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DEFINITION DES ACRONYMES

17-AAG 17-allyl-aminodemethoxy geldanamycine

53BP1 P53-binding protein 1

AACR American Association for Cancer Research

AE Effet secondaire (Adverse Event)

a-GalCer a-galactosylceramide (agent inducteur de I'lFNy)

AGPI Acides gras polyinsaturés

AIF Facteur inductible d’apoptose (Apoptosis inducible factor)

AML Leucémies myéloides aigues

ADN Acide désoxyribo nucléique

ANSM Agence nationale de sécurité du médicament et des produits de santé

Apaf1 Apoptotic protease activating factor 1

APC Cellule présentatrice d’antigéne (antigen-presenting cells)

APL leucémie aiglie promyelocytaire (acute promyelocytic leukaemia)

ATM Ataxia telangiectasia mutated

ATP Adenosine triphosphate

ATR Rad3-related protein

ATRA Acide trans-rétinoique

BAD Bcl2-associated agonist of death

Bax Bcl2-like protein

BER Systéme de réparation par excision de bases (base excision repair)
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BID BH3-interacting domain

BRCA Breast Related Cancer gene
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CBNPC Cancer bronchique non a petites cellules
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CPP
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CTL
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DISC
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Gy
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Cassures double brin

CSK-homologous kinase 2

Comité pour la protection des patients
Réponse compléte

Common Toxicity Criteria for Adverse Events
cytotoxic T lymphocytes

Molécules particuliéres associées aux dommages (damage-associated

molecular patterns)
Cellules dendritiques

Complexe de signalisation inducteur de mort (Death-inducing signaling

complex)

3.3’ dihexyloxacarbocyanine iodide

Toxicités doses-limitantes

Double-strand break repair

Early Breast Cancer Trialists' Collaborative Group

Domaines de mort associés a Fas (Fas-associated death domain)
Focal adhesion kinase

Fms-like tyrosine kinase 3

Gamma glutamyl transférases

Maladie aigie du greffon contre I'héte (acute graft-versus-host disease)
Gray

Histone désacétylase

Histone désacétylase inhibiteur

Facteur inductible en hypoxie (Hypoxia Inducible Factor)

Cancer colorectal non polyposique héréditaire (heredetary non polyposis

colorectal cancer)
Protéine Heat shock 90
Inhibiteur d'apoptose

Protéine kinase B IkB
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IFNy

LAM
LMC
MGMT
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MICB
MMR

MRN

MTD
NF-kB

NHEJ

NK
NKG2D
NO
NOS

P
PIPE
PKC
PLCy
PML
PR

PUMA
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Interleukine 1

Interleukine 12

Interferon-y

Intrapéritonéale

Leucémies aigués myéloblastiques
Leucémie myéloide chronique
O6-methylguanine DNA methyltransférase
Complexe majeur d’histocompatibilité (Major histocompatibility complexe)
MHC class | polypeptide-related sequence A
MHC class | polypeptide-related sequence B
Missmatch repair

Complexe formé de la nucléase Mre11, 'ATPase RAD50 et la protéine
NBS1

dose maximum tolérée
Facteur nucléaire kB (nuclear factor-kB)

Systéme de réparation par suture non homologue (non homologous end-

joining)

Natural Killer

Protéine du groupe 2D a la surface des cellules « natural killer »
Monoxyde d'azote

Oxyde nitrique synthase

lodure de propidium (propidium iodide)

Product of Independent beta Probabilities dose Escalation
Protéine kinase de type C

Phospholipase C gamma

Géne de la leucémie promyélocytaire

Réponse partielle

Modulateurs de l'apoptose régulé positivement par p53 (p53 upregulated

modulator of apoptosis)
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RAR-alpha Récepteur alpha de I'acide rétinoique (RAR-a)

RECIST Revised Response Evaluation Criteria in Solid Tumors

RH Recombinaison homologue

ROS Dérivés réactifs de I'oxygéne (Reactive oxygen species)

RTOG Radiation Therapy Oncology Group

SAE Effet indésirable grave (Serious adverse events)

SDSA Synthesis-dependent strand annealing

SER Sensitization enhancement ratio

SF6 Fraction survivante a 6 Gy

SMAC Second mitochondria-derived activator of caspases

STAT1 Géne codant pour la protéine transductrice du signal et activatrice de la

transcription 1 (Signal transducer and activator of transcription 1)

STAT3 Géne codant pour la protéine transductrice du signal et activatrice de la

transcription 1 (Signal transducer and activator of transcription 3)

TAA Tumor associated antigen

TAM Tumor associated macrophage

TLR Récepteur Toll-like

TNF-a Facteur a de nécrose tumorale (Tumor necrosis factor alpha)

TNK Lymphocyte T « Natural Killer »

TRAIL ligand inducteur d’apoptose liée au TNF (TNF-related apoptosis-inducing
ligand)

Tregs Lymphocytes T régulateurs

XIAP Protéine inhibitrice d’apoptose liée a X (X-linked inhibitor of apoptosis
protein)

XRCC4 X-ray cross complementing 4
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1 —INTRODUCTION
1.1 PREAMBULE : LE CONCEPT D’EPIGENETIQUE

La génétique a elle seule ne permet pas d'expliquer toute la diversité des phénotypes au
sein d'une population. Elle ne permet pas non plus d'expliquer comment, avec des séquences
d'ADN identiques, des jumeaux monozygotes peuvent avoir des phénotypes différents ou des
susceptibilités différentes aux maladies et en particulier aux cancers. Le concept d’épigénétique
apporte une explication partielle de ces phénomeénes. Les modifications épigénétiques font partie
des phénoménes de modulation de I'expression génique les plus étudiés. En effet, ces
modifications n’altérent pas la composition de '’ADN mais uniquement la régulation de I'expression
et sont, par nature, des phénoménes réversibles sans altération inscrite dans le code génétique.
Leur caractére réversible en fait des cibles thérapeutiques de choix. De plus, ces mécanismes sont
fréquemment dérégulés dans différents types tumoraux. Les mécanismes de régulation
épigénétique les plus étudiés sont I'acétylation, la méthylation, la phosphorylation, I'ubiquitination
et la sumoylation. Ces mécanismes conduisent a une modification de la structure des
nucléosomes qui impacte la condensation de la chromatine, la conformation de 'ADN et la
transcription. En effet, la structure de la chromatine est un facteur déterminant pour I'expression
des génes. L'ensemble du génome humain est comme empaqueté dans la chromatine qui est un
complexe macromoléculaire dynamique qui comporte I’ADN, les histones et les protéines non-
histones. Les nucléosomes sont les unités de base de la chromatine et sont constitués d’ADN
enroulée autour d'octaméres d’histones formés par 4 histones partenaires : un tétrameére
d’histones H3-H4 et deux diméres d’histones H2A-H2B. L’histone H1 lie et stabilise I'ensemble. La
structure dynamique du nucléosome définie ainsi différent niveau d’organisation de la chromatine
et par conséquent différents niveaux d'expression et d’activité des génes codés par 'ADN au sein
de ces nucléosomes (1). La chromatine existe sous forme d’hétérochromatine qui est intensément
compactée et transcriptionnellement inactive ou sous forme d’euchromatine ot les nucléosomes
sont moins compacts et arrangés de maniére plus linéaire, ce qui lui confére une structure plus

ouverte et accessible a la transcription.

17



a Closed chromatin: transcriptional repression b Open chromatin: transcriptional activation

HDAC HDAC

Figure 1: Régulation de l'activité transcriptionnelle par la structure conformationnelle de la
chromatine (1)

L’ADN est représenté par la ligne noire. Les octaméres d’histones sont représentés par les
cylindres mauves. Les modifications post traductionnelles sont représentées par Me pour la
meéthylation, P pour la phosphorylation et Ac pour 'acétylation sur les queues des histones (lignes
bleues). Les régulateurs ATP dépendants de la structure du nucléosome sont représentés par un
cylindre avec 2 ATP associés. Les histones acétyl tansférases (HAT) et les histones désacétylase
(HDAC) sont représentées respectivement en bleu et gris. Les protéines se liant aux groupes
méthyl comme la « Méthyl-CpG binding protein » (MECP2) cible 'ADN meéthylé et recrute les
HDACs. La méthylation de 'ADN et la désacétylation des histones induisent une conformation
compactée et une répression de la transcription (Figure 1 a). A l'inverse, 'acétylation des histones
el la déméthylation de 'ADN permettent une relaxation de 'ADN, avec une conformation plus

reldchée qui permet 'activation de la transcription (Figure 1 b).

Les modifications épigénétiques comme la méthylation de 'ADN ou l'acétylation des
histones sont connues pour leur impact sur I'expression des génes. Il existe d’autres formes de
régulation de la structure du nucléosome par phosphorylation, sumoylation et ubiquitination des
queues d’histones. De plus, la structure de la chromatine peut également étre régulée par des
complexes protéiques qui utilisent 'hydrolyse de I’ATP pour repositionner les nucléosomes en les
faisant « glisser » le long de I'ADN. Il existe des régulateurs de la chromatine ATP dépendants,
initialement identifiéss comme des facteurs provoquant I'activation de génes. Actuellement, il est
établi que ces régulateurs peuvent coopérer avec les histones acétyl transférases (HAT) ou les
histones désacétylases (HDAC) et donc avoir un réle contributif dans I'expression ou la répression
de la transcription de génes. La chromatine peut donc étre remodelée par l'activité propre
d'enzymes modifiant les queues des histones, ainsi que par des facteurs régulateurs du
remodelage ATP dépendants. Les liens fonctionnels et biochimiques entre les facteurs régulateurs
ATP dépendants et les HAT, les facteurs répresseurs et les HDAC, la méthylation et les HDAC

indiquent que différents signaux de régulation peuvent cibler des voies moléculaires communes
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pour induire ou réprimer I'expression de génes. Il est aujourd’hui clairement démontré (2, 3) que
ces modifications peuvent induire une répression de I'expression (« silencing ») de certains génes
ou, au contraire, une surexpression d’autres génes. Bien que certaines régions du génome aient
été identifiees comme sujettes aux modifications épigénétiques responsables de ces variations
d'expression, les mécanismes déclencheurs de ces modifications épigénétiques demeurent
inconnus. Toutefois, la position et la conformation de la chromatine dans le noyau semble avoir

une importance clé (2).

1.1.1 Méthylation de I’ADN et des histones :

La méthylation de I'ADN est un processus épigénétique trés étudié par lequel un groupe
méthyl est ajouté sur I'ADN, ce qui provoque des modifications fonctionnelles. Lorsque la
méthylation a lieu sur la région promotrice d’'un géne, elle induit le plus souvent une répression de
la transcription de ce géne, le rendant « silencieux ». Chez les eucaryotes, 'ADN ne peut étre
méthylé que sur des cytosines. L'ADN peut étre méthylé sur la position C5 d'une cytosine
principalement au sein de dinucléotides cystosine-phosphate-guanine (CpG) ou d'ilots de CpG
(CGI) par les ADN méthyl transférases DNMT1, DNMT3A et DNMT3B (1, 4). De plus, ces
enzymes peuvent recruter directement des histones désacétylases (HDAC) entrainant une
désacétylation qui contribue également a une répression transcriptionnelle. Les CGI méthylés sont
fixés par les « methyl-CpG binding proteins » comme MECP2, MBD1, MBD2 et MBD3, qui peuvent
recruter des HDAC et des facteurs régulateurs du remodelage de la chromatine dépendants de
'ATP pour donner une structure compacte (Figure 1 a). Lorsque la méthylation se fait au niveau
d'une région promotrice d’'un géne, elle agit principalement comme un répresseur de transcription
de ce géne. Dans le développement humain, la méthylation de CGI est par exemple requise pour
I'inactivation du chromosome X mais, comme nous le verrons ultérieurement, ce mécanisme ou sa
dérégulation sont également impliqués dans de nombreuses pathologies et en particulier en
cancérologie (5). La réalisation récente d’'une cartographie des sites de méthylation du génome
entier a montré que les régions régulatrices pauvres en CG ont généralement un taux bas de
méthylation, lorsque ces sites sont occupés par des facteurs de transcription. Ces niveaux
variables de méthylation refletent les changements de niveau d’expression des génes. Par
conséquent, les données du méthylome sont une importante source d'information sur I'activité des
génes. Les profils de méthylation de 'ADN pourraient ainsi servir de marqueurs biologiques car un
biomarqueur est défini par sa capacité a prédire I'évolution d’'une pathologie ou la réponse au
traitement, indépendamment du fait que le paramétre mesuré ait un lien de causalité ou non.
L’étude des niveaux de méthylation ne nécessite pas de cellule vivante, elle requiert des quantités
d'’ADN faibles et peut étre réalisée dans tous les laboratoires de séquencage du génome, ce qui en
fait une technique particulierement accessible. Toutefois I'hétérogénéité cellulaire au sein d'un
prélévement tissulaire reste un facteur confondant limitant. Mais dans certains types tumoraux
comme le médulloblastome, I'analyse des niveaux de méthylation dans les régions régulatrices a

partir de prélévements histologiques a tout de méme permis l'identification de modifications
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spécifiques de certains sous types tumoraux (6, 7). Il semble donc que la méthylation de 'ADN
chez les mammiféres refléte la régulation cellulaire intrinséque en rapport avec la densité de CG
sur 'ADN et les motifs de fixation de facteurs de transcription. Mais I'effet de la répression de CGl
par méthylation pourrait bien étre I'exception plutét que la régle car les phénoménes d’inactivation
et d'activation se produisent également a d'autres endroits du génome. Une meilleure
compréhension des mécanismes de régulation de ce phénoméne est nécessaire pour comprendre

les conséquences et I'impact des dérégulations de ces mécanismes en pathologie humaine.

Tumor Suppressor Gene Promoters CpG Poor Regions, Imprinted Genes,
with CpG Islands Repetitive Elements, Transposons

Normal

Tumorigenesis

Cancer

Figure 2: Modifications épigénétiques par méthylation de PADN et conséquences en
cancérologie (8)

Dans les cellules normales, les ilots de CpG au sein des promoteurs sont en général
déméthylés. Lorsque ces promoteurs sont actifs comme dans le cas des genes suppresseurs de
tumeur, ils sont associés a des formes actives d’histones, comme l'acétylation des histones, et
H3K4 méthylés (cercles verts portant le numéro 4), qui permettent une structure ouverte de la
chromatine transcriptionnellement active. Toutefois, les cellules normales comportent également
des régions d’ADN inter géniques pauvres en CpG, des éléments répétitifs, des transposons, ainsi
que des génes soumis a empreinte parentale dont, en général, I'une des 2 copies est totalement
éleinte du fait d’'une intense méthylation, alors que l'autre est active. Sur les promoteurs des génes
ainsi réprimés, on retrouve des histones sous forme « répressive » comme [histone H3K9
meéthylée (cercles rouges portant le numéro 9), qui conférent un état silencieux a la chromatine.
Pendant la cancérogénése, les promoteurs des genes suppresseurs de fumeur comportant des
ilots de CpG sont méthylés, ce qui confere une structure silencieuse a la chromatine et donc une
répression aberrante (indiquée par la fleche rouge). Contrairement a cela, les régions d’ADN inter

géniques pauvres en CpG, les éléments répétitifs, les transposons, ainsi que les génes soumis a
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empreinte sont hypométhylés, ce qui aboutit a une activation aberrante (indiquée par une fléche

verte).

1.1.2 Sumoylation :

La sumoylation est une modification post-traductionnelle aboutissant a la liaison covalente
d'une ou plusieurs protéines SUMO (« small ubiquitin-related modifier ») sur un résidu lysine d'une
protéine cible. A ce jour, quatre protéines SUMO ont été caractérisées (SUMO-1, -2, -3 et -4). Le
processus de sumoylation est trés proche biochimiquement de celui de I'ubiquitination, notamment
en impliquant une cascade similaire d'enzymes. En revanche, alors que l'ubiquitination entraine
principalement la dégradation de la protéine ciblée par le protéasome, la sumoylation semble plutét
réguler les propriétés biochimiques des protéines cibles (trafic intracellulaire, interaction
protéique, interaction ADN-protéine, activité transcriptionnelle...). De plus, quelques exemples

démontrent que la sumoylation de certaines protéines inhibe leur ubiquitination (9, 10).

Chromatin Recruitment of an
remodelling / \ inhibitory complex

@«1

Dl

Figure 3 : Un faible niveau de sumoylation de facteurs de transcription peut entrainer une

répression de I'expression des génes cibles de ces facteurs (10)
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a/ La sumoylation d’un facteur de transcription (TF en vert) peut permettre le recrutement
d’effecteurs répresseurs sous-jacents, qui agissent enzymatiquement sur I'état de la chromatine
(comme par exemple des facteurs régulateurs du remodelage de la chromatine). Apres
désumoylation par des peptidases spécifiques de SUMO (« sentric-specific proteases : SENPs),
des modifications de la chromatine induisant une répression de l'expression peuvent persister

comme par exemple une désacétylation.

b/ La sumoylation d’un facteur de transcription peut initier le recrutement de facteurs
inhibiteurs sur le promoteur. Aprés la formation d’un complexe répresseur stable, SUMO peut étre

retiré par SENP, sans affecter le complexe.

Le processus de sumoylation met en jeu une série de trois étapes enzymatiques.

La premiére étape, nommée maturation, correspond au clivage de la partie C-terminale de
la protéine SUMO. Elle est assurée par des enzymes carboxy-hydrolases et engendre 'exposition

du dipeptide de glycines (GG) de SUMO pour I'enzyme d'activation E1.

La deuxiéme étape est dite d'activation et consiste en la création d'un lien thioester de
haute énergie (étape ATP-dépendante) entre SUMO-GG et la cystéine catalytique de I'enzyme E1
activatrice (hétérodimére SAE1/SAE2).

La troisieme étape est la conjugaison du SUMO «activé» (SUMO-GG), qui est transféré de
'enzyme E1 a la cystéine catalytique de I'enzyme de conjugaison E2 (Ubc9). Ici encore, il existe
une différence majeure avec l'ubiquitination puisque, a ce jour, Ubc9 est la seule enzyme de
conjugaison E2 caractérisée pour la sumoylation, alors qu’il existe de multiples E2 pour

l'ubiquitination.

Contrairement a l'ubiquitination qui nécessite l'intervention d'enzymes de type E3 ligases in
vitro, Ubc9 est capable d'interagir et de modifier directement les substrats protéiques ciblés. Ainsi,
Ubc9 peut aussi jouer le réle de ligase. Néanmoins, de nombreuses enzymes du type E3 ligases
ont été récemment caractérisées pour SUMO. Celles-ci semblent favoriser le processus de
sumoylation, en stabilisant la formation du complexe UBC9/substrat. A ce titre, les SUMO-E3

ligases sembleraient particuliérement déterminer une certaine spécificité de substrat in vivo.

1.1.3 Ubiquitination :

L'ubiquitination est un processus de modification post traductionnelle multi-étapes, qui
aboutit a la fixation covalente d’'une ou plusieurs protéines ubiquitine sur un ou plusieurs résidus

lysine de la protéine ubiquitinée. Ce phénoméne, rapide et dynamique, modifie la fonction et le
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devenir de la protéine substrat. En effet, 'ubiquitination a pour principale conséquence d’entrainer
la dégradation par le protéasome de la protéine ubiquitinée. Le systéme Ubiquitination-protéasome
(UPS) est essentiel a la régulation de nombreuses voies de signalisation et de nombreux
mécanismes biologiques comme la réparation de I'ADN, I'endocytose, l'autophagie, Ila
transcription, la réponse immunitaire et l'inflammation (11, 12). La spécificité des signaux induits
par I'ubiquitination est due a la capacité de I'ubiquitine a former des monomeéres et différents types
de polyméres (chaines d’ubiquitines), capables d’interagir avec les protéines récepteurs de
l'ubiquitine (« ubiquitin-binding proteins : UBP »), qui décodent le signal présenté par les protéines
ubiquitinées et induisent le déclanchement de cascades biochimiques dans la cellule. Ainsi,
l'ubiquitine peut former 8 différents types de chaines d'ubiquitines, liées sur leurs résidus lysine (K)
(K6, K11, K27, K29, K33, K48, et K63) ou sur leur partie N-terminale. Un niveau supplémentaire de
complexité est obtenu par la possibilité de former des chaines de polyubiquitines utilisant des
liaisons identiques (homotypiques) ou mixtes (hétérotypiques). Chaque type de chaine de
polyubiquitine induit des signaux intracellulaires différents, devant étre identifiés spécifiquement et
décodés par des protéines récepteurs « UBP », pour permettre l'activation des différents

mécanismes intracellulaires qui lui sont propres (13).

L'exemple le plus classique du réle de l'ubiquitination est celui de la dégradation par le
protéasome des protéines liées a des chaines de polyubiquitines-K48, alors que les protéines liées
aux chaines de polyubiquitines-K63 sont impliquées dans des voies biologiques ne faisant pas
intervenir le protéasome, comme par exemple la réparation de 'ADN ou le systéme endosome-
lysosome. La dégradation des protéines intracellulaires solubles est principalement médiée par le
protéasome 26S. Le protéasome est un complexe protéique de 2.5MDa qui comprend une
chambre cylindrique 20S, ol a lieu la protéolyse, et un complexe régulateur 19S, qui se lie aux
protéines polyubiquitinées et régule leur entrée dans la chambre catalytique 20S. Grace a ses
6 sous-unités ATPase, le complexe 19S catalyse I'ouverture de la chambre 20S, le déploiement de
la protéine ubiquitinée et sa translocation a lintérieur de la chambre protéolytique 20S. Les
substrats polyubiquitinés sont alors reconnus, étroitement liés et efficacement dégradés par le
protéasome 26S, selon un processus multi-étapes intégré. L’étape initiale est ATP dépendante et
est facilement réversible. Il s'agit d'une étape de liaison de la protéine ubiquitinée qui se fait grace
a la forte affinité des sites récepteurs d'ubiquitine du complexe 19S (sous unités Rpn10 (S5a) et
Rpn13) (14). Puis certaines chaines sont liées plus fortement que d’'autres et sont protéolysées par
un processus nécessitant le déploiement d’'un domaine de la protéine ubiquitinée et I'hydrolyse
d'ATP. Les protéines sont désubiquitinées par une ou plusieurs enzymes de désubiquitination
(DUB), associées au complexe 26S comme Usp14, Uch37, ou Rpn11 (15). Enfin, la protéine est

déployée et transférée dans la chambre 20S qui a été ouverte.

Les chaines de polyubiquitine K-48 sont reconnues comme le signal canonique pour la
dégradation par le protéasome mais certaines études récentes suggérent une capacité du
protéasome a se fixer également aux protéines monoubiquitinées ou a d'autres types de chaines

polyubiquitinées.
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Figure 4 : - Schéma du protéasome 268 (13)

Ce schéma illustre la position du récepteur intrinséque a l'ubiquitine sur le complexe 19S,
en périphérie. Rpn10 et Rpn13 sont les principaux sites de haute affinité sur lesquels se fixent les

protéines ubiquitinées.

1.1.4 Acétylation et désacétylation des histones :

L'acétylation et la désacétylation sont les mécanismes par lesquels un groupement acétyl
est ajouté ou retiré aux résidus lysine de la queue N-terminale des histones. Ces mécanismes sont
des éléments clés de la régulation de I'expression génique. Ces mécanismes sont catalysés par
des enzymes aux activités « pro acétylante » : les histones acétyl transférases (HAT), ou

« désacétylante » : les histones désacétylases (HDAC).

L'acétylation des histones est un processus actif régulé a la fois par la quantité relative et
la localisation des HAT et des HDAC nucléaires (16). L'acétylation est une modification post-
traductionnelle ; c’est un phénoméne dynamique dont la demi-vie est inférieure a 15 minutes, ce
qui nécessite un contréle continu. L’acétylation des protéines induit une neutralisation de la charge
des queues de lysine des histones. Les queues des histones se séparent alors du squelette de
phosphodiester de I'ADN, du fait de sa charge négative. Ceci réduit 'encombrement stérique au
niveau de I'ADN et permet l'accés de facteurs de transcription, ce qui crée un état de

« transcription permissive » et favorise I'expression génique d'un locus spécifique (16).

La majorité des HAT identifiés chez 'homme fonctionne comme des co-activateurs de la
transcription et sont recrutés sur la chromatine, par interaction avec des protéines capables de se
lier a des séquences spécifiques de 'ADN. De nombreuses protéines de la famille p300/CBP
(« p300/cyclic-AMPresponse-element binding protein ») peuvent jouer ce réle. Les HAT sont

classés en différentes familles, selon leurs similitudes de séquence et leurs substrats. Outre leur
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activité d’acétylation des queues d’histone, les HAT ont également une fonction d’acétylation de
facteurs transcriptionnels cellulaires, qui augmente généralement l'activité transcriptionnelle
(Figure 1) (1).

Les HDAC fonctionnent de maniére opposée aux HAT, en désacétylant les résidus lysine
de la queue des histones et en induisant une répression de la transcription, associée a une
condensation de la chromatine (Figure 1) (1). Par ailleurs, certains HDACs fonctionnent comme
des lecteurs du code des histones. A ce jour, 18 protéines HDAC ont été identifiees chez 'homme.
Elles peuvent étre groupées en 4 classes, selon leur homologie de séquences avec les levures
(17).

La classe | comporte les HDAC 1-2-3 et 8. Ces HDAC ont une homologie de séquence
avec la levure Rpd3 et se localisent dans le noyau. Les HDAC de classe | comportent un seul

domaine désacétylase a leur partie N terminale.

Les HDAC de classe Il peuvent étre subdivisés en 2 sous-classes : la sous classe lia,
comportant les HDAC 4-5-7 et 9, localisées dans le noyau et le cytoplasme, et la sous classe llb,
comportant les HDAC 6 et 10. L'HDACG6 est principalement localisée dans le cytoplasme et
comporte 2 domaines catalytiques, alors que I'HDAC10 comporte un domaine fonctionnel N-

terminal et un domaine C-terminal incomplet.

Les HDACs de classe Il sont également nommeées sirtuines (SIRT1-SIRT7). Elles sont les
homologues de SIRT2, un facteur de répression de la transcription chez la levure, et différent
structurellement des autres classes. Elles nécessitent le NAD+ comme cofacteur. Ces protéines
n’ont pas encore été extensivement étudiées chez les mammiféres mais il a été réecemment décrit
que SIRT2 peut désacétyler p53 a son extrémité carboxy-terminale et inhiber I'apoptose et

I'activation transcriptionnelle médiée par p53 (18, 19).

La classe IV contient un seul HDAC, 'THDAC11, avec un domaine catalytique partagé avec
les HDAC de classe | et II.

Les HDAC de classe |, Il et IV exercent leurs fonctions en faisant partie de larges
complexes macromoléculaires, en association avec d’autres facteurs. Les HDAC1 et HDAC2 font
partie des complexes mSin3A (complexe multi protéique de répression de la transcription), NURD
(complexe multi protéique de remodelage du nucléosome) et Co-REST complexes, et 'THDAC3 est
associé a N-CoR (corépresseur de récepteurs nucléaires) et SMRT (médiateur pour la répression
des récepteurs aux hormones thyroidiennes et rétinoides), alors que plusieurs protéines
impliguées dans la voie de l'ubiquitine sont associées a 'HDACG6E (20). Il existe 11 HDAC zinc

dépendants, qui font partie des classes |, Il et IV.

Bien que les HDAC de classe | et Il puissent désacétyler les queues des histones, il
semble que d'autres protéines cellulaires puissent étre la cible de différents HDAC. Par exemple,
HDAC7, exprimé dans le cytoplasme, se lie au récepteur de I'endothéline-A, ce qui souligne la

spécificité de substrat de différents HDAC, possiblement dépendante de leur localisation
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subcellulaire. Le tableau suivant résume la classification de la famille des HDAC, leur localisation

et leurs principaux substrats.

Tableau 1 - Famille des HDAC : classification, localisation et principaux substrats (21)

HDAC Location Substrates Biological functions Main HDAC
T —— inhibitor
Class Member
I HDACI Nucleus Histones, MEF2, GATA, YY1, NF-kB, Cell survival and proliferation  Valproic acid,
DNMTI-SHP., ATM. MyoD, p53. AR. vorinostat, TSA,
BRCAL. MECP2. pRb RGFPI-36
HDAC2 Nucleus Histones. HOP, NF-xB. GATA2, Insulin resistance: cell (HDACS3)
BRCAL pRb. MECP IRS-1 proliferation
HDAC3 Nucleus Histones, HDAC4, 5, 7-9, SHP, Cell survival and
GATAL, NF-xB. pRb proliferation
HDACE Nucleus HSP70 Cell proliferation
Ila HDAC4 Nucleocytoplasmic Histones. SRF. Runx2. p53. p21. GATA. Regulation of skeletogenesis ~ TSA. vorinostat.
traffic FOXO, HIF-1z, SUV39HI1, HP1, HDAC3, and gluconeogenesis phenylbutyrate
MEF2, CaM, 14-3-3
HDACS Nucleocytoplasmic Histones, HDAC3, YY1, MEF2, Cardiovascular growth and
traffic Runx2, CaM, 14-3-3 function; cardiac myocytes
and endothelial cell function;
gluconeogenesis
HDACT Nucleocytoplasmic Histones, HDAC3, MEF2, PML, Thymocyte differentiation=
traffic Runx2, CaM, 14-3-3, HIF-1a endothelial function=
gluconeogenesis
HDACY9 Nucleus Histones. HDAC3, MEF2, CaM. Thymocyte differentiation:
1433 cardiovascular growth and
function
IIb HDAC6 Cytoplasm a-tubulin, Cortactin, HSP90, HDACI1, Cell motility=control of Vorinostat,
SHP, PP1, Runx2. LcoR cytoskeletal dynamics TSA. tubacin
HDACI0 Nucleocytoplasmic LeoR. PP1 Homologous recombination (HDACS6)
traffic
1 SIRTI Nucleus Histones. p33. p73. p300, NF-xB-FOXO0, Aging: redox control-cell Nicotinamide
PTEN, NICD, MEF2, HIFs, SREBP-lc, - survival=autoimmune system (SIRTI),
catenin, PGCla, Bmal, NF-xB, Per2, Ku70, regulation suramin (SIRTI1
XPA, SMAD7, Cortactin, Ku70, IRS-2, and SIRT2)

APEL, PCAF, TIP60, p300, AceCSl,
PPARy, ER-z, AR, LXR

SIRT2 Nucleus Histones, a-tubulin Cell survival=cell migration
and invasion

SIRT3 Mitochondria Histones, Ku70, IDH2, HMGCS2, GDH., Redox control

AceCS, SdhA, SOD2, LCAD

SIRT4 Mitochondria GDH Enegry metabolism

SIRTS Mitochondria Cytochrome ¢, CPSI Urea cycle

SIRT6  Nucleus Histone H3, TNF-x Metabolic regulation

SIRT7  Nucleus p33 Apoptosis

IV HDACII Nucleus Histones. HDACS6, Cdrtl Immunomodulators=DNA Sodium

replication butyrate, TSA,

vorinostat

AceCS, Acetylcoenzyme A synthetase; AR. Androgen receptor; ATM. Ataxia-telangiectasia-mutated; APE. Apurinicfapyrimidinic
endonuclease-1: BRCA, Breast cancer: Bmal, Brain and muscle aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator (ARNT)-like: CaM,
Calmodulin: CPS1, Carbamoyl phosphate synthetase 1; DNMT. DNA methyltransferase; ER-2. estrogen receptor-a; FOXO, Forkhead
box O: GATA. GATA binding protein: GDH. Glutamate dehydrogenase; HP1, Heterochromatin protein 1: HMGCS, Hydroxymethyl-
glutaryl-CoA synthase; HOP, Homeodomain only protein; HIF, Hypoxia-inducible factor; HSP, Heat shock protein; IDH, Isocitrate
dehydrogenase; IRS, Insulin receptor substrate; LCAD, Long chain acyl coenzyme A dehydrog LecoR, ligand-dependent receptor
co-repressor; LXR, Liver X receptor; MECP, Methyl-CpG-binding domain protein; MEF, myocyte enhancer factor: NICD, Notchl
intracellular domain; NF-xB, Nuclear transcription factor-kappa B: PCAF, p300/CBP-associated factor; Per-2, Period circadian protein
homolog-2: PTEN, Phosphatase and tensin homolog: PGC. Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator; PP1. Protein
phosphatase; PPAR, Peroxisome proliferator-activated receptor; pRb, Retinoblastoma protein; PML, Promyelocytic leukaemia protein;
Runx, Runt-related transcription factor; SdhA, Succinate dehydrogenase complex subunit A; SHP, Src homology region 2-domain-
containing phosphatase; SOD, Superoxide dismutase; SUV39HI1, Histone-lysine N-methyltransferase; SREBP, Sterol regulatory element-
binding protein: TNF, tumor necrosis factor.
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1.2 EP!GENETIQUE ET CANCER :

La répression ou l'activation inappropriée de I'expression de certains génes par des
mécanismes génétiques ou épigénétiques est un phénoméne fréquent dans linitiation et la
progression de la cancérogénése. En cancérologie, 'un des mécanismes épigénétiques les plus
étudiés est la méthylation de I'ADN, en particulier au niveau des CpG comme nous l'avons vu
précédemment (Figure 2). Ces régulateurs épigénétiques agissent de concert pour bloquer la
transcription ou interférer avec les régions responsables du maintien de la conformation de la
chromatine. L’équilibre entre la méthylation de I'ADN, les modifications des histones et la
compaction des nucléosomes détermine si la transcription d’'un géne particulier ou d’'un groupe de
génes, situés dans une méme région, est activée ou réprimée (22). Il existe de nhombreux liens
entre méthylation de 'ADN et modifications post-transcriptionnelles des histones. Les histones
désacétylases sont fréquemment surexprimées dans les cellules cancéreuses conduisant a une
hypo acétylation des histones et a une compaction de 'ADN, réprimant I'expression de génes a
proximité (1). Ces modifications épigénétiques peuvent conduire a la répression de génes
suppresseurs de tumeurs, indépendamment ou concomitamment de mutations ou de délétions
génétiques. Ces modifications épigénétiques peuvent alors constituer le deuxiéme événement
déclencheur, selon le modéle du « two hit » proposé par Knudson ef al. ou étre considéré comme

un déclencheur de |étalité synthétique (8, 23).

éme

La létalité synthétique est un concept décrit au début du 207 siécle par les généticiens
américain Calvin Bridges et Theodore Dobzhansky, a partir d'observations chez la mouche
drosophile, ou certains génes non alléliques sont [étaux uniquement en combinaison, bien que les
parents homozygotes soient parfaitement viables (24). Le terme synthétique est ici utilisé pour son
sens en grec ancien, qui signifie la combinaison de deux entités pour former quelque chose de
nouveau. La létalité synthétique est donc définie comme un type d’interaction génétique, ou la
cooccurrence de deux événements génétiques aboutit a la mort cellulaire et/ou a la mort de
l'organisme héte (25, 26). La |étalité synthétique est un phénomeéne bien connu en cas de perte de
fonction par mutation, mais elle peut aussi résulter de la combinaison d’autres altérations comme
la surexpression de génes, I'action d’'un agent chimique ou un changement environnemental (27-

30).
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Figure 5 : Représentation schématique du concept de létalité synthétique (31)

Deux genes sont considérés comme synthétiquement létaux seulement lorsque leur
inactivation simultanée conduit @ la mort cellulaire ou a la mort de l'organisme auquel ils
appartiennent. Dans 'exemple schématisé ici, la délétion soit du gene A soit du géne B n’affecte

pas la viabilité alors que l'inactivation des deux génes en méme temps est létale.

De plus, ces modifications épigénétiques peuvent aussi activer la cancérogénése par
activation d’oncogénes. Les mécanismes initiant ces phénomeénes épigénétiques restent mal
connus mais le dysfonctionnement de la régulation épigénétique fait partie des caractéristiques
distinctives des cellules cancéreuses. La répression aberrante de génes suppresseurs de tumeur
ou de génes régulant la prolifération cellulaire, par une combinaison d’hypo acétylation et d’hyper
méthylation sur des régions promotrices, est responsable d’'une perte des fonctions normales de
contréle cellulaire. Ainsi, I'état d’acétylation des histones est un déterminant crucial dans la

régulation de la transcription de génes clés de la prolifération cellulaire.

La cartographie compléte du génome humain a permis d’identifier les modifications de la
chromatine lors de la cancérogénése. Ces études ont révélé une perte globale d'acétylation de
lysines 16 et 20 des histones H4 (H4K16ac et H4K20me3) dans les cellules cancéreuses, a la
différence des cellules non tumorales, faisant considérer cette perte d'acétylation comme une
marque distinctive et caractéristique des cellules tumorales (32). Cette perte d’acétylation, médiée
par les HDAC, provoque la répression des génes concernés. Les HDAC sont fréquemment
surexprimés dans différents types de cancers et, par conséquent, constituent une cible
thérapeutique de choix (33, 34). Les HAT, qui travaillent de concert avec les HDAC pour maintenir
le niveau d'acétylation, peuvent aussi étre altérés en cancérologie. La formation aberrante de
protéines de fusion par translocation de HAT et de génes reliés aux HAT (comme MOZ, MORF,
CBP et p300) est retrouvé dans certaines leucémies (35). Ces protéines de fusion délétéres

contribuent a l'altération globale du profil d’acétylation des histones.

En plus de ces altérations d’acétylation des histones, les cellules cancéreuses présentent
une large variété de modifications des profils de méthylation des histones. Les altérations de
méthylation en H3K9 et H3K27 sont associées a des répressions aberrantes de génes dans
différentes types de cancers (36, 37). La dérégulation des histones méthyl transférases est

également responsable de répression aberrante de génes suppresseurs de tumeur dans différents
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types de cancers. Par exemple, EZH2, qui est I'histone méthyl transférase de H3K27, est
surexprimée dans certains cancers du sein et de la prostate (37). Un niveau élevé d'expression de
G9a, qui est l'histone acétyl transférase de H3K9, est retrouvé dans les cancers du foie et est
impligué dans le maintien du phénotype tumoral, possiblement par modulation de la structure de la
chromatine (38, 39). Les événements conduisant a ces modifications épigénétiques restent encore
mal compris mais comme ces anomalies sont mitotiquement héritables, elles sont fréquemment

retrouvées dans les cellules tumorales a forte prolifération.

De plus, les déméthylases lysine-spécifiques, qui travaillent de concert avec les histones
méthyl transférases pour maintenir le profil global de méthylation, sont également impliquées dans
la progression des cancers (40). LSD1, la premiére lysine déméthylase identifiée, est capable de
supprimer a la fois des signaux activateurs et répresseurs comme H3K4 et H3K9, selon le
partenaire auquel elle se lie (41, 42). Ces partenaires agissent alors comme un co-répresseur ou
un co-activateur. Aprés LSD1, plusieurs autres lysines déméthylases ont été identifiées, comme
les protéines Jumoniji. Plusieurs de ces histones déméthylases sont hyperactivées dans le cancer
de la prostate, ce qui en fait une cible thérapeutique potentielle (43). Puisque les histones
déméthylases, comme LSD1, peuvent a la fois avoir des fonctions activatrices et répressives, il est
essentiel de comprendre leurs réles, eux-mémes dépendant du contexte, avant d’envisager leur
inhibition a visée thérapeutique en cancérologie. En dépit de ces challenges, cibler les histones
déméthylases est une option prometteuse, comme I'ont montré des études récentes d’inhibition de
LSD1 dans le neuroblastome, en réduisant la prolifération in vitro et la croissante tumorale de
xenogreffes in vivo (44). De méme, les HDAC peuvent étre des cibles thérapeutiques de choix, du
fait de leur potentiel de réactivation de I'expression de génes qui serait réprimée de maniére
aberrante dans certains types tumoraux. Le développement d’'HDAC inhibiteur (HDACI) a donc
ouvert la voie a de nombreux travaux, explorant la place des HDACi comme agents thérapeutiques

antinéoplasiques.

1.3 HDACIEN CANCEROLOGIE :

Les HDACIi développés ces derniéres années ont prouvé leur capacité a inhiber les
fonctions des HDAC, en induisant une hyper acétylation des histones, mais également de
protéines non histones. Ainsi les HDACI sont capables de provoquer une induction d’apoptose, un
arrét de la croissance cellulaire, la senescence, la différentiation cellulaire, 'immunogénicité et

l'inhibition de I'angiogenése dans différents types de tumeurs (1, 45).
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1.3.1 Développement et classification des HDACi :

Un nombre important et croissant d'HDACI, de structures variées, d'origine naturelle ou
synthétique, ont été purifiés et développés, au moins 20 étant passés en développement clinique

seul ou en combinaison a d’autres agents thérapeutiques (voir tableau ci-dessous).

Tableau 2 - Statut d’avancement clinique des principaux HDAC inhibiteurs (17)

Compounds Target Class Highest phase trial
Panobinestat (LBH-589) Pan-HDAC inhibitor Hydroxamic acids Approved in 2015 for multiple myeloma
Belinostat (PXD101) Pan-HDAC inhibitor Hydroxamic acids Approvedin 2014 for PTCL
Romidepsin (desipeptide-FK228) Pan-HDAC inhibitor Cyelic tetrapeptides  Approvedin 2009 for CTCL
SAHA(Vorinistat, Zolinza) Pan-HDAC inhibitor Hydroxamic acids Approved in 2006 for CTCL
Valproic acid Pan-HDAC mhibitor Short-chain fatty acids Phase 111

Tacedinaline (CI994) Subclass -selective inhibitor (HDACs 1. 2and 3) Benzamides Phase III

Givinostat (ITF2337) Pan-HDAC inhibitor Hydroxamic acids Phase IT

Fesminostat (45C201) Pan-HDAC inhibitor Hydroxamic acids Phase I

Abexmostat (PCI24781) Pan-HDAC inhibitor Hydroxamic acids Phase IT

Focilmostat (ACY1213) Selective class ITHDAC inhibitor Hydroxamic acids Phase I

Quisinostat (TNT-26481585) Pan-HDAC inhibitor Hydroxamir acids Phase II

Practinostat (SB939) Inlubit class I ITand IV HDACs Hydroxamic acids Phaze 11

Mocetinestat (MGCD0103) Specific azainst class [ and IVHDACs Benzamides Phase I

Entinostat (MS275-SNDX-275)  Class IHDAC inhibitor Benzamides Phase IT

Sodium phenylbutyrate Inhibit class T and ITHDACs Short-chain fatty acids Phase I

AR42 Pan-HDAC inhibitor Hydroxamic acids Phase I

45C202 Selective class I HDAC inhibitor Benzamides Phase 1

Pyroxamide (NSCAO6085) Inhibitor of affinitv-purified HDACT Hydroxamic acids Phase 1

CHR-3996 Selective class I HDAC inhibitor Hydroxamic acids Phasel

CHR-2845 Hydroxamic acids Phase I

Abbreviations: CTCL=cutaneous T-cell Ivmphoma: HDAC=histone dzacetylase: PTCL=peripheral T-cell Iymphoma.

Adapted from Valente and Mai (2014), http:/wrwrw.fda gov/default htm

Historiquement, le butyrate a initialement été proposé comme agent anti néoplasique, du
fait de sa capacité a induire la différenciation cellulaire (46). Il a ensuite été montré que le butyrate
est capable d'induire I'hyper acétylation des histones (47). Mais a cette époque, dans les années
1970, les HDAC n’étaient pas encore considérés comme la cible moléculaire du butyrate. C'est
dans les années 1990, que le lien entre inhibition de la croissance cellulaire tumorale (ou survie

des cellules tumorales) et inhibition de I'activité des HDAC a été établi (48, 49).

Les HDACI peuvent étre classés en 6 groupes selon leur structure chimique et ils ont une
capacité d’inhibition enzymatique variable selon les agents considérés (45). La difficulté a produire
des HDAC recombinants purifiés fonctionnellement actifs a limité 'identification de spécificité des
HDACI. Toutefois, des études utilisant des HDAC recombinants partiellement purifies et
catalytiqguement actifs ont été réalisées (50-52). Par exemple, il a été rapporté qu'un HDACI
comme le depsipeptide a une activité d’inhibition d’'HDAC1 et HDAC2 (qui sont des HDAC de
classe |) supérieure a son activité d’inhibition des HDAC4 et HDACG6 (qui sont des HDAC classe II)
(53). En revanche, un autre HDACI, le MS-275 inhibe préférentiellement THDAC1, est moins actif
sur 'HDACS3 et induit une inhibition marginale seulement de 'HDACS (qui sont pourtant tous les 3

des HDAC de classe 1) (51). D'autres études suggérent une inhibition sélective des HDAC par
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certains HDACI en évaluant I'hyper acétylation des histones H3 ou H4 et de ['a-tubuline (qui agit
comme un témoin de l'activité ’HDACG6 (54-57). La tubacine, un inhibiteur spécifique de HDACS,
induit une hyper acétylation de I'a-tubuline et n’a pas d'effet sur I'acétylation des histones (55). Les
autres HDACI contenant de I'hydroxamate, a I'exception de l'oxamflatine, induisent une hyper
acétylation des histones H3 et H4 ainsi que de I'a-tubuline, alors que la plupart des autres classes
d’'HDACI n'ont pas d’effet sur l'acétylation de I'a-tubuline. Des HDACI d’iso formes spécifiques ont
été développés mais leurs profils de toxicité et d’activité anticancéreuse ne se sont pas montrés, a

ce jour, globalement supérieurs a ceux des autres HDACI de plus large spectre.

1.3.2 Effets biologiques des HDACI :

Comme nous venons de le voir, les effets biologiques de HDACI sont multiples. Parmi ces
effets, il a été montré que certains HDACI peuvent étre inducteurs d’apoptose (45). Tout comme
une large majorité des drogues anti-cancéreuses, les HDACI peuvent induire une mort cellulaire,
qui s’accompagne de toutes les caractéristiques biochimiques et morphologiques de I'apoptose. Le
potentiel thérapeutique des HDACI vient de leur capacité a induire sélectivement I'apoptose des
cellules tumorales. Les preuves de cette sélectivité anti-tumorale viennent d’essais cliniques et
d'expérimentations animales précliniques, in vitro et in vivo (58-60). Les études in vitro montrant
que les cellules transformées peuvent étre jusqu'a 10 fois plus sensibles aux HDACi que les
cellules normales constituent des éléments de preuve en faveur de la spécificité anti-tumorale des
HDAC:I (58).

Ces études démontrent également que les HDACI ont une puissante activité anti-
cancéreuse a des concentrations pour lesquelles la toxicité et les effets secondaires observés
chez I'héte sont minimes. Les toxicités dose-limitantes rapportées comprennent en premier lieu les
thrombocytopénies, puis les nausées et la fatigue. Pour le depsipeptide, I'arythmie cardiaque a
également été rapportée comme toxicité dose-limitante (61). Dans la majorité des cas, les effets
secondaires rapportés sont tout a fait gérables cliniquement. Toutefois, il a été peut étre un peu
optimiste de croire que les traitements par HDACI n’auraient pas d'effets secondaires. Bien que la
capacité des HDACI a tuer des cellules cancéreuses soit irréfutable, les mécanismes et les voies
moléculaires sous-jacents restent incomplétement élucidés. De plus, comme la durée d’exposition
a la drogue pour les expériences d’apoptose in vifro varie considérablement de celle utilisable in
vivo, il n'a pas encore été démontré que l'activité thérapeutique des HDACI est directement reliée a
leur capacité d’induction de mort cellulaire. Du fait de I'effet biologique pléiotropique des HDACI il
est fort peu probable qu'une seule voie moléculaire conduisant a la mort cellulaire des cellules
tumorales puisse étre identifiée pour tous les HDACi dans tous les types cellulaires tumoraux. Il est
beaucoup plus probable que les effets des HDACI soient dépendants du type cellulaire et il existe
de plus en plus de preuves suggérant que des HDACIi de structure différente ont des effets
biologiques différents dans un méme type cellulaire. Ceci est peut étre lié aux profils de spécificité

des difféerents HDACI, avec certains composés comme ['acide suberoylanilide hydroxamique
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(SAHA) qui ont une activité biologique plus large que d’autres, comme la tubacine qui sont

beaucoup plus sélectifs.

