nouvelle Iésion sur I'IlRM ou le scanner.

La radionécrose a été évaluée par I'IRM en séquences anatomiques, en séquence de perfusion ou par

biopsie chirurgicale en fonction de la situation clinique.

Les données sont décrites a I'aide des statistiques usuelles : nombre de données manquantes, nombre
et pourcentage de chaque modalité pour les variables qualitatives ; médiane, minimum, maximum et

nombre de données manquantes pour les variables continues.

La comparaison entre les groupes est effectuée a 'aide du test du Chi-deux ou du test exact de Fisher

pour les variables qualitatives et a I'aide du test de Kruskal-Wallis pour les variables continues.

Pour toutes les analyses de survie, la date de référence est |la date de début de la radiothérapie.

La survie globale est définie par le délai entre la date de référence et la date de déces ou de dernieres

nouvelles (données censurées).

La survie sans progression locale est définie par le délai entre la date de référence et la date du premier
événement d’intérét survenu : la progression locale (progression d’une lésion irradiée) et le déces. Les

patients sans événements d’intérét sont censurés a la date de leurs derniéres nouvelles.

Le temps jusqu’a progression d’une lésion irradiée est défini par le délai entre la date de référence et la
date de progression d’une lésion irradiée. Les patients sans progression d’une lésion irradiée sont

censurés a leur date de derniéres nouvelles (ou déces).

Le temps jusqu’a apparition d’une nouvelle [ésion est défini par le délai entre la date de référence et la
date d’apparition d’'une nouvelle lésion. Les patients sans nouvelle |ésion sont censurés a leur date de

derniéres nouvelles (ou déceés).

Tous les taux de survie sont estimés a I'aide de la méthode de Kaplan-Meier et présentés avec leur

intervalle de confiance a 95%. Des analyses univariables sont réalisées a I'aide du test du logrank pour
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les variables qualitatives et du modele a risques proportionnels de Cox pour les variables continues. Les
variables associées avec une p-value inférieure a 5% en analyse univariable sont prises en compte dans
I’'analyse multivariable qui est réalisée a I'aide du modele a risques proportionnels de Cox. Le hazard

ratio (HR) et I'intervalle de confiance a 95 % sont présentés pour chaque covariable.

Toutes les analyses ont été effectuées avec le logiciel STATA 16 et tous les tests utilisés sont bilatéraux

avec un seuil a a 5%.
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RESULTATS
| — Caractéristiques de |la population et des traitements

Soixante-neuf patients ont été inclus. Le type histologique le plus fréquent était I'adénocarcinome (87%)
suivi par le carcinome neuroendocrine a grandes cellules (6%), le carcinome neuroendocrine a petites
cellules (4%) et le carcinome épidermoide (3%). Les chirurgies étaient considérées comme complétes

dans 65 % des cas.

Dix-huit patients (26%) ont été traités en adjuvant par une irradiation encéphalique totale ou whole
brain radiation therapy (WBRT) sans boost, 15 (22%) patients ont recu le WBRT avec un complément de
dose (WBRT+boost), et trente-six patients (52%) n’ont été traités que sur le lit opératoire en

radiothérapie en condition stéréotaxique (SRT).

La population a ensuite été décrite en fonction du type de traitement (WBRT, WBRT+ boost, SRT). Les 3
groupes étaient comparables entre eux sur les caractéristiques épidémiologiques (sexe, tabagisme,
tabagisme en paquets-année, age a la métastase cérébrale opérée). La circonstance du diagnostic de la
MC était également comparable avec respectivement 89%, 87% et 86% des atteintes cérébrales
diagnostiquées a I"occasion d’un symptdme (p=1.000) pour les groupes WBRT, WBRT+boost et SRT.
Excepté un patient du groupe SRT, tous ont été inclus lors de la survenue de la 1ere métastase cérébrale.
Le caractére complet de I'exérese était comparable entre les 3 groupes (p=0.3015) mais il y avait
respectivement 27% et 54% d’exéréses considérées comme incomplétes dans les groupes WBRT et
WBRT+boost (31% dans le groupe SRT). Le nombre de métastases cérébrales au moment de la chirurgie
a été regroupé en 3 catégories : 1, 2-4 et >5. Sur les 12 patients avec 25 MC, 6 étaient dans le groupe
WBRT, 3 dans le groupe WBRT+boost et 3 dans le groupe SRT. Trente-trois patients avaient une Iésion
unique dont 22 (61%) étaient dans le groupe SRT et 24 patients avaient entre 2 a 4 MC dont 11 (31%)

étaient dans le groupe SRT.

Peu de patients étaient en cours de traitement systémigue au moment de I'apparition de la métastase
opérée (7 patients sur 69, groupes comparables). Le reste des caractéristiques cliniques de la population

est retranscrite dans le tableau 3.
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Type de radiothérapie

Sexe

-Masculin

-Féminin

Tabac

-Non

-Oui

-Donnée manquante
Age a la lere MC
-<60ans

->60ans
Circonstance du diagnostic
-Bilan d’imagerie
-Symptéme

Statut TNM

-T1/T2

-T3/T4

-Donnée manquante

-NO
-N+
-Donnée manquante

-M1b

-M1c

Performans Statut OMS
(n=68)

-PSOMS 0/1

-PSOMS 2/3

-Donnée manquante
Localisation de la MC prélevée
-Sus tentorielle

-Fosse postérieure
Exérése compléte

-Oui

-Non

-Donnée manguante
Nombre de  métastases
cérébrales a la chirurgie
-1

-2-4

-5

Mutation connue
-KRAS (n=55)

-EGFR (n=55)

-ALK (n=58)
-ROS1(n=42)

-BRAF (n=54)

-Her2 (n=40)

-MET (exon 14) (n=26)
Statut PDL1 (n=29)

- <1 % (négatif)

-2 1% (positif)
Données manquantes

Tout type (n=69)

42 (61%)
27 (39%)

11 (17%)
54 (83%)
4

35 (51%)
34 (49%)

9 (13%)
60 (87%)

42 (65%)
23 (35%)
4

25 (37%)
43 (63%)
1

35 (51%)
34 (49%)

56 (82%)
12 (18%)
1

55 (80%)
14 (20%)

21 (35%)
39 (65%)
9

33 (48%)
24 (35%)
12 (17%)

20 (36%)
8 (15%)
1(2%)

0

0

2 (5%)

2 (8%)

18 (62%)
11 (38%)
40

WBRT (n=18)

12 (67%)
6 (33%)

1 (6%)
15 (94%)
2

10 (56%)
8 (44%)

2 (11%)
16 (89%)

12 (71%)
5 (29%)
1

5 (28%)
13 (72%)
0

8 (44%)
10 (56%)

15 (83%)
3(17%)
0

16 (89%)
2 (11%)

4 (27%)
11 (73%)

3 (75%)
1 (25%)
14

WBRT+ boost
(n=15)

8 (53%)
7 (47%)

4 (27%)
11 (73%)
0

8 (53%)
7 (47%)

2 (13%)
13 (87%)

8 (57%)
6 (43%)
1

4 (27%)
11 (73%)
0

6 (40%)
9 (60%)

10 (67%)
5 (33%)
0

12 (80%)
3 (20%)