1.3.2.1 HDACI et apoptose :

Plusieurs études ont montré que les HDACi peuvent induire une apoptose, impliquant les

voies extrinséque (impliquant les récepteurs de mort) et/ou intrinséque (mitochondriale).

La voie «intrinséque » (voie mitochondriale) est la voie principale de I'apoptose.
L’exposition a un stress cellulaire (irradiation, hypoxie profonde, chaleur, privation en nutriments,
etc.) entraine la phosphorylation de p53 par ATM. La protéine p53 activée induit la transcription
des protéines a domaine BH3 PUMA (p53 tub modulator of apoptosis) et NOXA. Ces protéines
interagissent au niveau de la mitochondrie avec les protéines anti apoptotiques de la famille Bel2.
Dans la mitochondrie, il existe un équilibre entre Bcl2, qui empéche l'ouverture des pores, et la
protéine pro apoptotique Bax, qui active au contraire cette ouverture. L'interaction entre les
protéines a domaine BH3 et les protéines de la famille Bel2 entraine I'ouverture des pores de
transition de la membrane mitochondriale et le relargage de protéines activatrices (AIF : apoptosis
inducible factor), en particulier la libération cytoplasmique de cytochrome C. Le cytochrome C
entraine des modifications conformationnelles de la protéine Apaf1 (Apoptotic protease activating
factor 1) qui permettent, en présence d’ATP, la formation irréversible d’'un complexe heptamérique,
'apoptosome. Dans I'apoptosome, Apafl et la procaspase 9 interagissent par leurs domaines
CARD (Caspase recognition domains). La procaspase 9 est activée en caspase 9, puis la
procaspase 3 est activée en caspase 3 effectrice. De nombreux régulateurs interviennent dans
cette cascade. Parmi les acteurs anti apoptotiques, hsp-27 inhibe la libération cytoplasmique de
cytochrome C, hsp-70 inhibe Ila formation de I'apoptosome, et hsp-90 inhibe I'activation de la

caspase 9 (62).

La voie extrinséque de I'apoptose est plus marginale. Elle fait intervenir I'activation de
récepteurs de mort de type FAS a la surface des cellules par des ligands de type FAS-ligand, qui
sont des membres de la famille des TNF. L’interaction de FAS et FAS-ligand entraine la
trimérisation de FAS et la formation du complexe de signalisation d'induction de mort cellulaire
DISC (death-inducing signaling complex), qui recrute la caspase 8 et active 'apoptose (63). La
protéine p53 est également impliquée dans la voie extrinséque car l'activation de p53 entraine la
transcription de génes codant pour les récepteurs de mort FAS, DR4 et DR5 (death receptor).
L’activation de ces récepteurs de la famille du TNF par la fixation du ligand TRAIL (TNF-related
apoptosis inducing ligand) génére une apoptose dépendante de I'activation en aval de la caspase
8 (64). L'activation de la caspase 8 active la caspase effectrice 3. Outre le réle de p53 dans les
deux voies de I'apoptose, il existe des convergences entre les voies de I'apoptose intrinséque et
de l'apoptose extrinséque et la caspase 8 peut également activer la protéine BID (BH3-interacting
domain), qui va activer I'apoptose intrinséque en agissant sur I'ouverture des pores mitochondriaux
(65).
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Figure 6 : Voies extrinséque et intrinséque de I'apoptose (66)

Les signaux extrinseques et intrinséques régulant 'apoptose sont aujourd’hui bien décrits ;
ont été intégrés les éléments mécanistiques comme la mort médiée par les récepteurs de mort
(appelés « Death receptors » en anglais, DRs), qui correspond a la voie extrinséque, et la mort
médiée par des phénoménes mitochondriaux, qui correspond a la voie intrinséque (67, 68). Ces
voies entrainent l'activation de différentes caspases apicales (les caspases 8 et 10 pour la voie
extrinséque et la caspase 9 pour la voie intrinseque), qui activent des caspases effectrices
communes (les caspases 3 et 7), conduisant au clivage d’'un nombre encore inconnu de protéines

pour exprimer le phénotype apopfotique.

Concernant la voie extrinséque, il a été montré que des membres de la superfamille des
récepteurs du TNF et leurs ligands sont transcriptionnellement activés, aprés traitement par
HDACI, et que l'apoptose induite par les HDACI est corrélée a l'induction d’'un ou plusieurs
récepteurs de mort et/ou de leurs ligands (45) (1, 61). Toutefois, la nécessité d'une activation de la
signalisation par la voie des récepteurs de mort pour déclencher I'apoptose induite par les HDACI
reste controversée. La majorité des études d'activation de la voie des récepteurs de mort par les
HDACi a été réalisée in vitro avec des lignées tumorales humaines. Des modéles murins
précliniques ainsi que des données cliniques d'essais thérapeutiques, utilisant des HDACi chez
'homme, pourraient permettre d'étudier de maniére plus pertinente la nécessité d'activation de
cette voie. Pour essayer de répondre a cette question, Insinga et al ont réalisé une étude in vivo
utilisant des souris transgéniques PML-RAR qui développent des leucémies myéloides aiglies
(69). Le traitement de ces souris par I'acide valproic (VPA) induit 'expression de TRAIL et Fas.

TRAIL est une protéine transmembranaire, qui posséde un domaine commun a la famille du TNF
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portant la fonction cytokinique a l'extérieur de la cellule. TRAIL est capable de se lier aux
récepteurs de mort et induit ainsi une mort de type apoptotique dans diverse cellules cancéreuses.
Fas est également une protéine de la famille du TNF, capable d’induire la mort par apoptose de
diverses cellules cancéreuses. L'expression de TRAIL et Fas induite par les HDACi dans les
cellules de leucémie aigiie myéloide peut étre bloquée par [l'utilisation in vivo de petits ARN
interférents (siRNA) spécifiques de TRAIL et Fas, conduisant a une réduction de 50% de
'apoptose induite par le traitement de ces souris par le VPA. Dans ce modéle, il n’a toutefois pas
été montré que la réduction d’apoptose médiée par TRAIL ou Fas supprime l'effet thérapeutique
du VPA. La question de I'importance du réle de I'apoptose induite par la voie des récepteurs de

mort dans I'effet thérapeutique des HDACI reste ouverte.

Concernant la voie intrinséque, de nombreuses études indépendantes sont en faveur du
réle de la voie mitochondriale de I'apoptose dans la mort cellulaire induite par les HDACI. Plusieurs
équipes ont montré que la surexpression de BCL2 ou BCL-XL, qui bloque la voie intrinséque de
'apoptose, inhibe 'apoptose induite par les HDACI indépendamment du type cellulaire étudié. Bien
qu’il s’agisse majoritairement d’études in vifro, certaines données préliminaires in vivo suggérent
que les cellules primaires de lymphome B surexprimant Bcl2 sont complétement résistantes aux
HDACIi comme le SAHA et le LBH589 (45). Ceci indique que l'activation de la voie intrinséque de
'apoptose est requise pour I'effet thérapeutique des HDACI, au moins dans ce modéle syngénique
de souris développant des lymphomes de Burkitt. Il reste encore a comprendre comment les
HDACI déclenchent l'activation de la voie intrinséque de I'apoptose. Une des possibilités étudiées
est celle de I'induction globale de modifications de I'expression de génes par les HDACI, perturbant
I'équilibre entre I'expression de génes pro et anti apoptotique qui basculerait en faveur d’'une
réponse biologique pro apoptotique (Figure 7). Il est également possible que le déclenchement de
l'activation de la voie intrinséque de I'apoptose par les HDACI corresponde a un processus plus
spécifique, médié par I'activation d’une protéine ou d’'une voie moléculaire située en amont de la
mitochondrie. Ces deux hypothéses ont été étudiées par différentes équipes. L'une des
hypothéses proposées comme processus plus spécifique d’activation de la voie intrinséque de

'apoptose est I'activation ou l'induction de protéines pro apoptotiques a domaine BH3 exclusif.

Les membres de la famille de protéines de Bcl2 ont en commun un a quatre domaines
d’homologie caractéristiques de cette famille, que l'on appelle les domaines BH et qui sont
numeérotés de 1 a 4. Ces domaines BH ont un réle fonctionnel crucial. En effet, la délétion de ces
domaines affecte la balance survie/apoptose des cellules. Les protéines anti apoptotiques de la
famille Bel2 comme Bcl2 et Bel-xL conserve les 4 domaines d’homologie (BH1, BH2, BH3 et BH4).
Les domaines BH permettent également de subdiviser les protéines pro apoptotiques de la famille
Bcl2 en 2 catégories : celle des protéines pro apoptotiques avec plusieurs domaines BH, comme
Bax et Bak, et celle des protéines qui n'ont que le domaine BH3 (protéine a domaine BH3 exclusif),
comme Bim, Bid et Bad, que I'on appelle en anglais des « BH3-only proteins ». Le domaine BH3
est retrouvé dans toutes les protéines pro apoptotiques de la famille de Bcl2 et ce domaine est

nécessaire pour la dimérisation avec d’autres protéines de la famille et leur activité apoptotique.
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Figure 7 : Effet pro apoptotique des HDACI sur les cellules cancéreuses (45)

Au cours de leur transformation, les cellules cancéreuses atteignent un état d’homéostasie
apoptotique dans lequel l'activation de protéines pro apoptotiques est contrebalancée par une
expression et une activation importante de protéines anti apoptotiques. Cet état d'équilibre assure
la survie des cellules tumorales. Les profils d’expression génique de cellules tumorales traitées par
HDACI montrent que les génes pro apoptotiques impliqués dans la voie des récepteurs de mort
(comme par exemple TRAIL et DR5) et/ou la voie mitochondriale (comme par exemple Bax, Bak,
et APAF1) sont généralement régulés positivement. Inversement, les génes favorisant la survie
cellulaire (comme BCL2 et XIA) sont généralement régulés négativement, ce qui aboutit a un
abaissement du seuil apoptotique se traduisant par un effet pro apoptotique du traitement par
HDACI. APAF1, apoptotic peptidase-activating factor (facteur activateur dapoptose); BCL,
lymphome a cellules B; DR5, death receptor (récepteur de mort) 5; MCL, myeloid cell leukaemia
(cellules de leucémie myeloide); TRAIL, tumour-necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand
(ligand inducteur d’apoptose relié au facteur de nécrose tumorale); XIAP, X-linked inhibitor of

apoptosis (inhibiteur d’apoptose X-lié).
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Les protéines a domaine BH3 exclusif régulent l'activation de la voie intrinséque de
lapoptose par interaction directe avec les protéines pro apoptotiques (Bax et Bak) ou anti
apoptotiques (Bcl2, Bel-xL, Mcl1, Bel-w et A1) (70). L’activité des protéines a domaine BH3 exclusif
peut étre régulée non seulement au niveau transcriptionnel mais aussi en post traductionnel, par
des modifications comme le clivage protéolytique de Bid ou la phosphorylation de Bad et Bim (70).
L’activation et/ou I'induction transcriptionnelle de protéines a domaine BH3 exclusif en réponse aux
HDACi comme mécanisme activateur de la voie intrinséque de I'apoptose a été étudié. Bid est
clivée et activée en réponse a différents HDACi mais les protéases responsables du clivage de Bid
médié par les HDACI et les mécanismes d'initiation de ce processus restent a étudier (71-73).
D’autres protéines a domaine BH3 exclusif comme Bim et Bmf ont également été impliquées
comme acteur direct de [l'apoptose induite par les HDACIi. Ces deux protéines sont
transcriptionnellement actives en réponse aux traitements par HDACI. L'induction de Bmf résulte
probablement de I'hyper acétylation des histones du promoteur de BMF, alors que les HDACI
semblent induire [l'activation de Bim via [l'activation du facteur de transcription E2F1 et
'augmentation de fixation d’'E2F1 sur le promoteur de Bim (74, 75). L'ensemble de ces études
soulignent le réle des différentes protéines a domaine BH3 exclusif dans l'initiation de la voie
intrinséque de l'apoptose lors des traitements par HDACI et illustrent I'existence de différents

mécanismes d’activation en réponse a ces drogues.

D’autres hypothéses moins spécifiques ont également été étudiées pour expliquer les
mécanismes d’activation de la voie intrinséque de I'apoptose et, en particulier, la régulation de la
production et/ou de l'activité des dérivés réactifs de I'oxygéne. Les dérivés réactifs de l'oxygéne
(DRO, en anglais : reactive oxygen species, ROS) sont des espéces chimiques oxygénées telles
que des radicaux libres, des ions oxygénés et des peroxydes, rendus chimiquement trés réactifs
par la présence d'électrons de valence non appariés. Il peut s'agir par exemple de I'anion super
oxyde O2-, de l'oxygéne singulet O2*, du peroxyde d'hydrogéne H202, ou encore de I'ozone O3.
Les DRO peuvent étre d'origine exogéne — produits par des rayonnements ionisants par exemple
— ou bien endogéne, apparaissant comme sous-produits du métabolisme normal de 'oxygéne et
jouant alors un réle important dans la communication entre les cellules. Leur concentration peut
cependant croitre significativement en période de stress — sous l'effet de la chaleur ou de
'exposition aux ultraviolets par exemple — et endommager les structures cellulaires en
provoquant, en particulier, des cassures au niveau des brins d’ADN, ce qu'on appelle le stress
oxydant. Aprés traitement par HDACI, des taux élevés de DRO sont détectés et les traitements
capables de piéger les DRO (en anglais free-radical scavengers) peuvent supprimer l'activité pro
apoptotique des HDACI. De plus, 'augmentation du niveau des DRO précéde les changements de
potentiel membranaire mitochondriaux et il a été proposé que la régulation des DRO puisse étre un
élément expliquant la sélectivité d'activité des HDACI a I'égard des cellules tumorales (58, 76). Les
mécanismes déclenchants 'augmentation des DRO en réponse aux HDACI restent inconnus. I
reste également a déterminer s'il s’agit d'un processus actif d’augmentation de production de DRO
ou d’'une augmentation des DRO liée a une altération d’expression de protéines régulatrices des

DRO, comme TBP2 et la thioredoxine. |l est également intéressant de noter que la production de
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DRO peut conduire a linduction transcriptionnelle et l'activation de Bim (77). Ceci souléve
lintrigante possibilité d'un lien entre les traitements par HDACI, l'augmentation des DRO,
'activation des protéines a domaine BH3 exclusif et le déclenchement de I'activation de la voie
intrinséque de I'apoptose. Enfin, 'augmentation des DRO lors du traitement par les HDACI et leur
effet différentiel anti-tumoral est un élément intéressant comme rationnel en faveur d'une
combinaison thérapeutique associant les HDACi a dautres agents pro apoptotiques ou

producteurs de DRO comme certaines drogues ou la radiothérapie.

1.3.2.2 HDACI et arrét du cycle cellulaire :

Le cycle cellulaire comprend quatre phases successives : la phase de croissance (G1), la
phase de synthése (S), la phase pré mitotique (G2), et la phase de mitose (M). Le démarrage de
chaque phase dépend de I'accomplissement de |la phase précédente. La progression dans le cycle
cellulaire s'effectue sous la dépendance des cyclines, protéines qui s’accumulent et sont
dégradées a différents temps et différentes phases du cycle cellulaire. Ces derniéres sont
nécessaires a I'activation de sérines/thréonines kinases, appelées kinases dépendant des cyclines
(CDK : cycline dependent kinases), qui régulent la phosphorylation de protéines impliquées dans la
progression du cycle cellulaire. Les cyclines ne présentent pas d’activité catalytique propre. Mais
elles forment ,avec la sous-unité catalytique des CDK, un complexe qui contréle les étapes clés du

cycle cellulaire (78).

La cycline D est produite en phase G1 sous le contrdle de signaux mitogéniques. Elle
forme un complexe avec les kinases CDK4 ou CDK6. Ces complexes cyclines D/CDK
phosphorylent la protéine suppresseur de tumeur du rétinoblastome Rb, entrainant sa dissociation
du complexe E2F/DP1/Rb. L'activation du facteur de transcription E2F a pour conséquence la
transcription de nombreux génes, codant pour des enzymes nécessaires a la synthése de 'ADN
(ADN polymérase, thymidine kinase), mais également pour la cycline E, qui forme avec CDK2 un
complexe de pré-réplication nécessaire a la transition G1/S (79). Puis CDK2 se dissocie de la
cycline E et forme un complexe avec la cycline A, durant les stades tardifs de la réplication, pour
permettre linitiation de la synthése d’ADN. En phase S tardive, la cycline A s’associe a CDK1,
jusqu’'a la fin de la phase G2. Lorsque l'enveloppe nucléaire commence a se désintégrer au
moment de la mitose, les cyclines A sont dégradées, permettant la formation du complexe cycline
B1/CDK1 (également appelé MPF en anglais: Mitosis Promoting Factor). Ce complexe est inactive
par la kinase Wee1 et activé par la phosphatase cdc25c (en anglais : Cell division control protein).
Le complexe MPF subit une translocation du cytoplasme vers ce qui était le noyau de la cellule. |l
effectue plusieurs phosphorylations, activatrices de protéines mitotiques impliquées dans la
condensation de la chromatine, les remaniements membranaires et la réorganisation des
microtubules permettant I'entrée de la cellule en phase M (80). La destruction de CDK1 par le

cyclosome permet le passage en anaphase (81).
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Figure 8: cycle cellulaire des cellules de mammifére normale et comparaison avec les
cellules cancéreuses (78)

Dans le modéele classiquement accepté, basé sur les données biochimiques, chacun des
principaux évenements qui ont lieu pendant l'interphase (G1, S, G2) est régulé par une cycline
dépendante de kinase (CDK) unique, qui se lie a une cycline spécifique (« classical » model sur la
figure ci-dessus). Il a été montré que CDK1 est suffisante pour réguler la prolifération de tous les
types cellulaire jusqu’a mi- gestation et pour la régénération hépatique chez l'adulte (82). CDK1 est
donc considérée comme essentielle pour le cycle cellulaire. Les cycles cellulaires dits spécialisés
sont basés sur la notion de nécessité de types cellulaires spécialisés pour certaines CDK
spécifiques. La prolifération cellulaire anarchique des cellules tumorales nécessite des signaux
mitogéniques aberrants, qui sont régulés soit par des signaux exogenes excessifs (comme par
exemple des facteurs de croissance surexprimés) ou des mutations oncogéniques endogénes.
D’autres mutations affectant les freins mitogéniques (comme les génes suppresseurs de fumeurs),
qui réduisent le seuil des signaux mitogéniques, contribuent également a la prolifération
anarchique. L’activation du cycle cellulaire induite par les oncogénes provoque un stress réplicatif
au niveau de I'’ADN, qui est détecté par les points de contréles de réplication de 'ADN. L’échec de
ces mécanismes de contréle aboutit a une augmentation du taux de mutation et peut conduire a
une instabilité génomique. Pendant la mitose, les anomalies du point de contréle de I'assemblage
du fuseau mitotique induisent une dérégulation de lactivité de CDK1 qui peut aboutir & une
mauvaise ségrégation chromosomique. Toutes ces anomalies aboutissent a une dérégulation de

l'activité des CDK qui peuvent conduire au développement de tumeurs.

Il existe des points de contréle du cycle cellulaire, ou checkpoints, qui permettent a la
cellule de se protéger lorsque des anomalies surviennent au cours des étapes précédemment
décrites, ce qui peut étre le cas lors d'exposition a des agents génotoxiques comme les

rayonnements ultraviolets, les rayonnements ionisants ou différentes drogues. Ainsi, la
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reconnaissance de lésions de 'ADN active des voies signalisation qui conduisent a l'inhibition des
CDK et I'arrét du cycle cellulaire (83). Il existe trois points de contréle du cycle cellulaire pour

I'exposition a un stress génotoxique :

- le point de contréle (ou de restriction) G1 intervient juste avant I'entrée en phase S
(transition G1/S). Ce point de restriction est typiquement activé lorsque la cellule est exposée a un
stress qui induit des dommages sur 'ADN et empéche la cellule de se diviser. En présence de
cassures double brins, l'activation de la protéine Chk2 (checkpoint kinase 2) par ATM (Ataxia
telangectasia mutated) et dans une moindre mesure par ATR (Ataxia-Telangiectasia Related,
une kinase qui se lie a I'ADN et qui inhibe le complexe Cdk1-CyclineB par l'intermédiaire de Chk1)
entraine l'inactivation de cdc25A et l'inactivation du complexe cycline E/CDK2, ce qui empéche la
transition G1/S.

Chk2 est une sérine thréonine kinase qui stabilise p53 et inhibe le complexe cycline
D/CDK4 ou CDK6 (84, 85). L'activation de p53 par ATM en présence de lésions de 'ADN radio-
induites provoque donc un arrét du cycle cellulaire en G1/S. En effet, p53 active la transcription de
p21, qui bloque l'activité des complexes cyclines E/CDK2 et empéche le déroulement de la phase
S, régulant la défense contre le stress oxydatif, permettant la réparation des cassures de 'ADN ou
'adaptation métabolique de la cellule & son environnement énergétique, ce qui lui vaut le surnom
de « gardien du génome ». Mais I'inactivation de la fonction de p53 est une caractéristique presque
universelle des cellules cancéreuses humaines. La perte de la fonction « suppresseur de tumeur »
du géne p53 est souvent due a une mutation somatique. Environ 50 % des tumeurs sont mutées
pour p53 (86-88). La fréquence des mutations inactivatrices de p53 dans les tumeurs humaines
explique qu’il soit relativement rare d’observer en pratique des arréts des cellules cancéreuses en
G1/S. Le point de restriction G1 est également sous le contréle de la protéine p16, qui inhibe les
kinases CDK4 et CDKG6 et ce qui empéche la formation du complexe avec la cycline D. Le point de
restriction G1/S peut étre franchi en situation d’exposition a un signal oncogénique : I'expression
de la cycline D augmente, sa fixation aux CDK4 et 6 est rendue possible et le complexe cycline
D/CDK4-6 peut phosphoryler la protéine Rb (89).

- le second point de contrdle, dit « intra-S », se manifeste au cours du cycle cellulaire
comme une diminution transitoire de la synthése de I'ADN, lors de l'exposition a un stress
génotoxique. Contrairement au point de restriction G1, ce point ne dépend pas de p53 ou de p21.
Cependant, il semble faire intervenir I'axe de signalisation ATM/Chk1/Cdc25A/CDK2 : I'activation
de Chk1 entraine l'inactivation de cdc25A et donc des complexes cycline A/CDK2 et cycline
E/CDK2 (89).

- le troisi@éme point de contrdle se situe en phase G2 tardive (point G2/M). La phosphatase
cdc25¢ active le complexe cycline B/CDK1. En présence de lésions de '’ADN, I'activation de Chk1
par ATR (dans une moindre mesure par ATM) entraine l'inactivation de cdc25A et de cdc25C (qui
inhibe le complexe cycline B/CDK1). En paralléle, Chk1 active Wee1, inhibiteur de CDK1.
L’activation de Chk1 a donc pour effet d'empécher I'entrée en mitose, en inhibant le complexe
cycline B1/CDK1 (90).
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Les HDACI ont initialement été développés pour leur capacité a induire la différentiation
cellulaire et cette propriété est intimement liée a l'arrét du cycle cellulaire en G1/S médié par la
protéine du rétinoblastome (pRb) et les protéines associées. Il a été montré que la majorité des
HDACI étudiés a ce jour peuvent induire un arrét du cycle cellulaire en G1/S (1, 55, 91-94) (Figure
10). Cet arrét en G1/S semble le plus souvent associé a une induction (indépendante de p53) du
géne CDKN1A, qui code pour la protéine p21WAF1/CIP1 qui promeut I'hypo phosphorylation de
pRb (95, 96). L'induction de CDKN1A pourrait ne pas étre le seul élément responsable de cet arrét
en G1. En effet, les HDACI peuvent réprimer I'expression des génes de la cycline D et de la cycline
A qui, comme I'ensemble des cyclines, sont des protéines de contrdle du cycle cellulaire. Les
cyclines contrdlent en particulier le passage de la phase G1 a la phase S du cycle par activation
enzymatique de leurs partenaires les kinases dépendantes des cyclines (CDK) et en particulier
CDK2 et CDK4. La répression des génes des cyclines D et A médiée par les HDACi contribue
probablement aussi a la perte de I'activité kinase des CDK2 et CDK4 et a I'hypo phosphorylation
de pRb (97-99).

Par ailleurs, il a été montré que certains génes impliqués dans la synthése d’ADN sont
réprimés par les HDACI. C’est le cas du géne de la cytosine triphosphate (CTP) synthase, dont la
protéine est une enzyme impliquée dans la synthése des bases pyrimidiques, qui convertit un
uracile triphosphate (UTP) en CTP, et de la thymidylate synthase, dont |la protéine est une enzyme
impliguée dans la voie de biosynthése de la thymidine (100). La perte d'expression de ces
enzymes aurait le méme effet qu’'un traitement anti métabolite, qui bloque la progression du cycle
lors de I'entrée en phase S, contribuant ainsi a un arrét en G1/S. D’autres mécanismes inhibiteurs
de croissance cellulaire ont été évoqués, par exemple l'induction d’autres génes régulateurs du
cycle cellulaire comme GADD45 a et GADD45 B (en anglais : Growth arrest and DNA-damage-
inducible protein), qui codent pour des protéines d'arrét du cycle cellulaire également inductibles
par les dommages de 'ADN, ou comme la régulation positive de la voie de signalisation du
récepteur du TGF, qui conduit a la répression de c-MYC et a I'arrét du cycle cellulaire (101, 102).
En effet, c-MYC (ou MYC) est un proto-oncogéne, qui est surexprimé dans certains cancers
humains. Quand il est soumis a des mutations ou a une surexpression, il stimule la prolifération
des cellules et se conduit comme un oncogéne. Le géne MYC produit un facteur de transcription
qui régule I'expression de tous les génes de 15 %, en se liant aux séquences « Enhancer Box » et
en recrutant des enzymes HAT, capables d’acétyler les acides aminés lysine des histones. Dans
ces mécanismes, l'arrét du cycle médié par les HDACI se produit possiblement via un effet direct
sur I'architecture de la chromatine, au niveau de loci spécifiques conduisant a des maodifications
d'expression génique. Certains HDACI peuvent également induire un arrét en G2/M, par activation
du point de contréle de la phase G2, mais ce phénoméne semble beaucoup plus rare que
l'induction de I'arrét en G1 par les HDACI (98, 103). Dans certaines circonstances, la perte du point
de contrdle de la phase G2 peut déterminer I'effet des HDACI sur la modulation de I'apoptose. La
majorité des cellules cancéreuses ont un point de contréle de la phase G2 déficient et les cellules
traitées par HDACI peuvent initialement s’accumuler dans le cycle cellulaire en G2/M puis passer

ce checkpoint déficient et s’orienter vers l'apoptose (71, 73). En revanche, les cellules qui
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conservent un checkpoint fonctionnel sont résistantes aux effets des HDACI. Qiu et al ont montré
que les lignées cellulaires sensibles a l'acide azelaique bishydroxamique (ABHA), qui est un
HDACI, sont déficientes pour le checkpoint de la phase G2 et que la réintroduction d'un arrét en
G2 les protége de I'apoptose induite par les HDACi (98). Contrairement a l'arrét en G1 médié par
les HDACI, pour lequel il existe une activation transcriptionnelle de CDKN1A, les mécanismes
responsables de l'arrét en G2 médié par les HDACi sont encore peu compris. L'une des
hypothéses explicatives proposées est que le checkpoint en G2 médié par les HDACI serait lié a
une hyper acétylation de I'hétérochromatine péri centrique et que la perte de ce checkpoint pourrait

conduire a une ségrégation chromosomique anormale et a une fragmentation nucléaire (104).

Les HDACI acétylent les histones des cellules normales et tumorales de la méme maniére.
Les cellules normales passent le checkpoint en G2 et survivent au traitement alors que les cellules
tumorales peuvent répliquer leur ADN et étre ensuite arrétées et orientées vers I'apoptose. L'arrét
des cellules en G1 inhibe l'apoptose et est associé avec la différenciation. La protéine anti-
apoptotique BCL2 peut inhiber I'apoptose induite par les HDACi mais n’affecte pas la régulation du
cycle cellulaire ou la différenciation. L'induction de génes codants pour les molécules du complexe
majeur d’histocompatibilité (MHC) de classe | et Il, des molécules d'activation (CD40), des
molécules d’adhésion intercellulaire (ICAM1) majore I'immunogénicité des cellules tumorales.
L’angiogenése peut étre inhibée par la répression du facteur de croissance vasculaire endothélial
(VEGF).

1.3.2.3 HDACI et angiogenése tumorale :

L'angiogenése tumorale ou néo angiogenése est une étape critique de la croissance
tumorale locale et de sa propagation a distance, elle assure la néo vascularisation de la tumeur.
Celle-ci est indispensable a la croissance tumorale dés que le volume tumoral dépasse quelques
mm?>. Le « Switch » angiogénique est alors nécessaire et I'obstruction physique des vaisseaux
tumoraux peut entrainer une disparition compléte de la tumeur elle-méme (105, 106). Une étape
précoce de la néo angiogenése consiste en la sécrétion par les cellules tumorales de métallo
protéases et de l'urokinase activatrice qui entrainent une protéolyse de la membrane basale
vasculaire permettant la migration de cellules endothéliales. Les cellules endothéliales s’organisent
en une néo angiogenése anarchique sous le contréle d’adhésines. En raison de nhombreux shunts
et d'anomalies de la couverture péricytaire, une hyperpression interstitielle s’installe dans
'environnement tumoral, ce qui entraine une hypoxie secondaire et stimule I'activation de la néo

angiogenése (106).
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Figure 9 : Angiogenése tumorale (107)
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(a) Les petites tumeurs de moins de 1 mm™ avec un niveau élevé d’apoptose ne peuvent

plus se développer d’avantage sans apport sanguin.

(b) L’environnement hypoxique et linstabilité génétique permet l'évolution de clones
tumoraux ayant perdu la fonction de p53. Ces cellules ont un taux d’apoptose plus bas
el produisent des facteurs angiogéniques qui induisent la formation de néo vaisseaux.
Il existe également une inhibition fréquente des facteurs anti angiogéniques au sein

des tumeurs.

(c) La vascularisation tumorale est anormale. Les néo vaisseaux sont plus perméables et
laissent passer le fibrinogéne. Dans ces conditions les facteurs tissulaires exprimés a
la surface de I'endothélium tumoral permettent la production de dépdts de fibrine. Les
récepteurs au facteur de croissance vasculaire endothélial (VEGF) et les intégrines
avB3 et avB5 des récepteurs a l'urokinase sont surexprimés. La fuite de plasminogéne

génere des niveaux élevés de plasmine et favorise la protéolyse.

(d) Ces processus favorisent l'invasion et la formation de métastases et surviennent a

différents endroits permettant ainsi la dissémination métastatique.

Le ciblage de l'angiogenése tumorale pourrait permettre d'éviter le phénoméne de
résistance tumorale acquise aux drogues antinéoplasiques puisque les cellules endothéliales
présentent davantage de stabilité génétique que les cellules tumorales et qu'elles constituent une
population cellulaire relativement homogéne (106-108). Deux classes d’agents pharmacologiques
ont été évalués : les agents anti angiogéniques et les agents anti vasculaires (VDA = vascular
disrupting agents). Ces agents différent principalement par trois aspects : leur cible physiologique,
le stade auquel la maladie cancéreuse est susceptible de répondre a I'agent et la séquence
d'administration (109). Pourtant, la distinction entre ces deux classes n'est pas forcément claire,
puisque plusieurs agents présentent a la fois des propriétés anti angiogéniques et anti vasculaires
(110).
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Les HDACI ont un effet anti-angiogénique in vitro et in vivo qui peut contribuer a l'inhibition
du développement et de la progression tumorale. L’effet anti-angiogéniques des HDACI a été
corrélé a une réduction d’expression de génes pro-angiogéniques sous HDACI. La majorité des
HDACI peuvent réguler négativement le facteur de croissance vasculaire endothélial (VEGF), le
facteur de croissance basique des fibroblastes (bFGF), le facteur 1a inductible en hypoxie (HIF1
a), 'angiopoietine, la kinase 2 de l'intima endothélial (TIE2) et I'oxide nitrique synthase endothéliale
(eNOS) et ceci dans un ordre de grandeur compatible avec un effet inhibiteur sur la néo-
angiogenése in vitro et in vivo (56, 111-115). De plus, il a été montré que les HDACi peuvent
induire une répression de 'expression des chimiokines au motif C-X-C du récepteur 4 (CXCR4) qui
sont importantes pour l'adressage des progéniteurs de la moelle osseuse et des cellules
endothéliales circulantes vers les sites d’angiogenése a la fois dans les cellules endothéliales
normales et tumorales (56, 116). Enfin, les HDACI peuvent réprimer la différenciation de cellules
progénitrices endothéliales (56). Tous ces éléments sont donc en faveur d’'un réle des HDACI dans
l'inhibition de la néo vascularisation par altération de I'expression de génes directement impliqués
dans l'angiogenése. Cet effet anti-angiogénique pourrait d'une part réduire I'apport de nutriments a

la tumeur primitive et d’autre part inhiber la propagation métastatique de la tumeur.

1.3.2.4 HDACI, capacités invasives et métastases:

Ce possible effet anti-métastatique des HDACI pourrait étre renforcé par l'inhibition des
métallo protéinases de la matrice extracellulaire (MMP). Cette inhibition pourrait étre obtenue soit
par répression transcriptionnelle des MMP clés comme MMP2 et MMP9 ou par surexpression de
TIMP1 et TIMP2 qui sont 2 membres de la famille des inhibiteurs tissulaires des métallo
protéinases (glycoprotéines impliquées dans la dégradation de la matrice extracellulaire) et/ou par
induction d'expression de RECK qui est une glycoprotéine membranaire qui régule négativement
l'activité de MMP2 (117-119). A ce jour les preuves de l'effet anti-métastatique des HDACI restent
limitées. On peut toutefois noter un exemple in vivo d’étude portant sur le butyrate de sodium qui
montre une inhibition significative des métastases de carcinome hépatocellulaire (120).
Cependant, il existe des résultats divergents voir opposés. En effet, Lin et al ont testé un total de
30 lignées cellulaire humaines de cancer comportant 12 lignées de cancer du foie, 10 lignées de
cancer du poumon, 5 lignées de cancer gastrique et 3 lignées de cancer du sein traitées par un
HDACI le TSA. lls ont montré que de maniére trés surprenante, le traitement par TSA augmente de
maniére statistiquement significative la capacité de migration cellulaire jusqu’a plusieurs centaines
de fois et ceci de maniére dose dépendante dans 13 des 30 lignées humaines de cancer étudiées
soit 43 %. Il est intéressant de noter que cette augmentation de la migration cellulaire est observée
pour de faibles doses non cytotoxiques d’HDACIi comme le MS-275, I'acide valproique ou le SAHA.
Ces résultats suggéreraient que I'augmentation de la migration cellulaire puisse étre liée a des
activations épigénétiques de génes favorisant la progression tumorale dans les cellules traitées par
HDACI plutét qu’'a une sélection de cellules survivantes/résistantes au traitement par HDACI (121).

In vivo, cette équipe a montré des résultats contradictoires en utilisant deux modéles
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métastatiques différents. Les expériences utilisant un modéle d'injection de cellules cancéreuses
humaines dans la veine caudale des souris ont montré une majoration de la formation de
métastases sous traitement par HDACI alors le modéle orthotopique de formation de métastases
spontanées aprés injection intra-splénique de cellules cancéreuses humaines a montré une
diminution de la tumorigénése et de la formation des métastases (121). Toutefois le modeéle
d'injection caudale directement dans la circulation sanguine est probablement moins relevant de la
réalité chez 'homme dans la mesure ou il n'évalue pas les étapes précoces du processus de
formation des métastases et refléte directement la capacité des cellules tumorales a former des
métastases une fois dans la circulation sanguine (122). A linverse, le modéle d'injection intra-
splénique semble plus proche de la réalité chez 'homme et plus pertinent car il reflete mieux la

complexité des mécanismes de formation de métastases spontanées.

1.3.2.5 Immunité cellulaire

Il existe plusieurs types de cellules immunitaires dans le microenvironnement tumoral (123)

mais les cellules cancéreuses peuvent échappent au systéme immunitaire via divers mécanismes.

Au cours du processus oncogénique, I'émergence de cellules tumorales avec un potentiel
immunogéne réduit permet a la tumeur d’échapper au contréle du systéme immunitaire. Le terme
de cancer « immunoediting » s’applique a un concept biologique en trois étapes : I'élimination,
I'équilibre et I'échappement au contréle du systéme immunitaire. Les cellules tumorales sont tout
d'abord reconnues et détruites par le systéme immunitaire. Par la suite, les cellules survivantes qui
ont échappées au systéme immunitaire sont « sélectionnées » et présentent une immunogeénicité
réduite. Le systéme immunitaire perd sa capacité a détecter des cellules tumorales qui se
multiplient jusqu'a ce que la tumeur devienne cliniquement détectable (124-127). En effet, la
croissance de la tumeur nécessite le recours a une grande variété de mécanismes pour échapper
au systéme immunitaire. La tumeur peut partiellement perdre sa capacité de présentation des
antigénes tumoraux aux cellules immunitaires. Dans certains cas, les cellules tumorales perdent
I'expression du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe |, elles ne peuvent donc pas
étre reconnues par les lymphocytes T cytotoxiques (cytotoxic T lymphocytes [CTL]) (128, 129). La
plupart des tumeurs et leur microenvironnement (matrice extracellulaire, leucocytes et cellules
stromales, cellules endothéliales, macrophages, fibroblastes, etc.) ont la capacité d’inhiber la
maturation des cellules dendritiques (dendritic cells [DCs]) et leur fonction de cellules
présentatrices d'antigénes (antigen-presenting cells [APCs]) (130). Le VEGF qui est impliqué dans
langiogenése tumorale, empéche la maturation des cellules dendritiques et contribue au
recrutement de tumour-associated macrophages (TAMs) qui possédent également des fonctions

immunosuppressives (131).

Il existe deux type de réponse immunitaire celle en rapport avec I'immunité innée et celle

dite « adaptative » qui correspond a la réponse immunitaire spécifique.
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1.3.2.5.1 Immunité innée

Les TAM représentent une des composantes tumorales inflammatoires principales du
stroma. Les TAM sont en mesure d'influencer les autres composantes du tissu néoplasique. Les
lymphocytes T CD4 + helper 1 (Th1) produisent de l'interféron gamma (IFNg), l'interleukine (IL) -2,
du facteur de nécrose tumorale (TNF), ils activent les TAM-M1 et sont responsables de I'immunité
a médiation cellulaire. Les TAM-M1 sont également impliqués dans la cytotoxicité anti tumorale,
parce que les tumeurs produisent de I'ATP, signal qui déclenche la sécrétion de plusieurs
chimiokines, dont IL-1 et IL-6, impliquées dans I'attraction des cellules présentatrices d’antigénes
aux sites tumoraux. D’autre part, les lymphocyte T helper 2 (Th2) produisent diverses interleukines
qui activent les TAM-M2 et induisent une réponse humorale par une forte production d'anticorps.
Les TAM-M2 peuvent contribuer a la progression des tumeurs et aux mécanismes d’'invasion par la
sécrétion de cytokines immunosuppressives (IL-10 et de facteurs de croissance tumoraux (TGF
ou tumour growth factor en anglais) et/ou la promotion de la néo angiogenése (132, 133). Les
antigénes associés aux tumeurs (tumour-associated antigen [TAA]) sont observés a la surface des
cellules tumorales et des cellules normales. Ces antigénes permettent au systéme immunitaire de
reconnaitre des cellules tumorales par le complexe majeur d’histocompatibilité de classe |, un
autodéterminant majeur en immunologie (134). Deux types de lymphocytes sont impliqués dans
cette reconnaissance : les natural killer (NK) et les lymphocytes T cytotoxiques. Les cellules NK
sont des cellules cytotoxiques impliquées dans la réponse innée et peuvent détecter ces antigénes
sur la surface de cellules tumorales. Leur activation dépend de la perte de la reconnaissance
d'autoantigénes, tels que les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de classe I. Les
cellules NK sont pleinement impliquées dans I'élimination des cellules tumorales, puisque les
cellules néoplasiques perdent souvent l'expression des molécules du complexe majeur

d’histocompatibilité de classe |, permettant aux cellules NK de déclencher ainsi leur lyse (135).

1.3.2.5.2 Reéponse immunitaire spécifique (adaptative)

Les lymphocytes T cytotoxiques sont impliqués dans la réponse immunitaire adaptative.
Ces cellules nécessitent une activation par les cellules présentatrices d’antigénes, comme les
cellules dendritiques, avant de devenir cellules effectrices. Les cellules dendritiques sont attirées
sur le site tumoral par les chimiokines produites par les cellules immunitaires innées. Les cellules
dendritiques initient ensuite la phagocytose des cellules tumorales et les antigénes associés aux
tumeurs sont incorporés dans le complexe majeur d’histocompatibilité de classes | et Il (136). Les
cellules dendritiques peuvent ainsi migrer vers les ganglions lymphatiques. Ces cellules exposent
les antigénes tumoraux présentés par le complexe majeur d’histocompatibilité de classe | aux
lymphocytes T CD8+ cytotoxiques. La présentation efficace des antigénes tumoraux par les
cellules dendritiques est favorisée par I'exposition préapoptotique de la calréticuline, par la
sécrétion apoptotique de I'ATP, par la libération d’'IL-1b par les cellules dendritiques et la libération
de protéines HMGB1 (high mobility group protein B1) reconnues par les récepteurs Toll-like (TLR)

(137-139). Les Ilymphocytes T CD8+ proliférant et atteignant leur maturité, accédent au
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microenvironnement de la tumeur ou ils effectuent leurs fonctions cytotoxiques. Les cellules T-
régulatrices (Tregs) forment une sous-population particuliere des lymphocytes T (CD4+, CD25+ et
Foxp3+). Elles sont impliquées dans la régulation immunitaire et peuvent indirectement réprimer la

réponse immunitaire (140-142).

1.3.2.5.3 HDACIi et immunomodulation

Il existe un nombre croissant d'études montrant que les HDACi peuvent renforcer
limmunité anti tumorale soit en affectant directement les cellules tumorales pour les rendre plus
reconnaissables par le systéme immunitaire soit en modulant I'activité des cellules immunitaires

et/ou la production de cytokines.

Les HDACi peuvent augmenter I'immunogénicité des cellules tumorales en majorant
l'expression des protéines du MHC de classe | et Il ainsi que I'expression des molécules
d’adhésion co-stimulatrices comme CD40, CD80, CD86 et la molécule d’adhésion intercellulaire 1
(ICAM1) (143, 144). De plus, il a réecemment été montré que les HDACi peuvent induire
'expression de molécules en relation avec le MHC de classe | situées a la surface des cellules
tumorales les MICA et MICB («MHC class | polypeptide-related sequence » A et B) (145, 146).
MICA et MICB peuvent se lier au récepteur immunitaire activateur NKG2D (protéine du groupe 2D
des cellules « natural killer ») a la surface des cellules « natural killer » et des lymphocytes T CD8.
Les cellules tumorales exprimant MICA et MICB deviennent des cibles pour via les mécanismes de
cytotoxicité dépendants du NKG2D. Ainsi, Armeanu et al ont montré que les cellules de carcinome
hépatocellulaire traitées par HDACI présentent une surexpression des MICA et MICB ce qui n'est
pas le cas des hépatocytes normaux (145). De plus, les cellules de carcinome hépatocellulaire
traitées par HDACi dans ces expériences, sont efficacement lysées par les cellules « natural
killer » d’'une maniére NKG2D dépendante (145).

Les HDACi peuvent également augmenter la réponse immunitaire anti tumorale en
affectant I'activité des cellules immunitaires soit directement soit indirectement en modulant la
sécrétion de cytokines. Par exemple, le SAHA peut réduire la maladie aiglie du greffon contre
'héte (en anglais acute graft-versus-host disease : GVHD) aprés greffe allogénique de moelle
osseuse qui est un des éléments majeurs du traitement de certaines hémopathies malignes. Cette
réduction de la GVHD se fait par inhibition de cytokines pro-inflammatoires comme le facteur a de
nécrose tumorale (TNFa) l'interleukine-1 (IL-1) et l'interferon-y (IFNy) qui ont un réle central dans
la pathogenése de la GVHD (147). Toutefois on ne sait pas encore a I'heure actuelle si le
mécanisme sous-jacent est lié au fait que les HDACi provoquent directement une hyper
acétylation des histones au sein des promoteurs de génes ou des régions amplificatrices de I'ADN
(en anglais « enhancer regions ») ou si les modifications d'expression de ces cytokines sont
secondaires a d’'autres effets des HDACI. En effet, I'activité de régulateurs de génes qu’exercent
les protéines transmettrices du signal et activatrices de transcription STAT1 (signal transducer and
activator of transcription 1), STAT3 et le facteur nucléaire kB (NF-kB en anglais nuclear factor-kB)

qui sont souvent considérés comme les facteurs de transcriptions clé de la régulation immunitaire,
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est directement régulée par acétylation (148-150). Ceci suggére que les modifications de profile
d'activité des cytokines et/ou leurs effets sur la réponse des cellules immunitaires aprés traitement

par HDACI pourraient résulter d'une altération de I'acétylation de ces facteurs.

Situés dans le microenvironnement tumoral, les Tregs peuvent inhiber les lymphocytes T
et en particulier les NK et impacter a la fois la réponse immunitaire innée et la réponse immunitaire
spécifique. De nombreux HDACI peuvent moduler la génération ou les fonctions des Treg. La TSA
et le vorinostat stimulent la prolifération des Tregs de souris et renforce leur fonction suppressive in
vivo (151). L’entinostat et le vorinostat induisent, in vitro, des Tregs a partir de lymphocytes T
humain stimulés CD4+ CD25-. Les HDACI de classe | et Il comme le givinostat (ITF2357) renforce
la polarisation des lymphocytes T a I'égard des Tregs Foxp3 alors que le givinostat réprime la
polarisation des lymphocytes T pro inflammatoires Th17 (152). L'expression du géne FOXP3 est
cruciale pour l'induction des Tregs et leur fonction. La protéine Foxp3 elle-méme est un substrat
des HAT et des HDAC. L'acétylation de Foxp3 par un pan HDACi comme la TSA stabilise la
protéine et conduit a une augmentation du nombre de Tregs et a un phénotype suppresseur (151,
153-155). Il a également été montré que I'acétylation de Foxp3 peut étre régulée par la HAT p300
et ’THDAC de classe Il SIRT1 ce qui suggere que les HDAC de classe lll puissent aussi réguler la
fonction de Tregs (155). Une étude antérieure réalisée avec des Knock out de HDAC a montré que
'HDAC 6 et THDAC 9 contrélent les fonctions de suppresseur des Tregs (156, 157). Les résultats
de cette équipe indiquent que seuls les pan HDACI sont capables d’augmenter les fonctions de
suppresseur des Tregs et que les HDACI spécifiques de classe | n'ont pas d'effet sur les Tregs.
Toutefois, d’'autres équipes ont montré que I'ensemble des HDACI testés y compris des HDACI
spécifiques de classe | comme l'entinostat stimule les fonctions de suppresseur des Tregs
humains (158). Shen et al. ont évalué I'effet des HDACI sur les Tregs dans le cadre de traitements
anticancéreux (159, 160). lls ont observés des résultats différents de ceux préalablement décrits
dans des modéles de maladies auto-immunes et inflammatoires. En effet dans des modéles
murins de cancer de prostate et du rein, I'entinostat inhibe I'expression de Foxp3 et la fonction
suppresseur des Tregs de maniére dose-dépendante. Les meécanismes de régulation de

'expression de Foxp3 par I'entinostat pourraient impliquer I'acétylation de la protéine STAT3 (159).