7 (54%)
6 (46%)

SRT (n=36)

22 (61%)
14 (39%)

6 (18%)
28 (82%)
2

17 (47%)
19 (53%)

5 (14%)
31 (86%)

22 (65%)
12 (35%)
2

16 (46%)
19 (54%)
1

21 (58%)
15 (42%)

31 (89%)
4 (11%)
1

27 (75%)
9 (25%)

10 (31%)
22 (69%)
4

22 (61%)
11 (31%)
3 (8%)

10 (37%)
4 (15%)
1 (4%)

0

0

2 (9%)

2 (12%)

12 (60%)
8 (40%)
16

Tableau 3 : Caractéristiques de la population a I'inclusion
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|| — Caractéristiques du traitement de radiothérapie

Le délai médian entre la chirurgie et la radiothérapie était de 1.7 mois (min-max : 0.6 ; 3.5), avec une
différence significative entre les 3 groupes : WBRT (1.3 mois [0.6 ; 2.4]) vs WBRT+boost (1.1 mois [0.6 ;
2.0]) vs SRT (2.1mois [0.6 ; 3.5]), p < 0.00001.

La dose délivrée sur le parenchyme cérébral était de 30 Gy en 10x3 Gy pour 67% des patients du groupe
WBRT et 33% des patients du groupe WBRT+boost, versus respectivement 22% (WBRT) et 40%
(WBRT+boost) pour la dose de 37.5 Gy en 15x2.5

La dose médiane délivrée sur la cavité opératoire en boost était de 45 Gy. Aucun patient n'a eu

d’hypofractionnement en dessous de 10 séances dans ce groupe WBRT+Boost.

A contrario, dans le groupe SRT, les lits opératoires ont été traités en médiane avec une dose de 30 Gy
en 5x6Gy (17 cavités d’exéreses chez 17 patients sur 36). Sept patients de ce groupe avaient également
une lésion en place, et 1 patient avait 2 lésions en place en plus du lit opératoire. Quatre patients, dont
celui avec 2 lésions en place, ont été traités par radiochirurgie, c’est-a-dire par fraction unique. Deux

patients parmi ceux-la ont été traités au gammaknife sur cette lésion en place.

Le nombre de Iésions traitées est décrit dans le tableau 4.
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Nombre de patients Tout  type | WBRT (n=18) | WBRT+boost SRT (n=36) Différence
(n=69) (n=15) entre les 3
groupes
Délai chirurgie — radiothérapie p<0.0001
Médiane, mois (intervalle) 1.7(0.6;3.5) 1.3(0.6;2.4) 1.1(0.6;2.0) 2.1(0.6; 3.5)
Nb de Iésions traités p=0.0006
1 40 (58%) 5 (28%) 7 (47%) 28 (78%)
2-4 21 (30%) 8 (44%) 5 (33%) 8 (22%)
>5 8 (12%) 5 (28%) 3 (20%) 0
Si WBRT, dose totale a
I'encéphale
30 Gy 22 (69%) 13 (76%) 9 (60%)
37.5 Gy 10 (31%) 4 (24%) 6 (40%)
Donnée manquante 1 1 0
Si WBRT, nb de fractions
10 17 (53%) 12 (71%) 5(33%)
15 15 (47%) 5 (29%) 10 (67%)
Donnée manquante 1 1 0
Nombre de [ésions WBRT + boost SRT(n=51)
(n=22)
Si Boost :
Sur cavité d’exérése (n=22)
Dose totale médiane (Gy) 45 (39 ; 48)
Nb de fractions médian 15(10; 19)
Sur lésion en place (n=0) NA
SiSRT:
Sur cavité d'exérése :
Dose totale médiane (Gy) 30 (23; 50)
Nb de fraction médian 5(3;25)
Sur lésion en place : (n=9)
Dose totale médiane (Gy) 27 (1.0; 35.0)
Nb de fraction médian 1(1;5)

Tableau 4 : Détail des lésions traitées en fonction de la technique de radiothérapie
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Un quart des patients traités par SRT n‘ont eu aucun traitement systémique dans ['histoire de leur

maladie, et un tiers n’a regu qu’une ligne de traitement. A contrario, environ les 3/4 des patients ayant

recus un WBRT +/- Boost ont recu entre 1 et 3 lignes de traitement. Les lignes de traitements

systémiques recus par chacun des groupes sont détaillées dans le tableau 5.

L'immunothérapie a été délivrée en concomitance a la radiothérapie pour 2 patients, tous les deux

traités en SRT. L'un d’eux a recu du NIVOLUMAB 9 jours apres la fin du traitement et le deuxieme du

PEMBROLIZUMAB 2 jours avant le traitement, et une thérapie ciblée a été délivrée en concomitance a

la RTE pour 3 patients (2 WBRT+boost, 1 SRT). Il s’agissait d’"ERLOTINIB pour 2 patients, I'un sans arrét

du traitement, 'autre débuté le jour de la fin des rayons, et de GEFITINIB pour le patient avec SRT,

interrompu 7j avant et repris 3j aprés. Aucun de ces patients n’a eu de toxicité radioinduite.

Nb de ligne de traitement
systémique

Aucune

1

2

3

>3

Au moins une fois de
I'immunothérapie

Non

Oui

Au moins une fois une thérapie
ciblée

Non

Oui

Traitement concomitant a la RTE :
Immunothérapie

Thérapie ciblée

Tout type WBRT (n=18)  WBRT+boost SRT (n=36)
(n=69) (n=15)

12 (18%) 2 (11%) 1(7%) 9 (25%)
23 (33%) 6 (33%) 5 (33%) 12 (33%)
14 (20%) 4 (22%) 4 (27%) 6 (17%)
14 (20%) 5 (28%) 3 (20%) 6 (17%)
6 (9%) 1(6%) 2 (13%) 3(8%)
53 (77%) 15 (83%) 12 (80%) 26 (72%)
16 (23%) 3(17%) 3 (20%) 10 (28%)
59 (85%) 18 (100%) 11 (73%) 30 (83%)
10 (15%) 0 4 (27%) 6 (17%)
2 (3%) 0 0 2 (6%)

3 (4%) 0 2 (13%) 1(3%)

Tableau 5 : Détails traitements systémiques selon les groupes de traitement
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IV — Toxicite
Au moins une toxicité radioinduite a été rapportée chez 9 (13%) patients dont 7 dans le groupe SRT.

Dans le groupe SRT, il s’agissait de radionécrose pour 5 patients et d’'cedéme cérébral pour 2 patients.

La radionécrose était de grade 1 diagnostiquée sur IRM, non traitée pour un patient, de grade 1
diagnostiquée sur piece opératoire pour suspicion de progression pour 1 patient, de grade 3 pour 3
patients, diagnostiquée sur chirurgie d’exérése faite pour suspicion de progression, traités par

corticostéroides et chirurgie. Tous les patients avec une radionécrose ont bien évolué sous traitement.

L’cedéme cérébral était de grade 3 pour les 2 patients, conduisant pour I'un a un déficit moteur et un
état confusionnel et a des crises comitiales pour le deuxieme. Les 2 patients ont été améliorés par la
corticothérapie. On peut noter que le 1°" patient a présenté cette toxicité alors qu’il était en cours

d’irradiation pour une Iésion sous cutanée en regard de la cavité d’exérese cérébrale initiale.