Il a également été montré qu'un autre HDACI de classe |, le Mocetinostat (MGCDO0103 qui
inhibe aussi HDAC11) peut également réprimer I'expression de Foxp3 de maniére dose
dépendante, alors que les HDACI spécifiques de classe Il comme le MC1575 ou le MC1588
n’affectent pas le niveau de Foxp3 des Tregs. Il est intéressant de constater qu'in vifro le
panobinostat (LBH589), un pan HDACI, a faible concentration induit également une réduction
modérée du niveau de Foxp3. In vivo en fonction de la dose de panobinostat utilisée chez des
souri BALB/c effet du panobinostat sur les Tregs est retrouvé in vivo un effet d’inhibition de la
fonction suppresseur des Tregs est observé ou non (161). Le panobinostat a une affinité et action
variable sur différents HDAC. Par exemple, I'lC50 du panobinostat pour 'HDAC3 est de 2.1nM
mais I'lC50 du panobinostat varie entre 5.7 et 531nM pour les HDAC6, HDAC7 et HDACSO. Le
panobinostat est ainsi capable d'inhiber les HDAC de classe | a de faibles concentrations alors

qu’'a des concentrations plus fortes il cible les HDAC de classe |l aprés avoir saturé les HDAC de
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classe |. Les données de Shen et al. montrent un effet opposé sur la régulation de la fonction
suppresseur des Tregs par l'inhibition des HDAC de classe | et Il. L'inhibition des HDAC de classe
| aurait un effet inhibiteur de la fonction suppresseur des Tregs alors que l'inhibition des HDAC de
classe Il aurait un effet de stimulation de la fonction suppresseur des Tregs. Il a également été
montré que les HDAC3 peuvent médier le développement et les fonctions des Tregs et qu'une
délétion conditionnelle d’'HDAC3 altére la fonction des Tregs (162). Ces éléments indiquent que les
HDACI ont des effets complexes sur les Tregs et il semble donc particuliérement important de bien

sélectionner 'HDACI a utiliser et les doses auxquelles 'administrer (Tableau 3) (161).

Pour clarifier le réle du systéme immunitaire dans les effets des HDACi en situation
physiologique in vivo West ef al. ont utilisé des modéles précliniques murins syngéniques
d’hémopathie maligne et de tumeurs solides. lls ont montré qu'un systéme immunitaire intact est
nécessaire a I'obtention d’un effet anti tumoral robuste sous traitement par des HDACi comme le
vorinostat ou le panobinostat dans des modéles d’adénocarcinome colique et d’hémopathies
malignes agressives (leucémie/lymphome) (163). En effet cette équipe a montré que les souris
immunodéficientes traitées par HDACI présentant des lymphomes succombent plus rapidement
que les souris immunocompétentes sauvages (wild type) traitées de la méme maniére. Toutefois, il
est intéressant de noter que le traitement conventionnel par des chimiothérapies comme
I'étoposide reste efficace chez les deux types de souris de maniére équivalente. L'interferon-y
(IFNy) et la voie de signalisation passant par le récepteur a I'lFNy sont des éléments clés de ['effet
anti tumoral des HDACI. Le vorinostat et I'IlFNy agissent de concert pour stimuler I'immunogénicité
des cellules tumorales (163). Cette équipe a également montré que la combinaison du vorinostat
et de I'a-galactosylceramide (a-GalCer), un agent inducteur de I'lFNy, est significativement plus
efficace dans le traitement des lymphomes qu’un traitement par vorinostat seul. Les lymphocytes B
sont impliqués dans la réponse immunitaire anti tumorale induite par les HDACi mais pas les
lymphocytes T CD8+ ou les NK (163). Ces données suggérent que les HDACi ont un effet
immunostimulant lorsqu’ils sont utilisés comme traitement anti tumoral. Des combinaisons
thérapeutiques d’HDACI et d'immunothérapies méritent donc d'étre considérées pour de futurs

développements en clinique.
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Tableau 3 - Effet immunomodulateur des HDACI (161)

HDAC inhibitors

Dacinistat
(Pan)
Romidepsin
(class 1)

TSA
(Pan)

VPA
(class | and lla)

Butyrate
(HDAC1,2,7)

Entinostat
(class 1)

Vorinostat
(Pan)

AR-42
(pan)

Panobinostat
(pan)

Rocilinostat
(HDACB)

Givinostat
(class 1 and 11)

Tubacin and
tubastatin
(HDACG)

Mocetinostat

(class 1 and
HDAC11)

APC: Antigen-presenting cell; CMV: Cytomegalo virus; DC: Dendritic cell; HSV: Herpes simplex virus; MDSC: Myeloid-derived suppressor cell; NK: Natural killer; TLR: toll-like receptor.

Tumor

Increases antigen
expression

Increases antigen
expression and
costimulation
molecules

Enhances antigen
processing,
presentation,
costimulation

Enhances antigen
processing and
presentation,
induces MICA/B,
ligands for activated
NK

Enhances
costimulation and
adhesion molecules

Increases MHC class Il

Induces MICA/B,
ligands for activated
NK

Improves
amplification of
oncolytic HSV

Activates gene
expression of
CMV promoter-
driven DNA
vaccine

Effector lymphocytes

Inhibits proliferation of
activated T cells, affects

viability of activated T cells

Reduces IFN-y expression
by NK; induces activation
of naive T cells; impairs
T-cell viability; increases
Blimp-1 and plasma cell
differentiation

Prevents NK cytotoxicity,
reduces IFN-y by NK via
decreasing NK activation
receptors; inhibits B-cell
differentiation

Reduces IFN-y expression
by NK; induces activation
of naive T cells; impairs
T-cell viability; increases
Blimp-1 and plasma cell
differentiation

Increases activation receptors

on NK, increases NK killing

Prevents NK cytotoxicity
via reducing NK activation
receptor

Toxic to activated T cells;

enhances survival of adoptive

transferred CD8 cells

Prevents skin inflammation

by imparing CD8 T-cell
function

Tregs

Stimulates Treg
expansion and
enhances their
suppressive
function

Inhibits Foxp3
expression and
Treg suppressive
function

Stimulates Treg
expansion and
enhances their
suppressive
function

Low dose inhibits
tregs fundtion;
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Figure 10 : Effets de 'inhibition des histones désacétylases sur les protéines non histone (45)

(a) Outre leur activité régulatrice de I'état d’acétylation des histones, les HDAC peuvent
se lier, désacétyler et réguler l'activité de nombreuses protéines non histone comme
des facteurs de ftranscription (tels que P53, E2F1, le facteur nucléaire NF-kB et des
protéines aux fonctions biologiques variées comme [a-tubuline, la protéine
chaperonne Ku70 et la “heat-shock” protéine 90 (Hsp90). L’hyper acétylation de
facteurs de transcription par les HDACi peut augmenter l'activité régulatrice de ces
facteurs de ftranscription et contribuer aux modifications d’expression de genes
observées aprés hyper acélylation médiée par les HDACI. L’hyper acétylation de

protéines comme les Ku70 et Hsp90 induite par les HDACI pourrait ne pas avoir
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d’effet direct ni indirect sur I'expression des génes mais étre importante pour certaines

fonctions biologiques comme l'induction de I'apoptose ou l'arrét du cycle cellulaire.

(b) Les HDACi peuvent impacter la croissance et la survie cellulaire a ftravers de
nombreux effets biologiques. Les HDACI peuvent induire un arrét du cycle cellulaire
en G1/S par régulation positive de la cycline D Kinase N1A (CDKN1A) qui régule
p21WAF1/CIP1 et/ou par régulation négative des cyclines qui contribuent également
au contréle du cycle cellulaire. Les HDACi peuvent réprimer I'angiogenese par leur
capacité a réduire I'expression de facteurs pro-angiogéniques comme le facteur de
croissance vasculaire endothélial (VEGF), le facteur 1a inductible par hypoxie (HIF1a)
et les chimiokines au motif C-X-C du récepteur 4 (CXCR4). Les HDACI peuvent aussi
avoir un effet immunomodulateur en augmentant les propriétés antigéniques de la
cellule tumorale par régulation positive du complexe majeur d’histocompatibilité de
classe I et Il (MHC), du CD40 et des molécules reliées au MHC de classe | (MICA) et
en altérant I'expression de cytokines clés comme le facteur de nécrose tumoral a

(TNFa), l'interleukine-1 et l'interféron- y.

1.3.3 Combinaison d’HDACI et d’autres drogues

Bien que les HDACI aient montré des effets prometteurs in vitro en monothérapie, le large
spectre de réponse moléculaire et biologique qu'ils induisent, leur faible toxicité sur les cellules
saines et certains résultats décevant en phase précoce chez 'homme poussent a penser que
I'utilisation des HDACi en combinaison avec d'autres agents thérapeutiques représente une voie
plus prometteuse de développement clinique. Il a déja été montré que les HDACI peuvent avoir un
effet synergique avec de nombreux composés de structure et de mode d’action variés (59, 164,
165). Il existe un rationnel pour de nombreuses combinaisons avec les HDACi mais les HDACIi ont
également été testés en combinaison avec certains agents sans base mécanistique solide et cela
a parfois permis de mettre en évidence des mécanismes moléculaires qui aident a expliquer

certains effets synergiques.

1.3.3.1 HDACi et autres modulateurs de la transcription :

La leucémie aigué promyélocytaire (acute promyelocytic leukaemia, APL) est un sous-type
des leucémies aigués non lymphoblastiques (ou leucémies aigués myéloblastiques (LAM))
dénommé variant M3 dans la classification internationale FAB (France, Amérique, Grande-
Bretagne). L'APL représente 5 a 15 % des LAM survenant chez I'enfant. Les symptémes ne sont
pas spécifiques, étant similaires a ceux des autres sous-types de LAM (fievre, malaise, paleur,
hémorragies). Cependant les patients présentent un risque hémorragique plus sévére, en raison
d'une thrombopénie qui résulte d'une insuffisance médullaire et d'une consommation plaquettaire

accrue. Cette consommation excessive est causée par la libération granulaire des promyélocytes
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et les analyses biologiques mettent en évidence des signes de coagulation intravasculaire
disséminée. Les promyélocytes sont caractérisés par une translocation réciproque et spécifique
entre les chromosomes 15 et 17, t(15,17), responsable de la fusion du géne PML de la leucémie
promyélocytaire avec le géne tronqué du récepteur alpha de l'acide rétinoique (RAR-alpha). Ce
remaniement chromosomique entraine la synthése d'un récepteur a I'acide rétinoique anormal qui
bloque la différenciation des promyélocytes. La leucémie aigué promyélocytaire peut étre traitée
dans plus de 90% des cas par l'acide transrétinoique (ATRA) qui induit la maturation des cellules
malignes. Le traitement repose sur [l'association de la chimiothérapie (principalement des
anthracyclines) et 'ATRA. Dans I'APL le recrutement aberrant des HDACs via I'expression de
PML-RARa est considéré comme un événement initiateur de carcinogénése. Il y a donc un
rationnel logique pour tester les HDACi en association avec I'ATRA dans cette indication.
L'efficacité de cette combinaison HDACi et ATRA a été démontré a la fois sur des modéles

expérimentaux in vitro, in vivo et en clinique (166-168).

Les rétinoides ont également été utilisés dans le traitement des neuroblastomes et certains
bénéfices cliniques ont été retrouvés mais il existe des résistances intrinséques et acquises a ces
traitements (169). Il a donc été proposé dans ces formes résistantes de tester la combinaison des

rétinoides et ’HDACI avec des résultats précliniques encourageants (170).

Il peut également étre intéressant de combiner les HDACI avec des agents déméthylants
de 'ADN (en anglais DNA-demethylating agents) comme la 5-azacytidine dans le cadre de
traitements antinéoplasiques. Les génes suppresseurs de tumeur qui sont rendu
transcriptionnellement silencieux par méthylation de I'ADN pourraient étre réactivés de maniére
plus efficace par une déméthylation de 'ADN et une hyper acétylation des histones réalisées de
maniére séquentielle (171). Ce schéma thérapeutique a été testé en clinique dans le cadre de
syndromes myélodysplasiques et de leucémies myéloides aigues (AML). Des réponses partielles
et complétes ont été observées en concomitant d’'une déméthylation globale de I'ADN, d'une
hyper acétylation des histones et d'une activation de génes préalablement silencieux comme
CDKN1A and CDKN2B (qui codent pour p21WAF1/ CIP1 et p15INK4b, une protéine inhibitrice des
kinases dépendantes des cyclines) (164, 172).

1.3.3.2 HDACi et chimiothérapies conventionnelles :

Etant donné la toxicité clinique minime des HDACI et la capacité des HDACI a abaisser le
seuil apoptotique des cellules tumorales, la combinaison d’'HDACi et de chimiothérapies
conventionnelles a été testée. Avec une approche quelque peu empirique, des effets pro-
apoptotiques additifs et synergiques de combinaisons d’'HDACI et de diverses chimiothérapies ont
été rapportés sur différentes lignées cellulaires tumorales humaines in vitro et in vivo (59, 164).
Pour donner quelques exemples on peut noter que la combinaison du LAQ824 ou du SAHA avec
la gemcitabine (un antimétabolite) et le docétaxel ou I'épothilone B (des agents antimicrotubules) a

montré une potentialisation de I'effet cytotoxique sur des lignées cellulaires de cancer du sein (173,
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174). Le LAQ824 a également montré un effet synergique avec la déxamethasone, un traitement
classique des rechutes de myélomes (175). Cet effet synergique a été au moins en partie attribué
a une stimulation de la voie de l'apoptose. Il a été montré que l'apoptose induite par la
déxaméthasone implique un relargage d’activateurs des caspases dérivées des mitochondries
comme SMAC (second mitochondria-derived activator of caspases) et une activation de la
caspase 9 mais pas de la caspase 8 (176). Le relargage des protéines mitochondriales comme
SMAC dans le cytosol conduit a une neutralisation de l'effet inhibiteur de I'apoptose des protéines
inhibitrices de l'apoptose (IAP) sur la caspase 9 et permet a la déxaméthasone d’augmenter la
cytotoxicité induite par le LAQ824 qui est médiée par la caspase 9. De plus, la caspase 8 est
activée par le LAQ824, mais pas par la déxaméthasone, ce qui apporte un signal apoptotique

supplémentaire a celui déja induit par la déxaméthasone.

Un effet cytotoxique synergique a également été observé sur des cellules de cancer
bronchique non a petites cellules (CBNPC) aprés traitement par un HDACI le CI-994 en
combinaison avec la gemcitabine ou le docétaxel (177). Dans un essai thérapeutique de phase |
incluant des patients présentant des tumeurs solides de stade avancé recevant le CI-994 et du
paclitaxel il a été observé des réponses tumorales partielles et complétes et le schéma
thérapeutique a été considéré acceptable (178). Un essai de Phase Ill comparant I'efficacité de la
gemcitabine a celle de la combinaison de gemcitabine et de CI-994 a été initiée chez des patients
présentant des CBNPC. Mais les résultats d’'un essai de phase Il de combinaison de gemcitabine
et de CIl-994 dans les cancers du pancréas avancés a montré I'absence de bénéfice en terme de
survie globale, de taux de réponse ou de temps jusqu’a progression de la maladie tumorale. De
plus, dans cet essai la combinaison de gemcitabine et CI-994 a apporté une dégradation de la
qualité de vie et une augmentation de la toxicité hématologique et semble donc inférieure a la

gemcitabine en monothérapie (179).

1.3.3.3 HDAC.i et ligands des récepteurs de mort :

La capacité des HDACI a induire I'expression d'un grand nombre de récepteurs de mort et
de leurs ligands ainsi que la capacité des HDACI a abaisser le seuil apoptotique des cellules
traitées par HDACI, constituent des bases moléculaires solides pour développer des études de
combinaison d’'HDACI et de stimuli des récepteurs de mort. En effet un puissant effet synergique
sur l'apoptose des cellules tumorales a été observé aprés traitement par différents HDACI
combinés a des activateurs de la voie de TRAIL ou de Fas (180-187). Les bases mécanistiques
de cet effet synergique restent mal connues et cet effet pourrait étre dépendant du type cellulaire
comme pour beaucoup des effets des moléculaires et biologiques des HDACIi. Cependant un
certain nombre d'études ont démontré que le traitement par HDACi augmente I'expression de
récepteurs de mort pro apoptotiques, stimule la formation de complexes de signalisation induisant
la mort (death-inducing signalling complex, DISC) et/ou régule négativement les inhibiteurs de la

voie de signalisation des récepteurs de mort comme les domaines de mort associés a Fas (FADD),
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linhibiteur d’apoptose 2 (IAP2) ou d’autre inhibiteur d’apoptose comme XIAP (180, 182, 184-187).
Ces données montrent que les HDACI favorisent I'activation de la voie des récepteurs de mort. En
effet, I'effet synergique des HDACI et des ligands de récepteurs de mort peut étre totalement
bloqué par la surexpression de dominant négatif de FADD (184, 185). Des doses sub-létales
d’'HDACI peuvent restaurer la sensibilité de cellules TRAIL-résistante a I'apoptose médiée par
TRAIL (188). Un autre modéle pour expliquer les effets combinés des HDACI et des ligands de
récepteurs de mort est que le stimulus qu’ils produisent permet simultanément d'activer la voie
intrinséque et la voie extrinséque de I'apoptose, ce qui aboutit 2 une majoration de la mort
cellulaire. Cette hypothése est renforcée par des études démontrant que l'inhibition de la voie des
récepteurs de mort via la surexpression de dominant négatif de caspase 8 ou FADD, ou l'inhibition
de la voie intrinséque de l'apoptose par une surexpression de BCL2 ou de BCL-XL abolissent
'effet synergique pro apoptotique médié par les HDACi et TRAIL a court terme (24h) (183).
Toutefois seules les cellules avec une voie de signalisation des récepteurs de mort déficiente (via
la surexpression de dominant négatif de caspase 8) et non les cellules sur exprimant BCL2 ou
BCL-XL, conserve leur capacité clonogénes aprés traitement par sodium butyrate (un HDACI) et
TRAIL (183). L'ensemble de ces données montrent que les HDACIi hyper sensibilisent les cellules
a I'apoptose via la voie des récepteurs de mort ce qui constitue un rationnel intéressant pour

développer ce type de combinaison thérapeutique en clinique.

1.3.34 HDACI et inhibiteurs de kinases :

Les HDACIi en monothérapie peuvent diminuer I'expression des ARN messagers de BCR-
ABL et provoquer l'ubiquitination et la dégradation de BCR—-ABL en inhibant HDAC6. Les HDACI
ont donc logiquement été testés en combinaison avec l'imatinib (Gleevec; Novartis), un inhibiteur
de la kinase ABL capable de tuer les cellules de leucémie myéloide chronique (LMC) BCR—-ABL-
positives avec une efficacité clinique reconnue (189). L'ensemble des HDACi testés en
combinaison avec l'imatinib a un effet synergique cytotoxique sur les cellules de LMC exprimant
BCR-ABL (190-195). Il est important de noter que la combinaison HDACi/imatinib est efficace
contre les LMC réfractaires a I'imatinib et que la combinaison a un effet cytotoxique similaire sur
les LMC BCR-ABL sauvages et les formes T315] mutées de LMC BCR-ABL (qui sont résistantes
a l'imatinib seul) (190-192). L'effet synergique de cette combinaison sur les cellules BCR-ABL
s’explique probablement par l'acétylation de Hsp90 du fait des HDACI et I'inhibition de l'activité
kinase BCR-ABL du fait de I'imatinib. De plus, comme l'inhibition de la voie MEK/ERK augmente
'apoptose induite par les HDACI et que cette voie se trouve directement en aval de BCR-ABL, il
est possible que la suppression de l'activité MEK/ERK par I'imatinib renforce également I'apoptose

médiée par les HDACI.

54



1.3.3.5 HDAC.i et régulateurs de la dégradation par le protéasome:

Les HDACI ont un effet synergique avec des inhibiteurs de HSP90 comme la 17-allyl-
aminodemethoxy geldanamycine (17-AAG) qui induit la dégradation de différentes « protéines
clientes » de HSP90 (193, 196, 197). Tout comme la combinaison HDACi et imatinib, la
combinaison HDACI et 17-AAG est efficace sur les LMC exprimant BCR-ABL sauvage ainsi que
les formes de LMC mutées réfractaires a I'imatinib en induisant une activation de la dégradation
par le protéasome de la protéine de fusion oncogénique (196). De plus, les HDACI et la 17-AAG
induisent un effet pro apoptotique synergique dans les cellules de LAM exprimant de maniére
constitutive une forme oncogénique active de FLT3 qui est une protéine cliente de Hsp90 et
induisent également la polyubiquitination et la dégradation de FLT3 (193). Les mécanismes précis
expliquant cette synergie ne sont pas complétement définis mais la régulation de NF-kB pourrait
étre un élément important du niveau de réponse apoptotique induite par les HDACI. De plus, la 17-
AAG peut réprimer l'activité de NF-kB en induisant la dégradation de la protéine kinase B IkB
(IKKB) qui est une « protéine cliente » de Hsp90 renforgant ainsi I'apoptose induite par les HDACI
(198). Par ailleurs, comme I'hyper acétylation de Hsp90 diminue son affinité pour 'ATP et que
'ATP est essentielle pour la fonction des protéines chaperonnes, le traitement par HDACi pourrait
abaisser le seuil d'inhibition de Hsp90 par la 17-AAG, ce qui pourrait conduire a 'augmentation de
l'ubiquitination et de la dégradation des protéines clientes de Hsp90 que lI'on observe lors du

traitement des cellules par la combinaison d’'HDACI et de 17-AAG.

Les HDACI ont également un effet synergique avec les inhibiteurs du protéasome comme
le bortezomib (Velcade; Millennium) qui stabilise certaines protéines (199-203). Bien que les
mécanismes sous-jacents n'aient pas été spécifiquement identifiés, la combinaison d’'HDACI et du
bortezomib induit une augmentation notable des dérivés réactifs de I'oxygéne (en anglais, reactive
oxygen species : ROS) au sein des cellules traitées et I'utilisation d’'un traitement anti-radicaux
libres (capable de séquestrer les radicaux libres) bloque I'apoptose induite par la combinaison
d'HDACI et de bortezomib (200, 201). Les inhibiteurs du protéasome sont connus pour étre de
puissants inhibiteurs de l'activité de NF-kB et le bortezomib peut totalement bloquer I'activation de
NF-kB induite par les HDACI (200, 201). Mais NF-kB active supprime I'accumulation des ROS et le
bortezomib pourrait augmenter 'effet pro apoptotique des HDACI en inhibant I'activation de NF-kB
et par conséquent en favorisant 'accumulation de ROS. Cet effet peut paraitre paradoxal dans la
mesure ol NF-kB est une protéine de la superfamille des facteurs de transcription impliquée dans
la réponse immunitaire et la réponse au stress cellulaire. Cette derniére est associée aux facteurs
anti-apoptotiques. En effet, son activation par la libération de sa protéine inhibitrice (IKB)
déclenche la transcription de génes anti-apoptotiques dans le noyau. Elle effectue donc un

rétrocontréle négatif de I'apoptose habituellement.

Il pourrait y avoir une explication mécanistique différente liée au réle essentiel d’HDACB6
dans la formation de I'aggrésome (204). L’aggrésome est un organite du cytoplasme vers lequel
sont adressées les protéines anormales ou elles sont traitées pour pouvoir étre éliminées.

L’élimination de ces protéines anormales est un élément critique pour la survie cellulaire.
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L’aggrésome séquestre des protéines anormales (qui si elles ne sont pas séquestrées induisent un
stress cellulaire toxique pour la cellule) et facilite la dégradation de ces protéines par le
protéasome (205). L'HDAC6 se lie aux protéines anormales polyubiquitinées et les adresse a
laggrésome. Cette fonction est dépendante de l'activité enzymatique de I'HDAC6E (204). La
combinaison de tubacin (un HDAC inhibiteur) et de bortezomib majore de maniére importante le
taux de protéines polubiquitinées, active la réponse au stress cellulaire médiée par JNK et la
augmente la mort cellulaire ce qui tend a corroborer I'hypothése selon laquelle I'inhibition des voies
de l'aggrésome et du protéasome induisent l'apoptose due a Il'accumulation de protéines

anormales (199).

1.3.3.6 HDACI et anti angiogéniques :

Les agents anti angiogéniques interférent avec la formation des nouveaux vaisseaux
tumoraux et sont actifs préférentiellement lorsque la masse tumorale reste limitée, essentiellement
a la périphérie de la tumeur. Comme nous I'avons vu précédemment les néo vaisseaux tumoraux
sont non structurés, avec des shunts artério-veineux, des thrombi et des anomalies de la
couverture péricytaire, ce qui favorise I'hypoxie. lls sont le résultat d'un déséquilibre dans la
balance pro angiogéniques / anti angiogénique nécessaire a la formation normale des vaisseaux.

L’inclinaison vers le pro angiogénique conduit a une formation anarchique de vaisseaux.

Le rationnel de la thérapie anti angiogénique repose sur I'exploitation d’'un effet tumoral
cytostatique rendu possible par I'induction d'une régression de la vascularisation anarchique, voire
une normalisation vasculaire au sein de la tumeur. Les agents anti angiogéniques exercent leur
activité en normalisant la vascularisation tumorale via un rétablissement de I'équilibre pro
angiogéniques / anti angiogénique nécessaire a la bonne structuration des vaisseaux. Ainsi, ils
permettent d’augmenter I'oxygénation tumorale, de stabiliser et de réorganiser le réseau des
vaisseaux tumoraux durant une période transitoire appelée « fenétre vasculaire » (206, 207).
Lorsque le schéma d’administration est approprié, il devient possible d’augmenter 'oxygénation
des cellules tumorales grace aux agents anti angiogéniques (208). A ce jour, la principale cible des
agents anti angiogéniques en cours de développement est la voie du VEGF, qui par ailleurs
constitue, avec le FGF, lI'un des facteurs angiogéniques sécrétés par la cellule tumorale en
situation d’hypoxie sous l'effet de la stabilisation de HIF-1. Le VEGF posséde une affinité étroite
pour trois récepteur tyrosine kinase présents a la surface des cellules de I'endothélium vasculaire :
VEGFR1, VEGFR 2, et VEGFR3. C’est un acteur clef de la survie, de la prolifération et des
capacités de migration des cellules endothéliales via les voies PI3k/Akt, RAS/Raf/MEK/ERK et
p38/MAPKAPK2-3 (MAPK activated protein kinase)/hsp27 (208, 209). En paralléle, le VEGF active
la phospholipase C gamma (PLC-y), qui active la protéine kinase de type C (PKC) (une protéine
sérine thréonine kinase dépendant du calcium et des phospholipides), qui d’'une part active la voie
des MAP kinases et d’'autre part augmente les concentrations intracellulaires de calcium. Cette

augmentation de la concentration calcique entraine I'activation de la phospholipase A et de 'oxyde
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nitrique synthase (NOS). L'augmentation de la production de NO (monoxyde d’azote) augmente la
perméabilité vasculaire, et donc favorise l'augmentation de la pression interstitielle, facteur
d’hypoxie et d’angiogenése. La signalisation en aval du VEGF qui fait intervenir la voie des FAK
(focal adhesion kinase) et de la paxilline favorise la migration cellulaire et le processus

métastatique (210).
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Figure 11 : Voies de signalisation du VEGF dans la cellule endothéliale (210)

\ Cell proliferation

—

1.4 PLACE DE LA RADIOTHERAPIE ET CONCEPT DE RADIOSENSIBILISATION:

Environ 50 % des patients pris en charge pour une tumeur solide recoivent une
radiothérapie dans l'histoire de leur maladie. Il y a 30 ans, Suit et Westgate avaient montré que le
bénéfice en survie lié a la radiothérapie était principalement lié au contréle local. L'amélioration du
contréle local avait également un effet indirect sur la probabilité de survenue de métastases, car
celles-ci pouvaient étre secondaires a I'évolution de la tumeur primitive ou a sa récidive (211). De
méme, le « Early Breast Cancer Trialists' Collaborative Group » (EBCTCG) a démontré en

cancérologie mammaire avec plus de 15 ans de recul que la radiothérapie réduit le risque de
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récidive locale, le risque de récidive locorégionale et améliore la survie spécifique et la survie
globale. La méta analyse de ce groupe actualisée en 2011 confirme également qu’aprés traitement
conservateur d’'un cancer du sein la radiothérapie permet d'éviter 1 mort par cancer du sein pour 4
récidives locales évitées a 10 ans. Ce constat reste valable et le bénéfice en contrdle local lié a la

radiothérapie continue d’'étre étroitement associé a un bénéfice en survie (212).

1.4.1 Mécanismes d’action des rayonnements ionisants :

Lors d'une irradiation, les rayonnements ionisants utilisés déposent de I'énergie dans la
matiére irradiée. Cette énergie se mesure en Gray (Gy) et 1 Gy équivaut a 1 joule/Kg de matiére.
L’irradiation provoque un ensemble de phénoménes que l'on peut diviser en cing étapes

majeures :

- La premiére est I'étape physique. Elle correspond aux tout premiers instants aprés
lirradiation (< 10" s) aboutissant a la création d’espéces excitées ou ionisées. C'est ce que l'on

appelle I'effet direct.

- La deuxiéme est une étape physico-chimique. Elle survient entre 10" s et 107 s et
aboutit a la thermalisation du milieu puis a la formation d’espéces radicalaires comme les dérivés
réactifs de I'oxygéne (ROS), OH. , H. et des électrons aqueux e- via la radiolyse de I'eau. C’est ce

que I'on appelle I'effet indirect.

H + HO

excitation H,0O"
H,O H"+ HO
H,0

ionisation H,0"  + e o Ny HO +
H,O x

H;0*

Figure 12 : Radiolyse de I'eau

- La troisiéme étape est une étape chimique. Elle survient entre 10" s et 10° s et

correspond a la diffusion des radicaux libres.

58



- La quatriéeme étape est I'étape « biochimique ». Elle débute alors avec les réactions entre

espéces radicalaires et biomolécules engendrant leur dégradation ou leur endommagement.

-La cinquiéme étape est I'étape « biologique ». Elle permet la prise en charge des
dégradations et la réparation des biomolécules. Les systémes de réparation, plus ou moins fidéles,
peuvent durer plusieurs heures. Si la réparation n'a pas lieu ou ne se fait pas de maniére fidéles
des lésions moléculaires pouvant étre graves apparaissent. Les cellules comportant ces anomalies
peuvent soit étre éliminées par différents mécanisme de mort cellulaire soit survivre avec ces
anomalies ce qui peut conduire a l'apparition de différentes pathologies et en particulier a la
cancérogénése (213). De méme dans le cas de lirradiation de cellules cancéreuses celles-ci
peuvent soit s’orienter vers différents mécanismes de mort soit survivre et comporter alors des
mutations ou anomalies pouvant leur conférer des caractéristiques ou un phénotype différents de

ceux du clone initial dont elles proviennent.

L'interaction des radicaux libres avec I'oxygéne (02) a proximité conduit a la formation de
radicaux peroxyles ROO. et de radicaux anions superoxydes 0%- a partir de 0? et d’électrons
aqueux (e-aq) qui peuvent réagir avec les molécules d’eau pour former HOO. ROO et HOO sont
des radicaux libres hautement réactifs. La présence d'oxygéne majore donc la formation des
radicaux libres sous formes de ROS ce qui majore les dommages engendrés par l'irradiation. C’est

ce que I'on appelle I'effet oxygéne qui est donc un effet radio sensibilisant.

Les dommages causés par les radiations ionisantes par effet direct ou indirect touchent la

plupart des biomolécules telles que 'ADN, les protéines, les sucres, les alcools ou les lipides.

1.4.1.1 Dommages des protéines

Les radicaux libres réagissent avec les acides aminés, les peptides et les protéines par
abstraction d’hydrogéne, transfert d’électron ou addition. Les dommages oxydatifs induits sur les
protéines par les radicaux libres peuvent conduire a des modifications structurales (dimérisation
par pontage intra- ou inter-protéines, agrégations, fragmentations, réarrangements, modification
des acides aminés) et fonctionnelles (perte d'activité enzymatique, altération du processus de
protéolyse). Le radical hydroxyle, groupement électrophile, oxyde préférentiellement les sites a
forte densité électronique et ce radical va attaquer soit le squelette peptidique, soit les chaines
latérales. Compte tenu de la diversité des chaines latérales des acides aminés, de nombreux

radicaux peuvent donc étre formés suite a I'attaque radicalaire.

1.4.1.2 Dommages des lipides

Les membranes cellulaires sont essentiellement composées d’'acides gras polyinsaturés

(AGPI). Ceux-ci sont des cibles de choix pour les ROS tels que le radical hydroxyle capable
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d'arracher un proton sur un carbone en a de deux doubles liaisons, pour former un radical diéne
conjugué ensuite oxydé en radical peroxyl (214). Ainsi, lors d'irradiations, les radicaux hydroxyles
peuvent initier la peroxydation lipidique par abstraction d’'un proton de la chaine aliphatique de
l'acide gras (LH) aboutissant a un radical alkyl (L.). Le radical résultant peut, s’il n'y a pas
réarrangement entre deux radicaux lipidiques, réagir avec de l'oxygéne pour donner le radical
peroxyle LO,. Le radical peroxyle va réagir avec un acide gras adjacent pour donner un hydro
peroxyde lipidique et un autre radical alkyl L. Les hydro peroxydes peuvent étre réduits et
neutralisés par la glutathion peroxydase ou continuer a s’oxyder et a se fragmenter en aldéhydes

et en alcanes qui sont toxiques pour la cellule.

1.4.1.3 Dommages de ’'ADN

En cancérologie la cible principale reste toutefois 'ADN car c'est elle qui permet la
transmission de l'information génétique d’une cellule a ses descendantes et qui garantit le maintien
de l'intégrité génétique d’un individu. Des changements dans l'intégrité structurale, par altération
des bases ou des sucres ainsi que par modification dans la séquence des nucléotides qui
composent la double hélice de 'ADN, peuvent induire des erreurs dans le code génétique de la
cellule et ainsi interférer avec la réplication ou la transcription du génome. L'ADN, de par son rdle
dans l'organisme, est la cible privilégiée de lirradiation en termes d’impact biologique cellulaire. En
effet, les dommages subis par 'ADN ont été établis comme la source majeure des effets
biologiques observés. Par exemple, en 1977, Warters ef al. (215) montrent que la toxicité de I
radioactif dépend de son site d'incorporation et engendre 300 fois plus de toxicité s'il est absorbé
sur 'ADN que s'il est absorbé sur les membranes. Depuis, cet effet a été confirmé par de
nombreuses études, et 'ADN, bien que n’étant pas la cible unique de lirradiation, reste la molécule

cible majeure.
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Figure 13 : Représentation schématique des Iésions de ’ADN induites par les effets directs et
indirects des rayonnements ionisants (adapté de C. Prouillac, schéma non publié)

Différents types de lésions de 'ADN peuvent étre causées par les radiations ionisantes.
Ces dommages peuvent étre classés en deux grandes catégories : les cassures de 'ADN et les

lésions ou modifications de bases.

1.4.1.3.1 Les cassures simple et double brin de ’'ADN

Les cassures simple et double brin de 'ADN sont dues a une rupture de la chaine sucre-
phosphate liant les bases de 'ADN entre elles. Les cassures simples brin représentent une part
importante des dégats engendrés par l'irradiation (environ 1000 par Gy et par cellule pour une
irradiation gamma). Les cassures double brin sont plus rares (40 par Gy et par cellule pour une
irradiation gamma). Elles correspondent a deux cassures sur les brins opposés de I'ADN situées a
moins de dix paires de base l'une de lautre. Elles sont beaucoup plus dangereuses pour
l'organisme et sont reconnues comme premiére cause de |étalité cellulaire lors d’'une irradiation
(216, 217).
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Figure 14 : Principaux dommages radio induits de 'ADN et leurs spécificités (217)

La densité d'énergie déposée conditionne le type biochimique des dommages de 'ADN,
leur incidence par Gy ainsi que leur demi-vie moyenne de réparation. Les valeurs numériques
correspondent ici aux rayons X émis par une irradiation de 200 kV. Plus la densité d’énergie

déposée est élevée, plus le dommage créé est lent a réparer.

Ces cassures peuvent étre issues soit d'une particule dégradant les deux brins, soit de
deux dégradations de type cassure simple brin. Elle est dite homologue si elle se produit au niveau
de la méme paire de bases et hétérologue dans le cas contraire. Les ruptures hétérologues sont
les plus fréquentes. Une cassure simple ou double brin peut conduire a une perte définitive de
l'information génétique contenue dans la zone Iésée. Ainsi, la dégradation de 'ADN par cassure
simple ou double brin peut étre considérée comme un des effets les plus lourds de conséquence
de lirradiation. Nous noterons aussi que ces cassures sont dues aux deux effets : a I'effet direct,
s’apparentant a une ionisation directe de ’'ADN, ainsi qu’a un effet indirect di a la production de
ROS dont les radicaux hydroxyles, généralement modélisés in vitro par réaction de Fenton, ou les
électrons libres aqueux. La premiére explication de la cassure du squelette de 'ADN est
labstraction du proton H4' par les radicaux hydroxyles aboutissant a la formation de
phosphoglycolate et de propénal (218). Le second type d'oxydation possible di aux radicaux
hydroxyles est la formation de 5'-aldéhyde par abstraction du proton en H5'. Des pontages intra ou
inter chaines ou des pontages ADN/protéines environnantes peuvent aussi se former lors
d'irradiations dans le cas ol deux radicaux sont produits a la fois dans I’ADN et dans une protéine.
En général, le pontage est observé entre les acides aminés « tyrosine » des protéines et les bases

pyrimidiques de 'ADN.
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1.41.3.2 Les dommages du cytosquelette de ’ADN

Les dommages du cytosquelette de 'ADN peuvent étre dus a la modification ou a la
destruction des bases, a des phénoménes de pontage et de formation de diméres ou a I'addition
de produits issus de la peroxydation lipidique. Ces dégats sont prépondérants (environ 10 000
dommages de base par Gy et par cellule pour une irradiation gamma) et sont facilement
réparables avec un temps de demi-réparation de l'ordre de 5 a 10 min (217). Les bases dégradées
sont dans certains cas stables, mais de nombreuses modifications induisent leur instabilité et leur
dégradation. De plus, la toxicité et I'effet mutagéne de certaines bases modifiées sont réels. Nous
pourrons noter que les bases pyrimidiques sont plus radiosensibles que les bases puriques. Les
modifications des bases peuvent étre dues soit a I'effet direct soit a I'effet indirect. Dans le cas de
I'effet indirect, le premier effet des radicaux hydroxyles sur les nucléosides est I'oxydation des
doubles liaisons des bases, généralement en position C5 et C6 des bases pyrimidiques (cytosine,

thymine) et C4 et C8 des bases puriques (adénine, guanine).

1.4.2 Mécanismes de réparation des dommages

Les mécanismes de réparation de I'ADN sont complexes, et leur mise en jeu, finement
régulée, dépend du type de lIésion a réparer. Les cassures double brin (CDB), qui constituent les
principales lésions létales aprés exposition aux rayonnements ionisants, sont réparées par le
systéme de réparation par suture non homologue (en anglais, non homologous end-joining, NHEJ)
et la recombinaison homologue (RH) (219). Les adduits alkyles formés au niveau de I'O6 guanine,
sont réparés par un mécanisme de réversion directe faisant intervenir une enzyme de réparation
appelée 0O6-methylguanine DNA methyltransférase (MGMT). Les mésappariements de base
survenant lors d'erreurs des polymérases sont pris en charge par le systétme MMR pour
« missmatch repair » en anglais. Les sites abasiques sont réparés par le systtme BER (Base
excision Repair), les adduits formés par certains agents anticancéreux (alkylants, sels de platine)
ou les diméres de thymidine formés aprés exposition aux rayonnements ultraviolets sont réparés

par le systéme NER (nucleotide excision repair).
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Figure 15 : Lésions de I'ADN et systémes de réparation (220)

1.4.21 Larecombinaison homologue

La recombinaison homologue est historiquement le premier mécanisme de réparation des
dommages de 'ADN mis en évidence (221). Il a été initialement étudié chez les levures puis sur
les cellules humaines proliférantes ol ce mécanisme est actif en phase S et G2/M du cycle
cellulaire quand une chromatide sceur est présente et sert de brin modéle. Ce systéme de
réparation est initié aprés reconnaissance des CDB par le systéme MRN (formé de la nucléase
Mre11, de 'ATPase RAD50 et de la protéine NBS1 qui interagit avec l'histone H2AX). Les
protéines BRCA1 et PARP1 (poly(ADP) ribose polymérases) facilitent le recrutement du complexe
MRN, qui s’associe a la protéine CtlP (CtBP-interacting protein) et [I'exonucléase EXO1
(exonuclease 1) au niveau du site endommagé de 'ADN. Le complexe ainsi formé excise les
extrémités de I'ADN (fonction nucléasique). La protéine de réplication RPA (replication protein A)
empéche la dégradation des extrémités de 'ADN simple brin ainsi formées. En paralléle, MRN
phosphoryle ATM qui active 53BP1 (p53-binding protein 1) et BRCA1. Les protéines BRCA1,
RAD51 et BRCA2 et RAD54 s’associent pour fagonner les extrémités de 'ADN, RAD51 déplace
RPA de I'extrémité de 'ADN et forme un filament nucléoprotéique qui réalise la jonction de Holliday
et le brin d’ADN est ensuite allongé par une ADN polymérase (fonction de repolymérisation) (222).
Aprés les étapes de résection, invasion de brin et synthése d’ADN, la réparation peut se faire par
deux voies distinctes. La voie principale semble étre la voie du « double-strand break repair »
(DSBR) qui est parfois nommée modéle de la double jonction Holliday. Figure 16 ci-dessous cette
voie est présentée comme la recombinaison homologue par D. Averbeck ef al. Cette voie

comporte en général un échange de brin ou « crossover ». La deuxiéme voie, qui semble
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secondaire, est celle du « synthesis-dependent strand annealing » (SDSA) (223). Cette voie de

réparation concerne des séquences en tandem ou répétées mais elle n’est pas toujours fidele.

\l CDB Rad50/Mrel 1/Xrs2(Nbsl)
$t 3 — 5 @@ 3
3 5 3 hRad5? : attachement
hRdd‘?l B ™
G}% @Gl]) Q /8/
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O J

Recombinaison homologue “single-strand annealing”™

Figure 16 : Schématisation de la réparation par recombinaison homologue (213)

Schéma hypothétique de la réparation de cassures double brins (CDB) par recombinaison
homologue avec la voie principale (& gauche) et la voie concernant le single strand annealing (a

droite) avec quelques protéines clés. (Rl : rayons ionisants).

Plusieurs agents cytotoxiques peuvent inhiber la recombinaison homologue. C'est en
particulier le cas des analogues des nucléosides, comme certains agents de chimiothérapie
conventionnels (ex : la gemcitabine), le TAS-106 (analogue nucléosidique et inhibiteur des ARN
polymérase |, Il et Ill) et le gimeracil (analogue de la dihydropyrimidine déshydrogénase) (224).
Les autres molécules ayant montré un effet inhibiteur sur la recombinaison homologue incluent le
ZD7762 (inhibiteur de Chk1/2, qui agit indirectement sur BRCA1), le MG132 (inhibiteur du
protéasome), le PCI-24781 (inhibiteur de HDAC), le 17-AGG (inhibiteur de hsp90) (224).

Parmi les inhibiteurs spécifiques de la recombinaison homologue, on compte I'imatinib,
inhibiteur de la tyrosine kinase Bcr-abl et qui exerce également une inhibition sur RAD51
(diminution de I'expression de RAD51 et inhibition de sa fixation a la chromatine). L'imatinib a été
évalué en association a la radiothérapie et il augmente la mort clonogénique, les cellules tumorales

étant plus sensibles que les fibroblastes normaux (225). Les inhibiteurs spécifiques de RAD51 (par
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exemple, le B02 qui inhibe la fixation de RAD51 a 'ADN) augmentent également la sensibilité de
la cellule tumorale aux lésions de 'ADN (226). Les autres agents en cours de développement
pouvant majorer la radiosensibilité via leur action sur la recombinaison homologue incluent le Mirin
(inhibiteur de Mre11) ou les inhibiteurs de CDK1, qui est comme nous I'avons vu un acteur des
points de restriction en phase S (89, 227). L'altération de génes impliqués dans la recombinaison
homologue (comme la recombinase Rad51 ou les génes de susceptibilité au cancer BRCA1 et

BRCAZ2) confére également un phénotype de radiosensibilité (228).

Les protéines PARP1 et PARP2 sont activées en présence de lésions de TADN. Comme
décrit plus haut, PARP1 peut se lier aux extrémités des CDB de I'ADN et moduler la
recombinaison homologue. En outre, PARP1 posséde de nombreux substrats impliqués dans la
réparation des CDB, dont ATM, p53, les protéines Ku70 et Ku80, la DNAPK et Mre11 (229).
L’inhibition de PARP1 potentialise le retard de croissance radio-induit dans plusieurs modéles
tumoraux, en particulier de cancer bronchique non a petites cellules (CBNPC) (230). Plusieurs
inhibiteurs de PARP1 sont en cours de développement clinique. Ces inhibiteurs sont
particulierement efficaces a I'encontre des tumeurs présentant des mutations inactivatrices de
BRCA1 ou BRCA2, ces mutations étant trés fréquentes dans certaine forme de cancer du sein
(231). En effet, en 'absence de PARP1, le défaut de réparation des CSB va créer des arréts des
fourches de réplication au moment de la réplication de 'ADN, qui vont aboutir a la formation de
CDB. Il a ainsi été montré que les cellules présentant une inactivation de PARP1 présentent une
activation accrue du systéme de recombinaison homologue (232). L'utilisation d’inhibiteurs de
PARP1 semble donc particulierement intéressante sur le plan théorique lorsque la recombinaison
homologue est défaillante, comme en cas de mutation inactivatrice de BRCA1 ou BRCAZ2.
L’inhibition de PARP par 'AZD2281 (olaparib) dans des modéles de cancers nasopharyngés
augmente les lésions radio-induites de I'ADN, les arréts dans le cycle cellulaire et I'apoptose.
L'effet est synergique avec lirradiation et se traduit par un retard de croissance dans des
xénogreffes tumorales (233). Dans des sarcomes d’Ewing, linhibition de PARP1 augmente
'apoptose radio-induite d’'un facteur 2,9 a 4,0 et I'effet de I'association se traduit in vivo par un arrét

de la croissance de tumeurs implantées en sous-cutané (234).

Enfin, il a été montré que la perte de la fonction de PTEN (Phosphatase and tensin
homolog - le régulateur négatif de la voie de signalisation PI3k/Akt), dans les cellules tumorales
s'accompagne d'une réduction de [lactivité du systtme de recombinaison homologue,
probablement en raison de la réduction de I'expression de RADS51, encourageant d’autant plus le

ciblage de PARP1 en association a la radiothérapie dans ces tumeurs (235).