Un patient avec WBRT a subi une toxicité de grade 4 avec état de mal épileptique, d’amélioration

modérée apres traitement, compliquée par une progression rapide.

Un patient du groupe WBRT + boost a présenté une crise comitiale de grade 1 secondaire a la

radiothérapie, spontanément résolutive.

Aucune toxicité de grade 5 (déces) n’a été rapportée.
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VI—=1 S100AS

Au total, 22 patients (32%) avaient un échantillon positif pour le marquage de S100A9 (% de cellules
tumorales ou stromales marquées supérieur ou égal a 5%). La répartition dans les trois groupes de
traitement était la suivante : taux de positivité de 33%, 47% et 25% respectivement pour les groupes

WBRT, WBRT+boost et SRT.

Sur les 22 patients positifs pour S100A9, 16 avaient une expression des cellules tumorales (toutes
avaient au minimum 5% de cellules marquées avec une intensité modérée a forte, c’est-a-dire qu’aucun

échantillon n"était positif uniguement sur un marquage faible).

Dix échantillons ne contenaient pas de cellules stromales intratumorales. Sur les 59 autres, 13 avaient
un marquage positif de S100A9 sur les cellules stromales (>5% de cellules marquées quel que soit

I'intensité).

Sur cette méme population de 59 échantillons avec stroma, 22 avaient une infiltration lymphocytaire

majoritaire (> 50% des cellules stromales étaient des lymphocytes), dont 5 étaient positifs pour ST00A9.

Par ailleurs, sur les 49 échantillons avec du tissu cérébral sain en périphérie de la tumeur, aucun ne

marquait SI00A9 sur les cellules de ce tissu.

Figure 5 — lllustrations de I'expression immunohistochimique de S100A9 au microscope optique. L'expression est
cytoplasmique. 5a : Expression par les cellules stromales (3+) et peu par les cellules tumorales (majorité de 1+), x200.
5b — Expression par les cellules tumorales de maniére diffuse (3+), x400
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VI—-2 NF-kB

Tous les échantillons exprimaient NF-kB dans les cellules tumorales ou le stroma. Trois patients
n’exprimaient pas NF-kB sur le stroma. Le score H médian était de 230 pour la population (min 50- max

300). Le score H par terciles est représenté dans le tableau 6.

Tout type (n=69) WBRT (n=18) WBRT+boost (n=15) SRT (n=36)
Médiane (intervalle) 230 (50 ; 300) 240 (100 ; 290) 260 (130 ; 290) 210 (50 ; 300)
(n=69)
Médiane (n=69)
<230 35 (51%) 9 (50%) 5 (33%) 21 (58%)
>230 34 (49%) 9 (50%) 10 (67%) 15 (42%)
Terciles (n=69)
<180 25 (36%) 6 (33.3%) 3 (20%) 16 (44%)
1180 ;260] 24 (35%) 6 (33.3%) 7 (47%) 11 (31%)
> 260 20 (29%) 6 (33.3%) 5(33%) 9 (25%)

Tableau 6 : Score H pour NF-kB selon le groupe de traitement

Figure 6 — lllustrations de I'expression immunohistochimique de NF-kB au microscope optique. L'expression est nucléaire.
5a : Expression par les cellules tumorales et stromales (majorité de 1+), x200. 5b — Expression par les cellules tumorales et
stromales (majorité de 3+), x200
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VIl — Résultats sur la progression

Au total, 19% des patients ont présenté une progression locale (sur une lésion irradiée), 9 (50%) dans le
groupe WBRT, 2 (13%) dans le groupe WBRT+boost et 2 (6%) dans le groupe SRT. La plupart de ces

rechutes se sont produites sur la lésion opérée (67%), notamment dans le groupe WBRT+boost (100%).

Dans le groupe WBRT qui comporte le plus de rechute, la description permet de montrer que 3 patients
ont rechuté sur une lésion opérée seulement, 3 patients sur une lésion restée en place seulement, 2
patients ont rechuté a la fois sur une zone opérée et une lésion en place et l'information était

mangquante pour 1 patient.
Les autres détails des progressions sont montrés dans le tableau 7.

Plus de la moitié des patients de I'’étude ont rechuté sous la forme d’une apparition de nouvelle Iésion
(54%), majoritairement dans le groupe SRT (69% des patients du groupe), puis WBRT+ boost (40%, 6
patients) puis WBRT (33%, 6 patients).

Dans la population qui a recu une irradiation encéphalique en totalité (WBRT et WBRT+boost), 12
patients sur 33 (57%) ont donc rechuté sous la forme d’une nouvelle |ésion en zone irradiée

(parenchyme cérébral initialement sain).
Les traitements de radiothérapie de sauvetage ont été décrits dans le tableau 7.

A la date des dernieres nouvelles, respectivement 22%, 47% et 58% des patients étaient vivants dans
les groupes WBRT, WBRT+boost et SRT. La maladie intracranienne initiale était considérée comme
controlée dans respectivement 100%, 100% et 91% des cas (WBRT, WBRT+boost, SRT). La maladie
intracranienne apres progression vis-a-vis du statut initial était considérée comme contrdlée chez
respectivement 3 (100%), 1 (50%) et 6 (38%) des patients vivants des groupes WBRT, WBRT+boost et
SRT. Deux patients sont décédés de cause neurologique non liée au cancer : démence et hydrocéphalie.
Un patient est décédé de la progression d’un 2" cancer des voies aérodigestives supérieures. Les 34
autres décés constatés étaient liés au cancer broncho-pulmonaire (sans différenciation entre la maladie
intracranienne ou extra cranienne possible). L'analyse de survie a été faite a partir de la date de début

de radiothérapie.
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WBRT (n=18) WBRT + boost (n=15) SRT (n=36)
Progression d'une lésion irradiée 9 (50%) 2 (13%) 2 (6%)
Site de la progression :
Sur lit opératoire seulement 3 (38%) 2 (100%) 1(50%)
Sur lésion en place seulement 3(38%) 0 1 (50%)
Sur lit opératoire et |ésion en place 2 (25%) 0
Donnée manguante sur le site de progression 1
Apparition d’une nouvelle Iésion 6 (33%) 6 (40%) 25 (69%)
Nouvelle irradiation 5 (28%) 1(7%) 20 (56%)
Sioui :
WBRT 0 0 7 (35%)
SRT ou RCMI (photonthérapie) 3 (60%) 0 6 (30%)
Radiochirurgie par gammaknife 2 (40%) 1 (100%) 7 (35%)
Si WBRT (n=7) n=0 n=0 n=7
Dose médiane (Gy) (sans cumul) NA NA 30 (20.0; 37.5)
Nb de fractions médian NA NA 10 (10; 15)
Si SRT / RCMI (n=7) n=3 n=0 n=4
Dose médiane (Gy) (sans cumul) 24 (23 ; 24) NA 29 (23;42)
Nb de fractions médian 3(3;8) NA 4(3;13)
Données manquantes sur la dose 2
Si radiochirurgie par gammaknife (n=4) n=1 n=1 n=2
Dose médiane (Gy) (sans cumul) 20 22 20 (20 ; 20)
Nb de fractions médian 1 1 1(1;1)
Données manquantes sur la dose 1 5

Tableau 7 : Détails des progressions et second traitement selon le groupe de traitement

Figure 7 : lllustrations d’'une métastase cérébelleuse traitée par chirurgie et WBRT : 7a: IRM pré-
chirurgicale, 7b : IRM post-chirurgicale avant WBRT, 7c: scanner a la rechute sur le site irradié, aprés
WBRT
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A deux ans, 74% des patients n’ont pas présenté de progression locale (95%IC [59 ; 85])

La médiane du temps jusqu’a progression est de 17.6 mois dans le groupe WBRT et n’est pas atteinte

dans les autres groupes (figure 8a)

Figure 8 : a: Temps jusqu’a progression d’une Iésion irradiée en fonction des 3 groupes de traitement.
b : Temps jusqu’a progression d’une lésion irradiée selon le groupe WBRT ou autres (WBRT+boost, SRT)

WBRT : whole brain radiation therapy, SRT : radiothérapie en condition stéréotaxique

Sur 'ensemble de la cohorte, I'analyse univariable sur le critére de jugement principal (temps jusqu’a
progression locale) a inclus le type de radiothérapie (WBRT versus autre), le statut S100A9 (positif >5 %
ou négatif), le score H pour I'expression de NF-kB (1%, 2eme et 3eme tercile) le sexe, 'dge 260 ans a la

MC, le statut T, N, M (M1b vs M1c), le Performans Status OMS 0-1, 2-3 (tableau 8).

*Le statut de I'expression de S100A9 sur I’'ensemble de la cohorte n’était pas significativement associé

a un raccourcissement du temps a progression (HR = 1.58, 95%IC [0.52 ; 4.84] p = 0.4169).

*Les métastases traitées en WBRT sans boost rechutaient plus vite que les autres, autrement dit les
patients traités par WBRT sans boost présentaient un temps jusqu’a progression significativement plus

court que les patients traités soit par WBRT+boost, soit par stéréotaxie.

(HR=0.12, 95%IC [0.04 ; 0.39], p<0.0001) (figure 8b).
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Nous avons ensuite étudié le critére de jugement principal sur la population WBRT seule. Cette
population avait recu une dose biologique moindre que celle recue par les patients traités par SRT ou

WBRT+boost.

Dans cette population de 18 patients, 12 avaient un statut S100A9 négatif dont 5 ont présenté une

rechute locale (42%), et 6 avaient un statut S100A9 positif dont 4 (67%) ont présenté une rechute locale.

L’analyse univariable a été faite sur I’'expression de S100A9, I'expression de NF-kB selon le score H et le

nombre de lésions traitées (tableau 9).

L’expression en classe de S100A9 était pronostique de la progression d’une lésion irradiée (rechute

locale) dans I'analyse univariable (p=0.0254) au sein de ce groupe de patients (figure 9)

En revanche, le score H pour I'expression de NF-kB n’était pas pronostique du temps jusqu’a progression

d’une lésion irradiée (p=0.9380) (tableau 9).
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Figure 9: Temps jusqu’a progression d’une |ésion irradié en fonction de |'expression de S100A9 dans la

population WBRT
Les détails des progressions (sur Iésion opérée ou non) sont présents dans le tableau 10.

Les variables des progressions en fonction de S100A9 pour les autres populations WBRT + boost et SRT
sont disponibles dans le tableau 10. Les analyses statistiques de survie n’ont pas été menées du fait du

faible nombre d’événements dans ces populations.
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Sexe

Masculin

Féminin

Age a la métastase cérébrale
<60 ans

> 60 ans
Histologie :
Adénocarcinome
Autres histologies
Statut T:

T1/T2

T3/T4

Statut N
NO
N+

Statut M :

M1b

Mlc

Statut OMS :

OMS 0/1

OMS 2/3

Localisation :

Sus tentorielle

Sous tentorielle

KRAS positif :

Non

Oui

PDL1 :

Négatif (<1%)

Positif (>1%)

Type de radiothérapie
WBRT

Autres (WBRT+boost et SRT)
Nb de MC

1

>1

Expression de S100A9
Négatif

Positif

Score H pour NF-kB (terciles)
<180

1180 ; 260]

> 260

EVT/N

7/42
6/27

9/ 35
4/ 34

11/ 60
2/ 9

6/ 42
6/ 23

3/25
10/43

5/35
8/34

11/56
2/12

11/55
2/14

10/35
1/20

2/18
0/11

9/18
4/51

3/33
10/36

8/47
5/22

4/25
3/24
6/20

S (t=12 mois) [95%IC]

87% [72 ; 95]
88% [67 ; 96]

82% [64 ; 91]
94% [77 ; 98]

87 % [75 ; 94]
89% [43 ; 98]

92% [78 ; 97]
78% [54 ; 90]

90% [68 ; 98]
85% [70; 93]

88% [72 ; 96]
87% [68 ; 95]

88% [76 ; 95]
83% [48 ; 96]

85% [72 ; 92]
100% [ .; ]

70% [42 ; 87]
94% [82 ; 98]

90% [73; 97]
85% [67 ; 93]

91% [77 ; 97]
81% [57 ; 92]

88% [66 ; 96]
86% [63; 95]
90% [64 ; 97]

HR [95%IC]

p=0.7332
1.00

1.21[0.41 ; 3.61]
p=0.2219

1.00

0.49 [0.15 ; 1.58]

p =0.2042
1.00

2.06 [0.66 ; 6.40]
p=0.1978

1.00
2.28[0.63; 8.31]]

p=0.1793
1.00
2.12[0.69 ; 6.52]

p < 0.0001
1.00
0.12 [0.04;0.39]

p =0.4169
1.00

1.58 [0.52;4.84]
p=0.4399

1.00

0.82[0.18 ; 3.68]
1.82 [0.51 ; 6.46]

Tableau 8 : Analyse univariable du temps jusqu’a progression d’une Iésion irradiée dans la population

totale
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Expression de S100A9

Score H NF-kB (cl médiane)

Dose totale (Gy)

Nb de Iésions traitées

EVT/N

Négatif (<5%) 5/12
Positif (=5%) 4/6

<260 4/9

>230 5/9

30 Gy 8/15

35 Gy 1/4

1a 3 lésions 5/11
>3 4/7

S (t=12 mois) [95%IC]

82% [44 ; 95]
50% [11 ; 80]

67% [28 ; 88]
74% [29 ; 93]

81% [42 ; 95]
54% [13 ; 82%]

p=0.0254

p=0.9380

p=0.1997

Tableau 9 : Analyse univariable du temps jusqu’a progression d’une lésion irradiée dans la population

WBRT

Cohorte WBRT

Progression locale

Si progression :

Sur lit opératoire seulement

Sur lésion en place seulement

Sur lit opératoire et Iésion en place
Donnée manquante

WBRT + boost

Progression locale

Si prog, Sur lit opératoire seulement
SRT

Progression locale

Siprog :

Sur lit opératoire seulement

Sur lésion en place

S100A9 négatif (n=12)

5 (42%) 4 (67%)
2 (50%) 1((25%)
0 3 (75%)
2 (60%) 0
1 0

S100A9 négatif (n=8)

1 (100%) 1 (100%)

S100A9 négatif (n=27)
2 (7%) 0

1 (50%)
1 (50%)

S100A9 positif (n=6)

S100A9 positif (n=7)
1(13%) 1(14%)

S100A9 (n=9)

Tableau 10 : Progression en fonction de I'expression de S100A9 en fonction du groupe de traitement
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IX — Criteres de jugement secondaires

IX—1 Temps jusqu’a l'apparition d’une nouvelle Iésion (rechute régionale)

Cette analyse a été portée sur la population ayant recu une WBRT (+/- boost) soit 33 patients. Les

patients sans irradiation panencéphaligue (SRT) en sont exclus a priori.