1.4.2.2 Laréparation par suture non homologue (NHEJ)

La réparation par religation non homologue des cassures double brin -en anglais non
homologous end-joining (NHEJ)- est le systéme prépondérant de réparation des cassures double

brin chez les mammiféres, mais il peut induire des erreurs de réparation. Contrairement a la
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recombinaison homologue, le NHEJ ne nécessite pas d’homologie avec un autre duplex de I'ADN
et n'utilise pas, ou trés peu, de paires de bases homologues entre les extrémités de 'ADN cassé.
Les cassures double brin radio-induites sont d'abord reconnues par le complexe
Rad50/Mre11/Xrs2(Nbs1) comme dans la recombinaison homologue. La protéine Nbs1 signale la
présence du dommage dans 'ADN au systéme de contréle du cycle cellulaire (checkpoint) et
régule lactivité du complexe Mre11-Rad50. Puis, deux hétérodimeres de deux protéines
chaperonnes Ku (Ku70 et Ku80) se fixent aux extrémités des brins d’ADN cassés et se complexent
aux sous-unités catalytiques de la protéine kinase ADN dépendante (DNA-PKcs) qui est alors
capable d'induire la phosphorylation et donc I'activation de diverses protéines environnantes. Par
exemple, la DNA-PK et ATM phosphorylent H2AX (Histone 2AX), dont la fonction est incertaine
mais qui pourrait modifier la conformation de I’ADN (décondensation). La plupart des cassures
double brin ne sont pas des coupures franches mais comportent des terminaisons simple brin
modifiées qui doivent étre coupées, le complexe de protéines hMre11/hRad50/Nbs1 ayant une
activité endo et/ou exonucléasique intervient également avant la religation et la protéine Artemis
remodéle les extrémités de 'ADN. L'autophosphorylation de la DNA-PK entraine sa dissociation du
site de cassure. Enfin, les bréches sont probablement comblées par une ADN polymérase, et,
aprés alignement des brins, ceux-ci sont reliés par 'ADN ligase IV en présence de la protéine
XRCC4 (X-ray cross complementing 4). Ce mécanisme de réparation a I'avantage d’'une grande
rapidité d’action et il ne dépend pas de I'existence d'une molécule sceur d’ADN qui n'existe

qu’apreés réplication.
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Figure 17 : Schématisation de la réparation par suture non homologue (NHEJ) (213)

Schéma hypothétique de la réparation de cassures double brin (CD) par le systéme non
homologue (non homologous end-joining ou NHEJ) avec quelques protéines clés. (Rl : rayons

ionisants).
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L'irradiation ionisante induit I'expression de la protéine Ku70 par la voie de régulation
ATM/p53 (236). Toute altération du systéme enzymatique du NHEJ, en particulier des génes
impliqués dans la formation du complexe hétérodimérique de la DNA-PK (sous-unités Ku70/Ku80),
va augmenter considérablement la radiosensibilité cellulaire (237). Les principaux inhibiteurs du
NHEJ ciblent la DNA-PK. Ces agents sont hombreux (U7026, NU7441, IC86621, IC87361, OK-
135, SU11752, CC-115) et ont montré un effet radio sensibilisant en évaluation préclinique via une
inhibition de la réparation des CDB, en particulier dans des modéles tumoraux radio résistants
(89). Leur transposition chez 'homme semble d’autant plus intéressante que la toxicité systémique
attendue d’'une inhibition du NHEJ est faible et que l'effet anti tumoral en association a la

radiothérapie est élevé.

1.4.2.3 Laréversion du dommage in situ

C'est la réparation la plus facile, la plus efficace et la plus correcte (Figure 18) qui ne
concerne que deux a trois types de lésions et un seul type, bien particulier, de radiolésions dans
'ADN. L’activité de I'alkyl transférase O6-méthylguanine DNA-méthyl transférase (MGMT) permet
d'enlever directement le groupement méthyl induit en position O6 de la guanine par un agent
alkylant (238). En acceptant le groupement méthyl I'enzyme s’empoisonne elle-méme. La
surexpression de cette activité dans les cellules tumorales peut conduire a un échec thérapeutique

en chimiothérapie utilisant des agents alkylants.

Le temozolomide est un agent alkylant qui traverse la barriere hémato-encéphalique. I
s’agit d'une pro drogue de l'agent alkylant actif 5-(-methyltriazen-1-yl)-imidazole-4-carboximide
(MTIC). Les données précliniques montrent que le temozolomide engendre des dommages de
FADN par alkylation de ses bases (239). Il a été démontré que les tumeurs présentant une
méthylation inactivatrice de la MGMT, sont préférentiellement radio sensibilisées par le
temozolomide (240). La seule indication du temozolomide comme radio sensibilisant est celle de la

radio chimiothérapie des glioblastomes. Plusieurs études sont en cours dans d'autres indications.

Il reste a mentionner chez 'homme un systéme capable d’éliminer efficacement en une
seule étape une classe spécifique de cassures simple brin radio-induites grace a la polynucléotide
ligase (ADN ligase I) (241). En effet, elle est capable de relier des brins d'’ADN cassés portant a
leurs extrémités des groupements 3’-OH (Figure 16). C’est ainsi qu’un grand nombre de coupures
franches de ce type (3'-OH) radio-induites dans 'ADN peut étre réparé trés rapidement et avec

une haute fidélité.
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Figure 18 : Schéma hypothétique du systéme de réparation par réversion du dommage in situ
(213)

Les exemples sont la réversion de la méthyl O6 guanine par 'O6-méthyltransférase et la

réversion d’une cassure simple brin avec une extrémité 3-OH par 'ADN ligase |.

1.4.2.4 Laréparation des mésappariements de bases

Au cours de la réplication normale de I'ADN, une fidélité extrémement élevée de copie du
matériel génétique (avec un taux d’erreur de 107 a 10‘10) est assurée par un systéme enzymatique
de corrections assistant les ADN polymérases dans leur travail. Plusieurs enzymes de réparation
des mésappariements sont impliquées et agissent en quatre étapes pour éliminer les

mésappariements (Figure 19) (242):

— Reconnaissance de la base mal appariée et assemblage du complexe réparateur

(réparosome).

— Identification du brin parental qui porte l'information génétique a conserver, et élimination

de la base mal appariée et d'une petite partie de la séquence qui I'englobe.
— Synthése réparatrice par I'action d'une ADN polymérase.

— Action d’'une ADN ligase, reconstituant l'intégrité normale de la structure de 'ADN (243,
244).

La reconnaissance du mésappariement (di au décalage d’'une ADN polymérase de
synthése génée par une base modifiée par un agent génotoxique tel que l'irradiation ionisante) et
des insertions ou boucles dues a des décalages de synthése d’ADN sur la matrice (souvent

observées dans le cas de la réplication de séquences répétées et de microsatellites), est effectuée
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principalement par le complexe protéinique hMutSa qui consiste en un hétérodimére d’homologues
MSH de MutS, c’'est-a-dire hMSH2 et hMSHB6. Les cellules ne possédant pas la protéine hMSH6
sont incapables d’effacer les erreurs de réplication (mésappariements) et montrent un phénotype
mutateur (245). Un changement conformationnel convertit 'hétérodimére hMutSa en une pince qui
isole le site du mésappariement et se déplace sur 'ADN. Il s’en suit un assemblage du complexe
de réparation (réparosome) qui nécessite l'intervention de protéines homologues aux protéines
bactériennes MutL identiques a hMLH, de polypeptides de la ségrégation post méiotique (PMS),
de I'ADN polymérase 8, de facteurs de réplication comme PCNA, RPA et RFC ainsi que des 5'—3’
exo-endonucléases EXO1 et FEN1 et des 3'—=5 exo nucléases et hélicases (246). D’autres
hétérodiméres comme hMLH1/ hPMS1 et hMLH1/hMLH3 semblent impliqués dans cette voie de
réparation. L'importance du mécanisme de réparation des mésappariements de bases est illustrée
par le fait qu'une déficience dans ce systéme de réparation est fortement associée a une
prédisposition génétique aux cancers du célon (HNPCC ou heredetary non polyposis colorectal
cancer et syndrome de Lynch), de 'endomeétre et des ovaires. Une perte de fonction de ces génes
conduit a I'absence de réparation des mésappariements de bases et des anomalies d’insertion—

délétion. Il en résulte un phénotype mutateur qui favorise I'apparition de cancers.

reconnaissance de la base mal appariée
-

5

J

élimination de la base mal appariée

4_A-

synthése réparatrice par I’action d’une polymérase

—_ B

action d’une ADN ligase

reconstitution de I'intégrité de la structure de I’ADN

Figure 19 : Schéma hypothétique des étapes de la réparation des mésappariements de bases
(213)
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1.4.2.5 Le systeme de réparation par excision de bases (BER)

L'excision de bases est un processus multienzymatique de réparation qui prend en charge
les modifications de bases comme la méthylation, 'oxydation, la réduction ou la fragmentation de
bases par les radiations ionisantes et le métabolisme normal oxydatif de la cellule (247, 248).
Généralement, les bases modifiees de 'ADN sont excisées a laide d’ADN glycosylases
spécialisées, comme hNth et hOgg1, qui produisent des sites apuriniques ou apyrimidiniques (AP)
(249) (Figure 20). Ces sites AP sont des substrats pour les AP endonucléases. Par exemple, deux
endonucléases (AP) incisent le brin d’ADN en 3’ (AP lyase, hAP1) et 5’ (AP hydrolase) du site
apurinique (site abasique). Une phosphodiestérase enléve les parties sucre—phosphate restantes
(étape de faconnage). Les ADN polymérases 3 ou & associées aux facteurs de réplication PCNA
et FEN remplissent la bréche avec, respectivement, un a deux ou cing a six nucléotides en utilisant
le brin complémentaire non endommagé comme matrice. Puis, 'ADN ligase | ou le complexe ADN
ligase Ill/ XRCC1 effectue la jonction des brins d’ADN (Figure 20).

dommage de base

=5 3

J O
3 5’
enlévement de la base par glycosylases

hNth U
t/ \. hAP1

glycosylase hNth ' AP endonucléase hAP1
remplissage des bréches par pol [ ou pol 5 + PCNA
Pol Pol 3 ov Pol 6 + PCNA+ FEN
Isian. P ’ I e
ligation
ADN Iigse HI/XRCC1 ADN ligse |

N /

ADN reconstitué

Figure 20 : Réparation par excision de bases (213)

Schéma hypothétique de la réparation par excision de bases montrant les voies impliquant
I'enlévement de un ou deux nucléotides (& gauche) (short patch repair) donnant de petites
bréches, ou de plusieurs nucléotides (a droite) (long patch repair) donnant de plus grandes

bréches simple brin dans 'ADN.
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Certains dommages oxydatifs, comme la thymine glycol, Iésion majeure non codante et
cytotoxique induite par les radiations ionisantes, peuvent étre excisés par '’ADN glycosylase hNth1
humaine. L'enzyme XPG du systéme d’excision de nucléotides peut remplir le réle de cofacteur
pour cette protéine (249). L'activité enzymatique de I'hydroxyméthyl uracile ADN glycosylase qui
élimine I'hydroxyméthyl uracile induit par les radiations ionisantes et les agents oxydants, est
réduite dans le syndrome de Werner (syndrome de vieilissement précoce) (250). L'ADN
polymérase B est elle-méme inductible par les dommages de 'ADN (251, 252). Des mutations
dans le géne pol B sont promotrices de tumorigénése (exemple : cancer de la prostate) (253). Un
défaut dans l'activité de 'ADN ligase | est associé aux leucémies aigués des cellules T et a

'anémie de Fanconi (241).

Dans les cellules humaines normales, les cassures simple brin radio-induites sont
généralement trés rapidement réparées (en moins d'une heure). Les ADN ligases lll et IV,
associées aux protéines XRCC1 et XRCC4, sont impliquées dans la réparation des cassures
simple brin. La structure du domaine interactif entre ligase Ill et XRCC1 est particulierement
intéressante, car elle implique un motif génétique de type BRCT présent dans le C—terminal du
géne suppresseur du cancer du sein BRCA-1 et également dans 40 autres protéines impliquées
dans la réparation, la recombinaison et le contréle du cycle cellulaire (254). La PARP détecte les
cassures radio-induites franches et celles apparaissant aprés incision des bases modifiées (255).
La protéine XRCC1 détecte des cassures indépendamment de la PARP. Actuellement, on pense
que la PARP joue un réle d’initiation et de régulation de la réparation par sa liaison rapide mais
intermittente aux cassures simple brin. La protéine XRCC1 pourrait jouer un réle de régulation
négative de l'activité PARP en se liant préférentiellement a la forme oligo (ADP-ribosylée) de la
PARP lorsque celle-ci est fixée aux cassures simples brin. Le fait que XRCC1 interagit également
avec Pol B et 'ADN ligase Il suggére qu’elle pourrait agir comme coordinateur de 'excision de
bases et de la réparation des cassures simple brin (256). D’'autres polymérases comme Pol &/
peuvent participer a la réparation en impliquant plusieurs nucléotides et l'aide des facteurs
protéiques PCNA, RFC et FEN1. Apparemment, les dommages de bases et les cassures simple
brin, induits par les radiations ionisantes et le peroxyde d’hydrogéne, sont réparés a l'aide des
polymérases &/e. Les sites AP oxydés ou réduits utilisent la voie de la polymérase B PCNA
dépendante ou les polymérases &/e. Dépendant du dommage initial et de la glycosylase mise en

jeu, différentes voies enzymatiques d’excision de bases sont donc empruntées (256).

1.4.2.6 Laréparation par excision de nucléotides (NER)

Le processus de réparation de I'ADN par excision de nucléotides est essentiel, car il est le
plus efficace pour éliminer les lésions encombrantes causant des distorsions structurales de I'ADN.
Ces lésions sont induites par les rayons ultraviolets, les rayons ionisants, les mutagénes, les
carcinogénes chimiques et certaines substances thérapeutiques (257). Ce processus s’applique a

de nombreux adduits tels que les diméres de pyrimidines, les thymines glycols et certaines autres
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modifications de bases, les adduits psoraléne—thymine, cisplatine—guanine, mitomycine—guanine
et les pontages inter brins. Une découverte majeure a été la mise en évidence d’'un couplage entre
la transcription et le processus de réparation par excision de nucléotides (258, 259). En effet, les
génes activement exprimés sont réparés de préférence avant les régions du génome non
exprimées. Ce couplage entre transcription et réparation est fondé sur le fait que le facteur de
transcription TFIIH de 'ARN polymérase |l posséde une double fonction, I'une dans la transcription
générale et l'autre dans la réparation par excision—resynthése (260). On peut donc distinguer deux
voies de réparation, la réparation globale indépendante de la transcription et la réparation couplée
a la transcription (Figure 21). Conceptuellement, ce systéme de réparation est divisé en quatre

étapes (Figure 21):
— la reconnaissance et la démarcation du dommage
— l'incision du dommage
— l'excision du dommage
— la synthése d’ADN réparatrice (resynthése)

— la ligation (261).

réparation globald réparation couplée a la
) XPC’h HR23B R\APol*( SB transcription
5 3’ e 3
3 5 3° 5
TFIIH /
XPA RPA
TFII PA reconnaissance et séparation
des brins
nEn XPB XPD

ERCCUXP-F\ 5 / XPG
\ . . incision du brin portant

5 3 -
5 Q Q £ la lésion
3 5
. excision de I’oligonucléotide
__Poldle__, ' avec la lésion
synthése réparatrice ligation par I’ADN ligase 1

Figure 21 : réparation par excision de nucléotides (213)

Les voies de la réparation globale et de la réparation couplée a la transcription avec

quelques protéines clés.
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La reconnaissance du dommage est effectuée par le complexe protéique XPC/HHR23B
qui recrute ensuite I'appareil protéique de réparation globale du génome (262, 263). Ceci est suivi
d'une ouverture locale de I'ADN et d’'une démarcation de la lésion par la protéine XPA en
interaction avec la protéine RPA, protéine de la réplication se liant a la région simple brin de 'ADN.
La protéine XPA interagit également avec le complexe TFIIH et I'endonucléase ERCC1/XPF. Le
complexe protéique TFIIH, comportant neuf sous-unités, sert a écarter les brins d'’ADN au niveau
de la lésion. Ce complexe contient deux sous-unités XPB et XPD qui ont des fonctions hélicases,
respectivement 3'-»5'et 5—3’. Puis, une double incision est effectuée de chaque cété du
dommage par lI'endonucléase XPG coupant le simple brin du cété 3'et par le complexe
ERCC1/XPF coupant du cété 5. Cela conduit a I'excision d’'un oligonucléotide de 24 a 32
nucléotides contenant la lésion. Ensuite, aprés excision du dommage, suit I'étape de remplissage
de la bréche par une synthése d’ADN réparatrice qui implique les ADN polymérases 0 et ¢ et
I'action des facteurs de réplication RPA, RFC et PCNA. La mesure de la réplication réparatrice est
souvent utilisée comme indicateur de la réparation de Iésions dans I'ADN. Enfin, la réparation du
dommage est complétée par I'action de 'ADN ligase | qui effectue la jonction au niveau de la
coupure restante (213). Plusieurs protéines du processus d'excision de nucléotides sont
également impliquées dans la réparation des dommages de bases induits par les radiations

ionisantes.

1.4.3 Mécanismes de mort cellulaire apres irradiation

La progression tumorale est le résultat d’'un déséquilibre entre la prolifération des cellules
tumorales et le processus de mort cellulaire. Toute activation de voies de signalisation influant sur
la mort cellulaire radio-induite sera susceptible de modifier la radiosensibilité tumorale. Les
différents types de mort cellulaire (mort mitotique, apoptose, sénescence, autophagie, nécrose) ont
fait 'objet de revues exhaustives (264). La mort mitotique et I'apoptose sont les deux principaux
mécanismes de mort de la cellule tumorale exposée aux rayonnements ionisants. D’autres
mécanismes comme l'entose ou le cannibalisme cellulaire ainsi que la mort immunogénique ont
été plus récemment décrits et constituent un important champs d’investigation a I'heure actuelle
(265). La classification des mécanismes de mort cellulaire a longtemps reposée sur les
caractéristiques morphologiques des cellules mourantes aujourd’hui les descrptions des différents
types de mort cellulaire intégrent divers marqueurs moléculaires caractérisants les mécanismes de
mort qui globalement s’intégrent soit dans des phénoménes de mort cellulaire régulée avec par
exemple la mort cellulaire programmeée ou dans des phénoménes de mort cellulaire accidentelle
(266).
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1.4.3.1 Mort mitotique ou catastrophe mitotique

La mort mitotique résulte de I'entrée prématurée ou inappropriée d’'une cellule en mitose,
sous l'action d'un stress cellulaire. |l s’agit classiquement de la principale forme de mort cellulaire
lors de I'exposition aux rayonnements ionisants de tumeurs solides. Outre I'exposition aux
rayonnements ionisants, les lésions cellulaires pouvant activer la mort mitotique sont nombreuses:
altération de la dynamique des microtubules (ex : taxanes, vinca-alcaloides, colchicine), entrée
aberrante en mitose avant réplication compléte de I'ADN, mitose asymétrique, anomalies de
duplication des centrosomes et de ségrégation des chromosomes, anomalies de la cytocinése,
anomalies dans le checkpoint G2. D'un point de vue morphologique, la mort mitotique se
caractérise par I'apparition de cellules géantes multi nucléés avec présence de micronoyaux (264).
A la différence de I'apoptose, les membranes nucléaires ne sont pas altérées et les chromosomes
contenus dans les micronoyaux ne sont pas particulierement condensés. Il est difficile de
caractériser la catastrophe mitotique au plan moléculaire, mais il existe des voies de signalisation
communes avec I'apoptose, en particulier par I'implication des caspases et du cytochrome C (81).
Certains auteurs ont méme suggéré que la catastrophe mitotique n’était pas un mécanisme
spécifique de mort de la cellule, mais plutét une étape précédant la mort cellulaire par nécrose ou

apoptose (267).

La cellule cancéreuse, qui présente des anomalies de la signalisation des points de
restriction du cycle cellulaire, est particulierement sensible aux agents susceptibles de I'entrainer
dans une mitose anormale. Aprés exposition aux rayonnements ionisants, les cellules tumorales
subissent une mort en interphase, c'est-a-dire juste avant leur entrée en mitose. Ces cellules
mourantes présentent des caractéristiques proches des cellules apoptotique. Les cellules
survivantes s’arrétent en G1/S ou en G2. Puis, la cellule meurt ou reprend son cycle, en fonction
de ses capacités de réparation de 'ADN. La modulation pharmacologique des acteurs du contréle
du cycle cellulaire (ex : inhibiteurs de Chk1 ou Chk2) permet de radio sensibiliser les cellules
tumorales en modulant leur capacité a s’arréter dans le cycle et en « obligeant » les cellules a

entrer en mitose alors que les Iésions de I’ADN ne sont pas réparées (268).

Plusieurs drogues, anciennes ou plus récentes, modulent la mort mitotique. Ainsi, les
agents qui stabilisent les microtubules (ex : taxanes) ou qui inhibent leur polymérisation (ex :
épothilone) interférent avec le processus mitotique sans efficacité significative a I'encontre des

cellules tumorales quiescentes. lls peuvent entrainer une catastrophe mitotique (Figure 22).

En réponse a un stress cellulaire, comme l'irradiation, ATM phosphoryle p53, directement
ou via la phosphorylation de Chk2. En aval de p53, I'activation de p21waf1 inhibe CDK2. Puisque
CDK2 est nécessaire a la transition G1/S via l'inhibition de RB1, l'inhibition de CDK2 entraine
larrét de la cellule en G1/S. L'activation de la voie ATM/Chk2 a également pour effet d’activer
l'apoptosome (81). Les mutations de p53 ou de RB1, fréquentes dans les tumeurs humaines,

empéchent les cellules tumorales de s'arréter en G1/S en cas d’exposition aux rayonnements
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ionisants, et les cellules tumorales dépendent donc des arréts en G2/M pour la réparation des
lésions radio-induites de I'ADN, sans quoi elles sont entrainées dans une mort programmée. Le
point de contréle G2/M est principalement activé par ATR, qui phosphoryle Chk1, lequel
phosphoryle (inhibe) cdc25C. Puisque cdc25C a normalement pour fonction d'activer CDK1,
'activation de Chk1 empéche le passage du point de restriction G2/M. Le ciblage des points de
restriction G2/M via les inhibiteurs de Chk2 oblige les cellules a rentrer en mitose, ce qui favorise la

catastrophe mitotique lorsque les Iésions de 'ADN ne sont pas réparées (268, 269).

DNA damage

Cell cycle ' — | CDK2 .:
arrest in G2 '.‘ —
S or G2 phase 5 Hagant
/ \ “hn I
DNA repair  Apoptosis SR -* : Cell cycle
arrest in
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— Activating signal N
| = Inhibitory signal | DNA repair  Apoptosis

Figure 22 : Mort mitotique aprés irradiation (268)

La sérine thréonine kinase ataxia telangiectasia mutée (ATM) d’une part et la protéine
reliée a ataxia telangiectasia et Rad-3 (ATR) d’'autre part sont des détecteurs des dommages de
FADN qui peuvent induire un arrét du cycle cellulaire pour permettre soit la réparation de 'ADN soit
la mort cellulaire. Alors qu’ATM est principalement activée par les CDB généralement causées par
les radiations ionisantes et les drogues radiomimétiques, ATR est également activée par d’autres

dommages en particulier les dommages causés par les rayons ulfraviolets.

ATM et ATR sont activés en quelques minutes et peuvent phosphoryler et activer p53
directement ou par l'intermédiaire de la checkpoint kinase 2 (CHK2). Parmi les génes induit par
p53 on note p21 (également appelé CDKN1A ou CIP1) qui est un inhibiteur de la cycline
dépendante des kinases 2 (CDK2). CDK2 empéche les cellules endommagées d’entrer en phase

de synthése d’ADN (phase S du cycle cellulaire). Les cellules endommagées qui sont déja
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passées de la phase G1 a S peuvent éfre bloquées par un autre effecteur ATM-ATR, CHK1.
CHK1 phosphoryle la phosphatase CDC25C qui est alors séquestrée dans le cytoplasme.
CDC25C ayant pour réle de libérer CDK1 de ses phosphatases inhibitrices, son inactivation
entraine un blocage du cycle cellulaire empéchant les cellules de passer en mitose (phase M du

cycle cellulaire).

L’activation anormale du complexe cycline B/CDK1 (complexe MPF) va également pousser
la cellule a entrer en cycle et en mitose, ce qui conduit a la catastrophe mitotique si des lésions de
ADN ne sont pas réparées (81). L'activation anormale de CDK1 s’observe dans certains
exemples de catastrophe mitotique chimio-induite, comme par exemple lors d'un traitement par 5-
FU (270). Plusieurs voies de signalisation peuvent moduler I'activité du complexe cycline B/CDK1.
Il a également été montré que la perte de la fonction de p53 potentialisait la catastrophe mitotique
induite par lirradiation dans des modéles de fibroblastes murins. L'effet pourrait s’expliquer par

I'activité régulatrice post transcriptionnelle de p53 vis-a-vis de la cycline B1 (271).

La survivine, de la famille des protéines inhibitrices d’apoptose (IAP), inhibe I'activation des
caspases en activant le transfert intra-mitochondrial de Bax. Son réle exact dans la catastrophe
mitotique reste a définir, mais la survivine semble étre a l'interface du contréle du cycle cellulaire et
de la mort programmeée (apoptose ou mort mitotique) (81). La radiosensibilisation conférée par
linhibition de la survivine impliquerait des mécanismes partiellement dépendants de la voie des
caspases. Le traitement par inhibiteur de la survivine s’associe a un taux d’apoptose accru, a des
arréts dans le cycle cellulaire et a une inhibition de la réparation des CDB. Les mécanismes sous-
jacents pourraient faire intervenir une activation du transport intranucléaire d’acteurs de réparation
des CDB, tels que le phospho-histone H2AX ou la DNA-PK (272). Hehlgans ef al. ont montré que
l'inhibition de la survivine et a fortiori une double inhibition de la survivine et des XIAP augmente la
radiosensibilité de lignées de cancers colorectaux in vifro. La double inhibition arréte les cellules en
G2/M, augmente la proportion de cellules en subG1 et augmente I'activité des caspases 3 et 7
(273).

Enfin, certaines données suggérent que le ciblage des protéines 14-3-30, inhibitrices de la
transition G2/M, surexprimées dans plusieurs cancers, pourrait augmenter la sensibilité a la
radiothérapie. L'inhibition de 14-3-3c empéche les arréts en G2 et entraine une catastrophe
mitotique. Cet effet semble lié¢ a I'entrée prématurée du complexe cycline B/CDK1 dans le noyau
(274). L'inhibition de 14-3-3c par des anti-sens diminue la localisation cytoplasmique et la
phosphorylation de cdc25C, ce qui conduit a prolonger l'activité de cdc25C et a permettre un

franchissement des points de restriction G2/M, entrainant la cellule dans une mitose abortive (275).

1.4.3.2 Apoptose

Comme nous l'avons vu, I'apoptose est un mécanisme de mort cellulaire programmée

impliguée dans de nombreuses fonctions physiologiques telles que le fonctionnement immunitaire,
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le maintien de 'homéostasie tissulaire, ou encore le développement embryonnaire. D’un point de
vue morphologique, la mort apoptotique associe réduction du volume cellulaire, une dégradation
de 'ADN qui précéde la perte dintégrité membranaire nucléaire et cytoplasmique, une
condensation de la chromatine nucléaire, une désagrégation du noyau avec apparition de corps
apoptotiques provoqués par la fragmentation de 'ADN et une irrégularité membranaire avec
formation de bulles ou « blebs » (276). L'apoptose radio-induite est un processus essentiellement

précoce qui apparait dans les heures qui suivent l'irradiation (81).

On a longtemps cru que I'apoptose mitochondriale était la seule voie de I'apoptose mise en
jeu aprés exposition aux rayonnements ionisants. En réalité, les deux voies de I'apoptose sont

impliguées dans la réponse a l'irradiation.

L'activation de p53 par lirradiation entraine la transcription de génes codant pour les
récepteurs de mort FAS, DR4 et DR5 (death receptor). L’activation de ces récepteurs de la famille
du TNF par la fixation du ligand TRAIL (TNF-related apoptosis inducing ligand) génére une
apoptose dépendante de I'activation en aval de la caspase 8 (64). Il semble exister une corrélation
partielle entre le statut p53 et la radiosensibilité tissulaire. Ainsi, des souris déficientes pour p53
sont davantage résistantes a l'apoptose radio-induite (277). D'autres acteurs de I'apoptose
peuvent étre ciblés. L'AT101, un inhibiteur de Bcl2, augmente l'apoptose, méme a faibles
concentrations, et augmente la radiosensibilité de tumeurs bronchiques de types A549 et
HCC2429 (278). L'inhibition de I'anti apoptotique hsp-27 pourrait étre efficace, car son niveau
d'expression est corrélé a une résistance a I'apoptose et a une protection relative vis-a-vis des
ROS. L'inhibition de hsp-27 augmente la mort clonogénique et le taux d’apoptose, y compris dans
des lignées radiorésistances telles que les lignées PC3 ou U8B7MG (279). La survivine et les
protéines XIAP, de la famille des IAP, peuvent interagir directement d’une part avec les caspases 3
et 7, et 9 par un domaine CARD (Caspase activation and recruitment domains) et d’autre part avec
'ubiquitine. L'inhibition de la survivine ou de XIAP augmente la radiosensibilité, cette augmentation
étant associée a une accumulation des cellules en G2/M, une augmentation de la fraction subG1,
et une déphosphorylation de FAK (Focal adhesion kinase) et Akt (273). Une cible potentielle serait
également la protéine mitochondriale DIABLO/SMAC (Second mitochondria-derived activator of
caspases) qui inhibe les protéines IAP. Ainsi, I'apoptose radio-induite dans les cellules tumorales
pourrait étre augmentée par l'inhibition des interactions entre la survivine (de la famille des IAPs) et
SMAC (280).

L'’APO010 est un ligand recombinant de FAS. Evalué en association a la radiothérapie
dans des lignes cellulaires résistantes a l'apoptose, il augmente la réponse apoptotique a
lirradiation et radio sensibilise des lignées meésothéliales. In vivo, TAPO010 en monothérapie
entraine un retard de croissance tumoral, mais n'augmente pas significativement I'efficacité a la
radiothérapie, peut-étre en raison d’'une dose inappropriée (281). Le ciblage par un TRAIL humain
recombinant ou par des inhibiteurs de DR4 ou DR5 a montré un effet radio sensibilisant dans des
lignées de cancers du col utérin HelLa et cet effet est corrélé a une activation de I'apoptose (282). Il

a été montré in vivo dans des modéles de xénogreffes de cancers du poumon a petites cellules
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que la triple association de I'anticorps monoclonal TRA-8 (agoniste du récepteur de mort DR5), de
cisplatine, et d'une irradiation, augmente la survie des animaux traités en comparaison a

I'association cisplatine/radiothérapie (283).
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Figure 23 : Voies de signalisation de I’'apoptose (284)

1.4.3.3 La sénescence

La sénescence est un mécanisme de mort cellulaire qui aprés irradiation est
principalement initié par I'activation de la voie de signalisation ATM. L'activation d’ATM induit la
stabilisation de p53 par phosphorylation, ce qui conduit a la surexpression de p21Waf1, a l'origine
de l'inactivation d’'un certain nombre de génes par méthylation comme les génes codant pour les
cyclines (220). Vorons ce mécanisme plus en détails. La mort cellulaire par sénescence repose sur
l'arrét des cellules proliférantes en phase G1 du cycle cellulaire. Ce type de mort cellulaire peut
survenir apres tout type de stress qui rend la cellule a risque de transformation maligne ce qui est

le cas de lirradiation du fait des dommages induits sur 'ADN. Les cellules sénescentes adoptent
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une morphologie applatie et agrandie et expriment des marqueurs moléculaires de sénescence
comme la B-galactosidase, les foci d’hétérochromatine ou l'accumulation de granules de
lipofuscine (285-288). Les deux effecteurs principaux de la senescence sont la voie de p53 et celle
de pRB (protéine du rétinoblastome). En temps normal, la protéine p53, suppresseur de tumeur,
est adressée au protéasome ol elle est dégradée via MDM2. En condition de stress cellulaire
(dommage de I'ADN, stress oxydatif, raccoursissement des téloméres...) I'activité de MDM2 est
réprimée et la protéine p53 qui reste fonctionnelle est capable d’activer p21 qui est un inhiteur des
kinases dépendantes des cyclines en capacité d'arréter le cycle cellulaire. La seconde voie
pouvant aboutir a la senescence est celle de pRB. Aprés un stress celluleire pRB est activée par
p16. Elle se lie alors aux membres de la famille de facteurs de transcription E2F connus pour
réguler la progression dans le cycle cellulaire (289, 290). Ces deux voies comuniquent fortement
pour assurer le contréle de la sénescence et peuvent étre redondantes avec d’autres mécanismes
de mort cellulaire (291, 292). Bien que la sénescence soit un mécanisme adaptatif en réponse au
stress cellulaire qui contribue a l'allongement de l'espérance de vie d'un organisme, ce
phénoméne peut églement avoir un impact négatif sur la survie. Avec l'age, les cellules
sénescentes s’accumulent dans les tissus prolifératifs. Ces cellules relarguent des différentes
protéases de dégradation, différents facteurs de croissance et différentes cytokines inflammatoires
qui peuvent compromettre la fonction des cellules avoisinantes non sénescentes. Aprés une
accumulation massive de cellules sénescentes, la capacité proliférative des tissus en
renouvellement diminue du fait de la diminution des cellules souches progénitrices associée.
Globalement, ces effets peuvent créer un environnement permissif qui autorise la transformation
de cellules prénéoplasiques en cellules tumorales. De ce fait, la senescence, qui en rincipe
favorise la longévité d'un organisme en favorisant I'arrét dans le cycle de cellules endommagées

par un stress, peut également favoriser la survenue de cancer du sujet 4gé(288).

1.4.3.4 L’autophagie

L'autophagie qui vient du grec « phagein » qui signifie manger, est un processus par lequel
la cellule digére ses propres composants via les lysosomes. Ce mécanisme caractérisé par
linvolution des corps de Golgi, des polyribosomes, du réticulum endoplasmique et des
mitochondries. Elle met en ceuvre les cathepsines et requiert I'activation des lysosomes qui
permettent a la cellule de se digérer elle-méme (220). Il s’agit d'un processus ubiquitaire qui
constitue le principal mécanisme de renouvellement cellulaire. En effet, c'est grace a l'autophagie
que les organites endommageés, les agents pathogénes intra cellulaires et les portions superflues
de cytoplasme, tout comme les protéines abérantes, viellies ou aggrégées sont éliminés. Les
protéines de demie de vie courte sont plus volontiers éliminées via le protéasome alors que les
protéines de demie vie longue sont éliminées par autophagie (288). A ce jour, au moins trois types
d'autophagie ont été décrits qui different par leur mode d’adressage au lysosomes (293). Les
descriptions les plus détaillées concernent la macro-autophagie dans laquelle des portions du

cytosol et des organites entiers sont engloutis par des structures avec double membrane appellé
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autophagosomes ou vacuoles autophagiques précoces. Apreés fusion avec le lysosome, les
autophagosomes formes des structures a membrane simple appellées autolysosomes ou vacuoles
autophagiques tardives. Le contenu de ces autolysosomes est dégradé et les éléments de
dégradations sont réadressés dans le cytosol pour élimination par réaction métabolique. La
régulation de la formation des autophagosomes est compléxe. Le principal facteur de régulation
des macro-autophagosomes est la kinase mTOR. En principe mTOR permet la production d’'un
taux basal d’autophagosomes mais son inhibition cible la macroautophagie. L'inhibition de mTOR
entraine l'activation de compléxes multiprotéiques formé par PI3K, les protéines vacuolaires
Vps34,Vps15, la Beclin 1, UVRAG (géne associé a la résistance aux rayonnements UV),
'endophiline B1 (Bif-1), Ambra 1 et probablement d’autres protéines. Ce compléxe est également
régulé négativement par Bcl-2/X; Vps34 induit la production de PI3 qui déclanche un signal
moléculaire de recrutement des effecteurs de la machinerie autophagique qui permet I'elongation
et la fermeture des vésicules (294). En amont de mTOR, la macro-autophagie peut étre inhibée
par la voie de l'insuline/IGF-1(295).

Moins décrit que la macro-autophagie on retrouve un autre mécanisme d’autophagie qui
est la micro-autophagie ou la phagocytose est réalisée directement par la membrane du lysosome.
Il s’agit également d’'un mécanisme d’élimination d’'organites et de protéines de demie vie longue
mais, contrairement a la macro-autophagie ce mécanisme n’est pas un mécanisme de réponse a
la déprivation en nutriments. L'une des formes particuliéres de micro-autophagie est la dégradation
hautement sélective des peroxysomes appellée la micropexophagie qui est décrite chez la levure

comme un mécanisme majeur d’adaptation au stress oxydatif (296).

Un troisieme type d’autophagie décrit est celui médié par les protéines chaperones. Cette
voie, bien que répondant a la déprivation en nutriments, ne présente pas de phagocytose massive
mais plutét une reconnaissance sélective des substrats. Dans l'autophagie médiée par les
protéines chaperonnes, des protéines cytosoliques comportant un pentapeptide spécifique sont
reconnues par un compléxe de protéines chaperonnes (incluant la heat shock protéine hsc73) et
adressées a la membrane lysosomale a laquelle elles se lient via la protéine associée a la
membrane lysosomale (LAMP) 2a. La protéine adressée est alors détachée et internalisée dans la

lumiére lysosomale pour y étre dégradée (293).

1.4.3.5 La nécrose

La nécrose est habituellement considérée comme une forme de mort cellulaire incontrélée
due a une perte de nutriments ou a des événements majeurs dans I'environnement cellulaire. La
nécrose est peu fréquente aprés irradiation mais peu se voir en particulier aux trés fortes doses.
Elle résulte de la dégradation des structures lysosomales qui libérent leurs enzymes qui entrainent
la destruction de la cellule avec perte d’intégrité des membranes et déversement du contenu

cellulaire dans I'espace extracellulaire (297).
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1.4.3.6 L’entose ou cannibalisme cellulaire

Ce mécanisme correspond a l'intégration d’'une cellule dans une autre cellule (phénoméne
dit de « cell in cell ») et peut conduire a une mort cellulaire. Il semble que ce phénoméne soit
fréquent dans les cellules cancéreuses et en particulier dans certains type agressifs de cancer
(comme les cancers du sein triple négatifs) mais les mécanismes régulateurs et l'impact

pronostique de ce phénoméne doivent encore étre élucidés (265).

1.4.3.7 La mort immunogénique

L'irradiation tout comme certaines chimiothérapies (anthracyclines, oxaliplatine) peuvent
induire une mort cellulaire par apoptose immunogénique qui contrairement a I'apoptose classique
déclenche une réponse immunitaire anti tumorale via 'activation de cellules dendritiques qui elles-
mémes activent une réponse spécifique des lymphocytes T. La mort immunogénique est
caractérisée par la sécrétion molécules particulieéres associées aux dommages que I'on appelle les
DAMP (damage-associated molecular patterns) qui sont exposées a la surface de la cellule (298).
La calréticuline est une DAMP qui se trouve habituellement dans le réticulum endoplasmique.
Lorsque le phénoméne d'apoptose immunogénique est enclenché, la calréticuline est relocalisée
sur la membrane des cellules mourantes et agit comme un signal dit « eat me signal » qui active
les phagocytes. D’autres DAMP comme HSP70 et HSP90 sont exposées a la surface cellulaire sur
la membrane plasmique lors de la mort immunogénique. HSP70 et HSP90 ont alors un effet
immun stimulateur via leur interaction avec les récepteurs comme CD91 et CD40 situés sur les
cellules présentatrices d’antigénes. Ces protéines peuvent également faciliter la présentation
d'antigénes provenant de cellules tumorales via le MHC de classe | ce qui peut activer la réponse
des lymphocytes T CD8+. D'autres DAMP sont caractéristiques de la mort immunogénique
comme HMGB1 et ATP. HMGB1 est considéré comme un marqueur tardif d'apoptose, son
relargage extracellulaire semble nécessaire pour une présentation optimale des antigénes aux
cellules dendritiques. Lors de la mort immunogénique 'ATP semble avoir une fonction de signal dit

« find me signal » pour les monocytes ce qui induit leur attraction sur le site d’apoptose (299).

1.4.4 Concept de radiosensibilisation

Comme expliqué précédemment, certaines cellules sont plus ou moins radiosensibles. On
utilise parfois les termes de cellules radio sensibles ou radio résistantes, c'est-a-dire que selon le
type de cellules, et en fonction de la phase du cycle cellulaire dans laquelle se trouve la cellule au
moment de l'irradiation, le rayonnement n‘aura pas la méme influence sur la survie de la cellule.

En 1906, Bergonié et Tribondeau ont ainsi montré que la radiosensibilité d'une cellule varie
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proportionnellement a sa capacité de division et de fagon inversement proportionnelle a son degré

de différenciation. Ainsi, deux types de cellules se dessinent :

- les cellules peu différenciées a prolifération rapide présentant une faible capacité de

réparation sont trés radiosensibles.

- les cellules a forte capacité de réparation sont moins radiosensibles et par conséquent

parfois dites radio résistantes par abus de langage.

De plus, il faut noter que pour les cellules hypoxiques, le nombre de cassures simples
brins de 'ADN est 3 a 4 fois plus faible que pour les cellules de mammiféres oxygénées (300). Ces
cellules hypoxiques sont aussi 2 a 3 fois plus résistantes vis-a-vis de l'irradiation que les mémes
cellules oxygénées. L'étalement dans le temps d'une dose influe aussi sur la survie cellulaire en
raison de la réparation partielle des lésions qui peut survenir. Ainsi, Elkind et Sutton (301) ont
montré qu’'une irradiation en deux fractions, séparées par un intervalle de temps, induit un taux de
létalité inférieur a celui obtenu avec une irradiation a la méme dose totale délivrée en une seule
fois. Certaines molécules peuvent aussi conférer des propriétés radio sensibilisatrices, radio

protectrices ou restauratrices aux cellules.

Principalement deux stratégies ont été développées au cours des derniéres décennies afin

de contourner la radiorésistance tumorale et d’améliorer 'efficacité de la radiothérapie.

La premiére stratégie repose sur I'escalade de dose, dont I'objectif est 'amélioration du
contréle locorégional. La faisabilité de I'escalade de dose était limitée par le seuil de tolérance des
tissus sains environnants. Pour contourner cette limite, les modalités d'irradiation ont
considérablement évolué au cours des derniéres années. Les nouvelles techniques de
radiothérapie (radiothérapie conformationnelle avec modulation d'intensité, Tomothérapie
Hélicoidale, techniques de radiothérapie stéréotaxique, radiothérapie guidée par l'image,
protonthérapie) permettent d’optimiser la précision et la distribution de la dose en réduisant
lirradiation délétére des tissus sains de voisinage afin de diminuer la toxicité déterministe de la
radiothérapie. Ces « nouvelles » technologies permettent d'implémenter I'escalade de dose avec
une toxicité acceptable pour les patients (302). Cette stratégie a montré son bénéfice dans
certaines indications. Dans une méta-analyse de 2812 patients pris en charge pour un
adénocarcinome prostatique et inclus dans des essais randomisés, I'escalade de dose au-dela de
70 Gy améliore la survie sans progression biochimique, quel que soit le groupe de risque des
patients. Cependant, la toxicité est supérieure et il n'est pas démontré de bénéfice en survie
globale a2 5 ou 10 ans (303). Ces données n’excluent pas la possibilité que I'amélioration du
contréle de la maladie puisse s'accompagner d’'un bénéfice en survie avec un suivi plus prolongé.
Cependant, méme avec un suivi prolongé, le bénéfice en contréle local pourrait &tre contrebalancé
par une évolution métastatique ou la toxicité du traitement. Chez les patients pris en charge pour
un carcinome de l'cesophage, I'essai 94-05 du RTOG (Radiation Therapy Oncology Group) a
comparé une radio chimiothérapie standard a la dose de 50,4 Gy au méme protocole a la dose de

64 Gy. |l n’a pas été montré de différence en contrdle locorégional ou en survie a deux ans (31 %
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versus 40 %) entre les deux groupes (304). Les résultats de I'essai 0617 du RTOG dans le cancer
bronchique non a petites cellules (CBNPC) sont également décevants. Dans cet essai randomisé
de phase lll, une radio chimiothérapie concomitante délivrant 74 Gy en 2 Gy/fraction ne fait pas
mieux qu’'une radio chimiothérapie concomitante délivrant 60 Gy. L'escalade de dose ici serait
méme étre délétére car plus toxique (305). Il semble que l'intérét de la stratégie de I'escalade de
dose soit partiellement contrebalancé par le haut risque métastatique chez les patients présentant
une tumeur radio résistante, certaines voies de signalisation étant communes entre les
mécanismes de radiorésistance et les mécanismes métastatiques, comme celles impliquées dans
la réponse a I'hypoxie (306). Toutefois, il faut noter que les avancées technologiques ont permis

une amélioration du pronostic des patients (307, 308).

La seconde stratégie d'optimisation de la radiothérapie se base sur une meilleure
connaissance de la biologie tumorale, qui a permis d’identifier de nouvelles cibles moléculaires
dont la modulation induit une radiosensibilisation tumorale. Ainsi, de trés nombreux agents
pharmacologiques ont été développés pour tenter d’améliorer I'efficacité de la radiothérapie. Les
associations d'une radiothérapie et d’'un agent pharmacologique radio sensibilisant se sont
progressivement imposées comme options thérapeutiques voire comme standards dans de

certaines situations cliniques.
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Figure 24 : Coopération spatiale et moléculaire conduisant a une radiosensibilisation (106)

Le concept d’interaction entre une drogue et la radiothérapie a été introduit fin des années
1970 (309). Le rationnel sous-jacent a la potentialisation de ['efficacité clinique des rayonnements
ionisants par des agents pharmacologiques est fondé sur le principe d’'une coopération d’action

spatiale et moléculaire.

Le terme de "radiosensibilisation” décrit la situation de coopération moléculaire dans

laquelle l'association d’'un agent systémique et d'une radiothérapie produirait un effet égal ou
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supérieur a la somme des effets de chacune de ces modalités thérapeutiques utilisées

séquentiellement, définissant ainsi respectivement un effet additif ou un effet supra-additif (310).

Potentiellement complémentaire de la notion de radio sensibilisation, la coopération
spatiale décrit le scénario selon lequel I'agent systémique agirait contre les micro-métastases,
tandis que la radiothérapie assurerait le contréle locorégional, sans interaction biologique directe
entre les deux agents. En réalité, cette notion peut également s’étendre aux cas ou l'irradiation et
les traitements systémiques agissent sur deux compartiments cellulaires distincts. Cependant,
pour étre pleinement exploitable, I'effet de coopération spatiale nécessite que les agents ne
présentent pas de toxicité synergique pour que chacune des deux modalités thérapeutiques puisse
étre utilisée a dose efficace sans augmenter les effets indésirables de maniére inacceptable (311).
De nombreux essais cliniques ont montré que la radio chimiothérapie améliorait la survie, en
comparaison a une radiothérapie seule (312). Ceci pourrait s’expliquer par une activité systémique
de la chimiothérapie a I'encontre des métastases, méme si elle est délivrée a doses radio
sensibilisantes mais également par I'amélioration du contréle local (et donc la diminution des

métastases secondaires aux rechutes locales).

Stricto sensu, un vrai radio sensibilisant ne devrait pas posséder de cytotoxicité
intrinséque. Les exemples s’en rapprochant le plus sont les radio-sensibilisants développés pour
cibler I'hypoxie, facteur de radio résistance tumorale. Cependant, les agents radio sensibilisants
les plus fréquemment utilisés (sels de platine, 5 fluoro-uracile [5-FU], et taxanes) ont leur
cytotoxicité propre, qui peut potentiellement générer des dommages sur les tissus sains et/ou
amplifier les lésions radio-induites. L'effet différentiel en faveur de I'association thérapeutique ne
sera atteint que si son effet anti tumoral est supérieur a sa toxicité sur les tissus non tumoraux
(312). Les associations infra-additives peuvent étre envisagées si elles diminuent la cytotoxicité de
la radiothérapie sur les tissus sains, permettant d’'envisager une escalade de la dose de
radiothérapie. Elles ne se concoivent que si leur sélectivité a I'égard des tissus sains est
démontrée. Ces stratégies sont encore trés peu développées mais des drogues « radio

protectrices des tissus sains » sont a I'étude.