Sur 33 patients, 12 (36%) ont progressé sous la forme de I'apparition d’une nouvelle Iésion. Le temps
médian jusqu’a I'apparition d’une nouvelle Iésion est de 25.7 mois (95%IC [13.3 ; NA]). L'estimation a 2

ans de 'apparition d’une nouvelle Iésion est de 56.7% (95%IC [32.7 ; 75.0]).

L’analyse univariable de la rechute régionale sous la forme de temps jusqu’a apparition d’une nouvelle
lésion a inclus le type de radiothérapie (WBRT ou WBRT+boost) et le statut SI00AS. Ni le type de
radiothérapie (p = 0.8063) ni le statut S100A9 (p=0.2264) n’était pronostique de I'apparition de nouvelle

Iésion (figure 10).
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Figure 10 : Temps jusqu’a apparition d’une nouvelle Iésion dans la population WBRT (+/- Boost) en

fonction de I'expression de S100A9
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IX —2 Survie globale

La médiane de survie globale était de 24.1 mois dans la population totale (95% IC [16.4 ; 40.7]), de 15.9
mois (95%IC [8.1 ; 19.3]) et de 33.6 mois (95%IC [19.0 ; NA]) respectivement dans les groupes WBRT et
autres (WBRT+boost/SRT) (p=0.0180) (figure 11).

Dans I'ensemble de la cohorte, I'analyse univariable pour la survie globale a inclus le sexe, I'age > 60 ans
a la MC, I'histologie (adénocarcinome vs autres), le statut T, N, M (M1b vs M1c), le statut OMS 0-1, 2-3,
la localisation sus ou sous tentorielle de la métastase prélevée, le statut Kras, PDL1, le type de
radiothérapie (WBRT versus WBRT + boost et SRT), le statut ST00A9 (en continu et en classes : positif si

> 5% ou négatif) et le nombre de métastases cérébrales au moment de la chirurgie.

Sur les trois facteurs inclus dans I'analyse multivariable qui étaient le type de radiothérapie (WBRT vs
autres), le nombre de métastases cérébrales (1 vs >1) et le statut SI00A9 (en continu), 2 facteurs étaient
pronostiques de la survie globale : le traitement WBRT+boost ou SRT était en faveur de la survie globale
avec un HR a 0.46 [0.22; 0.93], p=0.031 et I"'augmentation du S100A9 (par pas de 10) qui était en
défaveur de la survie globale avec un HR a 1.19 [1.01 ; 1.40], p=0.032.
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Figure 11 : Survie globale en fonction du type de traitement de radiothérapie
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DISCUSSION

Cette étude originale est la premiére a étudier I'impact de I'expression de la protéine S100A9 sur la

réponse a la radiothérapie des métastases cérébrales.

Malgré le faible nombre de patients, nos résultats soutiennent I'"hypothése initiale issue du laboratoire
du Dr Valiente, que les tumeurs exprimant S100A9 sont moins sensibles a la radiothérapie et présentent

un temps a progression plus rapide que les tumeurs n’exprimant pas S100A9.

Dans notre étude, nous montrons que |'expression indifférenciée de S100A9 par les cellules du stroma
ou les cellules cancéreuses est corrélée a la radiorésistance, allant dans le sens des théories de plus en
plus démontrées de I'intrication forte des cellules tumorales et de son microenvironnement. La maniére
dont les cellules communiquent entre elle aprés I'activation de S100A9 n’est pas connue, plusieurs
hypotheses peuvent étre proposées, notamment I'échange d’exosomes ou par communication
intercellulaire directe par les nanotubes tunnélisés (Sun et al. 2012). En effet, ces extensions de la
membrane cellulaire créent des ponts intercellulaires et permettent I’échange d’informations. Bien que
leur fonctionnement ne soit pas encore entierement connu, les nanotubes tunnélisés ont été décrits
dans certains cancers, cellules immunes, astrocytes, avec une activation médiée par S100A4 et RAGE

mise en évidence dans ces derniers.

Nos résultats mettent en évidence un effet péjoratif de ST00A9 sur la population de métastases traitées
par WBRT qui n’était pas retrouvé dans le cas des métastases traitées par SRT ou boost en complément
du WBRT. Ces résultats, bien qu’ils soient montrés sur une faible population, reflétent les connaissances
empiriques et radiobiologiques des différences entre les techniques. En effet, la radiothérapie en
condition stéréotaxique délivre, par définition, une plus forte dose que le WBRT et permet un meilleur
contrdle local, c’est d’ailleurs la raison de son utilisation en routine, levant les différences de
radiosensibilités tumorales décrites selon le modeéle linéaire quadratique. L’effet radiobiologique de la
SRT est différent de la radiothérapie classique et ne s’explique pas uniquement par I'augmentation de
la dose équivalente biologique (BED : biological equivalent dose). Mathématiquement, au-dela de 8 Gy
par fraction, le modéle linéaire quadratique utilisé pour modéliser les courbes de survie cellulaire aprés
irradiation ne sont plus valables. Biologiquement, on ne peut pas appliquer le modéle des 5R, le profil
de mort cellulaire est différent, avec davantage de dommages vasculaires, d’apoptose des cellules
endothéliales, un arrét du métabolisme, une déplétion en cellules souches, une absence de
repopulation du fait de I'étalement tres court, un arrét du cycle cellulaire (pas de redistribution dans le

cycle) avec une redirection des cellules vers I'apoptose et la nécrose (et non vers la mort mitotique)
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(Antoni et al. 2014). Les voies de radiorésistance activées par radiothérapie ne sont probablement pas
les méme selon le niveau de dose par fraction. L’expression de S100A9 et I'activation des voies d’aval
notamment de NF-kB n’est probablement pas la voie de survie mise en jeu aprés radiothérapie

stéréotaxique.

De maniére intéressante, avoir dans notre étude 2 cohortes de traitements différents nous permet de
renforcer notre hypothese. Les études initiales a I'origine de ce sujet étaient réalisées in vivo avec un
traitement par WBRT. Obtenir une négativité des résultats dans la population de métastases traitées
par SRT et donc, justement, qui ne sont pas sensées réagir de la méme maniére a la radiothérapie
renforce la validation de I'hypothese de la voie de signalisation étudiée au laboratoire pour un

fractionnement classique.

D’autres facteurs autres que le type de technique de radiothérapie pourraient étre impliqués dans la
réponse tumorale, notamment la présence d’'un traitement concomitant. De nombreuses études
rétrospectives ont étudié la concomitance de l'immunothérapie a la radiothérapie intracérébrale,
notamment dans les mélanomes, montrant une survie sans progression plus allongée par rapport a la
littérature mais avec parfois des taux de radionécrose important (15% dans la série de Minniti en 2019
mais 3% dans I'étude de Linda CHEN) (Aboudaram et al. 2017; Minniti et al. 2019; L. Chen et al. 2018;
Ahmed et al. 2016). Cependant, a notre connaissance, cet effet positif n’est pas montré de maniere
aussi reproductible dans les MC d’origine bronchopulmonaire (Singh et al. 2019; L. Chen et al. 2018)
Dans notre étude, aucune radionécrose n’a été développée par les patients qui avait un traitement
concomitant a la radiothérapie. Le nombre de patient est trop faible pour pouvoir déduire un effet de

I'immunothérapie en fonction du type de radiothérapie ou du statut ST00A9.

L’échec du traitement local s’exprime par la progression d’une [ésion mais aussi par I'apparition d’une
nouvelle I[ésion. Nous avons voulu voir si I'apparition d’'une nouvelle MC en territoire irradié¢ était
corrélée a I'expression de S100A9 en excluant les patients dont le parenchyme cérébral sain n’avait pas
été irradié (les patients n"ayant recu que de la SRT). Sur les 33 patients ayant recu un WBRT (+/-boost),
nous n’avons pas pu mettre en évidence de corrélation significative entre I'apparition de nouvelle MC
et le statut S100A9. Ce résultat peut étre di a un manque de puissance de I'étude puisque peu de
patients exprimaient SI00A9 et que le nombre d’évenements était tres faible dans ce groupe. En dehors
de la cause statistique, nous pouvons supposer 2 autres situations : les micro-métastases présentes au
moment de l'irradiation expriment S100A9 mais ce dernier n’est pas un facteur pronostique pour les
micro-masses tumorales contrairement aux macro-métastases, ou bien I'hypothése que toutes les
métastases cérébrales se développant au méme moment présentent la méme expression de S100A9

est fausse.
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Nous avions également posé cette hypothése pour les macrométastases, supposant que toutes les
métastases présentes au moment du traitement exprimaient SI00A9 de maniére homogene. En effet,
tous les patients de I'étude sauf un ont été inclus au moment de la métastase cérébrale initiale (sous
réserve de l'absence d’examen d’imagerie ancien avec potentiellement des MC préexistantes

asymptomatiques).

Il avait été démontré sur des importantes séries de patients que les métastases cérébrales ont subi une
évolution génomique et phénotypique différente de la tumeur primitive, leur permettant d’acquérir les
capacités d’invasion nécessaire (Neagu et al. 2015; Shih et al. 2020). Récemment, Brastianos et al ont
publié une étude portant sur 86 patients comparant les génomes des primitifs et des métastases
cérébrales (38 primitifs bronchopulmonaires), et pour 15 patients, le séquencage a été réalisé sur
plusieurs métastases cérébrales. L’hétérogénéité entre primitif et MC était retrouvée mais en revanche,
les différentes MC et les échantillonnages intra-MC ont montré une grande homogénéité des mutations
génétiques notamment oncodrivers suggérant que les lésions dérivaient probablement des mémes

clones (Brastianos et al. 2015).

Ces résultats nous confortent dans I’hypothese que I'expression de S100A9 est probablement la méme

pour les MC d’apparition concomitante.

De maniére pragmatique, cette hypothése nous permettait d’inclure toutes les MC car, méme en tenant
compte du peu de patients, notre taux de positivité de la protéine S100A9 est bas, compliquant I'analyse
des données. La quasi-majorité des études portant sur SI00A9 est faite par western-blot ou PCR et tres
peu en immunohistochimie (Hermani et al. 2006). Dans le carcinome canalaire infiltrant du sein, Arai et
al ont réalisé le marquage immunohistochimique et la dilution sur un autre clone et avaient une
expression a la fois cytoplasmique et nucléaire contrairement a nos échantillons (Arai et al. 2008). Le
seuil de positivité n’était pas précisé. Kawai et al ont étudié I'impact pronostique de S100A9 dans les
cancers bronchiques a petites cellules en utilisant aussi I'immunohistochimie (Kawai, Minamiya, and
Takahashi 2011). Une expression forte était définie par une intensité de 3 (sur 3) et une proportion de
cellules marquée a 3 entre 1/3 et 2/3 (I'étude a confirmé le caractére péjoratif pronostique de S100A9).
Les auteurs avaient eux aussi une discordance avec les résultats de I'équipe d’Arai et évoquaient une
différence de l'interprétation du seuil de positivité. Notre étude apporte une 3eme méthode avec un
autre seuil. Comme |'étude immunohistochimique de S100A9 n’est pas encore développée, les
méthodes de marquage et la définition des seuils de positivité ne sont pas standardisées, variant d’un
auteur a l'autre et diminuant la reproductibilité. Nous avons décrit précisément la méthode
d’interprétation de I'expression de S100A9 afin que, si I'intérét pour ce marqueur venait a se confirmer,

les seuils de positivité puissent étre réévalués.
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Ce probléme d’intensité et de diffusion du marquage s’est posé dans 'autre sens avec la protéine  NF-
kB qui n’a pas été discriminant dans notre étude. Alors que I'implication de S100A9 dans la résistance
aux traitements reste peu étudiée et n’est pas utilisé en routine, NF-kB est plus connu des pathologistes
et oncologues. En effet, il est exprimé dans de nombreuses tumeurs, en particulier cérébrales. Sa
surexpression (par le biais de sa sous unité Rel-A) est un facteur pronostique défavorable majeur dans
I'épendymome et a été ajouté a la nouvelle classification moléculaire en 2015 (Pajtler et al. 2015),
amenant les pathologistes a rechercher I'expression de Rel-A en routine dans les épendymomes sus-
tentoriels. Nous avons été confrontés dans notre étude a un marquage inhabituel de NF-kB, nucléaire
(correspondant a la fraction active) et exprimé de maniere diffuse et hétérogéne par I'ensemble des
cellules tumorales, ne ressemblant pas au marquage habituellement réalisé dans notre laboratoire. |l
est possible que I'absence de résultat, quel que soit le seuil de positivité choisi (données non montrées),
soit liée a la mise au point de la technique d'immunohistochimie, le type de sous unité ou de dimere
choisi. Ici, c’est le facteur RelA (p65) qui a été marqué. Cependant, I'absence de résultat positif peut
aussi s’expliquer par le moment de I'analyse. En effet, NF-kB est un facteur transcriptionnel, en bout de
chaine de signalisation, dont le taux et 'activité sont augmentés par les radiations ionisantes. Or, le
prélevement a été réalisé avant radiothérapie, suggérant que le taux de NF-kB préthérapeutique n’est
pas un marqueur de son activité contrélant la radiorésistance. L’hypothése la plus probable reste que
la présence de NF-kB en préthérapeutique est liée a son réle majeur dans les nombreux mécanismes
tumorigenes, médié par plusieurs voies de signalisation, et que I'une d’elle, SI00A9, est stimulée apres

radiothérapie, activant davantage NF-kB en aval.

Une des complexités des voies de signalisation réside dans I’hétérogénéité de leur activation et de leur
spécificité en fonction des primitifs mais aussi de la localisation particuliére des métastases dans

I'encéphale.