Au-dela de Ila coopération spatiale, plusieurs mécanismes contribuent a la
radiosensibilisation par coopération de type « in-field» (Figure 24). Au niveau tissulaire,
lirradiation peut augmenter la perméabilité vasculaire et améliorer 'accessibilité et la concentration
des agents pharmacologiques au niveau de la tumeur (313). Au niveau cellulaire, les traitements
systémiques peuvent augmenter la sensibilité tumorale aux rayonnements ionisants par exemple
en inhibant les mécanismes de réparation de '’'ADN, en augmentant la formation de radicaux libres
et de cassures doubles brins (CDB) de I'ADN, en arrétant les cellules dans une phase

radiosensible, ou en inhibant de voies de signalisation (312-314).

Il est aujourd’hui clairement établi, avec un niveau de preuve I|A, pour plusieurs type de
cancers, que la radio chimiothérapie concomitante améliore I'efficacité de la radiothérapie sur le
contréle local tumoral, et parfois la survie (315, 316). Cependant, les stratégies actuelles de radio

chimiothérapie demeurent insuffisantes en particulier dans les cancers de stade localement
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avancé. Pour exemples, la médiane de survie d’un gliome malin atteint a peine 18 mois, la survie a
deux ans d’'un carcinome épidermoide de l'oropharynx de stade Ill est de I'ordre de 55 % et la
survie a cinq ans d’'un CBNPC de stade IlIA ne dépasse pas 30 % (317). Avec la connaissance
accrue de la biologie tumorale, le nombre de cibles potentielles pour radio sensibiliser la tumeur
n'a cessé d'augmenter et autant de stratégies sont en cours d'évaluation préclinique. Certaines
ciblent directement la cellule et ses mécanismes connus de radiorésistance (réparation des lésions
de I'ADN, voies de régulation du cycle et de la mort cellulaire), mais d'autres ciblent le
microenvironnement tumoral, c’est-a-dire la vascularisation de la tumeur et/ou son stroma non
vasculaire (fibroblastes, environnement immunitaire), dont le réle dans la réponse aux

rayonnements ne cesse d’'étre redéfini.

Antihypoxia

g

= AL
2% Increase . " Increase 2 ®
g< =5 tum-'f tumourca_ll.\' 2 E) %
QL 2 da Radiotherapy antigen & Tz
& inage Photons or release #
=3 — particles
¢ Reduce

tumour ),
angiogenesis/

Q[ b
ocal invasion
\\ and metastasis

Anti-invasives
e.g. kinase, chemokine,
integrin inhibitors

Figure 25: Stratégies de combinaison a la radiothérapie développées pour augmenter
I'efficacité anti tumorale de la radiothérapie (315)

ATR, ataxia telangiectasia and Rad3-related protein; CA9, carbonic anhydrase 9; Chk1,
checkpoint kinase 1; CTLA-4, cytofoxic T-lymphocyte associated protein 4, DDR, DNA damage
response; DNA-PK, DNA-dependent protein kinase; HIF-1-a, hypoxia-inducible factor 1-alpha;
MCT 1, monocarboxylate transporter 1; MCT 4, monocarboxylate transporter 4, mTOR,

mechanistic target of rapamycin ; PARP, poly(ADP-ribose) polymerase; PD-1, programmed cell
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death protein 1; PI3K, phosphoinositide 3-kinase; NF-kB, nuclear factor-kappa-B; UPR, unfolded

protein response.

Toutefois, en dehors des associations chimiothérapie classiques et de radiothérapie il
existe peu de combinaison démontrant une synergie entre un nouveau traitement systémique et la
radiothérapie (318, 319). L'implémentation des nouvelles techniques de radiothérapie ouvre
d'intéressantes opportunités de combinaisons encore peu étudiées a ce jour. Ces évaluations
pourraient tirer bénéfice de [Iutilisation de prescriptions a dose isotoxique provenant de

'expérience acquise en radiothérapie fractionnée conventionnelle (320).

1.4.5 Modulation de la radiosensibilité

1.4.5.1 Hypoxie tumorale et modulation de la radiosensibilité

L’hypoxie tumorale, caractéristique habituelle des tumeurs, est classiquement définie par
une pression partielle tissulaire en oxygéne inférieure a 10 mm Hg (321). Cette hypoxie tumorale
est un facteur majeur de radiorésistance. Ainsi, de nombreuses données précliniques montrent
qu'une cellule oxygénée est plus sensible a lirradiation qu'une cellule placée en conditions
hypoxiques. Le facteur d’augmentation de la sensibilité est de l'ordre de 3 pour des cellules
irradiées en culture sous oxygéne en comparaison a des cellules irradiées sous nitrogéne a moins
de 5 ppm d’'oxygéne (322). Il existe une corrélation forte entre la probabilité de contréle local et le
degré d’hypoxie tumorale. Une pression en oxygéne inférieure a 2,5 mm Hg dans les tumeurs est
un important facteur pronostic péjoratif en cas de carcinome de la sphére ORL, associé a un risque
accru de récidives locales aprés radiothérapie (323). Pour les patientes irradiées pour un cancer
du col utérin, la probabilité de rechutes locales est également augmentée lorsqu’il existe une

anémie inférieure a 10 g/dl (324).

De nombreux mécanismes expliquent le réle péjoratif de I'hypoxie dans la réponse a
lirradiation. D’'une part, I'oxygénation permet d’'entretenir la cascade radicalaire créée par les
rayonnements ionisants. Comme nous l'avons vu, les |Iésions radio-induites de 'ADN peuvent étre
le résultat d'une interaction directe avec un photon du rayonnement ionisant ou avec un électron
secondaire a I'absorption d’'un photon. Cette interaction entraine un processus primaire d’excitation
ou d'ionisation en 10" a 10" secondes de la molécule d’ADN. Cependant, les Iésions radio-
induites sont principalement le résultat d’'une action indirecte du rayonnement ionisant, la molécule
d'ADN interagissant avec les radicaux libres générés par la radiolyse de l'eau elle-méme
secondaire a linteraction d'un électron secondaire avec une molécule d'eau. Ces réactions
radicalaires sont entretenues par la présence d'oxygéne sous la forme de radicaux super oxyde
(02°-) ou hydro peroxyde (OOH®). En conditions hypoxiques le manque d'0? ne permet pas
I'entretient de ces réactions, il y a donc moins de radicaux libres et par conséquents moins de
dommages causés par ceux-ci. D’autre part, 'hypoxie tumorale conduit les cellules cancéreuses a

modifier leur métabolisme en faveur d’'un métabolisme glucidique qui active la synthése de facteurs
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de croissance et de facteurs impliqués dans la radiorésistance, comme les protecteurs thiols
(chélateurs des radicaux libres) et des enzymes de réparation de 'ADN (325). Enfin, plusieurs
proto-oncogéne impliqués dans la radiorésistance, I'acquisition d’'un phénotype métastatique ou la
néo angiogenése tumorale sont activés par I'hypoxie. C’est le cas des génes codant pour le VEGF,
I'érythropoiétine, la tyrosine hydroxylase, I'endothéline-1, linterleukine (IL) 1alpha, ou la
cyclooxygénase 1 (COX-1). L'activation de ces génes par I'hypoxie contribue a exercer une
pression de sélection sur les tumeurs en faveur de I'expansion d’'un pool de cellules plus
agressives (326, 327).

Le facteur de transcription HIF-1 (Hypoxia Inducible Factor) est un acteur central de la
régulation de I'hypoxie. Sa surexpression est fréquente dans les tumeurs et associée a un
pronostic péjoratif, a une angiogenése et un pouvoir métastatique accru (328-330). En situation de
normoxie, HIF-1 est dégradé par le protéasome sous le contréle du géne VHL (Von Hippel Lindau)
(331). En situation d’hypoxie, la sous-unité HIF-1a est stabilisée et se lie a HIF-1B pour former le
complexe HIF-1 dans le noyau. HIF-1 active alors I'expression de génes de promotion de
'angiogenése, dont le géne du VEGF. HIF-1 semble également étre un acteur de la survie des
cellules souches cancéreuses (332). Ces cellules se caractérisent par une relative surexpression
des génes Gclm et Gss qui codent respectivement pour la sous-unité régulatrice de la glutamate-
cystéine ligase et pour la glutathion-synthase. Le glutathion est un réducteur intracellulaire aux
propriétés antioxydantes et protecteur vis-a-vis des radicaux libres de 'oxygéne, contribuant donc

a la radiorésistance des cellules souches au sein d'une tumeur (333).

De nombreuses stratégies ont été développées pour tenter d’améliorer I'oxygénation
tumorale (334). Celles-ci comprennent I'oxygénation hyperbare, la correction de I'anémie par de
fortes doses d’érythropoiétine (EPO), lirradiation accélérée en présence de carbogéne (mélange
d'oxygéne a 95% et de dioxyde de carbone a 5% qui permet d’augmenter I'oxygénation tissulaire)
et de nicotinamide (dérivé vasoactif de la vitamine B qui empéche les variations de perfusion
tumorale qui favorisent I'hypoxie aigué intra tumorale), ou [utilisation de molécules radio

sensibilisantes en conditions hypoxiques, telles que la tirapazamine.

Les injections d’'EPO activent la production érythrocytaire via I'action de cette cytokine sur
les progéniteurs érythroblastiques et permettent de corriger efficacement l'anémie et les
symptdmes qui lui sont liés. Cependant, cette stratégie n'améliore pas la survie des patients traités
pout un cancer de la sphére ORL. Au contraire, Henke ef al. ont montré que la survie sans
progression était inférieure en cas de traitement par EPO. Une explication serait la présence de
récepteurs tumoraux a 'EPO (335). Dans une méta analyse de la Cochrane, I'oxygénation

hyperbare permet de diminuer le risque de récidive, mais au prix d’'une toxicité majorée (336).

La tirapazamine est un agent radio sensibilisant sélectif des tissus tumoraux. En situation
d’hypoxie, elle subit plusieurs réductions successives qui aboutissent a la formation d’un radical
tirapazamine qui libére une molécule d’'eau pour former un radical hydroxyle ou un radical BTZ
(oxiding benzotriazinyl). Les radicaux alors formés par tirapazamine exercent leur toxicité a

'encontre de la topo isomérase Il, ce qui favorise la création de cassures double brin (80). En

88



présence d'oxygéne, par exemple dans les tissus non tumoraux, la forme ionisée de la
tirapazamine subit une réduction qui l'inactive et empéche sa cytotoxicité (337). Les résultats des
essais cliniques évaluant la tirapazamine en association a la radiothérapie sont mitigés avec
notamment I'essai de phase Il du TROG 02.02 qui ne retrouve pas de bénéfice a I'adjonction de la
tirapazamine a un traitement standard associant cisplatine et radiothérapie pour des cancer ORL
localement avancés (338). Toutefois il faut reconnaitre que cette absence d'efficacité de la
tirapazamine pourrait aussi étre liee a la forte hétérogénéité et a la qualité discutable de la
radiothérapie dans cet essai (339). |l existe de multiples études réalisées sur les 40 derniéres
années montrant qu’il est possible de partiellement reverser I'hypoxie tumorale dans les tumeurs
solides. Une revue systématique de la littérature a identifié 10.108 patients participant a 86 essais
randomisés cong¢us pour montrer l'intérét de moduler I'oxygénation tumorale a des fins radio-
sensibilisantes. Globalement, la modification de I'hypoxie tumorale améliorerait significativement
I'efficacité de la radiothérapie, avec un odd ratio (OR) de 0,77 (IC95% : 0,71 — 0,86) pour le
contréle locorégional et un OR de 0,87 pour la survie globale (IC95% : 0,80 — 0,95). Cet effet sur la
survie semble directement lié¢ a un bénéfice en contréle locorégional car I'effet sur les métastases

n’est pas significatif.

En pratique clinique, l'utilisation des radio sensibilisants de I'hypoxie est en cours de
développement (334). De nouvelles pro drogues plus sélectives que la tirapazamine, car activées
en condition hypoxique plus drastique, comme l'evofosfamide (TH-302) sont en phase précoce
d'évaluation clinique en association a la radiothérapie du fait de données précliniques
prometteuses (334, 340, 341).

1.4.5.2 HDACIi et modulation de la radiosensibilité

A ce jour la plus part des données de la littérature associant HDACI et irradiation montrent
une potentialisation in vifro de l'effet de lirradiation (342-347). Un nombre plus limité d'études
rapportent des données in vivo par exemple dans des modéles de tumeurs de prostate ou de
tumeurs cérébrales et montrent également un effet radio sensibilisant des HDACi comme le MS-
275 ou le VPA (344, 345). La protéine sérine/thréonine kinase ATM (Ataxia telangiectasia mutated)
est activée en réponse aux dommages de I'ADN de type CDB (222, 348). ATM activée
phosphoryle et active des substrats clés en aval comme 53BP1 (p53-binding protein 1), p53,
breast cancer gene 1 (BRCA1), CSK-homologous kinase 2 (CHK2) et y-H2AX qui permettent la
réponse biologique aux dommages de 'ADN en particulier via lI'induction des checkpoints (ou
points de restriction) du cycle cellulaire ou l'apoptose (348). Il a également été montré que le
remodelage de la chromatine en I'absence de CDB de 'ADN peut activer ATM et des agents
comme les HDACI peuvent mimer les effets du stress génotoxique en induisant 'activation des
voies de réponse aux dommages de I'ADN (349). LUHDAC1 interagit avec ATM (350) et les
traitements par HDACI induisent rapidement une phosphorylation de ATM et p53 mais n'induisent

pas de modification de la phosphorylation de y-H2AX ni de modulation de la formation des foci

89



H2AX (349). De plus, il a été montré qu'ATM est requise pour l'induction transcriptionnelle de
CDKN1A et de la topo Il a sous l'effet des HDACI bien que les bases moléculaires de cet effet
d’ATM ne soient pas connues. Les HDACi semblent pouvoir freiner certaines voies de réparation
de I'ADN en entrainant une diminution de I'expression de protéines de réparation de TADN comme
KU70, KU86 et la protéine kinase de I'ADN (DNA PKcs) (351). Les cellules Knockout pour les
protéines de réparation de 'ADN Ku70, Ku80 et 'ADN ligase IV sont hypersensibles a I'apoptose
induite par les HDACI (352, 353). De nombreuses questions persistent concernant les mécanismes
moléculaires de l'activation d’ATM par les HDACI et I'importance de leur effet mimétique des
lésions de 'ADN pour I'activité anti tumorale des HDACI. Toutefois il est possible que la capacité
des HDACI a induire une activation de la réponse aux dommages de I'ADN tout en supprimant la
capacité des cellules a réparer ces dommages puisse avoir un réle important non seulement en
induisant une majoration de l'apoptose mais aussi en potentialisant l'effet d'autre agents

thérapeutiques et en particulier de la radiothérapie.

Par ailleurs, les radioépithélites peuvent étre un facteur limitant de la dose de radiothérapie
délivrée chez les patients présentant un cancer. Le développement de drogues protégeant
sélectivement les tissus sains des dommages radio-induits (comme pour la peau la radioépithélite
ou plus tardivement la fibrose) tout en maintenant ou méme en renfor¢cant I'effet anti tumoral de la
radiothérapie constitue une véritable quéte du graal pour les oncologues radiothérapeutes (354). Si
les HDACi semblent pouvoir renforcer la capacité de lirradiation a tuer les cellules tumorales, il est
tout aussi intéressant de noter la capacité des HDACI a supprimer de maniére concomitante les
toxicités cutanées radio induites qu'ont montré certaines équipes (354). L'utilisation en traitement
topique de différents HDACI supprime I'expression radio induite de cytokines inflammatoires
comme le TNFa et le facteur de croissance tumoral-B (TGFpB) et les toxicités cutanées associées a
leur augmentation post radique habituelle (354). Mais n’est pas encore démontré que la
suppression du TNFa et/ou du TGFB soit le mécanisme nécessaire et suffisant a la suppression
des toxicités cutanées observée lors du traitement par certains HDACI. Il est donc particulierement
important d'explorer d'avantage non seulement les mécanismes de radiosensibilisation des
cellules tumorales par les HDACi mais également leur possible effet radio protecteur des tissus
sains et les mécanismes sous-jacents dans l'optique du développement de nouvelles

combinaisons d’HDACI avec la radiothérapie chez I'homme.

1.4.5.3 Effet radio sensibilisant du cisplatine

Au cours des 30 derniéres années, les sels de platine, se sont imposés comme principaux
agents de chimiothérapie pour le ftraitement des tumeurs solides. Le cisplatine
(diaminedichloroplatinum [I) puis le carboplatine (1-cyclobutanedicarboxylato-platinum(ll)) ont été

les premiers de ce groupe d'agents dérivés du platine (355).

Le cisplatine exerce une cytotoxicité propre via sa fixation aux résidus guanines, qui

génére des adduits et des ponts intra brins ou inter brins de 'ADN interférant avec sa réplication et
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sa réparation (356). La réponse cellulaire a I'exposition au cisplatine comprend l'activation des
voies de transduction et de réparation, des arréts de la réplication, l'inhibition de la transcription
(357). Les adduits produits par le cisplatine sont principalement réparés via le systéme d’excision
de nucléotides (NER : Nucleotide excision repair), mais d'autres systémes de réparation peuvent
étre mis en jeu. Des études réalisées sur cellules en culture ont montré que I'inactivation de la voie
de recombinaison non homologue (NHEJ : non homologous end-joining) ne modifiaient pas la
réponse au cisplatine. Au contraire, les mutations de la recombinaison homologue augmentent
significativement la sensibilité a cet agent (358). Le systéme MMR (Missmatch repair) semble
intervenir dans la signalisation des lésions de 'ADN causées par le cisplatine et dans linitiation
des mécanismes d’'apoptose lors de I'exposition a la drogue (359). Il n’a pas été démontré de
relation entre la phase du cycle cellulaire dans laquelle se trouve la cellule tumorale et sa
sensibilité au cisplatine. La dose a laquelle le cisplatine est administré a un impact sur la réponse
cellulaire. A fortes doses, le cisplatine entraine une augmentation de I'apoptose. A doses plus
faibles, on observe essentiellement des arréts dans le cycle en G2 et une mort mitotique. Ainsi,
dans des tumeurs de liposarcomes 9L p53-mutées, l'injection intrapéritonéale de cisplatine a la
dose de 1m/kg génére une catastrophe mitotique dans les tumeurs, mais assez peu d'apoptose
(360).

Il existe un fort rationnel biologique a associer le cisplatine a la radiothérapie. La fixation du
cisplatine sur les bases puriques (adénine, guanine) de 'ADN ou de 'ARN a proximité des
cassures simple brin (CSB) induites par I'exposition aux rayonnements ionisants contribue a
expliquer la synergie du cisplatine avec la radiothérapie, en les transformant en équivalent de CDB
et donc rendant leur réparation plus difficile (361). Le facteur d'augmentation de la dose a été
estimé a 1,2 - 1,4 dans les lignées de CBNPC comme H460 (356, 362). Certains auteurs ont
suggéré que l'effet radio sensibilisant du cisplatine serait maintenu en situation d’hypoxie (363).
Les résultats d’association in vivo montrent que le cisplatine augmente I'effet anti tumoral de la
radiothérapie. Cependant, I'efficacité de I'association dépend du modéle utilisé mais également de
la séquence d'administration. La séquence d'administration la plus efficace est celle ou le
cisplatine est administré de fagon concomitante a la radiothérapie, I'association étant alors le plus
souvent supra additive (364). Une étude ancienne portant sur des modéles de tumeurs
mammaires irradiées a montré qu’'une administration de cisplatine réalisée 30 minutes avant
irradiation augmentait la sensibilité a I'irradiation d’'un facteur 1,8, alors que 'augmentation n’était
que de 1,3 lorsque le cisplatine était administré 30 minutes ou quatre heures aprés irradiation
(365).

Développé a la suite du cisplatine, le carboplatine posséde un spectre d'activité
relativement proche. La différence entre les deux agents repose essentiellement sur un profil de
tolérance en faveur du carboplatine. Les adduits de platine générés par le carboplatine sont trés
similaires a ceux du cisplatine, mais la concentration d'agent nécessaire pour obtenir le méme
niveau d’adduits est environ quatre fois supérieure pour le carboplatine (366). Comme le cisplatine,
le carboplatine augmente la sensibilité a l'irradiation (association supra additive), probablement en

compliquant la réparation des CSB radio-induites, induisant une augmentation de la mort
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apoptotique (367). Certaines données précliniques obtenues sur cellules en culture suggérent que
lirradiation augmenterait les concentrations intracellulaires de carboplatine, en particulier en

situation hypoxique (368).

L'oxaliplatine (trans-L-diaminocyclohexane oxalate platinum Il) a été plus récemment
introduit dans l'arsenal thérapeutique. Il est principalement utilisé pour les tumeurs gastro-
intestinales et urothéliales. Il s’agit d'un diaminocyclohexane qui entraine également la formation
d'adduits sur 'ADN et empéche ainsi la réplication et la transcription de 'ADN. Comme pour les
autres sels de platine, les pontages inter-brins sont les |ésions les plus toxiques générées par
I'oxaliplatine (369). En raison de distorsions conformationnelles au niveau de I'adduit, il semble que
les systémes de réparation mis en jeu pour réparer les lésions induites par le cisplatine et par
l'oxaliplatine ne soient pas strictement identiques, I'oxaliplatine étant plus cytotoxique que le
cisplatine (370). En effet, la protéine dite de multi drogue résistance (MMR) ne prendrait pas en
charge les adduits d'oxaliplatine, contrairement aux adduits de cisplatine. Ceci pourrait expliquer
pourquoi certaines tumeurs résistantes au carboplatine ou au cisplatine puissent répondre a
'oxaliplatine (371). Les données moléculaires quant a la radiosensibilisation par 'oxaliplatine sont

plus limitées. L'oxaliplatine semble synergique avec l'irradiation (372).

Bien que les causes biologiques soient incertaines, il semble que l‘effet radio sensibilisant
de l'oxaliplatine soit dépendant du statut p53 des lignées tumorales. Ainsi, dans des cellules au
statut p53 sauvage, I'association de I'oxaliplatine et de la radiothérapie est synergique, la meilleure
séquence étant lorsque la drogue est administrée 2 heures avant lirradiation, I'effet étant au

minimum additif. Dans des lignées au statut p53 muté, les effets sont plutét infra additifs (373).

1.5 CANCER BRONCHIQUE NON A PETITES CELLULES

Le cancer bronchique est le plus meurtrier au monde (374). Avec plus de 30 000 cas par
an en France, selon le rapport de I'Institut national de veille sanitaire (INVS) en 2010, il est au
quatrieme rang des cancers les plus fréquents. Tous stades confondus, le taux de survie a cinq
ans est d'environ 14 % (375). Les carcinomes bronchiques « non a petites cellules » regroupent
principalement les adénocarcinomes, les carcinomes épidermoides et les carcinomes a grandes
cellules. lls représentent prés de 85 % des cancers bronchiques et sont dans 60 a 75 % des cas
diagnostiqués alors qu’ils sont inopérables, localement évolués ou métastatiques, et de pronostic
défavorable. Dans la classification TNM de 2009, les cancers de stade lll (localement évolués),
dont le traitement de référence demeure la radio chimiothérapie concomitante, restent un groupe
hétérogéne comprenant des tumeurs classées de T1a T4et de NOa N3 (376). Le profil
épidémiologique de ces cancers est également hétérogéne avec une augmentation de l'incidence
chez la femme et les non-fumeurs. La radio chimiothérapie concomitante représente le standard
pour les cancers bronchiques non a petites cellules (CBNPC) localement évolués et pour les

cancers bronchiques a petites cellules localisés. Les doublets a base de platine les plus souvent
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utiisés en association a la radiothérapie sontles doublets cisplatine/vinorelbine,
cisplatine/étoposide, et carboplatine/paclitaxel. Des méta-analyses ont montré la supériorité d’'une
radio chimiothérapie versus une radiothérapie exclusive, avec un bénéfice en surviede 15 % a 5
ans pour les CBNPC inopérables (377). La radio chimiothérapie concomitante améliore également
la survie sans progression, quel que soit le site (HR : 0.69, IC95% : 0,58 — 0,91) (378). Avec un
suivi médian de 6 ans, une méta analyse du groupe collaboratif d’étude du CBNPC a confirmé le
bénéfice de la radio chimiothérapie concomitante sur la radio chimiothérapie séquentielle en
termes de taux de réponse et de survie. Ce bénéfice était clairement attribuable a 'amélioration du
contréle local, puisque le taux de récidives métastatiques n’était pas affecté. La radio
chimiothérapie concomitante améliorait la survie globale avec un bénéfice de 4,5 % a 5 ans (379).
La comparaison de la radio chimiothérapie séquentielle et de la radio chimiothérapie concomitante
montre que le bénéfice en survie de la radio chimiothérapie ne se limite pas a une coopération
spatiale et que I'amélioration du contrdle locorégional contribue a améliorer la survie globale. En
dépit de taux de réponse initiaux non négligeables, le taux de contréle local reste décevant et les
disséminations métastatiques précoces fréquentes. Une meilleure compréhension de la biologie et
de la physiologie des tumeurs pulmonaires a permis d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques
conduisant au développement de nouveaux agents dont les plus évolués sont les « anti-epidermal
growth factor receptor » (anti-EGFR) et les anti angiogéniques. De nombreuses autres voies et
stratégies pouvant optimiser la radiothérapie sont actuellement a I'étude et 'association aux
HDACIi en est une particulierement prometteuse. En effet, nombreuses tumeurs, en particulier
bronchique, présentent une surexpression des HDAC (380). Les HDACI entrainent une acétylation
des histones des cellules saines et tumorales de la méme maniére. Mais la différence d’'expression
des HDAC entre les tissus sains et les tissus tumoraux pourrait étre responsable d'un effet
différentiel des HDACI tout a fait propice a la majoration de I'effet thérapeutique des rayonnements

ionisants sur le tissu tumoral.
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2 - OBJECTIFS

Dans ce travail de thése, nous nous sommes intéressés aux possibles bénéfices et aux
effets synergiques et/ou additifs de la combinaison d’HDAC inhibiteurs a la radiothérapie seule ou
en combinaison a d’autres drogues et en particulier au cisplatine pour les tumeurs solides ainsi
que les mécanismes qui sous-tendent ces effets et contribuent a la réponse anti-tumorale in vitro,
in vivo et chez 'homme. Nous avons également évalué I'effet la tolérance et la toxicité des HDACI
sur les tissus sains. Ce travail de thése s’inscrit donc dans une stratégie globale d’évaluation de
recherche translationnelle de combinaison drogue et de radiothérapie dans le but d’optimiser les
chances de succés clinique de la combinaison et d’amélioration des résultats thérapeutiques

actuels.

1/ Nous avons d’'abord évalué la combinaison d’'un pan HDACI, I'abexinostat a l'irradiation
in vitro dans deux modéles de CBNPC humain avec pour objectif principal la recherche d’'un
éventuel effet radio sensibilisant. Afin de comprendre les mécanismes sous-jacents nous avons
exploré d’'une part la modulation de I'apoptose radio-induite et d’autre part la modulation de la

réparation des dommages radio induits de 'ADN sous |'effet de I'abexinostat.

2/ Puis, nous avons évalué l'effet de cette combinaison in vivo dans des xénogreffes sous-
cutanées de CBNPC humain en termes d'efficacité anti-tumorale d’'une part et de toxicité d’autre
part. Du fait d’'une tolérance acceptable nous avons ensuite évalué différentes triples combinaison
associant I'abexinostat et la radiothérapie a une troisitme drogue (cisplatine ou cetuximab ou
PARP inhibiteur). Seuls les résultats les plus démonstratifs en combinaison avec le cisplatine
retenus pour publication sont présentés ici. Les schémas d’administration progressivement mis au

point ne sont pas détaillés et seuls sont présentés les schémas de traitement finalement retenus.

3/ Enfin, nous avons évalué chez I’homme, dans le cadre d'un essai de phase |
d'escalade de dose la combinaison de l'abexinostat avec une radiothérapie palliative hypo
fractionnée chez des patients présentant des tumeurs solides avancées. L'objectif principal de
cette étude de combinaison abexinostat/radiothérapie réalisée pour la premiére fois chez 'lhomme
a été de d'évaluer le profil de tolérance et de toxicité de cette combinaison en déterminant la dose
maximale tolérée (MTD), la dose limitante toxique (DLT) ainsi que la dose recommandable pour de

futures essais.

Les matériels et méthodes sont décrits en annexe 1.
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3 —PRESENTATION DES TRAVAUX

3.1 EVALUATION DE LA MODULATION DE LA RADIOSENSIBILITE TUMORALE
PAR L’ABEXINOSTAT IN VITRO ET IN VIVO

3.1.1 Rationnel

Comme nous l'avons vu en introduction I'épigénétique est un champ de recherche
prometteur dans lequel de plus en plus de données précliniques et cliniques suggérent un fort
potentiel pour le traitement des cancers. |l est aujourd’hui bien établi que les modifications
épigénétiques sont essentielles a I'apparition et a la progression tumorale (45, 381, 382). Parmi
ces modifications épigénétiques la régulation de l'acétylation des histones et de certaines
protéines non histones a un réle clé dans la régulation de I'expression de génes impliqués dans le
développement tumoral (383, 384). Ces modifications étant dynamiques et réversibles elles
constituent d'excellentes cibles thérapeutiques (385). De nombreuses petites molécules inhibant
l'activité des HDAc ont été développées ces derniéres années. Ces HDACI regroupés en 4 classes
ont montrés une activité anti tumorale intéressante seuls ou en combinaison avec diverses
chimiothérapies in vitro et in vivo (386, 387). Etant donné leur caractére multi cibles les
mécanismes biologiques expliquant leur effet anti tumoral sont difficiles a identifier, probablement

multiples et quoiqu’il en soit encore mal connus.

Bantscheff ef al ont montré que les HDACI ciblant plusieurs HDAC pourraient étre plus
efficaces que les HDACI spécifiques d'un type d'HDAC (388). L'évaluation d'un nouveau pan

HDACI, I'abexinostat que nous proposons dans ce travail de thése s'inscrit dans cette stratégie.

Plusieurs travaux in vitro et in vivo suggérent que l'effet anti tumoral des HDACI peut étre
d( a l'induction d’'un arrét du cycle cellulaire, de mécanismes de mort cellulaire comme I'apoptose
et 'autophagie et d’'une altération des capacités de réparation de 'ADN (381, 382, 389, 390). En
effet, il a été montré que les HDACI peuvent inhiber la réparation de 'ADN par recombinaison
homologue via la répression d’expression de RAD51 un géne clé de cette voie de réparation (391).
La recombinaison homologue étant 'une des deux voies majeures de réparation des cassures
double brin induites par les rayonnements ionisants, il existe un fort rationnel en faveur du ciblage
pharmacologique des HDAC par les HDACi en association aux rayonnements ionisants pour

majorer |'effet anti tumoral de chacun de ces deux traitements (382).

Les cancers bronchiques non a petites cellules constituent un modéle d'étude d'intérét car
ils représentent un probléme majeur de santé publique (85 % des cancers bronchiques) et qu'il
s’agit d'une pathologie dont le pronostic reste trés sombre et pour laquelle il existe un besoin
majeur d’'amélioration de [lefficacité thérapeutique. Le traitement standard des carcinomes

bronchiques non a petites cellules localement avancé repose sur I'association concomitante de la
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radiothérapie et de la chimiothérapie a base de platine (379). Par conséquent, développer de
nouvelles combinaisons permettant de renforcer l'efficacité de la radiothérapie dans ce type de

pathologie prend tout son sens.

3.1.2 Résultats (données partiellement soumises a Oncotarget, en révision
mineure sous la référence n° #018532)

Nous avons choisi d’évaluer I'abexinostat (€galement nommé PCI-24781-HCI| ou S78454-
1) et son association a la radiothérapie dans deux lignées humaines de CBNPC non mutées pour
EGFR, K-Ras mutées et P53 sauvages: les cellules H460 et A549, pour lesquelles certaines

données récentes suggéraient que les HDACI pouvaient avoir un effet anti tumoral.

3.1.2.1 L’Abexinostat radio sensibilise les cellules de CBNPC in vitro en normoxie

et en hypoxie

Administré en monothérapie, I'abexinostat inhibe la prolifération des deux lignées
cellulaires de CBNPC testées, H460 et A549 de maniére dose dépendante. L'IC50 de la
prolifération c'est-a-dire la concentration pour laquelle I'abexinostat réduit de 50 % le nombre de
cellules viables aprés 48 heures de traitement est de 1.75 pmol/L et 2umol/L respectivement pour
A549 et H460 (Figure 26 A et B). Ceci suggéere que les cellules A459 sont plus sensibles a

'abexinostat en monothérapie que les cellules H460.
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Figure 26 : L’abexinostat inhibe la prolifération des cellules tumorales en normoxie (0?=21%)

Prolifération (test WST-1). Les cellules A549 (A) et H460 (B) sont ensemencées et
exposées a I'abexinostat 24 heures plus tard, puis colorées par Bleu de Trypan et comptées apres
48h d’exposition a 'abexinostat. Le milieu de culture sans drogue a été utilisé comme contréle. Les
résultats représentent les moyennes +/- déviation standard de 3 expérimentations indépendantes.

Les barres d’erreur représentent les déviations standards. * représente p < 0.05.

L'administration de I'abexinostat en combinaison avec lirradiation inhibe également la

survie clonogénique de maniére dose-dépendante dans les deux lignées testées, les cellules A549
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étant plus résistantes a l'irradiation et a la combinaison (irradiation et abexinostat) que les cellules
H460. L'exposition a I'abexinostat 24 h avant irradiation, réduit significativement la fraction de
cellules survivantes a 6 Gy (que I'on appelle la SF6) pour les deux lignées étudiées en normoxie
(02 =21%).
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Figure 27 : L’abexinostat combiné a Pirradiation inhibe la survie clonogénique des cellules
tumorales en normoxie (O? = 21%)

Clonogénicité : Les cellules A549 (C) et H460 (D) sont ftraitées par 4h aprés
ensemencement, le milieu de culture est changé 24h apres irradiation et les cellules sont incubées
durant 10 & 14 jours. Puis, les clones sont arrétés et comptés (normalisation par rapport aux
cellules non ftraitées). Le milieu de culture sans drogue a été utilisé comme contrble. Les résultats
représentent les moyennes +/- déviation standard de 3 expérimentations indépendantes. Les

barres d’erreur représentent les déviations standards. * représente p < 0.05.

Afin de déterminer si I'effet observé pouvait étre un effet de classe nous avons montré que
'administration de LBH 589 ou panobinostat (un autre pan HDAC inhibiteur) en combinaison avec
lirradiation inhibe également la survie clonogénique de maniére dose-dépendante dans les deux
lignées testées ce qui est cohérent avec les données de la littérature qui semblent en faveur de
cette hypothése (392).
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Figure 28 : Le panobinostat (LBH 589) combiné a Pirradiation inhibe la survie clonogénique
des cellules tumorales en normoxie (O = 21%)

Clonogénicité : Les cellules A549 et H460 sont traitées par LBH 589 4 h aprés
ensemencement, le milieu de culture est changé 24 h aprés irradiation et les cellules sont incubées
durant 10 & 14 jours. Puis, les clones sont arrétés et comptés (normalisation par rapport aux
cellules non ftraitées). Le milieu de culture sans drogue a été utilisé comme conftréle. Les résultats
représentent les moyennes +/- déviation standard de 3 expérimentations indépendantes. Les

barres d’erreur représentent les déviations standards. * représente p < 0.05.

Comme les tumeurs humaines de CBNPC sont le plus souvent au moins en partie
hypoxiques et que les cellules hypoxiques sont moins radiosensibles, nous avons voulu testé I'effet
de la combinaison de l'abexinostat a la radiothérapie sur la survie clonogénique en condition
hypoxique (O? = 0.1% 24 h avant le traitement comme décrit en annexe 1 dans les matériels et
méthodes). La aussi nous avons montré une inhibition de la survie clonogénique de maniére dose-

dépendante dans les deux lignées testées.
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Figure 29 : L’abexinostat combiné a Pirradiation inhibe la survie clonogénique des cellules
tumorales en hypoxie (0% = 0.1%)

Clonogénicité : Les cellules A549 (E) et H460 (F) sont placées 24h en conditions
hypoxiques (02 = 0.1%) 4 h aprés ensemencement, fraitées par abexinostat, le milieu de culture

est changé 24 h aprés irradiation et les cellules sont incubées durant 10 a 14 jours. Puis, les
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clones sont arrétés et comptés (normalisation par rapport aux cellules non traitées). Le milieu de
culture sans drogue a été utilisé comme contréle. Les résultats représentent les moyennes +/-
déviation standard de 3 expérimentations indépendantes. Les barres d’erreur représentent les

déviations standards. * p < 0.05.

Bien que les cellules soient moins radiosensibles en conditions hypoxiques, I'effet de la
combinaison avec I'abexinostat reste significatif et dose dépendent. Le calcul des rapports o/
(correspondant a la dose en Gy pour laquelle la mortalité cellulaire est autant due a la composante
linédaire qu'a la composante quadratique de I'’équation linéaire quadratique qui caractérise les
courbes de survie clonogénique) et des ratios de sensibilisation (sensitization enhancement ratios :
SER) a 10 % de survie cellulaire (SER10 : Ratio de la dose d'irradiation permettant d’obtenir 10 %
de survie cellulaire sans traitement par abexinostat et de la dose d'irradiation permettant d'obtenir
10 % de survie cellulaire avec abexinostat) confirme une radiosensibilisation par I'abexinostat en

normoxie et en hypoxie.

Tableau 4 - Estimation des paramétres a et B en conditions normoxique et hypoxique pour
A549 et H460

H460 normoxia H460 hypoxia (0.1% O,)
Conditions | o (Gy') | B(Gy?) | Mean | Mean | o (Gy') | B(Gy') | Mean [ Mean
Day Do Di; Do
@) | Gy Gy | (G
Control 0.198 = 0.043+ | 3.258 5.755 | 0.1695 - 5.601 9.596
0.035 0.02 014 | £0.61 +0.06 +1.48 | £2.39
(n=4) | (n=5) | (n=5) | (n=5) | (n=3) (n=3) | (n=3)
Abexinostat | 0.368 0.022%+ | 2.391 4812 | 0.267 % - 3.748 6.685
0.1 um 0.176 0.028 t t 0.03 +0.44 | £0.28
(n=2) (n=2) | 0.538 | 0.326 | (n=2) (n=2) | (n=2)
(n=2) | (n=2)
Abexinostat 0.363 0.168 1.832 3.41+ | 0.545% - 1.954 4,358
0.2 uMm 0.133 0.052 0.1 0.42 0.18 +1.06 t
(n=3) (n=3) (n=3) (n=4) (n=3) (n=3) 0.566
(n=3)
A549 normoxia A549 hypoxia (0.1% O,)
Conditions | a.(Gy') | B(Gy?) | Mean | Mean | o (Gy') | B(Gy') | Mean Mean
Ds; (_91) Dio L@,‘f]‘ Dy l;@,){} Do (Gy)
Control 0.0754 | 0.027%+ | 5107 % | 8463+ | 0.101 % - 7193 % | 22.36%
+0.03 0.01 0.32 0.81 0.04 0.58 7.8
(n=4) | (n=5) | (n=4) | (n=5) | (n=2) (n=2) | (n=2)
Abexinostat | 0.213+ | 0.042+ | 3.475+% | 6.354% | 0.2604 - 3.806* | 8.842 %
0.4 pM 0.05 0.02 0.37 1.002 +0.00 0.00 0.00
(n=3) | (n=3) | (n=4) | (n=4) | (n=1) (n=1) | (n=1
Abexinostat | 0.237+ | 0.018+ | 2,695+ | 5.542+ | 0.2562 - 3.872+ | 9.07¢%
0.7 pM 0.09 0.08 0.23 1.11 +0.03 0.39 1.19
(n=4) | (n=3) | (n=3) | (n=4) | (n=2) (n=2) | (n=2)
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Estimation des D37 et D10 (doses permettant d’obtenir respectivement 37 % et 10 % de
survie cellulaire clonogénique). Les résultats représentent les moyennes +/- déviation standard de

2 a 5 expérimentations indépendantes comme indiqué dans le tableau.

Pour les cellules A549 traitées par abexinostat 0.7 uM 24 h avant irradiation la moyenne
des SER10 est de 1.6 [1.33-1.8] en normoxie et 2.5 [2.04-2.81] en hypoxie. Pour les cellules H460
traitées par abexinostat 0.2uM dans les mémes conditions, la moyenne des SER10 est de 1.6
[1.44- 1.92] en normoxie et 1.8 [1.70-2.98] en hypoxie. Les D37 et D10 (doses pour lesquelles on
observe une survie clonogénique de 37% et 10% respectivement) correspondantes sont indiquées
dans le tableau ci-dessus. Pour les deux lignées étudiées la D10 est significativement diminuée
par I'adjonction d’abexinostat en normoxie comme en hypoxie. Les courbes théoriques de survie
clonogénique par extrapolation du modéle linéaire quadratique a partir des données mesurées en

hypoxie et en normoxie sont représentées ci-dessous.
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Figure 30: modélisation linéaire quadratique des courbes de survie clonogénique en
normoxie et hypoxie pour A549 et H460

Modeéle linéaire quadratique théorique calculé par extrapolation des données
expérimentales pour les cellules A459 (C, E) et H460 (D, F) en normoxie (0?2 =21%) (C, D) et en
hypoxie (02 =0.1%) (E, F).

Aprés étude des isobologrammes correspondants, un effet additif est retrouvé en normoxie

et un effet supra additif est retrouvé en hypoxie pour A549 et H460.
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Figure 31 : Effet supra-additif de la combinaison irradiation et abexinostat sur les cellules de

CBNPC in vitro en conditions hypoxiques

Isobologrammes pour une fraction survivante de 10% pour les cellules A549 (G, 1) et H460
(H, J) en normoxie (O?= 21%) (G, H) et en hypoxie (0?=0.1%) (I, J).

En explorant la séquence optimale de traitement en normoxie, nous avons montré que
'administration d’abexinostat en concomitant de l'irradiation sans prétraitement par abexinostat ne
modifie pas significativement la fraction survivante en comparaison avec lirradiation seule.
L’'abexinostat donné en concomitant n'a donc pas deffet radio sensibilisant. L'effet radio

sensibilisant de I'abexinostat dépend donc de la séquence thérapeutique.
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Figure 32 : L’effet radio sensibilisant de I'abexinostat combiné a lirradiation dépend de la
séquence thérapeutique : Absence d’effet radio sensibilisant de la combinaison concomitante sur les
cellules tumorales en normoxie (02 = 21%)

Clonogénicité : Les cellules A549 (A) et H460 (B) sont ftraitées par 4h aprés
ensemencement par irradiation et abexinostat aux doses indiquées, le milieu de culture est changé
24h aprés irradiation et les cellules sont incubées durant 10 a 14 jours. Puis, les clones sont
arrétés et comptés (normalisation par rapport aux cellules non traitées). Le milieu de culfure sans
drogue a été utilisé comme contréle. Les résultats représentent les moyennes +/- déviation
standard de 3 expérimentations indépendantes. Les barres d’erreur représentent les déviations
standards. Il n'est pas retrouvé de différence statistiquement significative entre les différentes

courbes.

L'augmentation du niveau d’expression de l'histone H3 acétylé est utilisée dans la
littérature comme marqueur fonctionnel reflétant l'activité inhibitrice des HDAC (393). Pour
confirmer I'activitt HDAC inhibitrice de I'abexinostat aux doses utilisées et dans nos conditions
expérimentales, nous avons mesuré I'expression de I'histone H3 acétylé sur les cellules A549 et
H460 en normoxie (0? 21%). Les cellules ont été traitées aux doses croissantes d'abexinostat
indiquées sur la figure 33 pendant 24 h puis irradiées a 4 Gy. Les niveaux d’expression de I'histone
H3 acétylé ont é&té mesurés par western blot (comme indiqué en annexe 1 dans les matériels et
méthodes), 1 h et 24 h aprés irradiation. Nous avons ainsi observé une augmentation de
l'acétylation de I'histone H3 sous l'effet de I'abexinostat de maniére concentration dépendante et
temps dépendante dans les deux lignées cellulaires étudiées. Une augmentation significative de
lacétylation de Tl'histone H3 a été observée dés 1 h aprés l'heure d’irradiation et cette

augmentation persiste aprés 24 h.
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Figure 33 : Activité HDAC inhibitrice de I'abexinostat en normoxie: augmentation du niveau
de I’'histone H3 acétylé

Evaluation de I'acétylation des histones H3 par western blot 1h et 24h aprés irradiation sur
cellules A549 (G) et H460 (H). GADPDH est utilisé comme contréle de dépét. IR = irradiation. Les
Western blots présentés dans cette figure sont représentatifs des 3 expérimentations

indépendantes effectuées (n = 3).

Afin de confirmer nos conditions expérimentales nous avons évalué par Western blot
I'expression de HIF1-alpha, protéine dont I'expression est induite en conditions hypoxiques. Nous
avons montré une augmentation du niveau d'expression d’'HIF1-alpha dans nos conditions
expérimentales d’hypoxie (O? = 0.1%) dans les deux lignées étudiées dés 4 h d’hypoxie et de

maniére persistante aprés 24 h d’hypoxie.

HIF1-alpha
(120kD)

_ ﬁ cAPon

Figure 34 : L’augmentation d’expression d’HIF1-alpha confirme la validité de nos conditions

expérimentales hypoxiques

Evaluation de I'expression d’HIF1-alpha par western blot 1h, 4h et 24h apres incubation en
hypoxie (O%= 0.1%) sur cellules A549 (A) et H460 (B). GADPDH est utilisé comme coniréle de
dépdt. Les Western blots présentés dans cette figure sont représentatifs des 3 expérimentations

indépendantes effectuées (n = 3).

Pour confirmer l'activité HDAC inhibitrice de I'abexinostat en conditions hypoxiques, nous
avons également évalué le niveau d’expression des histones H3 acétylés sur nos deux lignées en
conditions hypoxiques (O? = 0.1%) par western blot (comme indiqué en annexe 1 dans les
matériels et méthodes), a 1 h, 4 h, 6 h et 24 h d’exposition a I'abexinostat 0.2 uM. Nous avons

ainsi observé une augmentation de I'acétylation de I'histone H3 sous I'effet de I'abexinostat dans
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les deux lignées cellulaires étudiées. Une augmentation significative de l'acétylation de I'histone

H3 a été observée dés 1 h aprés I'exposition a I'abexinostat et cette augmentation persiste a 24 h

d'exposition.
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Figure 35 : Activité HDAC inhibitrice de I'abexinostat en hypoxie: augmentation du niveau de
I'histone H3 acétylé

Evaluation de l'acétylation des histones H3 par western blot @ 1 h, 4 h, 6 h et 24 h
d’exposition a l'abexinostat sur cellules A549 (A) et H460 (B). L’actine est utilisée comme contréle
de dépdt. Les Western blots présentés dans cette figure sont représentatifs des 3

expérimentations indépendantes effectuées (n = 3).