L’étude de la radiorésistance tumorale spécifiqguement dans le compartiment cérébral a été menée sur
quelques voies de signalisation, notamment la Caveolin 1, la Caspin et TopBP1%, la Cox2%, c-MET et les

mutations activatrices connues des CBNPC : du géne de I'EGFR, de KRAS, de la translocation ALK.

"analyse du profil d’expression génomique des métastases cérébrales de cancer bronchopulmonaire
avecou sans irradiation a permis a I’équipe de Seung Ho Choi de mettre en évidence que I'augmentation
d’expression de la topoisomérase Il béta protéin | (TopBP1) et de la Claspin étaient significativement

corrélée a la survie cellulaire des cellules apres irradiation versus la population de cellules non irradiées

1 TopBP1topoisomérase Il béta protéin |
20 Cox2 : cyclooxygénase 2
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(Choietal.2014). L'inactivation de TopBP1 ou de la Claspin a montré une augmentation de la sensibilité

a l'irradiation.

Autre exemple parmi les facteurs pronostiques et prédictifs de radiorésistance, la Caveolinl (Cavl) a
été associée a la radiorésistance des tumeurs pancréatiques et coliques, mais aussi des métastases
cérébrales, tous types histologiques confondus. (Duregon et al. 2015). Il ressort de I’étude de Duregon
gue l'expression de Cavl dans les métastases cérébrales de CBNPC était corrélée a un mauvais

pronostique et que sa présence était prédictive de la radiorésistance (Duregon et al. 2015)

La complexité de mettre en évidence des facteurs prédictifs de réponse a la radiothérapie est
notamment liée au fait que I'expression de certaines protéines ne soit pas la méme entre le primitif et
la MC. Cest le cas de la Cyclooxygenase-2 (Cox2) dont I'expression avait été corrélée a la
radiorésistance. En partant de ce constat, une étude sur les MC de différents primitifs dit
« radiorésistants » (Karim et al., n.d.) n’a pas pu montrer de corrélation entre I'expression de la Cox2 et
la radiorésistance dans les métastases cérébrales de poumon et mélanome. Cependant I'étude a été

faire sur 16 patients et seulement cing d’entre eux avait un primitif bronchopulmonaire.

Les quelques voies de signalisation prises en exemple ci-dessus ne sont pas trés connues et ne sont pas
recherchées en pratique clinique, contrairement aux altérations moléculaires principales des CBNPC qui
sont les mutations EGFR, KRAS et la translocation ALK, altérations génétiques oncodrivers et cibles

thérapeutiques (sauf KRAS) des adénocarcinomes bronchiques.

Bien que I'ajout des thérapeutiques ciblées sur les altérations suscitées biaise I'interprétation de la
réponse intracérébrale a la radiothérapie, les mutations EGFR, KRAS et la translocation ALK sont
incontournables dans la prise en charge thérapeutique et I'évaluation pronostique des MC. Leur
implication dans la réponse a la radiothérapie a été peu étudiée, notamment a cause des traitements

ciblés.

Dans une série de patients mexicains tres récente (avril 2020), la réponse au WBRT a été étudiée avant
tout traitement par TKI en fonction des différentes mutations drivers (Arrieta et al. 2020). Le taux de
réponse intracranienne était significativement supérieur en cas de mutation EGRF (65%) et de
translocation ALK (55%) par rapport aux patients KRAS mutés (20%) ou Wild Type (35%). On note que le
contréle intracranien et le statut mutationnel étaient indépendamment associés a une meilleure survie

globale dans cette étude (Arrieta et al. 2020) .
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Au-dela de I'exploration d’une nouvelle voie de signalisation, la question principale de cette étude, et
plus généralement la question de la radiorésistance des métastases cérébrales, reste I'intérét in fine
d’étudier des mécanismes de résistance qui n’existent plus a la dose ablative de la radiothérapie en
condition stéréotaxique. En effet, la tendance actuelle est a I'abandon du WBRT et a la préférence de la
SRT sur un nombre de plus en plus croissant de Iésions, avec le recours parfois du gammaknife ou a
d’autres techniques de stéréotaxie sur plusieurs localisations telles que la technique d’Hyperarc
(Ruggieri et al. 2018) pouvant traiter un grand nombre de petites |ésions sans recourir au WBRT qui n’a

pas montré un avantage en survie globale et dégrade les fonctions cognitives (Mulvenna et al. 2016).

Cependant, a I'heure actuelle de nombreux patients sont encore traités par irradiation
panencéphalique. Les capacités en pratique a traiter un grand nombre de lésions en stéréotaxie ne sont
pas celles des études cliniques, ou les Iésions sont de petites tailles et probablement bien placées pour

la dosimétrie.

De plus, avec les possibilités techniques de protections hippocampiques permettant de mieux préserver
la neurocognition, les patients porteurs de plusieurs localisations cérébrales ne relevant pas d’indication
de SRT, mais avec une espérance de vie de plus de 3 mois, peuvent tirer un bénéfice du WBRT avec des

effets indésirables moindres.

Outre le traitement des MC macroscopiques en place, le WBRT est également toujours utilisé a visée
prophylactique dans les cancers bronchopulmonaires a petites cellules en cas de maladie localisée avec
une bonne réponse au traitement (Frih et al. 2013; Souquet 2020). Dans cette indication, I'intérét de
mieux cibler les micrométastases pourrait apporter un bénéfice. L’étude actuelle comportait 3 patients
avec un CPC pour lesquels le marquage de S100A9 était négatif mais le marquage de NF-kB positif. A
notre connaissance, I'expression de ST00A9 n’a pas été étudiée dans cette population. Une étude plus

large sur la biologie des MC de CPC serait intéressante a réaliser dans ce contexte.

Pour le moment, a notre connaissance aucune étude préclinique en dehors du travail préliminaire de
ce projet n'a testé in vivo I'efficacité d’un inhibiteur de S100A9 dans les métastases et primitifs
cérébraux. Quelques études de phase préclinique ou de phase | existent évaluant I'apport du
Tasquinimode, inhibiteur de S100A9, dans les pathologies inflammatoires (Bjork et al. 2009) mais aussi

dans le traitement du cancer de prostate (en association avec le cabazitaxel)(Armstrong et al. 2017).

L’étude préliminaire conduite par le Dr Valiente et le Dr Monteiro sur une population de souris a permis
de montrer que linhibition de S100A9 in vivo entrainait une meilleure réponse des métastases

cérébrales a la radiothérapie (WBRT, 30Gy 10x3 Gy) (Monteiro 2020) .
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Ces résultats ainsi que ceux de notre étude confortant les données de laboratoire suggérent que
I'inhibition de la S100A9 chez les patients porteurs de métastases cérébrales pulmonaires exprimant

cette protéine et relevant d’une irradiation par WBRT serait d’un intérét clinique potentiel.

A contrario, si les résultats se confirmaient sur une plus large série, la présence de S100A9 pourrait étre
un critére de décision de ne pas traiter ces patients en WBRT considérant que le bénéfice théorique est

insuffisant.

Méme si notre étude portant sur un nombre limité de patients n’a pas mis en évidence de différence
de survie sans progression chez les patients porteurs de MC traités par SRT, une étude sur une série
plus large de patients serait d’un intérét majeur pour confirmer nos résultats y compris chez les patients

traités par SRT.

Nos résultats montrant d’autre part que I'expression de S100A9 est associée a une survie plus courte
des patients porteurs de MC irradiées, I'inhibition de SI00A9 associée a une irradiation par WBRT avec
protection hippocampigue pourrait potentiellement permettre d’augmenter la survie de ces patients

tout en préservant la neurocognition.

Notre étude comporte plusieurs biais liés a la mise en place du protocole de recherche. En premier lieu,
le nombre de patient est faible, d’autant plus lorsqu’on sépare les cohortes en fonction du type de
traitement. L'étude de I'expression de S100A9 nécessite un échantillon tumoral et des lors ne
sélectionne que des patients ayant été opérés sur site avant irradiation. Alors que le traitement des MC
est souvent réalisé sans chirurgie préalable, les patients ainsi sélectionnés ont recu une chirurgie,
impliquant un recrutement vers davantage de patients symptomatiques ou d’emblée métastatiques
avec découverte synchrone du primitif et de la MC révélatrice de cancer bronchique, ce qui peut
modifier la survie globale de la cohorte mais pas, a priori, le contréle local. En revanche, nous avons
exclu les patients qui n"ont pas pu recevoir de réévaluation cérébrale par imagerie, notamment ceux
qui sont décédés rapidement avant traitement, excluant donc les patients de plus mauvais pronostic.
S100A9 étant hypothétiquement un facteur de mauvais pronostic puisque de radiorésistance, nous
avons potentiellement pu exclure des patients importants pour la qualification du marqueur. L’aspect
rétrospectif pose les problémes habituels de recueil des données, notamment dans la description des

sites de récidive et I'imputabilité des traitements dans les effets indésirables.

Cependant, cette sélection rigoureuse d’un petit nombre de patient nous permet d’avoir une cohorte
« propre » de toute irradiation préalable et d’évaluer la voie de radiorésistance en fonction de la

technique.
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Outre les biais de sélection et le faible nombre de patients, nous avons été confrontés a des limites
pragmatiques, notamment en raison du caractere rétrospectif. Contrairement aux études menées sur
les souris, les patients ne sont pas réopérés apres irradiation, ne permettant pas |'analyse de
I'expression du marqueur aux deux temps. Deininger et al ont mené une étude sur la présence de
S100A9 dans les macrophages et la microglie infiltrant les glioblastomes humains. Le taux de protéine
n’était pas modifié entre la tumeur initiale et I'échantillon prélevé a la récidive, mais S100A9 était
augmenté dans les rechutes apres irradiation par rapport aux rechutes sans irradiation, supportant la

méme hypothése de facteur lié a la radiorésistance (Deininger et al., n.d.).
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CONCLUSION

Les métastases cérébrales sont fréquentes dans les cancers bronchopulmonaires et restent un facteur
de mauvais pronostic malgré I'amélioration de I'efficacité intracranienne des traitements systémiques
depuis I'émergence de I'immunothérapie et des thérapies ciblées. La place du traitement local par
radiothérapie reste importante pour le controle intracérébral, mais certains patients présentent des

maladies plus radiorésistantes qui récidivent malgré 'irradiation encéphalique.

L'étude des mécanismes de radiorésistance est complexe et nécessite la connaissance des voies de
signalisations intracellulaires et des interactions entre la cellule cancéreuse et son micro-

environnement.

Notre étude valide pour la premiére fois les données précliniques issues du laboratoire du Dr Valiente
(CNIO) et montrent que I'expression de S100A9 dans les métastases cérébrales de cancer pulmonaire

est associée a une moins bonne réponse a la radiothérapie par WBRT et a une survie courte.

Nos résultats qui pourraient étre confirmés sur une plus grande étude, permettraient potentiellement
des avancées thérapeutiques pour les patients porteurs de métastases cérébrales de cancer

pulmonaires.
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ETUDE DE L’EXPRESSION DE LA PROTEINE S100A9 DANS LA REPONSE A LA
RADIOTHERAPIE DES METASTASES CEREBRALES DE PRIMITIF
PULMONAIRE

RESUME EN FRANCAIS :

Introduction : Les métastases cérébrales (MC) sont fréquentes et surviennent chez 20% des patients atteints d'un
cancer du poumon. Le pronostic reste mauvais méme a I'ére de I'immunothérapie et des thérapies ciblées. Le
contrdle local obtenu par radiothérapie améliore la qualité de vie mais une importante partie des patients rechute
sur les Iésions irradiées. Les mécanismes moléculaires sous-jacents a la radiorésistance ont été étudiés in vitro et
sur modéle animal, présentant la protéine SI00A9 et sa voie de signalisation en aval par NF-kB comme une cible
importante. Nous étudions la corrélation entre l'expression du S100A9, de NF-«xB et la radiorésistance dans les
MC du cancer du poumon.

Matériels et méthodes : Soixante-neuf patients irradiés a la suite de 1’exérése d’une MC d'un cancer primitif du
poumon ont été inclus. Les patients ont été traités par Whole Brain Radiation Therapy (WBRT), WBRT avec un
complément de dose sur le lit opératoire (WBRT + boost) ou par irradiation stéréotaxique (SRT). L'expression de
S100A9 et de NF-kB a été étudiée sur les cellules tumorales et stromales. Le critére de jugement principal était le
délai de progression d'une Iésion irradiée (lit chirurgical ou Iésion en place). Les critéres de jugement secondaires
étaient le délai d'apparition d'une nouvelle 1ésion dans les groupes WBRT et WBRT + boost, la survie globale et
la toxicité.

Résultats : Respectivement 18, 15 et 36 patients ont été traités par WBRT, WBRT + boost et SRT. Vingt-deux
patients (32%) avaient une expression de SI00A9 et tous avaient une expression de NF-kB. La médiane de temps
a progression locale était de 17,6 mois dans le groupe WBRT et n'a pas été atteinte dans les autres groupes. Le
type de radiothérapie (WBRT versus autres) était pronostique de la rechute locale en analyse multivariable. Dans
la cohorte WBRT, l'expression de S100A9 était significativement corrélée avec un temps plus court de progression
locale (p = 0,0254). Ce résultat n'a pas été retrouvé dans les 2 autres groupes. L'expression de NF-kB n'était pas
corrélée avec le temps de progression locale. Dans les groupes WBRT et WBRT + boost, 1’expression de SI00A9
n’était pas pronostique de I’apparition d’une nouvelle 1ésion.

Conclusion : Dans le groupe WBRT, l'expression de S100A9 par les cellules cancéreuses ou du stroma était
corrélée avec un temps a progression sur la Iésion irradiée plus court. Ce résultat n'a pas été retrouvé pour le groupe
WBRT + boost ou SRT, étayant I'hypothése du réle du SI00A9 dans la résistance a la radiothérapie standard pour
laquelle les mécanismes sont différents de ceux de la résistance a la radiothérapie a forte dose (boost et SRT).

TITRE EN ANGLAIS: Study of the S100A9 protein expression in the response to radiotherapy of
cerebral metastases from pulmonary origin
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S100A9, NF-«kB
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