3.1.2.2 L’Abexinostat induit ’'apoptose des cellules de CBNPC in vitro en normoxie

et majore I'apoptose radio-induite

Aprés traitement de cellules H460 par abexinostat seul ou en combinaison avec
lirradiation a 4 Gy nous avons montré une augmentation de la fraction cellulaire en sub-G1
(correspondant aux cellules mortes possiblement apoptotiques) dépendante de la concentration
d'abexinostat et du temps. En effet, aprés 24h de traitement par abexinostat aux concentrations
indiquées dans la Figure 36, les cellules H460 ont été irradiées a la dose de 4 Gy en normoxie et
une analyse de la distribution des cellules dans le cycle cellulaire a été réalisée par cytométrie de
flux (FACS) 1 h, 24 h et 48 h aprés I'heure d’irradiation. Nous avons observé une augmentation de
la population cellulaire en phase sub-G1 aprés exposition a I'abexinostat dés 0.2 uM et dés 24 h
aprés I'heure de lirradiation (Figure 36 B). Cette augmentation est plus marquée pour une
concentration plus forte d’abexinostat (2uM) et un temps plus long (48 h) (Figure 36 A et B). De
méme, une déplétion de la population de cellules H460 en phase S a été retrouvée aprés
exposition a I'abexinostat 2 pM (Figure 36 B). En combinant I'abexinostat 0.2 uM et l'irradiation 4
Gy (délivrée aprés 24 h d’exposition a la drogue) on observe une majoration significative de I'effet
lié a la drogue seule ou a l'irradiation seule (Figure 36 B). En revanche, nous n'avons pas observé
d'augmentation de la population en subG1 lorsque l'abexinostat était donné de maniére

concomitante a lirradiation et non pas pendant 24 h avant l'irradiation.
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Figure 36 : L’abexinostat induit une augmentation concentration dépendante de la population
de H460 en subG1

Les cellules H460 ont été traitées 24 h aux concentrations indiquées d’'abexinostat puis

irradiées (4 Gy) ou non. La distribution des cellules dans les différentes phases du cycle cellulaire

106



a été analysée par cytométrie de flux 1 h (B), 24 h (B) et 48 h (A, B) aprés irradiation. L’analyse en
cytométrie de flux (A) représente le résultat d’'une des 3 expérimentations indépendantes réalisées.
Les histogrammes (B) représentent les moyennes +/- déviations standards (n = 3; t-test; *P < 0.05;

**P < 0.01). Les barres d’erreur représentent les déviations standards.

Afin de déterminer si 'augmentation de la fraction cellulaire en subG1 correspond a une
augmentation de la population en apoptose, nous avons réalisé un marquage a liodure de
propidium (PI), qui est un agent intercalant des acides nucléiques (I'ADN ou I'ARN) et une
molécule fluorescente, utilisé comme marqueur de I'ADN afin de marquer le noyau des cellules
ayant perdu leur intégrité membranaire lors de I'apoptose tardive et de la mort cellulaire. Nous
avons également utilisé un marquage au 3.3’ dihexyloxacarbocyanine iodide (DIOCS), qui marque
les mitochondries et dont la diminution témoigne de la réduction du potentiel transmembranaire

mitochondrial au cours de I'apoptose.
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Figure 37 : L’abexinostat induit une augmentation concentration dépendante de I'apoptose
des cellules H460

Les cellules H460 ont été traitées 24 h aux concentrations indiquées d’abexinostat puis
irradiées (4 Gy) ou non. La distribution des cellules dans les différentes phases du cycle cellulaire
a été analysée par cytométrie de flux 24 h (C, D) et 48 h (C) apres irradiation. L’analyse en
cytométrie de flux (C) représente le résultat d'une des 3 expérimentations indépendantes
réalisées. Les histogrammes (D) représentent les moyennes +/- déviations standards (n = 3; t-test;
*P < 0.05; ™P < 0.01). Les barres d’erreur représentent les déviations standards. La population
DIOC-/PI+ correspond aux cellules mortes en apoptose tardive. La population DIOC-/PI-
correspond aux cellules en apoptose précoce (dépolarisation de la membrane mitochondriale mais

membrane plasmique sans perte d’intégrité)

L'Abexinostat augmente de maniére significative la mortalité cellulaire comparativement
aux contréles seuls ainsi qu’aux contrdles irradiés comme en témoigne l'augmentation de la
population de cellules H460 DIOCG6-/Pl+ (Figure 37 C, D). De plus, I'abexinostat augmente
également la population de cellule H460 DIOCG6-/PI- 48h aprés irradiation ce qui suggére une
augmentation de la population en apoptose précoce présentant une dépolarisation de leur

membrane mitochondriale (Figure 37 C, D).
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3.1.2.3 L’apoptose des cellules H460 induite par I'abexinostat est caspase

dépendante et implique la voie mitochondriale

Afin de préciser si I'apoptose induite par I'abexinostat est caspase dépendante, nous
avons utilisé un marquage au Pl et a I'annexine V (protéine avec une forte affinité pour les
phosphatidylsérines qui sont exposées a la face extracellulaire de la membrane plasmique dés le
début de 'apoptose, cette protéine est donc utilisée comme marqueur d'apoptose) avec ou sans Z-
vad (un inhibiteur des caspases et donc de I'apoptose caspase dépendante). Les cellules H460 ont
été traitées pendant 24 h par abexinostat aux concentrations indiquées sur la Figure 38 puis

irradiées (4 Gy) ou non. L'analyse en cytométrie de flux a été réalisée 24 h et 48 h aprés irradiation
(Figure 38 A, B)
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Figure 38 : L’apoptose induite par I'abexinostat est caspase dépendante

Les cellules H460 ont été traitées 24 h (A) ou 48h (B) aux concentrations indiquées
d’abexinostat puis irradiées (4 Gy) ou non. Les histogrammes (A, B) représentent les moyennes +/-
déviations standards (n = 3; t-fest; *P < 0.05; P < 0.01). Les barres d’erreur représentent les
déviations standards. A+ = cellules avec marquage positif (+) ou non (-) a l'annexine V. Pl+/- =
cellules avec marquage positif (+) ou non (-) au Pl. La population annexine \VV+/PI- correspond aux
cellules en apoptose précoce. La population annexine V+/Pl+ correspond aux cellules mortes par

apoptose.

Le Z-vad diminue significativement la population de cellules annexine V+/Pl-
(correspondant aux cellules en apoptose précoce) traitées par abexinostat a 0.2 yM et 2 UM
comparativement aux cellules contréles dans du milieu de culture sans abexinostat a 24 et 48 h
(Figure 38 A, B). Nous avons également montré que l'apoptose caspase dépendante est
significativement augmentée par la combinaison abexinostat et irradiation par rapport a l'irradiation
seule (Figure 38 A, B). Les cellules traitées par abexinostat a 0.2 uM présentent une mortalité
cellulaire modérément augmentée alors que les cellules traitées par la combinaison abexinostat a
0.2 uM et irradiation présentent une augmentation significative de I'apoptose caspase dépendante

a 24 h et 48 h (Figure 38 A, B). En revanche, I'exposition a de plus fortes concentrations

110



d'abexinostat (2 uM) seul est associée a une plus forte mortalité cellulaire (population annexine
V+/Pl+). A cette dose (2 uM), la combinaison abexinostat et radiothérapie n’a pas montré de
majoration significative de I'apoptose caspase dépendante par rapport au traitement par
abexinostat (2 uM) seul possiblement du fait de la forte cytotoxicité de I'abexinostat seul a cette
concentration. En effet, on observe un taux moyen de mortalité cellulaire de 20.9 % et 34.2 % a 24

h et 48 h respectivement sous abexinostat 2 uM (Figure 38 A, B).

Pour valider ces résultats nous avons évalué l'activation de la caspase 3 en analysant le
clivage de la caspase 3 et le relargage du cytochrome C dans les cellules H460 par immun
marquage (comme indiqué en annexe 1 dans les matériels et méthodes). Nous avons montré que
l'abexinostat a 0.2 uM augmente significativement le taux basal et post irradiation de caspase 3

clivée et de cytochrome C relargué 1 h et 24 h aprés irradiation (Figure 39 C-E).

Co. +Abexinostat +IR 4Gy. +Abexinostat
0.2uM. 0.2uM +1 R 4Gy.

111

1h

2 4h



O

80 15 =
2 . .
%‘50- . —_— Fd
3 T 3 107
_ |
¥ 40 ]
[¥] o 5
- Ll
5 L g s+
9 204 3
-
O b i T
e 2
LM | I ol G e i

L
o : o y o Ny o A A
% ,.ﬁb © ’9‘\ e "s!‘ K ‘p'\ & . PO o ,}3‘:‘ O
or & & o & % of & B o PO
‘;h\ 4 o ‘:s' o b \5" s!‘ .\,b\- g‘
& o.'ﬁ@ o 0,‘5* 5 0¥ & o
3 :
& & o« & \S‘F o 11& ro
» & & x o&’ &
4 & & &
= > -x X

Th 24h Th 24h

Figure 39 : L’apoptose induite par 'abexinostat est médiée par la dépolarisation
mitochondriale et I'activation de la caspase 3

Les cellules H460 ont été traitées aux concentrations indiquées d’abexinostat (0.2 ou 2
LM), le milieu de culture sans abexinostat servant de contréle, pendant 24 h avant irradiation (0 ou
4 Gy). La caspase 3 clivée (utilisée comme marqueur dapoptose) (C, E) et le relargage du
cytochrome C (utilisé comme marqueur de la dépolarisation mitochondriale) (C, D) ont été évalué 1
h et 24 h apres irradiation par immun marquage. Les cellules caspase 3 clivée positive (en vert) et
les cellules présentant un relargage du cytochrome C (en rouge) ont été comptées au microscope
avec 300 cellules comptées par condition expérimentale (D, E). Les histogrammes représentent
les moyennes +/- déviations standards (n = 3; t-test; *P < 0.05; **P < 0.01). Les barres d’erreur

représentent les déviations standards.

Ces données sont confirmées par une augmentation du niveau d'expression de la
caspase 3 clivée aprés exposition a I'abexinostat 2 uM seul ou en combinaison avec lirradiation

comme le montre le Western blot suivant 24 h aprés irradiation (Figure 40).

- . - ECIeaved caspase 3
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Figure 40 : L’abexinostat augmente le niveau d’expression de la caspase 3 clivée

Evaluation par Western blot du niveau d’expression de la caspase 3 activée dans les
cellules H460 24h apres irradiation. Les cellules ont été traitées par abexinostat 2 uM pendant 24 h

puis irradiées (0 ou 4 Gy). Lactivation de la caspase 3 résulte de son clivage adjacent a une
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asparagine 175 (cleaved caspase 3 Asp 175). L’actine est utilisée comme contrble de dépdt. Les
Western blots présentés dans cette figure sont représentatifs des 3 expérimentations

indépendantes effectuées (n = 3).

3.1.2.4 L’abexinostat augmente le nombre et la persistance des cassures double
brin de ’ADN (CDB) induites par I'irradiation dans les cellules H460

Nous avons évalué les foci YH2AX and p53BP1 par immunofluorescence comme
marqueurs des CDB de I'ADN (Figure 41 A, B).
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Figure 41 : L’abexinostat majore les CDB radio-induites de maniére prolongée

Les cellules H460 ont été traitées par abexinostat 0.2 uM pendant 24 h puis irradiées (0 ou
4 Gy). Les foci YH2AX and p53BP1 ont été évalué par immunofiuorescence 1 h et 24 h
aprés irradiation. Sur les images en microscopie a fluorescence ci-dessus les foci YH2AX
sont marqués en rouge, les foci p53BP1 en vert et les noyaux sont marqués au DAPI en
bleu. Les foci de 300 cellules par condition ont été comptés sur chacune des 3
expérimentations indépendantes réalisées. Les histogrammes représentent les moyennes
du nombre de foci par cellule +/- déviations standards (n = 3; t-test; *P < 0.05; **P < 0.01).

Les barres d’erreur représentent les déviations standards.

Nous avons observé, 1 h aprés irradiation seule, une augmentation des foci YH2AX et
p53BP1 dont le taux revient au niveau basal aprés 24 h ce qui correspond a une réparation des
CDB a 24 h comme attendu (Figure 41 A, B). Nous avons montré que le prétraitement par
abexinostat avant irradiation augmente le nombre de foci YH2AX et p53BP1 aprés irradiation dans
les cellules H460 (Figure 41 A, B). Nos résultats indiquent que les CDB de I'ADN persistent de
maniére plus prolongée aprés la combinaison abexinostat et irradiation qu'aprés irradiation seule
(Figure 41 A, B). En effet, lors du traitement par la combinaison abexinostat et irradiation, 24 h
aprés irradiation, il persiste un taux élevé de foci ce qui suggére une altération des capacités de

réparation de 'ADN sous I'effet de la combinaison avec I'abexinostat (Figure 41 A, B).

L'augmentation du niveau d’expression de phospho-H2AX induite par I'abexinostat a 2 pM
dans les cellules H460 24 h aprés irradiation que nous avons montrée par Western blot est
également en faveur d’'une induction par I'abexinostat de dommages persistants a type de CDB.

En effet, nous avons observé une augmentation de I'expression de phospho-H2AX 1h aprés
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irradiation (0 ou 4 Gy) dans les cellules H460 traitées par abexinostat 2 uM seul ou en
combinaison avec l'irradiation mais cette augmentation est plus marquée 24 h aprés irradiation.
Ceci corrobore la persistance prolongée de CDB sous leffet de la combinaison abexinostat et
radiothérapie et ceci de maniére plus marquée qu'avec 'abexinostat seul (Figure 42). De plus, 24
h aprés irradiation la combinaison abexinostat 0.2 uM et irradiation entraine une augmentation du

niveau d’expression de phospho-H2AX ce qui n’est pas le cas pour I'abexinostat 0.2 uM seul.
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Figure 42 : L’abexinostat augmente I’expression de phospho-H2AX de maniére prolongée

Evaluation par Western blot du niveau d’expression de phospho-H2AX (pH2AX) dans les
cellules H460 1 h et 24 h aprés irradiation. Les cellules ont été traitées par abexinostat 0.2 uM ou
2 uM pendant 24 h puis irradiées (0 ou 4 Gy). L’actine (actin) est utilisée comme contréle de dépét.
Les Western blots présentés dans cette figure sont représentatifs des 3 expérimentations

indépendantes effectuées (n = 3).

3.1.2.5 L’abexinostat diminue la signalisation et la réparation des dommages de

I’ADN induits par I'irradiation dans les cellules H460

Puisque les dommages persistants de 'ADN peuvent étre dus a un défaut de réparation de
I'ADN, nous avons fait I'hypothése que I'abexinostat peut altérer les mécanismes de réparation de
'ADN. Pour tester cette hypothése, nous avons évalué l'expression de protéines du complexe
MRE11/Rad50/NBS1 (MRN), qui initie les principaux mécanismes de réparation des CDB de
'ADN, comme nous l'avons vu en introduction. Nous avons évalué le niveau d’expression des
protéines MRE11 et NBS1 par Western blot et nous avons montré une diminution dose
dépendante de I'expression de ces deux protéines modérée 1 h aprés irradiation et plus marquée
24 h aprés irradiation (Figure 43 A, B).
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Figure 43 : L’abexinostat diminue I'expression de MRE11, NBS1 et Rad51 de maniére temps et
dose dépendante

Evaluation par Western blot du niveau d’expression de MRE11, NBS1 et Rad51 dans les
cellules H460 1 h (A) et 24 h (B) aprés irradiation. Les cellules ont été traitées par abexinostat 0.2
LM ou 2 uM pendant 24 h puis irradiées (0 ou 4 Gy). L’actine (actin) est utilisée comme contréle de
dépdt. Les Western blots présentés dans cette figure sont représentatifs des 3 expérimentations

indépendantes effectuées (n = 3).
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On observe 24 h aprés irradiation (Figure 43 B), une nette diminution des protéines
MRE11 et NBS1 lorsque I'on combine I'abexinostat et l'irradiation par rapport a I'abexinostat seul y
compris pour une concentration de 0.2 uM. Ceci suggére une altération des capacités d'initiation
du processus de réparation des cassures double-brin par HR et/ou NHEJ qui sont les 2 voies
principales de réparation de cassures double-brin survenant aprés irradiation. Puisque Rad51 est
l'une des protéines clé de la réparation de I'ADN par HR nous avons décidé d'étudier son
implication dans la persistance des dommages observés dans nos travaux. Les cellules H460 ont
été traitées aux concentrations croissantes d’abexinostat indiquées sur la Figure 43 24 h avant
irradiation (0 ou 4 Gy). Nous avons montré par Western blot que le niveau d’expression de Rad51
une heure aprés irradiation est modérément diminué dans les cellules traitées par abexinostat seul
(Figure 43 A). Lorsque I'on combine I'abexinostat a l'irradiation a 4 Gy des résultats similaires sont
observés (Figure 43 A). Cependant, cette diminution est plus marquée 24 heures aprés irradiation
pour les cellules traitées par abexinostat et irradiation (Figure 43 B). La diminution du niveau
d'expression de Rad51 est a la fois temps dépendante et dose dépendante. L'exposition a
'abexinostat 0.2 UM combinée a lirradiation potentialise la diminution d’expression de Rad51 en
comparaison avec le traitement par abexinostat seul a la méme dose (Figure 43 B). Ces résultats
sont corroborés par I'étude en immunohistochimie que nous avons réalisée en marquant les foci
Rad51.
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Figure 44 : L’abexinostat réduit le nombre de foci Rad51radio-induits

Les cellules H460 ont été traitées par abexinostat 0.2 uM pendant 24 h puis irradiées (0 ou
4 Gy). Les foci Rad51 ont été évalué par immunofluorescence 1 h et 24 h aprés irradiation.
Sur les images en microscopie a fluorescence ci-dessus les foci Rad51 sont marqués en
rouge et les noyaux sont marqués au DAPI, en bleu. Les foci de 300 cellules par condition
ont été comptés sur chacune des 3 expérimentations indépendantes réalisées. Les
histogrammes représentent les moyennes du nombre de foci par cellule +/- déviations
standards (n = 3; t-test; ***P < 0.005; ****P < 0.001). Les barres d’erreur représentent les

déviations standards.

Comme attendu, aprés irradiation seule, nous avons observé une augmentation des foci
Rad51 une heure aprés irradiation a 4 Gy. Le taux de ces foci aprés irradiation seule revient au
niveau du taux contrdle (cellules non traitées, non irradiées) 24 h apreés irradiation. De plus, pour
les cellules traitées par abexinostat et irradiation, la diminution du nombre de foci Rad51 par

rapport a lirradiation seule persiste a 24 h (Figure 44).
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3.1.2.6 L’abexinostat potentialise le retard de croissance tumorale en combinaison
avec difféerentes modalités thérapeutiques avec une toxicité acceptable in

vivo dans des modéles de CBNPC

Nous avons ensuite évalué I'effet de I'abexinostat sur la réponse a l'irradiation in vivo. Pour
cela, nous avons évalué la croissance tumorale de xénogreffes de cellules A549 et H460 sur le
flanc de souris nudes traitées par abexinostat et/ou irradiation localisée dans un premier temps.
Les souris porteuses de tumeurs A549 ou H460 ont été traitées par abexinostat administré par
injection intrapéritonéale (IP) a la dose de 25 mg/kg x2/j avec 4 jours d’abexinostat suivi de 3 jours
sans, puis 4 jours d’abexinostat suivi de 3 jours sans puis 4 jours d’abexinostat (schéma dit « 4
jours on / 3 jours off / 4 jours on / 3 jours off / 4 jours on» (comme indiqué dans les matériels et

méthodes) +/- irradiation a la dose de 2 Gy par fraction et par jour les jours 2, 3 et 4.

Irradiation 3X2Gy Jlﬂl
Lttt

Abexinostat —
25mg/kg BID

Treatment days Follow up

Figure 45 : Schéma de traitement de la combinaison abexinostat et radiothérapie

Le poids des souris a été utilisé comme un indicateur de I'état général des souris et de leur

tolérance au traitement.
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Figure 46 : Suivi du poids des souris

Suivi du poids des souris nudes porteuses de xenogreffes A459 (A) ou H460 (B) mesuré 2
fois par semaine pour les 4 groupes de traitement dans chaque expérimentation (contréles (Co),

traitées au DMSO ; abexinostat seul, irradiation seule (IR), combinaison abexinostat et irradiation).

Nous avons ainsi observé une perte de poids moyen maximale dans les groupes traités de
124 % et 8.7 % au onziéme jour de traitement, respectivement dans le groupe traité par
abexinostat combiné a l'irradiation et dans le groupe traité par abexinostat seul. Cette perte de
poids a complétement récupéré a l'arrét du traitement au 24°me jour pour tous les groupes traités et

a donc été considérée comme acceptable.

Le traitement par abexinostat seul provoque une inhibition significative de la croissance
tumorale des xenogreffes A549 (p = 0.005) (Figure 47 A) et H460 (p = 0.0009) (Figure 47 B) de
méme ordre de grandeur que lirradiation seule. De maniére intéressante, la croissance tumorale
des deux lignées testées est significativement retardée par la combinaison abexinostat et
radiothérapie comparée a un seul de ces deux traitements utilisé individuellement. Pour A549,

nous avons observé un volume tumoral moyen de 464.54 mm3 (SEM = 28.02) dans le groupe

traité par abexinostat seul versus 283.78 mm?> (SEM 19.71) dans le groupe traité par la
0.006) (Figure 47 A). Pour H460, la
croissance tumorale est bien plus rapide que pour A549 avec un volume tumoral moyen de 688.13
mm> (SEM = 52.98) dans le groupe traité par abexinostat seul versus 331.77mm’ (SEM = 31.24)
dans le groupe traité par la combinaison 18 jours aprés le début du traitement (p = 0.034) (Figure

47 B).

combinaison 46 jours aprés le début du traitement (p
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Figure 47 : L’abexinostat induit un retard de croissance tumorale et majore I'effet anti tumoral
de ’irradiation

Suivi du volume tumoral des xenogreffes A459 (A) ou H460 (B) mesuré 2 fois par semaine
pour les 4 groupes de traitement dans chaque expérimentation (contréles (Co), traitées au DMSO ;
abexinostat seul, irradiation seule (IR), combinaison abexinostat et irradiation). (n = 2 avec 10
souris par groupe; t-test; *P < 0.05; *P < 0.01). Evaluation par Western blot du niveau
d’expression de l'histone H3 acétylé dans les cellules H460 4 h aprés la deuxiéme injection
d’abexinostat du quatrieme jour consécutif de traitement par abexinostat. La GAPDH est utilisée
comme contrble de dépét. Les Western blots présentés dans cette figure sont représentatifs des 2

expérimentations indépendantes effectuées (n = 2).

Pour confirmer la diffusion de la drogue au sein de la tumeur, nous avons mesuré la
concentration d’abexinostat ex vivo a partir de broyats de tumeurs prélevées aprés 4 jours
consécutifs de traitement (25 mg/kg biquotidien). Les concentrations moyennes d’'abexinostat
mesurées dans les tumeurs sont de 477 ng/ml, 428 ng/ml et 73.4 ng/ml respectivement a4 h, 7 h

et 20 h de la deuxiéme injection IP du jour dans le groupe abexinostat seul. Pour évaluer l'activité
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inhibitrice des histones désacétylases de I'abexinostat nous avons évalué par Western blot ex vivo
sur broyat tumoral de cellules H460 l'acétylation de l'histone H3 dans le groupe contréle et le
groupe traité par abexinostat aprés 4 jours consécutifs de traitement. L’'augmentation du niveau de
lhistone H3 acétylé dans le groupe traité par abexinostat corréle avec l'effet anti tumoral de

'abexinostat comme le montre la courbe de retard de croissance tumorale de la Figure 47 B.

Le retard de développement des cellules cancéreuses dans les xénogreffes se traduit par
un bénéfice en survie pour les deux modéles de cancers pulmonaires étudiés. Pour les tumeurs
A549 (Figure 48 A), la survie médiane est de 24 jours dans le groupe contrdle, 41 jours dans le
groupe abexinostat, 34 jours dans le groupe radiothérapie, et 51 jours dans le groupe recevant la
combinaison abexinostat et radiothérapie (p = 0,023 pour la comparaison entre la radiothérapie et
la combinaison abexinostat et radiothérapie). Le bénéfice absolu en survie est de 17 jours pour le
groupe traité par abexinostat, dix jours pour le groupe traité par radiothérapie, et 27 jours pour le
groupe recevant la combinaison. Ainsi, le bénéfice en survie d’un traitement combiné était égal a la
somme des bénéfices en survie de chacun des traitements délivrés seuls, I'abexinostat et

l'irradiation ont donc un effet additif sur la survie.

>

1004 — -+ Co
= e -+. Abexinostat
= | 1 .
2 | ' —— Abexinostat+IR
]
£ 50 = R
T | :
o | :
g R
-,
: : '''' 1
0 ] 4 ] . : 1
0 20 40 60 80

Days after treatment

122



o

1004 --- =~ --- --w-- = -+- Co.
= ' _:l— -+- Abexinostat.
= ‘- ! -+ R,
% ' .' —— Abexinostat+IR.
. |
£ 50- S o
@ : i
Q . I
o j c_:_
o [ 1
1
]
0 L L ] A l 1
0 10 20 30 40

Days after treatment

Figure 48 : L’abexinostat améliore la survie des souris porteuses de tumeur A549 et H460
traitées par radiothérapie +/- abexinostat

Courbes de Kaplan-Meier présentant la survie des souris avec xénogreffe A549 (A) et
H460 (B) pour les 4 groupes de traitement dans chaque expérimentation (contréles (Co),
traitées au DMSO ; abexinostat seul, irradiation seule (IR), combinaison abexinostat et
irradiation). (10 souris par groupe; p = 0.023 (A) et p = 0.0013 (B), log Rank test pour les

groupes radiothérapie versus abexinostat plus radiothérapie).

Pour les tumeurs H460 (Figure 48 B), la survie médiane est de 15 jours dans le groupe
contréle, 23.5 jours dans le groupe abexinostat, 22 jours dans le groupe radiothérapie, et 30 jours
dans le groupe recevant la combinaison abexinostat et radiothérapie (p = 0,0013 pour la
comparaison entre la radiothérapie et la combinaison abexinostat et radiothérapie). Le bénéfice
absolu en survie est de 8,5 jours pour le groupe traité par abexinostat, sept jours pour le groupe

traité par radiothérapie, et 15 jours pour le groupe recevant la combinaison.

Puisque le traitement standard des CBNPC localement avancés repose sur la radio
chimiothérapie concomitante avec un doublé de chimiothérapie a base de platine nous avons
décidé d’étudier la triple combinaison d’abexinostat, irradiation et cisplatine en faisant I'hypothése
que la toxicité limitée observée lors de la combinaison abexinostat-radiothérapie pourrait permettre
'adjonction de cisplatine a la combinaison préalablement testée et que l'abexinostat pourrait
renforcer l'effet anti tumoral de la combinaison cisplatine-radiothérapie. Nous avons évalué la
croissance tumorale de xénogreffes A549 chez des souris traitées par abexinostat et/ou cisplatine
et/ou radiothérapie. Pour cela nous avons testé différents schéma thérapeutiques en nous
adaptant a la tolérance du traitement par les souris. Nous avons abouti au schéma de traitement

ol les souris porteuses de tumeurs A549 ont été traitées par abexinostat administré par injection
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IP a la dose de 25 mg/kg x 2/j avec 5 jours d'abexinostat suivi de 4 jours sans, puis 3 jours
d'abexinostat suivi de 3 jours sans puis 5 jours d’abexinostat (schéma dit « 5 jours on / 4 jours off /
3 jours on / 3 jours off / 5 jours on» +/- cisplatine administré par injection IP a la dose de 1 mg/kg x
1/j les jours 2 et 16, 1 h avant l'irradiation +/- irradiation a la dose de 2 Gy par fraction et par jour

les jours 2, 3 et 4 (comme indiqué dans les matériels et méthodes).

Irradiation 3X2Gy ]l ]l Jl
L1

Abexinostat o —
25mg/kg BID

Cisplatine 1mg/kg

Day 2 and 16

Treatment days Follow up

Figure 49: Schéma de ftraitement de la combinaison abexinostat +/- cisplatine +/-
radiothérapie

Le poids des souris a été utilisé comme un indicateur de I'état général des souris et de leur
tolérance au traitement. Le schéma de traitement a été adapté a la tolérance et au profil de
toxicité. Comme le montre la Figure 50 A, nous avons observé une perte de poids moyen
maximale dans les groupes traités de 10.7 % pour le groupe abexinostat seul et 6.9 % pour le
groupe abexinostat et radiothérapie aprés 17 jours de traitement. Pour le groupe traité par la triple
combinaison (abexinostat, cisplatine et irradiation), nous avons observé une perte de poids
maximale de 9.4% au sixié¢me jour de traitement avec un effet marqué sur la perte de poids aprés
chaque injection de cisplatine délivrée les 2°™ et 16 *™ jours de traitement. Ces pertes de poids

éme .

ont totalement récupéré a I'arrét du traitement pour tous les groupes au 25 jour.
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Figure 50 : Suivi du poids des souris lors de la combinaison abexinostat +/- cisplatine +/-
radiothérapie

Suivi du poids des souris nudes porteuses de xenogreffes A459 mesuré 2 fois par semaine

pour les 8 groupes de traitement dans chaque expérimentation. Co = contréles, CDDP = cisplatine,

IR = irradiation).

Le groupe ftraité par abexinostat en combinaison a [lirradiation présente un retard de
croissance tumorale par rapport au groupe traité par abexinostat seul a la limite de la significativité
statistique (p = 0.05). Le groupe traité par la triple combinaison (abexinostat, cisplatine et
irradiation) présente un retard de croissance tumorale significatif en comparaison avec le groupe
traité par cisplatine et irradiation (p = 0.03) ainsi qu’avec le groupe traité par abexinostat seul (p =
0.004).
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Figure 51 : L’abexinostat majore I’effet anti tumoral de la combinaison irradiation et cisplatine

Suivi du volume tumoral des xenogreffes A459 mesuré 2 fois par semaine pour les 8
groupes de traitement dans chaque expérimentation (contréles (Co), traitées au DMSO ;
abexinostat seul, irradiation seule (IR), combinaison abexinostat et irradiation). (n = 2 avec 10

souris par groupe; t-test; *P < 0.05; **P < 0.01).

Le retard de développement des cellules cancéreuses dans les xénogreffes ayant un
atteint une différence significative en terme de volume nous avons sacrifié les souris restantes a
J51 et J65 pour des raisons pratiques bien que les souris restantes dans les groupes traités par
Abexinostat et cisplatine ; cisplatine et irradiation ainsi que abexinostat, cisplatine et irradiation
n’aient méme pas atteints 300mm°. Par conséquent, ceci ne se traduit pas par un bénéfice en
survie dans le modéle de cancers pulmonaires étudiés (A549). Toutefois, la réalisation d'un test du
Log Rank pour la tendance (« Log Rank test for trend ») est statistiquement significatif (p = 0.0096)

ce qui suggére qu’avec un suivi plus long nous aurions probablement eu une différence en survie.
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Figure 52 : Effet de la triple combinaison par abeXxinostat, cisplatine et irradiation sur la survie
des souris porteuses de tumeur A549

Courbes de Kaplan-Meier présentant la survie des souris avec xénogreffe A549 pour les 8
groupes de traitement (Co = contréles, IR = irradiation, CDDP = cisplatine). (10 souris par
groupe; p = 0.25, log Rank test pour les groupes cisplatine et radiothérapie versus

abexinostat, cisplatine et radiothérapie).

3.1.2.7 Evaluation de I'effet de la combinaison abexinostat et irradiation sur les

tissus sains pulmonaires in vivo

Nous avons vu sur les expériences précédemment décrites que la tolérance globale de la
combinaison d'abexinostat et de radiothérapie présente une tolérance acceptable et une toxicité
globale limité lorsque I'on prend comme indicateur le poids des souris. Lors de [lirradiation de
tumeurs pulmonaires le facteur limitant majeur est le risque de fibrose pulmonaire qui impose des
contraintes de dose sur les volumes irradiés. Ce risque pouvant étre modifié par I'association de
drogues a la radiothérapie il nous est apparu important d’évaluer le risque de fibrose pulmonaire
de la combinaison abexinostat radiothérapie. Ce dautant que, comme nous l'avons vu en
introduction un effet anti fibrosant des HDACi a été décrit par certains et que ceci pourrait

constituer une opportunité d'escalade de dose de radiothérapie.

Nous avons utilisé un protocole d'irradiation thoracique fractionnée mis en place en routine
dans notre unité INSERM 1030, sur souris C57B6, sans greffe tumorale, délivrant 9 x 3.5 Gy en
combinaison avec de l'abexinostat selon un schéma d’administration intensifié d’abexinostat
représenté ci-dessous. L'abexinostat a été donné 5j/7 sur 2 semaines aux doses de 100 ou 50

mg’kg/j en une seule injection IP/j. L'abexinostat a été débuté 48 h avant l'irradiation et les jours
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d'irradiation I'abexinostat a été administré 1 h avant l'irradiation. Le poids des souris a été utilisé
comme un indicateur de I'état général des souris et de leur tolérance au traitement. Les
prélévements des poumons des souris ont été réalisés a 10 et 22 semaines du début du traitement
selon les groupes puis fixés et analysés en histologie comme décrit dans les matériels et

méthodes afin de quantifier les zones de fibrose.

IR 9 X 3.5 Gylj Prélévement des Prélévement des
48h aprés début de 'abexinostat poumons a 10 sem poumons & 22 sem

I o A I A \L »lr

Abexinostat 5j/7 sur 2 sem

Figure 53 : Schéma de traitement du modéle d’évaluation de la fibrose pulmonaire radio
induite

Nous avons observé une perte de poids moyen maximale dans les groupes traités de 12%
en cours de traitement. Cette perte de poids a complétement récupéré a I'arrét du traitement pour

tous les groupes traités et a donc été considérée comme acceptable.
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Figure 54 : Suivi du poids des souris lors de la combinaison abexinostat +/- radiothérapie

Suivi du poids des souris C57B6 mesuré 2 fois par semaine pour les 6 groupes de
traitement. (Co = contréles, CDDP = cisplatine, IR = irradiation, S78 = abexinostat), (n = 1, 6 souris

par groupe)

A 10 semaines, comme attendu les souris contréles ainsi que les souris irradiées
présentent peu ou pas de fibrose. Les souris traitées par abexinostat et celle traitées par
abexinostat et radiothérapie non plus. Nous pouvons donc conclure qu'a ce stade précoce
'abexinostat ne semble pas induire de fibrose pulmonaire que ce soit seul ou en association a la

radiothérapie.
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Figure 55: Effet de I'abexinostat sur les tissus sains pulmonaires 10 semaines aprés
traitement par abexinostat +/- irradiation thoracique

Evaluation de la toxicité pulmonaire a 10 semaines du traitement par abexinostat +/-
irradiation (9 x 3.5 Gy/j) des souris C57B6 pour les 4 groupes de traitement. (Co = contréles, IR =
irradiation), (n = 1, 6 souris par groupe). Les souris ont été sacrifiees et leur poumons prélevés

pour étude histologique apres coloration en hématoxyline éosine.

A 22 semaines, comme attendu, les souris irradiées présentent une fibrose radio induite,
caractérisée par un épaississement des travées entre les alvéoles pulmonaires. Cependant, dans
cette expérience, nous avons constaté une hétérogénéité de la fibrose pulmonaire rendant difficile
sa quantification objective. Les souris traitées par abexinostat seul n'ont pas développé de fibrose
et présente un parenchyme pulmonaire tout a fait similaire a celui des souris contréles non traitées.
Les poumons des souris traitées par abexinostat et radiothérapie présentent des plages de fibrose
trés hétérogénes qui semblent moins marquées et moins étendues que les plages de fibrose

pulmonaire des souris traitées par irradiation seule. Une importante hétérogénéité au sein des
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poumons d’'une méme souris, ainsi que d'une souris a l'autre, nous fait conclure que, bien que

prometteurs, ces résultats nécessitent d'étre confirmés en reproduisant ces expérimentations.

Abexinostat.

10X

e
*f &
-1X
3

IR. Abexinostat+IR.

Figure 56 : Effet de I'abexinostat sur les tissus sains pulmonaires 22 semaines aprés
traitement par abexinostat +/- irradiation thoracique

Evaluation de la toxicité tardive pulmonaire a 22 semaines du traitement par abexinostat
+/- irradiation (9 x 3.5 Gy/j) des souris C57B6 pour les 4 groupes de traitement. (Co = contréles, IR
= irradiation), (n = 1, 6 souris par groupe). Les souris ont été sacrifiées et leur poumons prélevés

pour étude histologique apres coloration en hématoxyline éosine.
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3.2 EVALUATION DE LA TOXICITE ET DE LA TOLERANCE DE LA COMBINAISON
ABEXINOSTAT ET RADIOTHERAPIE CHEZ L’HOMME DANS LE CADRE D’UN
ESSAI DE PHASE | (DONNEES SOUMISES A ONCOTARGET, EN REVISION
SOUS LA REFERENCE N° #018377)

3.2.1 Rationnel

Comme nous l'avons vu en introduction, plusieurs HDACi sont en développement clinique
pour leurs propriétés anti tumorales. Du fait de leur activité et de leur toxicité limitée en
monothérapie, des stratégies de combinaisons a dautres agents thérapeutiques ont été
développées pour le traitement des tumeurs solides. L'abexinostat est un pan-HDACI a large
spectre de la famille des acides phényl hydroxamiques, qui a montré une activité anti tumorale en
monothérapie in vitro dans des lignées de neuroblastome, ainsi qu'une efficacité en combinaison
avec le bortesomib in vivo sur des modéles de xénogreffes de neuroblastome (394). L'abexinostat
a également démontré une activité anti tumorale seul et en combinaison avec de la chimiothérapie
dans des modeéles de sarcomes des tissus mous (395). De plus, il a été montré que I'abexinostat
peut induire une activation de I'apoptose et la production de ROS (396). Enfin, nous avons montré
qu’en cas de prétraitement par abexinostat, celui-ci majore I'effet anti tumoral de l'irradiation in vitro
et in vivo et que la combinaison présente un profil acceptable de tolérance chez les souris. Ces
données précliniques nous ont servi de rationnel pour conduire un essai de phase |, exploratoire,
d'escalade de dose, évaluant pour la premiére fois chez 'lhomme la combinaison d'abexinostat et
de radiothérapie chez des patients présentant des tumeurs solides avancées dans un contexte

palliatif.

3.2.2 Reésultats

3.2.2.1 Patients de I’étude

Au total, 62 patients ont été inclus dans cette étude de septembre 2010 a mars 2015.
Cinquante-huit patients ont recu au moins une dose d’'abexinostat, parmi eux 33 patients ont été
traités selon le schéma 1 et 25 patients ont été traités selon le schéma 2. Les schémas de

traitement 1 et 2, décrits dans les matériels et méthodes, sont représentés sur la figure ci-dessous.
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A. Schedule 1

DLT
evaluation

Tumor Tumor Tumor

evaluation RT RT ; ;
DB to D12 D15 to D19 evaluation evaluation
Week 1 Week 2 Week 3 Week 4 Week 5 Week 6 Week 7
Visita -J'nclmllon.D‘r D3 D& D15 D19 1 vigit berwean Final Viair Follow-up
D29 & D35

W W

15 days 2 months
RT, radiotherapy (3 Grays per day for 5 consecutive days for 2 weeks)
Abx BID for 5 consecutive days for the 3 weeks (from week 1 to week 3)

B. Schedule 2
DLT
evaluation
Tumor
evaluation RT RT Tumor Tumor
lﬂili ii i”l fi fi fi evaluation  evaluation
{ Week 1 I Week 2 l Week 3 l Week 4 ‘ Week 5 ‘ Week 6 l Week 7 | J
Vinita -I::_iu-a:;- D1 D4 D8 D1t 1 vizit between Final Visit Follow-up
[ » D22 & D28 ", »

2 and 5§ months

RT, radiotherapy (3 Grays per day for 5 consecutive days for 2 weeks)
Abx BID for 4 consecutive days for 2 weeks (from week 1 to week 2)

Figure 57 : Schémas de traitement de I'étude de phase | de combinaison abexinostat et

radiothérapie

Quatre patients ont été sortis d'étude (3 du fait d'effets secondaires, 1 du fait d’'une

déviation protocolaire). Le nombre de patients des groupes sus et sous diaphragmatiques est

rapporté dans le tableau ci-dessous.
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Tableau 5 - Répartition du nombre de patients selon chaque schéma
chaque groupe en fonction du site irradié

de traitement et selon

#
Subdiaphragmatic (n=25)
Dose Level (BID) | # of Patients Dose Level (BID) # of Patients
15 mg/m* 3 60 mg/m” 0
E 30 mg/m’ 3 E 75 mg/m* 3
= E| =120 mg
= 45 o2 = 90 me/m’
o mg/m o mg/m
@ 3 @ =140 mg 3
60 mg/m* 5 105 mg/m* 5
=160 mg
Supradiaphragmatic (n=33)
15 mg/m* 3 60 mg/m” 6
- 30 mg/m’ 4 o 75 mg/m* 4
- - =120 mg
< ; <
j- 45 mg/m” 3 j- 90 mg/m? 3
& & =140 mg
60 mg/m* 9 105 mg/m* 1
=160 mg

Les caractéristiques de la population de I'étude sont résumées dans le tableau suivant.
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Tableau 6 - Caractéristiques de la population de I'étude dans les schémas de traitement 1 et 2

L Schedule 1 Schedule 2 Schedule 1 + Schedule 2
Characteristic
(n=33) (n=25) (N=58)
Median age (range), years 61 (20-76) 61 (37-82) 61.5(20-82)
>65 years, n (%) 13 (39%) 9 (36%) 22 (38%)
Males, n (%) 13 (39%) 8(32%) 21 (36%)
Eastern Cooperative Oncology Group performance
status, n (%)
Normal activity without restriction 17 (52%) 6(24%) 23 (40%)
Ambulatory but restricted in physical activity 15 (46%) 14 (56%) 29 (50%)
Ambulatory but unable to carry out any work 1(3%) 5(20%) 6 (10%)
Limited self-care, 50% in bed 0 0 0
Completely disabled, self-care limited 0 0 0
Types of prior therapies, n (%)
Antineoplastic agents 30 (91%) 22 (88%) 52 (90%)
Endocnne therapy 7(21%) 7(28%) 14 (24%)
All other therapeutic products 9(27%) 4(16%) 13 (22%)
Drugs for treatment of bone diseases 0 (0%) 3(12%) 3 (5%)
I::aulgzgejnd hypothalamic hormones and 1 (3%) 1 (4%) 2 3%)
Antiemetics and anfinauseants 1(3%) 0(0%) 1 (2%)
Diagnostic radiopharmaceuticals 1(3%) 0 (0%) 1(2%)
Immunestumulants 1(3%) 0(0%) 1(2%)
Sex hormones and modulators of the gemital
yatem g 1(3%) 0 (0%) 1(2%)
Number of prior chemotherapy lines, n (%)
1 6 (18%) 3 (12%) 9 (16%)
2 7(21%) 7(28%) 14 (24%)
3 9 (27%) 4(16%) 13 (22%)
=4 11 (33%) 8(32%) 19(33%)
Median number of prior therapy lines (range) 3(1-10) 3(1-8) 3(1-10)
Primary diagnosis, n (%)
Breast cancer 10 (30%) 11 (44%) 21 (36%)
Lung cancer 7(21%) 7(28%) 14 (24%)
Colorectal cancer 5(135) 0(0%) 5(9%)
Neuroendocrine cancer 3(9%) 2(8%) 5(9%)
Malignant melanoma 3(9%) 0(0%) 3(5%)
Other cancers 5(15%) 5(20%) 10 (16%)

L'age médian dans notre étude est de 61.5 ans (20-82), avec 38 % de patients de plus de
65 ans. Le diagnostic primitif le plus fréquent est le cancer du sein (36 %), suivi des cancers
bronchiques (24 %), des cancers colorectaux (9 %) et des tumeurs neuroendocrines (9 %). Parmi
les patients étudiés, 33 % ont présenté une tumeur classée T2 initialement, 21 % T3 et 17 % T4.
Au total, 41 % des patients ont été classés M1 initialement et 43 % MO. Parmi les 58 patients
traités, 95 % ont recu préalablement de la chimiothérapie ou des combinaisons de chimiothérapie
et chirurgie et/ou radiothérapie (sur un autre site que celui irradié dans le cadre de cette étude). On
note que 33 % des patients ont été traités par au moins 4 lignes de chimiothérapie avant d’entrer
dans cette étude. Les chimiothérapies recues au préalable les plus fréquentes sont le fluor uracile
(40%), le cisplatine (33 %), le cyclophosphamide (29 %), le docétaxel (28 %) et I'épirubicine (22
%). Aucun patient n’a été traité préalablement par chirurgie ou radiothérapie seule. Seuls 2
patients (3 %) n'ont pas recu de ftraitement préalable pour le contréle de leur maladie

carcinomateuse.
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Dans le groupe sus diaphragmatique, les sites d’irradiation les plus fréquents dans le cadre
de I'étude sont le poumon/médiastin (n = 13 patients) et le cerveau (n = 10 patients) suivi des
lésions osseuses (n = 7 patients dont 2 métastases scapulaires, 2 vertébrales, 2 sternales et 1
costale), des tissus mous (n = 4 patients) et cervicales (n = 3 patients). Dans le groupe sous
diaphragmatique, les sites d'irradiation les plus fréquents dans le cadre de I'étude sont les Iésions
osseuses (n = 12 patients dont 6 métastases vertébrales, 2 fémorales et 4 iliaques) suivi des
lésions des tissus mous (n = 4 patients dont 1 métastase abdominale, 1 de la hanche, 1 supra
rénale et 1 de la cuisse), du pelvis (n = 4 patients), des Iésions d’'organes (n = 2 patients) et des

adénopathies (n = 3).

Avec un suivi médian de 16 semaines (0.6-52.6), 83 % des patients traités ont terminé
l'étude. Parmi les 58 patients traités, 10 patients (17 %) ont interrompu leur traitement. Les
principales raisons d'arrét de traitement sont un effet secondaire (6 patients, 10 %), une
progression de la maladie (2 patients, 3 %), une déviation protocolaire (1 patient, 2 %) et une

raison non médicale (1 patient, 2 %). Aucun patient n’a été perdu de vue.

Tableau 7 - Statut de complétude de I’étude par schéma de traitement

All Treated, n (%) Schedule 1 Schedule 2 Schedule 1 + Schedule 2
(n=33) (n=25) (N=38)
Completed 28 (85%) 20 (80%) 48 (83%)
Withdrawn due to 5 (15%) 5 (20%) 10 (17%)
Adverse event 4 (12%) 2(8%) 6 (10%)
Protocol deviation 1(3%) 1(4%) 2 (3%)
Progressive disease 0 (0%) 1 (4%) 1(2%)
Nonmedical reason 0 (0%) 1(4%) 1(2%)
Lost to follow-up 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

3.2.2.2 Etude d’efficacité

Parmi les 51 patients évaluables pour la réponse tumorale, le taux de meilleure réponse
globale est de 8 % avec 1 réponse compléte et 3 réponses partielles. Le taux de meilleure réponse
locorégionale est de 12 %, avec 1 réponse compléte et 5 réponses partielles avec un suivi médian
de 16 semaines. Les tableaux suivants résument ces réponses tumorales par schéma et par

groupe de traitement.

Dix patients ont présenté des lésions cérébrales initialement considérées comme cible ou
non cible, avec pour primitif le plus fréquent les adénocarcinomes mammaires (n = 6 patients),
suivi par 1 cas d’adénocarcinome colique, 1 adénocarcinome de I'cesophage, 1 adénocarcinome
bronchique et 1 mélanome. L'efficacité locorégionale a été évaluée chez 7 patients. Parmi les 4
patients présentant des lésions cérébrales considérées comme lésions cibles, 1 patient a présenté

une réponse partielle comme meilleure réponse locorégionale et 3 ont présenté une stabilité de la
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maladie locorégionale (taux de réponse locorégionale de 25 %). Parmi les 6 patients présentant
des lésions cérébrales non cibles, on observe 1 réponse compléte comme meilleure réponse
locorégionale, 4 patients classés comme non en réponse compléte/ non en progression et un
patient en progression de la maladie (taux de réponse locorégionale de 17 %). L'histologie
primitive du patient en réponse compléte est un adénocarcinome. Trois patients n’ont pas eu la
visite d'évaluation a 6 semaines selon les recommandations du protocole (mais ils ont eu leurs
visites de suivi par la suite). lls ont donc été considérés comme non évaluables pour I'efficacité

finale du traitement.

Tableau 8 - Meilleure réponse globale et locorégionale par schéma de traitement

Schedule 1 Schedule 2 Schedule 1 + Schedule 2
Best ORR, n (%) (n=30) (n=21) (N=51)
CR 0(0.0%) 1 (5%) 1 (2%)
PR 1(3%) 2 (10%) 3 (6%)
SD 17 (57%) 10 (48%) 27 (33%)
PD 10 (33%) 8 (38%) 18 (35%)
Non-CR/Non-PD 2 (7%) 0 (0%) 2 (4%)
Objective response rate 1(3%) 3 (14%) 4 (8%)
95% CI 0.1-17.2 3.0-363 2.2-189
Best Loco-regional Schedule 1 Schedule 2 Schedule 1 + Schedule 2
Response Rate, n (%) (n=30) (n=21) (N=51)
CR 0 (0%) 1(5%) 1(2%)
PR 1(3%) 4 (19%) 5 (10%)
SD 21 (70%) 11 (52%) 32 (63%)
PD 4 (13%) 4 (19%) 8 (16%)
Non-CR/Non-PD 1(3%) 1 (5%) 2 (4%)
Objective response rate 1(3%) 5 (24%) 6 (12%)
95% CI 0.1-17.2 82-472 44-239

136




Tableau 9 - Meilleure réponse globale et locorégionale par groupe de traitement (sus ou sous
diaphragmatique)

Supradiaphragmatic Subdiaphragmatic

Best Loco-regional Response, n (%) (n=29) (n=22)
CR 0 (0.0%) 1 (5%)
PR 4 (14%) 1 (5%)
Stable disease (SD) 18 (62%) 14 (64%)
PD 5(17%) 3 (14%)
Non CR/Non PD 0 (0%) 2 (9%)
Objective response rate 4 (14%) 2 (9%)
95% CI 39-31.7 1.1-29.2
Best Overall Response, n (%)

CR 0 (0%) 1(5%)
PR 3(10%) 0 (0%)
SD 15 (52%) 12 (55%)
PD 11 (38%) 7 (32%)
Non-CR/Non-PD 0 (0%) 2 (9%)
Objective response rate 3 (10%) 1 (5%)
95% CI 22-274 0.1-228

3.2.2.3 Etude de la toxicité

3.2.2.31 Dose maximale tolérée (MTD) et toxicité dose limitante (DLT)

Au total, 27 patients ont été considérés comme évaluables pour déterminer la toxicité dose
limitante dans le schéma 1. La MTD pour le schéma 1 a été atteinte a 60mg/m? dans le groupe sus
diaphragmatique (2 DLT pour 6 patients évaluables) et considéré comme la MTD1. Puis, pour le
schéma 2 d’administration (4 jours on, 3 jours off, par semaine sur 2 semaines comme décrit dans
les matériels et méthodes), I'escalade de dose a été débutée a la MTD1 (60 mg/m?). La MTD du
schéma 1 n'a pas été atteinte dans le groupe sous diaphragmatique a 60 mg/m? x 2/j. L'escalade

de dose du schéma 2 pour ce groupe a donc débutée un pallier au-dessus, a 75 mg/m? x 2/j.

Vingt-deux patients ont été évalués pour la DLT dans le schéma 2. La MTD du schéma 2

appelée MTD2 a été atteinte a 105 mg/m? x 2/j pour le groupe sous diaphragmatique. Quatre

137



patients traité au pallier de dose de 105 mg/m? dans les groupes sus et sous diaphragmatiques ont
été considérés comme évaluables pour les DLT. Le nombre de patients et les DLT a chaque

niveau de doses pour les groupes sus et sous diaphragmatiques sont résumés dans le tableau ci-

dessous.

Tableau 10 - DLT en fonction des niveaux de dose et des groupes de radiothérapie (sus ou

sous diaphragmatique)

Schedule 1 (n=27)
Dose Level Subdiaphragmatic Supradiaphragmatic Total Numbers
= # of Patients #of DLTs # of Patients #of DLTs # of Evaluable |# of DLTs
5 E Patients
o &
- 3 15 mg.-"m: 3 0 3 0 6 0
£ B
~ 8 30 mg/m? 3 0 4(1NE) 0 6 0
p- R
2 45 mg/m’ 3 0 3 0 6 0
60 mg/m’ 5(2NE) 0 9 (3 NE)° 2 9 2
Schedule 2 (n=23)
o Dose Level Subdiaphragmatic Supradiaphragmatic Total Numbers
E; # of Patients #of DLTs # of Patients # of DLTs # of Evaluable |# of DLTs
.- Patients
L 60 mg/m’ - 7(1NE) 1 6 1
(%] E .g
& E | 75 mgm*=120 3 0 5(2NE) 0 6 0
Agg|  me
EEB 90 mg/m?=140 3 0 4(1NE) 0 6 0
s mg*
=]
.;_:' 105 mg'ml 5(1 NE) 2 1 1 5 3
=160 mg*
ILTs, dose-limiting tooncifies; NE, not evaluable
Equixzlence in tosylats formula.

MDY for schedule 1 was reached at 60 mg/m’ in supradiaphrasmatic group.
MIDJ of schedule 2 was reached at 105 mg/m’ (160 mg’) for subdiaphrasmatic group.

Au niveau de dose le plus élevé, 105 mg/m?, 3 des 4 patients évaluables ont présenté une
DLT (2 dans le groupe sous diaphragmatique et 1 dans le groupe sus diaphragmatique) d’'ordre
hématologique ou gastro-intestinal (2 cas de thrombopénie grade 4 et 1 cas de diarrhée grade 3).
Aucune différence cliniquement significative n’a été observée entre les groupes sus et sous
diaphragmatiques en termes de fréquence des DLT. A partir des DLT observées, le sponsor de
l'étude et les investigateurs ont considéré la MTD2 comme atteinte a 105 mg/m2 La dose

recommandée pour une future phase 2 est par conséquent 90 mg/m? pour les groupes sus et sous

diaphragmatiques.

3.2.2.3.2 Effets secondaires

Nous avons observé au moins un effet secondaire chez 98 % des patients traités. Des
effets secondaires de grade = 3 ont été observés chez 55 % des patients. Les effets secondaires

hématologiques de grade = 3 observés chez plus d’'un patient sont la thrombopénie (n = 10, 17 %),
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la lymphopénie (n = 7, 12 %) et la neutropénie (n = 2, 3 %). Le tableau ci-dessous résume les
effets secondaires les plus fréquents.

Tableau 11 - Apercu des effets secondaires fréquents (> 10 %) et de grade 2 3 chez plus d’un
patient

AE (>10%) Any grade Grade =3
Thrombocytopenia 32 (55%) 10 (17%)
Hematologic AEs. n (%) Lymphopenia 8 (14%) 7(12%)
Anemia 8 (14%) 0 (0%)
Neutropenia 4 (7%) 2 (3%)
Nausea 32 (55%) 1(2%)
Diarrhea 29 (50%0) 2 (3%)
Asthema 28 (48%) 3 (5%)
Vomiting 26 (45%) 0 (0%)
Decreased appetite 15 (26%) 2 (3%)
Anemia 8 (14%) 0 (0%)
Headache 8 (14%) 0 (0%)
Nonhematologic AEs, n (%) _
Constipation 7 (12%) 0 (0%)
Dry mouth 7 (12%) 0 (0%)
Hypokalemia 5 (9%) 4 (7%)
Neutropenia 4 (7%) 2 (3%)
Malignant neoplasm progression 3 (5%) 3 (5%)
Gamma-glutamyltransferase 2 (3%) 2 (3%)
increased

Les effets secondaires non hématologiques de grade = 3 survenant chez plus d'un patient
comprennent I'hypokaliémie (n = 4; 7%), I'asthénie (n = 3; 5%), la diarrhée (n = 2; 3 %),
'augmentation des gamma glutamyl transférases (GGT) (n = 2 ; 3 %) et la perte d'appétit (n =2 ;
3 %). La aussi nous n'avons pas observé de différence notable en termes de toxicités entre les
groupes sus et sous diaphragmatique. Nous avons observé des effets indésirables graves chez
12 % des patients (9 % de grade = 3).Une progression de la maladie néoplasique conduisant au
décés du patient a été rapportée chez 3 patients (5 %).

Six patients (10 %) ont interrompu le traitement du fait d'effets secondaires (4 pour
thrombopénie, 1 pour vomissements et diarrhées, 1 pour une angiocholite). Nous n’avons pas
observé de prolongation de l'intervalle QTc de garde = 3 ni de garde = 2 persistant plus de 14 jours
(d’'aprés la relecture centralisée de tous les ECG par un centre spécialisé). Aucun patient n'a

interrompu le traitement du fait d’'un allongement du QTec.
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4 - DISCUSSION ET PERSPECTIVES

De nombreuses études précliniques et cliniques précoces ont montré des résultats
prometteurs concernant I'effet anti tumoral des HDACI seuls ou en combinaison avec des agents
de chimiothérapie en rapport avec une altération des capacités de réparation de I'ADN (20, 392,
397). Plus récemment, un nombre croissant d'études précliniques in vitro et in vivo ont montré un
effet radio sensibilisant de différents HDACIi dans différents types de cellules tumorales expliqué
par les modifications de conformation de 'ADN ou une réduction des capacités de réparation des
lésions de 'ADN lors de la combinaison d’'HDACI a lirradiation (382). In vivo, des études ont
suggéré un effet radio sensibilisant dans différents types de tumeurs comme les cancers du sein
(398, 399), les cancers colorectaux (400-402), les cancers de I'cesophage (403), les cancers
gastro-intestinaux (404), les cancers de la prostate (344, 405), les cancers du poumon (392, 406),
les cancers neurologiques (345, 407-410) et les tumeurs rabdomyoides (411). Comme les effets
des HDACi semblent étre dépendants a la fois du type cellulaire et du type spécifique d’'HDACI
utilisé (164, 412) des études complémentaires précliniques nous ont parues nécessaires pour
identifier les meilleures modalités de combinaison des HDACI a la radiothérapie pour accroitre les
chances de succés en phase clinique. En testant in vitro, in vivo et chez 'homme I'abexinostat, un
pan-HDACI a base d'acide hydroxamique récemment développé en association a la radiothérapie
nous avons produit des données renforgant le rationnel pour un développement clinique de la

combinaison radiothérapie-HDACI en clinique et en particulier dans les CBNPC.

Nos résultats soulignent pour la premiére fois I'importance de la séquence d'administration
de l'abexinostat avec la radiothérapie. En effet, nous avons montré avec l'abexinostat que
ladministration d’'un HDACi 24 h avant l'irradiation induit un effet radio sensibilisant in vifro et
potentialise le retard de croissance in vivo. Cet effet, qui n’a pas été observé lorsque I'abexinostat
est débuté en concomitance immédiate avec l'irradiation, est concordant avec un mécanisme qui
nécessite un temps d'exposition a la drogue permettant aux modifications épigénétiques de se
mettre en place comme cela a été suggéré avec la plus part de HDACi comme le LBH589, le
Vorinostat, le TSA et le NDACI054 (351, 392, 393, 399). Ces résultats sont d’'une importance
majeure en vue d’un transfert en clinique et justifient de débuter I'abexinostat avant lirradiation

dans les essais a venir combinant HDACI et radiothérapie.

Les tumeurs hypoxiques présentent un phénotype plus agressif souvent associé a une
plus faible radiosensibilité et a une plus faible chimio sensibilité. La majorité des tumeurs humaines
et en particulier les CBNPC comportent une part substantielle de cellules hypoxiques. Il est donc
fondamental lorsque I'on évalue une combinaison de drogue et de radiothérapie d'évaluer non
seulement l'effet radio sensibilisant en conditions normoxiques mais également en conditions
hypoxiques. Saelen et al. ont montré in vitro et in vivo que le vorinostat majore la radiosensibilité

des cellules de cancer colique et contrebalance presque leur radiosensibilité réduite en hypoxie
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(402). La capacité des HDACI a réverser la radiorésistance induite par '’hypoxie pourrait étre un

avantage majeur pour le traitement des tumeurs hypoxiques comme les CBNPC.

La majorité des HDACI testés dans la littérature a montré un effet cytotoxique et des
capacités d'induction de la mort cellulaire par apoptose, nécrose ou autophagie mais les
mécanismes précis sous-jacents et la répartition entre les différents types de mort n’ont pas encore
été élucidés (45). Plusieurs études ont montré que les HDACi pouvaient induire une mort par
apoptose empruntant différentes voies, incluant la voie extrinséque et la voie intrinséque
mitochondriale mais la voie prédominante reste débattue (45, 392). Toutefois, il existe des
données controversées dans la littérature concernant la capacité des HDACiI a induire de
'apoptose. Des données discordantes dans les études sur les cellules de CBNPC ont montré soit
un effet pro apoptotique, soit une absence d’effet sur I'apoptose, selon le type d’HDACI utilisé et
les lignées de cellules étudiées. Hehlgans ef al ont montré in vitro un effet radio sensibilisant de
'HDACi NDAC1054 sur les cellules A549, sans augmentation de I'apoptose, alors que Geng ef al
et Zhang et al ont montré un effet radio sensibilisant associé a une induction d'apoptose in vitro
dans les cellules H460 et A549, respectivement avec du LBH589 et de la trichostatine A (392, 393,
413). Dans nos travaux, nous avons évalué I'effet de I'abexinostat sur la prolifération cellulaire, la
progression dans le cycle cellulaire et I'apoptose dans les cellules de CBNPC A549 et H460 (figure
26-29 et 36-40). Dans les cellules H460, le traitement par abexinostat induit une augmentation de
la population cellulaire en sub G1. Cette population correspond a une augmentation de la fraction
cellulaire en apoptose, comme le montre I'analyse en cytométrie de flux aprés marquage a
'annexine V et a liodure de propidium. Par ailleurs, nous n’avons pas observé de modification
significative de la répartition des cellules dans le cycle cellulaire (Figure 38). La réponse
apoptotique induite par I'abexinostat est caspase dépendante, comme le montre 'augmentation de
la caspase 3 clivée sur Western blot et la réduction significative de I'apoptose induite par
'abexinostat, lorsque I'on utilise le Z-VAD, un pan caspase inhibiteur (Figure 38,Figure 40). La voie
intrinséque de l'apoptose est activeée par différents types de stress, comme les radiations
ionisantes, bien que la mort radio induite, comme nous l'avons vu en introduction, se fasse
majoritairement par mort mitotique ou catastrophe mitotique (45, 414). Précocement dans le
phénoméne d’apoptose radio induite, on note une réduction du potentiel transmembranaire
mitochondrial avec une solution de continuité de la membrane mitochondriale, une externalisation
des phosphatidyl sérines et un relargage du cytochrome C (protéine mitochondriale) dans le
cytoplasme (45, 415). Dans nos travaux, nous avons montré que la réponse apoptotique a
'abexinostat implique et potentialise la voie intrinséque de I'apoptose, comme l'indique la réduction
du niveau de marquage au DIOC6 correspondant a la chute du potentiel transmembranaire
mitochondrial et au relargage du cytochrome C (Figure 39). Nos résultats suggérent que
'abexinostat rend les cellules H460 plus susceptibles d’apoptose aprés irradiation et que la voie
intrinséque de I'apoptose est un mécanisme impliqué lors de la combinaison de I'abexinostat avec

l'irradiation.

La réponse cellulaire a lirradiation est caractérisée par la capacité de réparation des

dommages radio induits de 'ADN et, en particulier, par l'efficacité de réparation des cassures
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double brins qui jouent un réle majeur comme nous I'avons vu en introduction (416). Un nombre
croissant de publications suggérent que les HDACi peuvent avoir un effet radio sensibilisant par
inhibition des voies de réparation de ’ADN, dans différents types tumoraux et avec différents
HDACI (388). Il a précédemment été montré in vifro que I'abexinostat, également appelé PCI-
24781 ou S78454, peut inhiber la recombinaison homologue dans les cellules HCT116, en
réprimant la transcription et par conséquent I'expression de Rad51, ce qui pourrait expliquer I'effet
radio sensibilisant de 'abexinostat (391). Nos résultats confirment que dans les cellules H460, qui
correspondent a une lignée moins radiosensible que les HCT116, I'abexinostat a également un
effet radio sensibilisant. Cet effet est corrélé avec une diminution du niveau de protéine Rad51,
comme le montrent nos Western blots et la diminution du nombre de foci Rad51 lorsque l'on
combine l'abexinostat a l'irradiation (Figure 44). Nos travaux contribuent au faisceau de preuves
montrant que les HDACIi peuvent jouer un réle important dans la modulation de la recombinaison
homologue, non seulement en régulant les effecteurs de la réparation par recombinaison
homologue mais également en modulant linitiation de cette voie, par son action sur la formation
des complexes de réparation de 'ADN comme le complexe MRN, qui sont considérés comme
représentatifs du « réparosome » (417). Une autre approche utilisée dans la littérature pour
évaluer la réparation de I'ADN consiste a évaluer I'expression des protéines de signalisation des
dommages comme H2AX phosphorylée ou la formation de foci YH2AX et 53BP1. En effet, H2AX
est rapidement phosphorylé sur les sites des cassures double brins et agit de concert avec 53BP1
pour signaler la présence de dommages en formant des foci nucléaires visibles en
immunofluorescence au microscope (418, 419). Le mécanisme d’action précis de ces protéines
reste peu clair mais la variation du nombre de foci est considérée comme représentative de
linduction et de la réparation des cassures double brins (417). Nos résultats suggérent non
seulement une diminution de la réparation des cassures double brins avec une expression
prolongée des foci yH2AX et 53BP1 (conforme au données de la littérature concernant I'effet radio
sensibilisant des HDACI) mais aussi une augmentation de l'induction de dommages de I'ADN,
avec une augmentation du nombre de cassures double brins induites comme le montre

'augmentation des foci YH2AX et 53BP1 dés 1 heure aprés l'irradiation (Figure 41).

Le cancer bronchique reste la premiére cause de mortalité par cancer. La radio
chimiothérapie est toujours le traitement standard des cancers bronchiques localement avancés
non résecables (379). En dépit du rationnel fort et des données pré cliniques in vitro et in vivo
prometteuses, l'utilisation des thérapies ciblées en combinaison avec la radiothérapie dans les
CBNPC reste limitée faute de preuves cliniques. Plusieurs tentatives ont été conduites pour relever
ce défi des combinaisons drogue-radiothérapie en phase clinique précoce dans le CBNPC.
Derniérement, en clinique, la plus part de ces études se sont focalisées sur l'utilisation d’anti EGFR
et d’autres inhibiteurs de la transduction du signal, du fait de leur réle dans diverses voies
oncogéniques et du manque d'efficacité de ces agents sur des tumeurs non sélectionnées.
Craignant les toxicités possibles d’une triple combinaison, I'essai de phase Il randomisé RTOG
1306 évalue lI'impact sur la survie sans progression de thérapies ciblées (erlotinib pour les tumeurs

EGFR mutées ou crizotinib pour les tumeurs présentant la translocation ALK) avant une radio

143



chimiothérapie concomitante chez des patients présentant un CBNPC de stade |l
(ClinicalTrials.gov identifier: NCT01822496). La question de la triple combinaison radiothérapie,
chimiothérapie et thérapie ciblée ou autre thérapie innovante mérite une évaluation méthodique et
prudente mais pourrait ouvrir la voie a de nouveaux progrés thérapeutiques, qui font cruellement
défaut en particulier dans le traitement des cancers bronchiques. Les preuves reliant la modulation
épigénétique et la radiosensibilité sont encore limitées et reposent principalement sur des données
in vitro (420). Un effet synergique des anti-EGFR et des HDACI a été rapporté dans les CBNPC
par Edwards et al qui ont montré que 'HDACi LBH 589 majore I'apoptose uniquement dans les
cellules de CBNPC mutées pour EGFR (421). Toutefois, comme nous l'avons vu, nous avons
montré un effet radio sensibilisant de 'abexinostat avec une potentialisation de I'apoptose radio

induite sur les cellules H460, qui sont des cellules de CBNPC non mutées pour EGFR.

Quelques études in vitro et in vivo ont montré un effet synergique de la combinaison
HDACI et cisplatine (422, 423). Le traitement standard des CBNPC localement avancés non
opérables est la radio chimiothérapie concomitante avec un doublé de chimiothérapie intégrant un
sel de platine (379). Divers doublés a base de platine ont été testés ces derniéres années en
concomitant de la radiothérapie et n'ont permis qu'une amélioration trés modeste de la survie
globale, lorsque I'on compare un doublé a un autre (424). Nos résultats montrent pour la premiére
fois une potentialisation in vivo de I'effet anti tumoral de la combinaison cisplatine-radiothérapie par
un HDACI. En effet, 'abexinostat majore le retard de croissance tumorale lorsque l'on utilise la
triple combinaison abexinostat-cisplatine-radiothérapie par rapport 2 une double combinaison
cisplatine-irradiation ou abexinostat-irradiation. Ces données prometteuses pourraient donc servir
de base pour de plus amples investigations, pour guider le transfert en clinique des HDACI et
tenter de répondre aux besoins cruciaux d’amélioration de I'efficacité de nos thérapeutiques dans
les CBNPC en particulier.

Les traitements actuels des patients présentant des tumeurs solides métastatiques
avancées sont essentiellement palliatifs et constituent un domaine dans lequel les progrés sont
nécessaires et attendus. La radio chimiothérapie concomitante est une modalité de traitement
établie pour les tumeurs solides, en particulier en vue du contréle locorégional de la maladie (312).
Toutefois, la limitation majeure de la chimiothérapie combinée a la radiothérapie est le risque de
possible majoration des toxicités aigues et tardives sur les tissus sains, liées a l'un et l'autre des
traitements. Il y a donc un besoin d'optimisation de la radiothérapie pour le traitement des
métastases de tumeurs solides, en utilisant des combinaisons avec des agents thérapeutiques
actifs et peu toxiques par eux-mémes. L'essai thérapeutique de phase | que nous avons réalisé a
été dessiné pour évaluer la toxicité et la tolérance de ce nouvel HDACI qu'est I'abexinostat, en
combinaison avec la radiothérapie, dans un contexte d’évaluation de la maladie systémique
métastatique, ou les toxicités dépendent en partie du site irradié et sont différentes de celles des
stades précoces, ou la maladie est localisée (127). D'autres groupes ont déja utilisé ce type de
design d’étude, qui offre 'avantage d’'une meilleure balance toxicité/sécurité lorsqu’une drogue est
utilisée pour la premiére fois chez 'homme en combinaison a la radiothérapie (425). A l'inverse, les

essais portant sur un seul type de cancer localisé traité par radiothérapie dans une intention
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curative peuvent apporter plus d’informations en termes de tolérance pour un organe donné mais
ce type d'essai se serait accompagné inévitablement d'un risque de toxicité majeure et définitive
chez une population de patients curables, pour qui la balance bénéfice/risque devient alors trés

discutable.

Les études de modélisation pharmacocinétique et pharmacodynamique réalisées
préalablement par l'industriel développant I'abexinostat ont permis de définir le schéma optimal
d'administration de I'abexinostat, avec une dose optimale et un risque minimum de thrombopénie.
Il a été montré que le schéma d’administration avec 4 jours d’abexinostat suivi de 3 jours sans
(schéma dit « 4 jours on/ 3 jours off » qui est le schéma 2 de la phase | que nous avons réalisée)
est associé a un risque plus faible de chute du taux de plaquettes. La dose maximale tolérée de ce
schéma optimisé d’administration est de 105 mg/m?2 2 fois par jour et la dose recommandée est de
90 mg/m?2 2 fois par jour (426). Ces doses correspondent bien aux résultats observés dans notre
étude. Nous avons fait I'hypothése que le profil pharmacocinétique de I'abexinostat (avec une
demi-vie de 4-5 heures) avec une administration biquotidienne pourrait apporter un profil de
toxicité avantageux en combinaison avec la radiothérapie pour le traitement des tumeurs solides
(426).

Nos données démontrent une bonne tolérance et un profil de toxicité acceptable
de l'abexinostat en combinaison avec la radiothérapie hypo fractionnée palliative chez une
population de patients présentant des tumeurs solides avancées. Nous n'avons pas observé de
différence significative en termes de toxicités (fréquence des toxicités dose limitantes, effets
secondaires) entre les groupes traités en sus et sous diaphragmatiques. La thrombopénie est
I'effet secondaire hématologique le plus fréquent, présent chez 55 % des patients, mais seuls 17 %
des patients ont présenté une thrombopénie de grade = 3. Ces résultats sont cohérents avec ceux
montrant que la thrombopénie de grade = 3 est moins fréquente avec le schéma d’administration
« 4 jours on /3 jours off » qu'avec un schéma délivrant 14 jours d’abexinostat/ 21 jours chez les
patients traités pour des lymphomes non Hodgkinien ou des leucémies lymphoides chroniques
(426, 427). Les toxicités non hématologiques les plus fréquemment rapportées sont nausées,
diarrhée, asthénie et vomissements qui ont également été rapportés avec les autres HDACI testés
chez 'lhomme. Les toxicités cardiaques comme l'allongement du QT/QTc ont été particuliérement
étudiées car elles ont été rapportées avec certains HDACIi (428, 429). Dans notre étude, avec
revue centralisée des ECG nous n’avons observé aucune prolongation du QTc de grade = 3. Seuls
2 patients du schéma 2 ont eu une prolongation du QTc de grade 2. Aucun patient n’'a interrompu
le traitement du fait d’'une prolongation du QTec. Les 2 prolongations du QTc de grade 2 ont été
spontanément résolutives, sans réduction de dose d’'abexinostat, sans aucun symptéme et ont été
considérées par les investigateurs comme probablement non reliées au traitement de I'étude. Au
total, seul 10 % des patients traités ont interrompu leur traitement ce qui démontre un profil de

toxicité acceptable de I'abexinostat en combinaison avec la radiothérapie.

Dans notre étude la combinaison d’abexinostat et d’'une radiothérapie palliative a la

dose de 30 Gy en 10 fractions a permis un taux de réponse locorégionale de 12 %, avec 5
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réponses partielles et 1 réponse compléete. 63 % des patients ont atteints une stabilité de la
maladie sur I'évaluation locorégionale. Un suivi a plus long terme et un nombre plus important de
patients sont bien évidemment nécessaires pour confirmer ces réponses. Nous n'avons pas
observé de différence d'efficacité cliniquement significative entre les 2 schémas ni entre les 2
groupes sous et sus diaphragmatiques. Du fait du nombre plus important de patients inclus dans
certaines cohortes de doses, nous n'avons pas pu établir de conclusion statistiquement valide sur

la relation dose/réponse.

La capacité de l'abexinostat a traverser la barriere hémato-encéphalique, démontrée en
préclinique par Pharmacyclics (données non publiées), est compatible avec les réponses
locorégionales encourageantes observées chez les patients présentant des lésions cérébrales
dans notre étude. Ceci suggere que I'abexinostat en combinaison avec la radiothérapie pourrait
constituer une option intéressante pour le traitement de ces lésions. Ces résultats sont
particulierement intéressants car on note une réponse compléte chez un patient présentant des
lésions cérébrales non cibles et que les HDACi approuvés a I'heure actuelle (vorinostat et
romidepsin) ont une efficacité modeste en monothérapie ou en combinaison avec d'autres drogues

chez les patients présentant des gliomes de haut grade et des glioblastomes (430-433).

Nous avons montré un effet additif de la combinaison abexinostat et irradiation sur le retard
de croissance tumorale de CBNPC humain in vivo sur souris nudes. Toutefois les souris nudes
tolérant la greffe de tumeurs d'origine humaine sont immunodéprimées et ne constituent donc
peut-étre pas le modéle le plus pertinent pour évaluer et prédire les effets de la combinaison
d’'HDACI et radiothérapie chez 'homme. En effet, un nombre croissant de données montrent que la
radiothérapie a non seulement un effet local mais aussi un effet systémique. Celui-ci est influencé
par immunocompétence de I'héte, via le recrutement d'effecteurs biologiques en dehors du
champ d'irradiation, et les HDACi ont un effet immunomodulateur, comme nous l'avons vu en
introduction (434, 435). Cette limitation lié¢e au modéle que nous avons choisi mériterait la

comparaison avec un modéle immuno compétent.

Il a été montré que les HDACI ont un effet immunomodulateur des cellules cancéreuses,
en augmentant I'expression de ligands activateurs des lymphocytes NK « natural Killers », des
molécules du MHC de classe | et Il et des molécules CD40 (144, 146, 436). Il a également été
montré que le vorinostat active la réponse immunitaire anti tumorale dans des modéles murins de
cancers coliques, en induisant une mort cellulaire immunogénique (163). De plus, I'effet abscopal
de la radiothérapie est médié par la réponse immunitaire, en partie via l'interleukine 12 (IL-12), les
cellules dendritiques et les lymphocytes T (437-439). Par conséquent, I'effet immunomodulateur
des HDACIi pourrait avoir des implications intéressantes pour I'effet immunologique de la
radiothérapie et mérite d'étre évalué dans les futurs essais combinant les HDACI et la
radiothérapie. Ces essais devront se focaliser sur un type tumoral spécifique (car la réponse
immunitaire est trés variable d’'un type de tumeur a 'autre) et nécessitent de passer par des essais

de phase l/ll de méthodologie stricte, tout particulierement si, en plus de la combinaison
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abexinostat / radiothérapie, il est ajouté une chimiothérapie ou un autre immunomodulateur,

comme un antiPD1 ou un antiPDL1.

A T'heure du développement explosif de I'immunothérapie et plus particulierement de
limmuno-radiothérapie, ces possibilités de combinaisons thérapeutiques soulignent lintérét

stratégique majeur des modulations épigénétiques dans les traitements des cancers.

Le développement récent des inhibiteurs de BET constitue également une opportunité de
combinaison thérapeutique qui relance l'intérét de la modulation épigénétique dans le traitement
des cancers. En effet, les protéines BET sont constituées de 2 bromodomaines capables de
« lire » I'état d’acétylation des histones et d’'un domaine extra terminal (ET) et leur réle en
cancérologie est de mieux en mieux connu. Comme nous l'avons vu les mécanismes de
cancérogénése reposent non seulement sur des mutations de génes mais également sur des
anomalies de la régulation épigénétique de I'état de condensation de la chromatine limitant ou non
laccés de facteurs transcriptionnels. L'état épigénétique de la chromatine est « décodé » et
« codé » par des protéines dites « readers », « writters » et « erasers » aux fonctions d’écriture,
lecture et d'effacement. Les HAT et les méthyltransférases sont typiquement des protéines
d'écriture épigénétique qui transférent des groupes acétyl ou méthyl sur les queues des histones.
Les HDAC et les déméthylases sont des protéines capables « d'effacer » ces marques
épigénétiques en retirant les groupes acétyl ou méthyl. Les protéines BET quant a elles, capables
de lire la présence de groupes acétyl. Lorsque ces protéines « liseuses » détectent que la
chromatine est sous forme active, elles permettent I'élongation transcriptionnelle via I'activation de
'ARN polymérase 11.(440, 441)
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Figure 58 : Les modifications covalentes des histones et de FADN sont des mécanismes clé
de la régulation épigénétique de I'expression des génes (440)

Les inhibiteurs de BET miment les histones acétylés et se lient spécifiquement aux
bromodomaines de BET. Ces inhibiteurs inhibent l'interaction de BET avec la chromatine. lls
agissent donc potentiellement de maniére complémentaire avec les HDACI. Les effets anti
tumoraux des inhibiteurs de BET ont initialement été décrits in vitro et in vivo dans des modéles
de cancers épidermoides agressifs. lls sont a I'heure actuelle en développement clinique dans
divers type de tumeurs solides et en particulier dans le traitement de tumeurs cérébrales (442). Les
protéines BET BRD2, BRD3 et BRD4 sont exprimées dans la plupart des cellules de I'organisme.
Par conséquent il peut y avoir des craintes sur les profils de toxicité et de tolérance de ces drogues
qui sont en cours d’évaluation. L'utilisation de ces drogues en combinaison pourrait permettre de
réduire la dose nécessaire et donc de réduire les risques de toxicités. La stratégie de
développement clinique des inhibiteurs de BET est donc principalement une stratégie de
combinaison de drogue et/fou d'agent thérapeutique. A ce jour il n'existe pas de données
concernant I'association des inhibiteurs de BET a la radiothérapie mais il a été montré que les
HDACI peuvent avoir un effet synergique avec les inhibiteurs de BET. En effet, la combinaison de
ces deux types d'inhibiteurs a un effet synergique en termes de retard de croissance tumorale et
d'induction de I'apoptose, in vitro et in vivo, dans des modéles de neuroblastome, de carcinomes

pancréatiques, de carcinomes mammaires invasifs, de mélanomes et de leucémie myéloide aigle
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(443-447). De plus, les BET inhibiteurs répriment la transcription de divers facteurs inflammatoires
comme [I'IL-6, le TNF-a ou llL-12 et certaines fonctions des cellules dendritiques et des
lymphocytes T régulateurs (448). Il semble donc important d’évaluer plus en détail I'impact de
I'effet immunomodulateur des inhibiteur de BET sur leur effet anti tumoral en particulier dans le
cadre combinaison avec d'autres agents immunomodulateur come les HDACiI et/ou la

radiothérapie.

Enfin la méthodologie classique selon un design 3+3 de notre étude de phase | peut
également étre discutée. Comme nous lI'avons vu nous avons introduit 2 schémas de traitement et
2 sous-groupes de localisations tumorales pour élargir le panel d’informations recueillies dans le
cadre de cette phase |. Toutefois, avec le développement des essais de combinaison de drogues
et de radiothérapie, de nouvelles questions au-dela de la simple escalade de dose de la drogue
associée se posent. Les nouvelles méthodologies proposées pour I'évaluation de combinaison de
deux drogues pourraient s’appliquer aux combinaisons drogue-radiothérapie (315). Dans ce
contexte, une évaluation de la dose, du fractionnement ou de la séquence de radiothérapie
associée a la drogue pourrait également étre étudiée afin d’accroitre les chances d’optimisation et
de succés de nouvelles combinaisons de drogue et de radiothérapie. Une approche
multidimensionnelle comme le design « PIPE » (Product of Independent beta Probabilities dose
Escalation) pourrait étre utilisée pour identifier les combinaisons les plus prometteuse pour de
futures essais de phase Il (449). PIPE est un exemple de design non paramétrique pour essais
cliniqgues testant deux agents, dans lequel les paramétres du modéle sont les probabilités de
toxicité de chacune des combinaisons de dose. Pour créer ce type de modéle, il est nécessaire
d'avoir une connaissance préalable des toxicités attendues qui sont ensuite rapidement mises a
jour a partir des données obtenues dans I'essai thérapeutique suivant ce design. L'autre option
que 'on pourrait proposer pour une études associant de multiples drogues a la radiothérapie pour
la premiére fois et ol le recrutement des patients dans I'essai a des chances d'étre régulier est un
design « flip-flop ». Dans ce type de design, I'escalade de dose de chaque drogue se fait en
alternant les cohortes de patients ce qui permet de continuer le recrutement des patients dans une
autre cohorte pendant la phase d’observation des toxicités de la premiére cohorte. Le recrutement

des patients s’en trouve ainsi optimisé (450).

L'identification de biomarqueurs d'efficacité de la combinaison thérapeutique est un
élément clé qui peut permettre de sélectionner précocement les patients pouvant tirer bénéfice du
traitement évaluer et accélérer le transfert en Clinique et les approbations nécessaires pour la mise
sur le marché de la combinaison étudiée. Ces biomarqueurs peuvent également permettre
l'identification de combinaisons inefficaces et/ou toxiques précocement et limiter les risques
encourus par les patients (451). Peu d'études de combinaison de drogue et radiothérapie évaluent
des biomarqueurs prédictifs de réponse au traitement susceptibles de guider une adaptation du
choix thérapeutique dans les essais de phase précoce. Ceci représente pourtant un champ de
recherche trés important. L'implémentation de biomarqueurs de l'effet de la radiothérapie ou de
biomarqueurs associés aux mécanismes expliquant la synergie d'une combinaison drogue-

radiothérapie pourrait aider a réduire les risques d’échec des essais de phase Ill. Dans notre étude
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de combinaison d’abexinostat et radiothérapie nous avons voulu évalué les foci H2AX comme
biomarqueur ex vivo. L’hétérogénéité de ces foci au sein des tumeurs traitées ne nous a pas

encore permis de conclure sur la faisabilité et la robustesse de [I'utilisation de ce possible
biomarqueur.
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5 — CONCLUSION

Au total, nos données démontrent, in vitro et in vivo, une potentialisation de I'effet anti
tumoral de lirradiation par I'abexinostat dans deux modéles de CBNPC. De plus, nos travaux
suggérent pour la premiére fois a notre connaissance, des opportunités prometteuses de triple
combinaison avec les HDACI, lirradiation et le cisplatine qui méritent de plus amples
investigations. Nos travaux pourraient donc étre d’'un intérét majeur pour le traitement des CBNPC,
pour lesquels il existe actuellement un besoin crucial d’amélioration d’efficacité des traitements
mais ol les possibilités sont restées trés limitées, du fait de la toxicité des combinaisons

thérapeutiques proposées jusqu’a présent.

Le traitement par abexinostat oral en combinaison avec la radiothérapie hypo fractionnée
présente une activité anti tumorale, avec des réponses spécifiques locorégionales chez des
patients présentant des tumeurs solides déja préalablement lourdement traités par chirurgie et/ou
chimiothérapie et/ou radiothérapie. La combinaison d’abexinostat et radiothérapie est bien tolérée.
En effet, la majorité des effets secondaires observés sont de grade 1 ou 2. Bien que notre
population étudiée soit peu nombreuse, les résultats positifs observés suggérent un potentiel
intéressant de cette combinaison, en particulier pour le traitement des métastases cérébrales et

mérite des investigations sur une plus large population et avec un suivi a plus long terme.

Nos travaux s’inscrivent dans une stratégie de recherche translationnelle et montrent
l'importance de la recherche préclinique pour les études d’'association aux rayonnements ionisants.
Seuls un développement préclinique rationnel et un développement clinique méthodique
permettront 'émergence de combinaisons modulant la radiosensibilité tumorale de maniére
suffisamment efficace pour modifier nos standards de traitement et améliorer le pronostic de nos

patients.
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ANNEXE 1 - MATERIELS ET METHODES

REACTIFS, LIGNEES CELLULAIRES ET ANTICORPS

L'abexinostat (également nommé S78454-1 et PCI-24781-HCI par Pharmacyclics®), fourni
par Technologie Servier® (Orléans, France), a été testé dans deux lignées de CBNPC au statut
p53 sauvage : H460 et A549, de 'ATCC (American Type Culture Collection, Manassas, USA).
L’'abexinostat a été dissout a 10mM dans du DMSO, aliquoté et stocké a -20°C pour ne congeler
qu'une seule fois chaque aliquot. Les dilutions intermédiaires et finales ont été préparées
extemporanément dans du milieu de culture complet pour les expérimentations in vitro et dans de
la 2-hydroxypropyl-beta-cyclodextrin (HBCD) 30 % a I'abri de la lumiére pour les expérimentations
in vivo. Les cellules ont été traitées par abexinostat aux concentrations indiquées, pour les durées

indiquées et 24 h avant irradiation sauf mention contraire.

Le cisplatine (Cis-diammine-platinum (ll) dichloride or CDDP) a été acheté chez Sigma
Aldrich® (St. Quentin Fallavier, France). Le CDDP a été dilué dans du HBCD 30 % aliquoté et
stocké a -20°C.

La Z-Val-Ala-DI-Asp- fluoromethylketone (Z-VAD-FMK) a été achetée chez Bachem® et le
2-Hydroxypropyl-B- cyclodextrin (HBCD) chez Sigma®. Le solvant DMSO et les milieux de culture

ont été utilisés comme contréle.

Les anticorps primaires pour la détection de I'histone H3 acétylé (Lys9), de la caspase 3
clivée (Asp175), HIF1alpha, MRE11 et p95/NBS1 ont été achetés chez Cell Signaling
Technology®. Les anticorps primaires dirigés contre les phospho H2AX et GAPDH ont été achetés
chez Millipore®. Les anticorps primaires dirigés contre le cytochrome C, 53BP1, Rad51 et la B-
actin ont été respectivement achetés chez BD pharmingen®, Bethyl Laboratories®, Calbiochem®

and Sigma®.

Les anticorps secondaires conjugués anti-souri ou anti-lapin ont été achetés chez

Southern Biotechnology®.

MILIEUX, CONDITIONS DE CULTURE ET IRRADIATION

Les cellules H460 ont été maintenues dans du milieu RPMI-1640 (Life Technologies®,
Carlsbad, CA, USA) contenant 10% de sérum de veau feetal (SVF) (PAA laboratories®) et 100
unités/ml de pénicilline G sodium, 1% Hepes et 1% Sodium/pyruvate (Life Technologies®,
Carlsbad, CA, USA).
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Les cellules A549 ont été maintenues dans du milieu F12-K media (ATCC, Manassas,
USA) contenant 10 % de SVF (PAA laboratories®) et 100 unités/ml de pénicilline G sodium, 1 %
Hepes et 1 % Sodium/pyruvate (Life Technologies®, Carlsbad, CA, USA).

Toutes les cellules ont été€ maintenues en sous atmosphére contenant 5 % de CO2 a 37°C
soit en normoxie (21 % 02) soit en hypoxie (0.1 % O2?). En condition hypoxique, les cellules
préalablement ensemencées ont été incubées avec 0.1 % d'O? durant 24 h puis traitées par
abexinostat et 'hypoxie a été maintenue selon les durées indiquées pour chaque expérimentation.
L’irradiation a été délivrée a température ambiante avec une dose unique de 2 a 6 Gy pour les
expérimentations in vitro et selon un mode fraction a raison d'une fraction par jour pour les
expérimentations in vivo et I'essai de phase | chez 'homme. Les irradiations des expérimentations
in vitro et in vivo ont été réalisées sur un irradiateur IBL-687 (CIS-Bio International) avec un débit
de dose de 1 Gy/min. Les irradiations pour l'essai de phase | ont été réalisées sur des

accélérateurs linéaires, en photons d’une énergie minimale de 6 Mv.

SENSIBILITE AUX AGENTS PHARMACOLOGIQUES

La sensibilité des difféerentes lignées cellulaires aux différents agents (abexinostat, LBH,
cetuximab, olaparib, cisplatine) a été évaluée par analyse du taux de prolifération cellulaire en
réalisant des tests WST-1 avec analyse colorimétrique. Seuls les résultats pour I'abexinostat sur
les 2 lignées de CBNPC sont présentés ici. Un jour aprés 'ensemencent en plaques de 96 puits,
les cellules ont été exposées a des doses croissantes d’'agents ou de solvant seul (DMSO) utilisé
comme contréle. Aprés 2 jours d'incubation, les tests WST-1 ont été réalisés selon les instructions
du constructeur (Roche, Basel, Suisse). L'absorbance a 450 nm a été mesurée en utilisant un
lecteur de plaques de type Biorad (Biorad Model 680 system, avec logiciel microplate Manger 5.2).
Les valeurs ont été normalisées par rapport aux contréles. Les IC50 représentent les

concentrations pour lesquelles I'agent étudié réduit de 50 % le nombre de cellules viables.

TESTS CLONOGENIQUES

Pour les agents pharmacologiques testés, nous avons calculé le pourcentage de clones
cellulaires survivants apres exposition a la drogue +/- irradiation. Les cellules ont é&té ensemencées
a différentes densités cellulaires (dépendant de la concentration de I'agent testé et de la dose
d'irradiation) en boites T-25 dans 4 ml de milieu de culture pour atteindre entre 10 et 200 colonies
par boite. Puis, les cellules ont été exposées a l'agent pharmacologique a différentes
concentrations 4h aprés ensemencement et irradiées a doses croissantes (de 0 a 6 Gy, Césium =
Csm, 1 Gy par minute, irradiateur gamma IBL-637 de CIS-Bio International, IBA, Saclay, France)
selon différentes séquences dépendant de I'agent testé. Aprés un changement de milieu de culture

24 h apres irradiation, les cellules ont été mises en incubation durant 10-14 jours a 37°C, 5 % COz,
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21 % ou 0.1 % O? et les clones cellulaires ont été colorés par Cristal Violet, lavés et comptés.

Seules les colonies de plus de 50 cellules ont été prises en compte.

L'efficacité d’ensemencement (PE : Plating Efficiency) a été calculée en divisant le nombre
de colonies formées par le nombre de cellules ensemencées. Chaque fraction survivante (SF :
Surviving fraction) a été calculée en divisant la PE des cellules traitées par la PE des cellules non
irradiées (contrdle). La fraction survivante a 10 Gy (SF10) a été calculée en appliquant I'équation
linéaire quadratique : SF = exp [-axD-RD?]. Le facteur d’augmentation de la sensibilité (SER :
Sensitization enhancement ratio) a été calculé en divisant la dose d’irradiation correspondant a 10
% de survie des cellules contréle (incubées dans le milieu de culture sans I'agent pharmacologique
testé) par la dose d’irradiation correspondant a 10 % de survie des cellules traitées par I'agent
pharmacologique étudié. Chaque point sur les courbes de survie représente la moyenne des

fractions survivantes d’au moins 3 expériences indépendantes.

Des tests clonogéniques ont été réalisés en situation d’hypoxie (0.1% d’0?). Quatre heures
aprés ensemencement, les cellules ont été placées en situation d’hypoxie en chambre a hypoxie
(0,1 % d'0O?), puis traitées par irradiation (0-6 Gy) +/- 'agent pharmacologique testé selon les
différentes séquences étudiées. Les cellules étaient sorties de 'hypoxie 24h aprés irradiation et

replacées en conditions de culture sous atmosphére contenant 5% de CO? a3 37°C et 21% d'02.

ANALYSE DU CYCLE CELLULAIRE

Les cellules ont été exposées aux drogues a différentes concentrations quatre heures
aprés I'ensemencement et irradiées 24 h plus tard. A différents temps, les cellules ont été arrétées
et lavées avec du PBS 1X (Phosphate Buffering Sodium), puis trypsinées et centrifugées. Les
cellules ont été conservées dans éthanol a 70 % et a -20°C. Les culots cellulaires ont été lavés
dans du PBS et suspendus dans 200 pl de solution de iodure de propidium (PIl) contenant 0.1
mg/ml de PIl, 1 mg/ml de RNase et 20 mM d’EDTA dans du PBS 1X (pH 7.8). Aprés une heure
d'incubation a 37°C, une analyse en cytométrie de flux a été réalisée sur un systéme BD LSR Il
(BD Biosciences, Stockholm, Suéde). Pour l'étude de la mort cellulaire les cellules ont été
analysées pour le marquage Annexine V de surface en utilisant le kit de marquage Annexine
V/FITC (fluorescein-5-isothiocyanate) +/- Z-VAD-FMK selon les recommandations du producteur
(MACS, Miltenyi Biothech, Bergisch Gladbach, Allemagne) ainsi que pour le marquage au 3.3
dihexyloxacarbocyanine iodide (DiOC6 (3) de chez Molecular Probes) et au PI. Les données ont
été analysées a l'aide des logiciels BD FACSDiva (Becton Dickinson) et FlowJo (Verity software
House, Topsham, ME, USA). Le milieu de culture sans I'agent pharmacologique étudié a été utilisé

comme contréle.
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WESTERN BLOTS

L’'étude de I'impact des drogues sur I'expression protéique a été réalisée par Western Blot.
Les cellules ont été traitées par 'agent et irradiées a différents temps et différentes doses. Aux
temps indiqués, les cellules ont été lavées (PBS 1X), puis lysées avec un tampon contenant 20
mM Hepes, 10 mM KCI, 1mM EDTA, 0.1 % NP40, 10 % glycérol, un cocktail inhibiteur de protéase
(EDTA-free protease inhibitor tablets, Roche®) et un inhibiteur de phospatase (phosphoSTOP
tablets, Roche®). Aprés extraction des protéines dans la glace, le dosage protéique a été réalisé
en utilisant le kit Biorad® (Hercules, USA), selon les instructions du constructeur. Puis la
concentration protéique a été mesurée en utilisant le systéme Biorad Model 680, avec un
microplate Manager 5.2. Aprés dénaturation des protéines a 95°C pendant 5 minutes, 30 ug de
protéines ont été déposées dans un gel dénaturant d'acrylamide a 4-12 % (NuPaAGE® Bis-tris
Gel, Invitrogen, San Diego, USA). Aprés la migration, les protéines ont été transférées sur une
membrane de PVDF (polyvinylidene fluoride, Amersham) par électro transfert a 40 V durant une
heure. La membrane a été lavée avec du TBX 1X/Tween-20 a 0.1 % puis saturée pendant une

heure dans du TBS1X/Tween a 0.1 % contenant 5 % d’albumine de sérum de beeuf ou lait 5 %.

Les membranes ont été incubées durant la nuit 2 4°C avec les anticorps primaires
suivants : GAPDH, actine, Acétyl Histone H3 (Lys9) (H3-Ac), HIF1 alpha, caspase 3 clivée
(Asp175), phospho H2AX (pH2AX), MRE11, p95/NBS1 et Rad51 indiqués ci-dessus.

Un anticorps secondaire marqué a la peroxydase dirigé contre les anticorps de lapin ou de
souris correspondants de GE Healthcare (Buckinghamshire, UK) a été utilisé pour détecter
I'anticorps primaire puis révélé par un systéme de détection Dura (Thermo Fisher Scientific) sur

une G-Box Chemi XL 1.4 (Syngene) permettant 'enregistrement des images.

Un contrdle de dépét a été réalisé en utilisant un anticorps spécifique de la B-actine ou de
la GAPDH.

Pour les westerns blots réalisés a partir de broyat de tumeurs ex vivo, les protéines totales
ont été extraites dans le tampon de lyse et I'Acétyl Histone H3 (Lys9) (H3-Ac) détecté selon la

méme procédure.

IMMUNOFLUORESCENCE

Les cellules étudiées ont été cultivées sur lames en plaques de 6 puits et traitées avec
'agent pharmacologique étudié a différentes concentrations ou du milieu de culture sans agent
pharmacologique utilisé comme contréle. Les cellules ont été irradiées aux doses et temps
indiqués. Puis, aux temps indiqués, les cellules ont été fixées dans du para formaldéhyde 4 %
pendant 20 minutes et perméabilisées dans du SDS a 0.1 % pendant 10 minutes. Les sites de
fixation non spécifiques ont été bloqués par saturation a la BSA pendant 30 minutes puis les lames

ont été incubées avec les anticorps primaires de caspase 3, cytochrome C, YH2AX, 53BP1 ou
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Rad51 (1/200). Les lames ont été lavées 3 fois au PBS 1X et incubées avec les anticorps
secondaires conjugués Alexa Fluor 488 ou Alexa Fluor 568 (Molecular Probes) pendant 1 h
(1/500). Les cellules ont été marquées au Hoescht 33342 (Life technologies) et analysées par

microscopie confocale sur un Leica SP8 avec un objectif 63x.

XENOGREFFES TUMORALES

Afin d’évaluer si les effets in vitro des agents testés pouvaient étre étendus aux modéles in
vivo, les cellules tumorales (2.5.105 cellules A549 ou H460 par injection) ont été inoculées en sous-
cutané dans le flanc droit de souris nude femelles agées de 6 a 8 semaines (Janvier CERT, Le
Genest St.Isle, France). Les animaux porteurs de tumeurs d’'environ 60 a 100 mm?> de volume
(estimé par la formule suivante : largeur x longueur x hauteur / 2) ont été traités par injection
intrapéritonéale (IP) pour les agents testés in vivo (abexinostat, LBH589, olaparib, cetuximab,
cisplatine). Les souris (6 a 10 par groupe selon les expérimentations) ont été allouées aux

différents groupes de traitement par tirage au sort.

Les souris ont été hébergées en conditions protégées, sans agent pathogeéne, en
respectant un rythme veille/sommeil avec 12 h avec éclairage et 12 h sans éclairage a 21~23 °C et
60~85% d’humidité avec accés ad libitum a la nourriture et a I'eau stérilisés. Les expériences ont
été faites dans le respect des recommandations de la fédération européenne des laboratoires
scientifiques animaliers (Federation of European Laboratory Animal Science Association :
FELASA). Les expérimentations animales ont été approuvées par le comité d'éthique (CEEA
IRCIV / IGR, avec I'enregistrement du ministére francais de la recherche) et réalisées en accord
avec la directive européenne EU 63/2010. Les expériences in vivo étaient réalisées sous la licence
n°D94-076-11 (Ministére de I'Agriculture).

L'abexinostat dissout dans du HBCD 30% a été utilisé a différentes concentrations et selon
différents schéma d'administration comme indiqué dans les travaux présentés. Pour I'étude
soumise a publication sous la référence #018532: 4 groupes de 10 souris ont été traités par
injection IP du véhicule (HBCD 30%), d’'abexinostat a 25 mg/kg deux fois par jour (avec 4 jours de
traitement, 3 jours d’interruption, 4 jours de traitement, 3 jours d'interruption, 4 jours de traitement),
le véhicule et l'irradiation (avec une fraction quotidienne de 2 Gy/J a J2, J3 et J4), ou la
combinaison d'abexinostat et irradiation selon les mémes modalités avec chaque fraction délivrée

1 h aprés la deuxiéme injection d’abexinostat du jour.

L'irradiation sélective des tumeurs de souris a été délivrée au moyen de rayons X de 200
kV générés par un Tube Varian NDI 226 (200 kV, 15 mA, filire de 0.2 mm en Cuivre) avec une

distance source-peau de 21 cm. Le débit de dose utilisé a été de 0,87 Gy/min.
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La croissance tumorale et le poids des souris ont été mesurés deux fois par semaine. Le
volume a été évalué a partir des mesures faites au pied a coulisse et suivant la forme suivante :
(longueur x Iargeurz)f2. Les souris ont été sacrifiées lorsque le volume tumoral a dépassé 1800

mm° ou lorsque leur perte de poids a dépassé 20 % du poids du corps.

Dans deux expérimentations indépendantes, des broyats de tumeurs ont été préparées ex
vivo a partir de xénogreffes de cellules H460 prélevées 1 h, 4 h ou 17 h aprés l'irradiation (c’est-a-
dire 4 h, 7 h, 20 h aprés la seconde injection d’abexinostat du jour) sur 4 jours consécutifs de
traitement par abexinostat a 25 mg/kg 2 fois par jour avec ou sans irradiation a 2 Gy/J a J2, J3 et
J4. Les tumeurs prélevées ont été immédiatement congelées en azote liquide aprés mesure de
leur poids sec. Les broyats de tumeurs ont été stockés a -80°C avant analyse. La concentration
finale d'abexinostat a été déterminée dans la tumeur par normalisation sur le poids de la tumeur

prélevée.

Dans une expérience indépendante selon le méme protocole qu’initialement décrit dans la
section xénogreffes tumorales, lorsque les greffes de cellules A549 ont atteint un volume de 65 a
100 mm3, les souris ont été allouées par tirage au sort a 8 groupes (n=10 souris par groupe) et
traitées avec +/- abexinostat IP 25 mg/kg X 2/J (5 jours de traitement, 4 jours sans traitement, 3
jours de traitement, 3 jours sans traitement, 5 jours de traitement) +/- cisplatine IP 1mg/kg 1 h
avant lirradiation au J2, et au J16 +/- irradiation a 2 Gy/J a J2, J3 et J4, 1 h aprés la deuxiéme
injection d’abexinostat du jour de traitement correspondant. Le véhicule (HBCD 30%) a été utilisé

comme contréle.

ETUDE HISTOLOGIQUE ET IMMUNOHISTOCHIMIQUE

Des analyses histologiques et immunohistochimiques ont été réalisées dans le cadre de
'évaluation de l'abexinostat. Aprés sacrifice des souris, les xénogreffes tumorales ont été
prélevées et divisées en 2. Une partie a été fixée dans du FineFix 'autre congelée en azote liquide

puis conservée a -80°C. Des blocs ont été inclus dans la paraffine aprés fixation.

MODELES DE FIBROSE PULMONAIRE RADIO INDUITE

Afin d’évaluer la toxicité potentielle de I'abexinostat sur le tissu pulmonaire sain et en
particulier le risque de fibrose pulmonaire induite par I'abexinostat seul ou de majoration de la
fibrose pulmonaire radio induite lors de I'association abexinostat-irradiation nous avons utilisé un
modeéle mis en place dans l'unité INSERM 1030 adapté des protocoles publiés par Mangoni ef al.,
Haston et al., Monceau et al. (452-454). Les souris irradiées ont été anesthésiées a l'isofluoran
(Forane, Abbott, Abbott Park, IL, USA) a 24 % en O2? administré au masque. Une fois

anesthésiées les souris ont été placées dans leur systéme de contention en plastique en position
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ventrale et irradiées 3 par 3. L’'anesthésie induisant une baisse de la température corporelle des
souris celles-ci ont été placées sous lampe chauffante permettant le maintien de leur température
corporelle pendant la procédure dirradiation. L'irradiation & été délivrées a l'aide d'un tube a
rayons X de type Varian NDI 226 (200 kV, 15 mA, filtre de 0.2 mm en Cuivre) avec une distance
source-peau de 21 cm. Le débit de dose utilisé a été de 0,87 Gy/min. L'ensemble du corps des
souris a l'exclusion de la région pulmonaire a été protégé par un cache plombé de 1cm
d'épaisseur. Dans ce modéle nous avons évalué une irradiation délivrant 9 x 3.5 Gy en
combinaison avec de l'abexinostat selon un schéma d’administration intensifié d’abexinostat
représenté figure.... L'abexinostat a été donné 5j/7 sur 2 semaines aux doses de 100 ou 50mg/kg/j
en une seule injection IP/j. L'abexinostat a été débuté 48h avant lirradiation et les jours
d'irradiation I'abexinostat a été administré 1h avant l'irradiation. Les souris ont été sacrifiées a 10
semaines et 22 semaines du début du traitement. Les poumons ont immédiatement été prélevés,
lavés au sérum physiologique isotonique et fixés dans du Finefix (Milestone, Torre Baldone (BG),
Italy) pendant 24h pour analyse histologique. Selon notre protocole standard, les prélévements ont
ensuite été inclus en paraffine et des coupes de 5-6um d'épaisseur ont été préparées et colorées a

'hématoxyline éosine.

ETUDE DE PHASE |

Cette étude a été conduite dans le respect des standards d'éthique, conformément a la
déclaration d'Helsinki et selon les recommandations nationales et internationales aprés
approbation par les investigateurs, les commissions d’essais thérapeutiques des établissements
participants, le comité d’éthique, le comité pour la protection des patients (CPP) et I'agence
nationale de sécurité du médicament et des produits de santé (ANSM). Un consentement éclairé

écrit et signé a été obtenu de chaque patient avant toute participation a I'étude.

Nous avons conduit cette étude exploratoire de phase |, d'escalade de dose, ouverte, de
maniére multicentrique internationale dans 6 centres en Italie et en France. Les patients éligibles
ont tous présentés une tumeur solide, mesurable, confirmée histologiquement relevant d’'une
indication de radiothérapie palliative, hypo fractionnée. Cette étude a inclus des patients
présentant des tumeurs solides métastatiques avec des maladies localement avancées dont le
primitif a nécessité une irradiation avant traitement systémique, des tumeurs non irradiées
préalablement, des primitifs en rechute ainsi que des tumeurs nécessitant une irradiation hypo
fractionnée, des localisations secondaires nécessitant une irradiation hypo fractionnée et des
patients dans un état ne permettant pas de recevoir la radio chimiothérapie conventionnelle. On
note également dans les critéres d'éligibilité un « Eastern Cooperative Oncology Group » ou
ECOG =2, une espérance de vie > 20 semaines, une fonction rénale, cardiaque, hépatique et
hématologique adéquate. Les critéres de non inclusion comprennent les greffes allogéniques de
moelle osseuse, une chirurgie lourde dans les 4 semaines avant le premier jour de traitement, une

chimiothérapie dans les 3 semaines (6 semaines en cas de nitrosourés) avant le début du
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traitement a I'étude, un antécédent de radiothérapie sur la zone traitée dans le cadre du protocole,
une immunothérapie ou une hormonothérapie dans les 2 semaines avant le début du traitement
protocolaire sauf pour les cancers de prostate stables sous agonistes de la LHRH, les
insuffisances surrénaliennes stables sous glucocorticoides et minéralocorticoides, carcinome
surrénaliens stables sous mitotane ou contraceptifs oraux avec d'autres traitements
antinéoplasiques dans les 3 semaine, sont également non éligibles les patients sous
anticoagulants par anti vitamine K, les patients sous traitements connus pour prolonger l'intervalle
QT corrigé, les patients sous acide valproique dans les 5 jours avant le début de I'étude et les

patients sous facteurs de croissance hématopoiétiques prophylactiques.

L'abexinostat associé a une radiothérapie fixe a la dose de 30 Gy en 10 fractions
quotidiennes de 3 Gy/j, 5 jours par semaine sur 2 semaines a été administré selon 2 schémas. Le
premier schéma de traitement a délivré l'abexinostat une semaine avant de débuter la
radiothérapie hypo fractionnée pour permettre la survenue des modifications intracellulaires liées
au traitement, puis I'abexinostat a été continué de maniére concomitante avec la radiothérapie
hypo fractionnée sur 2 semaines. L'abexinostat a été administré 2 fois par jour oralement du

éme

premier au 5°™ jour puis pendant la radiothérapie du 8™ au 12°™ jour et du 15°™ au 19°™ jour
(figure...). Ce schéma avec une alternance de 5 jours de traitement et 2 jours sans traitement
(schéma 1) a été choisi en se basant sur la tolérance et I'activité de I'abexinostat observées dans
I'étude clinique PCYC-0402 (426). Pour assurer des marges de sécurités dans notre évaluation de
labexinostat en combinaison avec la radiothérapie, nous avons débuté [I'administration
d'abexinostat a la dose de 15 mg/m? 2 fois par jour ce qui correspond a 25% de la dose
recommandée de 60mg/m?2 2 fois par jour obtenue dans I'étude PCYC-0402 et un niveau de dose
au-dessous de la dose initiale utilisée dans I'étude PCYC-0402 (426). Pour le schéma 2,
I'abexinostat et l'irradiation ont été administrés de maniére concomitante du premier au 4eme jour et
du 8°™ au 11°™ jour de traitement (figure...). Le schéma alternant 4 jours de traitements, 3 jours
sans traitement (schéma 2) a été choisi d’aprés la tolérance de I'abexinostat observée dans I'étude
clinique CL1-78454-002 (426). Ce schéma est associé au plus faible risque de thrombopénie dans
les schémas testés et les doses de 75 mg/m? x 2/j, 90 mg/m? x 2/j et 105 mg/m? x 2/j ont été

testées (426).

Pour les schémas 1 et 2, la radiothérapie a été administrée selon une technique
conformationnelle 3D standard. Les patients ont recu une radiothérapie externe hypo fractionnée
délivrée par un accélérateur linéaire de particules a l'aide de photons d’énergie 24mégavolts. Les
patients des 2 schémas ont été classés en 2 groupes selon la localisation du site a irradier (sous
diaphragmatique ou sus diaphragmatique) de facon a évaluer séparément les possibles toxicités

spécifiques a la région irradiée.

Notre étude a suivi une escalade de dose selon un schéma classique 3 + 3 jusqu’a
atteindre la dose maximum tolérée (MTD) basée sur la définition des toxicités doses-limitantes
préétablie dans le protocole (DLT) et correspondant a la survenue au cycle 1 d’au moins une des

toxicités suivantes : effet secondaire (AE) non hématologique de grade 3, prolongation de

189



lintervalle QTc de grade 3, neutropénie de grade 4 persistant plus de 5 jours sous facteur de
croissance, thrombopénie de grade 4, impossibilité de reprise du traitement par abexinostat dans
un délais de 2 semaines. L'escalade de dose au niveau de dose suivant s’est fait aprés évaluation
des DLT sur une période de traitement de 3 semaines pour le schéma 1, sur une période de
traitement de 2 semaines pour le schéma 2, et aprés 3 semaines sans traitement. L'évaluation de
la réponse tumorale a été réalisée 3 semaines apreés la fin du traitement et aprés 2 mois de suivi.
Les effets secondaires ont été gradés a chaque visite selon classification internationale «Common
Toxicity Criteria for Adverse Events » (CTCAE) v3.0 (455). Les événements indésirables
considérés comme grave (« serious adverse events» (SAE)) sont ceux Iétaux, menacant la vie du

patient, nécessitant une hospitalisation, handicapant ou jugé médicalement significatifs.

L'objectif principal de cette étude est d’évaluer la toxicité et la tolérance du traitement par
abexinostat oral en combinaison avec la radiothérapie hypo fractionnée chez des patients
présentant des tumeurs solides de stade avancé afin de déterminer la MTD et d'établir des
recommandations de dose pour une éventuelle future étude clinique de phase Il. Les objectifs
secondaires de cette étude sont d’évaluer la réponse tumorale a la combinaison abexinostat et
radiothérapie et d’analyser les profils pharmacocinétiques de I'abexinostat et de ses métabolites.
La réponse tumorale définie par le taux de réponse locorégionale et le taux de réponse globale a
été évaluée selon les critéres internationaux « revised Response Evaluation Criteria in Solid
Tumors » (RECIST) version 1.1 (456).

Le taux de réponse globale a été définit comme la proportion de patient présentant soit
une réponse compléte (CR) soit une réponse partielle (PR) selon les critéres RECIST (version
1.1). Le taux de réponse locorégionale a été définit comme la proportion de patients présentant
une CR, une PR des lésions comprises dans les champs d’irradiation selon les critéres RECIST
(version 1.1). Les lésions ont été évalués cliniguement et par imagerie scanner. Un
électrocardiogramme a été réalisé lors de I'inclusion du patient dans I'étude, une heure avant , une
heure aprés et 1.5 heures aprés la premiére administration d’abexinostat le 1%, 3°™, 8°™ 15°™ et
19°™ jours ainsi qu'a la visite de fin de traitement pour le schéma 1 et au 1%, 4°™, 8°™ et 11°™®

jours ainsi qu’a la visite de fin de traitement pour le schéma 2.

METHODE STATISTIQUE

Les analyses statistiques ont été réalisées sur Graph Pad Prism 6.0 software (Graph Pad,
San Diego CA) et Biostat TGV. Sauf si spécifié, les données ont été exprimées comme des
moyennes +/- déviations standard (SD) ou erreurs standard de la moyenne (SEM), en fonction des
expérimentations. Pour les expériences in vitro, la significativité statistique a été déterminée par t-
test de Student. Une analyse ANOVA a été utilisée pour déterminer la significativité des
différences de volume tumoral in vivo. Les valeurs de p inférieures a 0.05 ont été considérées

comme significatives. Les courbes modélisées de survie cellulaire aprés irradiation ont été
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construites en appliquant un modéle linéaire quadratique. Les expériences ont été conduites en

triplicats sauf mention contraire.

Pour l'étude de phase |, les analyses d’efficacité ont été réalisées sur I'ensemble des
données, incluant les patients ayant recu au moins une dose d'abexinostat et qui ont eu au moins
une évaluation tumorale de départ et une évaluation tumorale par la suite. La meilleure réponse
cliniqgue a été évaluée par les investigateurs pour chaque niveau de dose sur I'ensemble de la
population étudiée par schéma de traitement et par groupe sus ou sous diaphragmatique. Les taux
de réponse (réponse locorégionale et réponse globale) ainsi que leurs intervalles de confiance a
95% sont présentés. Les analyses de toxicité ont été menées avec une description des DLT sur la

population évaluable pour les DLT comprenant :

- les patients ayant complété la période totale de traitement de 3 semaines dans le schéma
1 ou de 2 semaines dans le schéma 2 ainsi qu'une période de 3 semaines aprés traitement

(période d'évaluation)

-les patients ayant interrompu leur traitement du fait d’'une DLT en cours de traitement ou

dans les 3 semaines suivant le traitement.

Une analyse statistique descriptive a été utilisée pour évaluer les toxicités selon la CTCAE
v3.0, les effets secondaires, I'état général, les signes vitaux, I'examen clinique et les parameétres

biologiques.
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-  “Time dependent modulation of tumor radiosensitivity by a pan HDAC
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ABSTRACT

Despite prominent role of radiotherapy in lung cancer management, there is
an urgent need for strategies increasing therapeutic efficacy. Reversible epigenetic
changes are promising targets for combination strategies using HDAC inhibitors
(HDACI).

Here we evaluated on two NSCLC cell lines, the antitumor effect of abexinostat,
a novel pan HDACi combined with irradiation in vitro in normoxia and hypoxia, by
clonogenic assays, demonstrating that abexinostat enhances radiosensitivity in a
time dependent way with mean SER10 between 1.6 and 2.5 for A549 and H460. We
found, by immunofluorescence staining, flow cytometry assays and western blotting,
in abexinostat treated cells, increasing radio-induced caspase dependent apoptosis
and persistent DNA double-strand breaks associated with decreased DNA damage
signalling and repair. Interestingly, we demonstrated on nude mice xenografts
that abexinostat potentiates tumor growth delay in combined modality treatments
associating not only abexinostat and irradiation but also when adding cisplatin.

Altogether, our data demonstrate in vitro and in vivo anti-tumor effect
potentiation by abexinostat combined with irradiation in NSCLC. Moreover, our work
suggests for the first time to our knowledge promising triple combination opportunities
with HDAC], irradiation and cisplatin which deserves further investigations and could
be of major interest in the treatment of NSCLC.

histones, leading to a more compact form of chromatin,
favoring gene expression patterns that promote tumor
development. In contrast to genetic alterations, epigenetic
changes are dynamic and can be reversed and therefore
can be good therapeutic targets [6].

Small molecules inhibiting HDACs activity called
HDAC inhibitors (HDACI) are considered of high anti-

INTRODUCTION

Epigenetics is a promising field of research with
growing preclinical and clinical data providing new
avenues for cancer freatment. In the absence of DNA
sequence alteration, gene expression driven by epigenetic
changes is crucial to tumor onset and progression [1-3].

Epigenetic changes such as acetylation, methylation,
phosphorylation, ubiquitination and sumoylation lead to
modifications of the structure of nucleosomes impacting
chromatin condensation and franscription [1, 4, 5].
Histone deacetylases (HDACSs) remove acetyl groups from

tumor potential. Some are either already approved in
clinic as vorinostat (suberoylanilide hydroxamic acid,
Zolinza; Merck), romidepsin (Istodax; Celegene) and
belinostat (Beleodaq; Spectrum Pharmaceuticals) for
T-cell lymphomas treatment or under clinical trials
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alone or in combination in various hematological and
solid malignancies [7, 8]. More than 28 HDACi are
under development [8]. Most of them target multiple
HDACs which makes it difficult to identify the biological
mechanisms responsible for HDACI anti-tumor effect.
Eighteen HDACS grouped in 4 classes have been
described in humans. Bantscheff er al have developed
a chemoproteomic method to test the affinity of various
HDACIi. They have shown that HDACI activity is
dependent on the macromolecular complexes in which
various HDACs can reside [9]. They provided evidence
in favor of a strong binding and histone hyperacetylation
with pan HDACIi. This suggests using pan HDAC
inhibitors like vorinostat., panobinostat or the here
studied abexinostat rather than more specific HDACi
[9]. Selective class ITa specific HDACI have recently
been developed and failed to induce significant apoptosis
or gene expression changes [10]. New class I selective
HDACI such as mocetinostat are under development and
have shown promising apoptosis induction and broad
antitumor activity spectrum [11-14]. Other selective
HDACI and polypharmacological HDACI are currently
under evaluation [8].

In solid tumors, HDACIi used as monotherapy in
early phase clinical trials have been rather disappointing
[15]. More encouraging results have been reported from
preclinical combination trials associating HDACi with other
anti-tumor agents. In vitro and in vivo, data suggest that the
anti-tumor effect of HDACi might be due to the induction
of cell cycle arrest, differentiation, cell death through
various mechanisms (apoptosis, autophagy) and induced
alteration in DNA repair capacity [2, 3, 16, 17]. Irradiation
exposure causes DNA damage either by direct effect or
indirect effect through reactive oxygen species production
creating DNA single and double strand breaks (SSBs,
DSBs). DSBs, more substantial and potentially lethal
DNA damage, can be repaired through non-homologous
end joining (NHEJ) or homologous recombination (HR)
mechanisms. HDACi have been reported to repress HR-
related gene expression providing a strong rationale for
radiosensitization using these compounds even though
mechanisms of radiosensitization seem to be multiple and
deserve further investigation [3, 18].

With a median 5 year survival rate about 18%, lung
cancer remains the leading cause of cancer death [19].
Non-small cell lung carcinomas (NSCLC) represent 85%
of lung cancers. In most cases patients are diagnosed with
unresectable disease. The standard of care for locally
advanced unresectable NSCLC patients relies on the
combination of a platinum based doublet of chemotherapy
and concomitant radiotherapy [20]. Despite improvement
in radiotherapy techniques and systemic treatment,
very little progress has been made over the last decades
regarding the combination of drugs and radiotherapy
in this setting even though there is a major room for
improvement and public health issue. There is no survival
advantage to date in randomized phase III trials combining

targeted agents with radiotherapy or chemoradiotherapy
in locally advanced NSCLC. Most attention has been
focused on epidermal growth factor (EGFR) inhibitors
with either monoclonal antibodies, such as cetuximab, or
tyrosine kinase inhibitors (EGFR-TKIs), such as gefitinib
or erlotinib [21]. After disappointing results in unselected
patient populations, investigations are ongoing to
combine EGFR-TKI with radiotherapy in EGFR mutated
tumors [ClinicalTrials.gov Identifier: NCT01391260;
NCT01091376; NCT01822496]. In non-mutated tumors,
radiotherapy and targeted agents combination options
under clinical investigation are limited.

The present study investigates the effect of
abexinostat, a pan HDACi, on 2 EGFR wild type
NSCLC cell lines in vifro and in vivo. Our findings here
demonstrate that abexinostat induces a radiosensitizing
effect, and yields to an increased tumor response in vivo.
The increase of tumor cell kill through increased apoptosis
arises from an impairment of DNA repair protein levels.
DNA repair impairment accounts for a marked time and
schedule dependency of the combination observed in
vivo. Moreover, our work suggest, for the first time to our
knowledge, promising triple combination opportunities
with HDACI, irradiation and cisplatin which deserves
further investigations and could be of major interest in the
treatment of NSCLC.

RESULTS

Abexinostat radiosensitizes NSCLC cells in vitro
in normoxia and hypoxia

A dose-dependent cell proliferation inhibition effect
of abexinostat was observed in both A549 and H460
NSCLC cells (Figure 1A-1B respectively). IC50 value at
48h for A549 and H460 were 1.75umol/L and 2pumol/L
respectively, suggesting that A549 are more sensitive
to abexinostat alone than H460. We tested the effect of
abexinostat on clonogenic survival after irradiation in
AS549 and H460 cells. Exposure to abexinostat 24h before
irradiation significantly decreased surviving fractions at
6Gy (SF6), for both A549 and H460, in a concentration-
dependent manner, in normoxic (0>=21%) (Figure 1C-1D)
and hypoxic conditions (0*=0.1% 24h before treatment as
described under material and methods) (Figure 1E-1F).
Corresponding surviving fractions were plotted versus
dose and fit to a linear quadratic model (Supplementary
Figure 1C-1F). Interestingly, SF6 was not decreased when
abexinostat was given immediately before irradiation (data
not shown). Calculation of a/p ratios and sensitization
enhancement ratios at 10% cell survival (SER10, ratio of
doses to achieve 10% cell survival without abexinostat
to those with abexinostat), in normoxia and hypoxia,
showed increased radiosensitivity with abexinostat, even
in hypoxic condition, for both A549 and H460 cell lines
(Supplementary Figure 1A-1H, Supplementary Table 1).
As expected, controls with culture medium alone were
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Figure 1: Radiosensitization of NSCLC cells by HDAC inhibition by abexinostat in vifre in normoxic and hypoxic
conditions. IC50 determined at 48h by WST-1 assay were 1.75umol/L and 2pumol/L for A549 A. and H460 B. respectively. Results
represent means + SD (n=3; t-test; for A549 (A) »* %P < 0.05 versus control, abexinostat 0.5uM, 1uM, 1.5uM respectively; for H460 (B)
=* 5P < (.05 versus control, abexinostat 1M, 2.51M respectively). A549 cells C, E, G. and H460 cells D, F, H. were treated with indicated
increasing concentrations of abexinostat (culture medium as control) for 24 hours then irradiated or not at indicated doses. Clonogenic
radiation survival of abexinostat treated A549 (C, E) and H460 (D, F) cells in normoxic (C, D) or hypoxic (0.1% O?) (E, F) conditions were
measured as described under materials and methods. Culture medium was used as control. Results represent means + SD (n=3; t-test; *P <
0.05). Error bars represent standard deviations. Acetylation of histone H3 was evaluated by Western blotting 1h and 24h after irradiation in
A549 (G) and H460 (H) cells. GAPDH served as loading control. Representative Western blots are shown (n=3).
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less radiosensitive in hypoxia than in normoxia for both
AS549 and H460 cell lines (Figure 1C-1F, Supplementary
Table 1). Using A549 cells, exposed to abexinostat 0.7uM
starting from 24 hours before irradiation, mean SER10
varied between 1.41 in normoxia and 2.33 in hypoxia.
Using H460 cells, exposed to abexinostat 0.2uM in similar
conditions, mean SER varied between 1.85 in normoxia
and 3.16 in hypoxia. Corresponding D10 are shown in
Supplementary Figure 1A-S1B with lower D10 when cells
are exposed to abexinostat in normoxia and hypoxia in
both cell lines. An isobologram analysis was performed as
described under material and methods, for both A549 and
H460 cell lines in normoxie and hypoxia (Supplementary
Figure 1G-1J). In normoxia, data points for combination
fell into the area of additivity for A549 cells (G) and into
the supra-additivity zone for H460 cells (H). However, for
this latter, the statistical test was not significant (p value =
0.25). In hypoxia, the dose-survival curves are exponential
for both abexinostat alone and radiation alone as expected.
In this case, the isobologram lines for Mode I and Mode
II are combined and all the experimental data points for
combination fell into the supra-additive zone (LJ).

Using acetyl histone H3 as a marker of HDACIi
inhibitory activity, we assessed Histone de-acetylation
inhibitory effect of abexinostat on A549 and H460 cells
in normoxia (0? 21%) [22. 23]. Cells were treated with
abexinostat at increasing doses for 24h then exposed to
4Gy irradiation. Expression of acetylated histone H3
was tested 1h and 24h after irradiation by western blot.
We found a time and concentration-dependent increased
acetylated histone H3 in both investigated cell lines
(Figure 1G-1H). Effective histone H3 acetylation could
be observed as off 1h of exposure to abexinostat with a
remaining effect after a prolonged exposure of 24h (Figure

1G-1H).

Abexinostat increases apoptosis and irradiation-
induced apoptosis

We found a concentration and time-dependent
increased percentage of subGl population when
treating H460 cells with abexinostat, either alone or in
combination with irradiation 4Gy. We observed enhanced
cell death after exposure to abexinostat 0.2uM for 24
hours before irradiation in H460 cells (Figure 2A-2B).
Similar combination yielded to a significant depletion of
S-phase populations when H460 cells were exposed to
abexinostat 2uM for 24 hours prior irradiation (Figure 2B).
In contrast, there was no increased subG1 population nor
enhanced cell death observed when starting abexinostat
concomitantly with irradiation compared to irradiation
alone (data not shown).

To assess whether the observed increase in
subG1 population was due to increased apoptosis
we used a staining by propidium iodide (PI) and
3.3° dihexyloxacarbocyanine iodide (DIOC6) which

labels mitochondria and correlates to the reduction of
mitochondrial trans-membrane potential. Cells were
stained with DIOC6 and PI to determine the mitochondrial
transmembrane potential and viability, respectively. We
monitored the frequency of dying and dead cells by co-
staining with the mitochondrial transmembrane potential
sensitive dye DiOC6 and the vital dye PI, considering that
dying cells have a reduced transmembrane potential but
still intact plasma membranes (DiOC6 low/PI-) while dead
cells have permeabilized plasma membranes (DiOC6 low/
PI+) as described by Zamzami et al [24, 25]. H460 cells
were treated with abexinostat at 0.2uM or 2uM for 24h
before expose to 4Gy irradiation. PI and DIOCG6 staining
were performed 24h or 48h after irradiation. Abexinostat
significantly increased both basal and post irradiation
cell death as shown by increased DIOC6-/PI+ population
in H460 cells relative to culture medium controls in a
dose dependent manner (Figure 2C-2D). Abexinostat
significantly increased both basal and post irradiation
DIOCG6-/PI- population 48h after irradiation suggesting
apoptosis induction with mitochondrial depolarization in
H460 cells (Figure 2C-2D).

Apoptosis induced by abexinostat is caspase-
dependent

To investigate whether observed apoptosis was
caspase-dependent, we assessed AnnexinV and PI staining
with or without Z-vad used as an apoptosis caspase-
dependent inhibitor. H460 cells were treated with indicated
increasing concentrations of abexinostat for 24h then
irradiated or not at 4Gy. Assessment was performed 24h
and 48h after time of irradiation (Figure 3A-3B). Z-vad
significantly decreased AnnexinV-+/PI- population in
H460 cells treated with abexinostat 0.2 and 2uM (Figure
3A-3B). We equally showed that caspase-dependent
apoptosis was significantly increased by the abexinostat-
IR combination compared to irradiation alone (Figure 3A-
3B). Cells treated with abexinostat 0.2pM only showed
a moderate increased cell death, whereas cells treated
with combined irradiation and abexinostat 0.2uM showed
a significant increase in caspase-dependent apoptosis
(Figure 3A-3B). In contrast, exposure to higher doses of
abexinostat (2uM) alone was associated with a higher
proportion of cell death (Annexin V+/PI+). At this dose
(2uM) combined irradiation and abexinostat treatment
did not showed any significant difference in caspase-
dependent apoptosis between abexinostat alone and the
combined treatment possibly due to a high cytotoxicity
of abexinostat alone as shown by a mean cell death rate
0f 20.9% and 34.2% at 24h and 48h respectively (Figure
3A-3B). To confirm these results we assessed caspase 3
activation by assessing caspase 3 cleavage and cytochrome
C release in H460 cells by immunostaining and found
abexinostat 0.2uM significantly increased both basal and
post irradiation caspase 3 cleavage and cytochrome C
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release 1h and 24h after irradiation (Figure 3C-3E). These
findings were further supported by increased cleaved
caspase 3 expression after abexinostat 2uM either alone
or in combination with irradiation as shown by western
blotting 24h after irradiation (Figure 3F).

Abexinostat increases radiation-induced
persistent DNA double strand breaks (DSBs)

We decided to assess YH2AX and p53BP1 foci by
immunostaining as indicators of DNA DSBs (Figure 4A-
4B). H460 cells were treated with indicated increasing
concentrations of abexinostat for 24h, then irradiated at
4Gy. We observed, 1h after irradiation alone, an increase
in YH2AX and p53BP1 foci number which returns to
basal control levels 24h after irradiation (Figure 4A-4B).
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We found that pretreatment with abexinostat significantly
increases YH2AX and p53BP1 foci post irradiation
in H460 cells 24h after irradiation (Figure 4A-4B).
These results indicate that DNA DSBs persist longer
after abexinostat and irradiation combination than after
irradiation alone in H460 cells. Interestingly an increased
rate of persistent DNA DSBs induced by abexinostat and
irradiation combination remains 24h after irradiation
suggesting a prolonged impairment in the DNA repair
capacity (Figure 4A-4B).

The induction of prolonged DNA DSBs by
abexinostat was further supported by increased expression
of phospho-H2AX induced by abexinostat 2uM in H460
cells as shown by western blotting at 1h after irradiation
at 4Gy (Figure 4C). In addition, we observed an increased
expression of phospho-H2AX induced by abexinostat 2pM

1 24 48 (h)

+Abexinostat +Abexinostat
0.2pM. ZpM.

+ R 4Gy, +Abaxinostat  +Abexinostat

0.2pM+IR AGY. 2iMHIR 4Gy.

e DIOCE -/Pl+

. DIOCE /Pl

Figure 2: Abexinostat induces H460 apoptosis in a concentration and time-dependent manner. H460 cells were treated
with indicated increasing concentrations of abexinostat (culture medium as control) for 24h then irradiated or not at 4Gy. Cells distribution
in cell cycle phases was counted by flow cytometry assay 1h (B), 24h (B), and 48h after irradiation A, B. Apoptosis was assessed at 24h
C, D. and 48h (C) after irradiation by 3.3' dihexyloxacarbocyanine iodide (Dioc6) and propidium iodide (PI) staining and flow cytometric
analysis (C, D). DIOC6- stands for DIOC6 low staining. Combination of abexinostat and irradiation 4Gy significantly induced subGl
population (A, B) and apoptosis (C, D) (p< 0.05) compared to abexinostat single drug treatment or irradiation alone at 48h.Flow cytometry
results (A, C) represent one of three independent experiments. Histograms (B, D) represent means + SD (n = 3; t-test; *P < 0.05; **P <

0.01). Error bars represent standard deviations.
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Figure 3: Abexinostat induced apoptosis is mediated by mitochondrial depolarization and caspases activation. H460
cells were treated with indicated increasing concentrations of abexinostat (culture medium as control) for 24h then irradiated or not at 4Gy.
Apoptosis was assessed 24h A. and 48h B. after time of irradiation by AnnexineV (A+/-) and propidium iodide (PI+/-) staining with or
without Z-Vad used as an apoptosis caspase dependent inhibitor by flow cytometric analysis. Histograms represent means of flow cytometry
results + SD of three independent experiments (n = 3; t-test; *P < 0.05; **P < 0.01). Error bars represent standard deviations. Cytochrome C
release and caspase 3 activation were assessed 1h and 24h after time of irradiation by cytochrome C immunostaining used as a mitochondrial
depolarization marker C, D. and caspase 3 immunostaining used as an apoptosis marker (C) E. Positive caspase 3 cells (in green) and
cytochrome C released cells (in blurred red) (C) were counted microscopically from 300 cells per condition (D-E). Results represent means
+ SD (n = 3; t-test; ¥*P < 0.05; **P < 0.01). Error bars represent standard deviations. Expression of activated caspase 3 in H460 cells treated
with indicated increasing concentrations of abexinostat was evaluated by Western blotting 24h after irradiation or not at 4Gy F.
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24h after irradiation at 4Gy which was stronger than at
1h after irradiation corroborating the persistence of DNA
DSBs induced by abexinostat and irradiation combination
more profoundly than by abexinostat alone (Figure 4C).

Abexinostat decreases DNA damage signaling
and repair

As persistent increased DSBs might be due to a
decreased DNA repair, we tested the hypothesis that
abexinostat impairs DNA repair. We therefore evaluated

A

the MRE11/Rad50/NBS1 (MRN) complex which initiates
irradiation induced DSBs repair. H460 cells were treated
with indicated increasing concentrations of abexinostat
for 24h then irradiated at 4Gy. We evaluated the levels
of MRE11 and NBSI1 proteins by western blotting.
We showed a dose-dependent decrease in both protein
expression levels, slight at 1h and more marked at 24h
after irradiation, as shown by quantification of MRE11/
Actin blots normalized to the control (Figure SA-5B). At
24h abexinostat and irradiation combination markedly
decreased levels of MREI11 and NBS1 proteins compared
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Figure 4: Abexinostat induces DNA-DSBs and prolongs radiation-induced residual DNA damage. Immunofiuorescence
images show representative YH2AX/p53BP1-positive nuclear foci (red/green respectively) representing residual DNA-DSBs of 4Gy
irradiated H460 cell cultures treated with indicated concentrations of abexinostat A. After fixation, cells were stained against YH2AX,
p53BP1 plus DAPI for nuclei. YH2AX/p53BP1-positive foci were counted microscopically from 300 cells per condition B. Histograms (B)
represent means + SD (n = 3; t-test; *P < 0.05; **P < 0.01). Error bars represent standard deviations. H460 cells were treated with indicated
increasing concentrations of abexinostat (culture medium as control) for 24h prior to irradiation 4Gy C. Expression of pH2AX (C) was
assessed 1h and 24h after irradiation by Western blotting. Actin served as loading control. Representative Western blots are shown (n=3).
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to abexinostat alone (Figure 5B). These results suggest
an impaired initial processing of DSBs repair byHR and/
orNHEJ which are the two major DNA repair pathway
involved in DSBs repair after irradiation. Since Rad51 is
one of the key DSBs repair protein in the HR pathway,
we decided to further examine its involvement in the
observed DNA DSBs persistence. H460 cells were treated
with increasing concentrations of abexinostat prior to
irradiation. We observed, by western blotting, 1h after
irradiation, a moderate decreased level of Rad51 after
abexinostat treatment alone. When combining abexinostat
with irradiation 4Gy similar results were observed 1h
after irradiation (Figure 5A). Interestingly, this decrease
was more pronounced 24h after irradiation when cells
were treated with abexinostat in combination (Figure 5B).
Reduction in Rad51 level was not only time dependent
but dose dependent as well (Figure 5B). Exposure to
abexinostat 0.2uM combined to irradiation potentiated
Rad51 reduction compared to abexinostat alone (Figure
5B). These findings were further supported by an
immunofluorescence staining for Rad51 foci (Figure 5C-
5D). In contrast after irradiation alone, we observed an
increase in Rad51 foci 1h after 4Gy and a return to control
level 24h after irradiation. When combining abexinostat
with irradiation the increase in RADS1 foci 1h after
irradiation was significantly lower than with irradiation
alone (Figure 5C-5D). Moreover we observed a prolonged
reduction in the number of Rad51 foci 24h after irradiation
compared to irradiation alone (Figure 5C-5D).

Abexinostat potentiates tumor growth delay in
combined modality treatments with acceptable
toxicity in vivo

We next further evaluated the effects of abexinostat
on response to irradiation in vivo. We assessed tumor
growth of A549 or H460 mice xenografts treated with
abexinostat and/or irradiation as described under material
and methods and in Supplementary Figure 2A. Body
weight was used as an indicator of mice health status
(Figure 6A-6B for mice with A549 and H460 xenografts
respectively). As shown in Figure 6A and 6B, we
observed a maximum mean body weight loss in treated
groups of 12.4% and 8.7% on day 11 in abexinostat
combined with irradiation and abexinostat alone treated
groups respectively. This weight loss did completely
recover after treatment (on day 24) for all treated groups
and therefore was considered acceptable. Abexinostat
treatment alone resulted in significant inhibition of tumor
growth in both A549 (p=0.005) (Figure 6C) and H460
(p=0.0009) (Figure 6D) xenografts in the same range as
irradiation alone. Interestingly, tumor growth, in both
models, was significantly delayed by the combination
of abexinostat and irradiation compared to a single
treatment modality by abexinostat or irradiation alone.
For A549, we observed a mean tumor volume of 464.54

mm® (SEM= 28.02) versus 283.78 mm® (SEM= 19.71)
at day 46 after starting treatment in abexinostat alone
and combination treated groups respectively (p=0.006)
(Figure 6C). For H460, tumor growth was much faster
than A549 with a mean tumor volume of 688.13 mm’
(SEM= 52.98) versus 331.77 mm® (SEM= 31.24) at
day 18 after starting treatment in the abexinostat alone
and in the combination treated groups respectively
(p=0.034) (Figure 6D). To confirm drug diffusion in the
tumor, abexinostat concentration was measured ex vivo
from tumor homogenates after 4 consecutive days of
abexinostat (25 mg/kg BID) treatment. Mean abexinostat
concentrations in the tumor were 477ng/mL, 428ng/mL
and 73.4ng/mL at 4h, 7h and 20h respectively after the
second IP of the day in the abexinostat alone group. To
assess HDAC inhibitory efficiency in vivo of abexinostat
we evaluated the acetylation of histone H3 by western blot
using ex vivo homogenates from H460 tumors extracted
after exposure to abexinostat. In agreement with in vifro
studies, we observed increased acetylated histone H3 in
abexinostat treated group compared to control after 4
consecutive days of abexinostat (Figure 6D). Increased
acetylated histone H3 correlated with the antitumor effect
of abexinostat as shown by the observed tumor growth
delay in Figure 6D. Data have been expressed in Kaplan
Meier survival curves (Supplementary Figure 2B-2C). It is
of note that mice have been sacrificed after a statistically
significant volume difference was reached. Therefore a
number of data were sensored and we couldn't observe a
statistically significant difference in overall survival.

As the standard of care for locally advanced NSCLC
in clinic is based on concomitant radio chemotherapy with
a platinum based drug doublet, we decided to investigate
the triple combination of abexinostat with irradiation
and cisplatin (CDDP). We hypothesized that the limited
toxicity of abexinostat and irradiation combination might
leave room for adding CDDP and that this addition might
potentiate the effect of CDDP combined to irradiation. We
assessed tumor growth of A549 xenografts treated with
abexinostat and/or CDDP and/or irradiation as described
under material and methods and in Supplementary Figure
2D. Body weight was measured twice weekly. Treatment
schedule was adapted to tolerance and toxicity profile. As
shown in Figure 6E we observed a maximum mean body
weight loss in treated groups of 10.7% and 6.9% on day
17 for abexinostat alone and abexinostat combined with
irradiation respectively and 9.43% on day 6 for the triple
combination of abexinostat, irradiation and CDDP with a
marked effect after each CDDP injection delivered on days
2 and 16. This weight loss did completely recover after
treatment for all groups on day 25. Abexinostat combined
with irradiation exhibited significant tumor growth delay
as compared to the abexinostat alone group (p= 0.046).
Interestingly the triple combination of abexinostat, CDDP
and irradiation exhibited a border line significant tumor
growth delay as compared to the double combination of
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abexinostat and irradiation (p= 0.05). Significant growth
delay was observed as well with the triple combination
compared to the combination of CDDP and irradiation (p=
0.03) or compared to abexinostat alone (p=0.004) (Figure
6F). Survival data have been expressed in Kaplan Meier
survival curves (Supplementary Figure 2E). It is of note
that in the triple combination with CDDP, mice have been
sacrificed after a statistically significant volume difference
was reached between above indicated groups on day 51
and 65. Therefore a number of data were sensored and
we couldn't observe a statistically significant difference in
overall survival. Nevertheless a Logrank test for trend was
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a longer follow up we could see a difference in survival.

DISCUSSION

Abundant pre-clinical studies and early clinical
trials have shown a promising anti-tumor effect of HDACi
alone or in combination with chemotherapy agents linked
with an induced alteration in DNA repair capacity [26-
28]. More recently, rapidly expanding pre-clinical in vitro
and in vivo data have shown a radiosensitizing effect of
various HDACI in different tumor cells explained by
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Figure 5: Abexinostat impairs radiation-induced DNA damage repair. H460 cells were treated with indicated increasing
concentrations of abexinostat (culture medium as control) for 24h prior to irradiation 4Gy. MRE11, NBS1 and Rad51 expression were
assessed 1h A. and 24h B. after irradiation by Western blotting. Actin served as loading control. Representative Western blots are shown
(n=3). MRE11 blots were quantified using Image J software and normalized to the control. Immunofluorescence images show representative
Rad51-positive nuclear foci (red) representing residual DNA-DSBs of 4Gy irradiated H460 cell cultures C. After fixation, cells were
stained against Rad51 plus DAPI for nuclei. Rad51-positive foci were counted microscopically from 300 cells per condition D. Histograms
represent the mean number of foci per cell £ SD (n = 3; t-test; ***P < 0.005; ****P < 0.001). Error bars represent standard deviations.
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changes is chromatin conformation or reduced DNA 37. 38-42, 43]. Since HDAC:i effects seem to be dependent

repair capacity when combined with irradiation [3]. In on both the type of tumor cell and the specific HDACi
vivo studies have suggested such radiosensitizing effect in used [44, 45] further preclinical studies are needed to
various tumor types [22, 28, 29, 30-32, 33, 34, 35, 36, 28, identify the best combinations to increase chances of
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Figure 6: Abexinostat significantly potentiates radio-induced tumor growth delay with acceptable toxicity in A549 and
H460 NSCLC xenograft mouse models. Mice bearing A549 or H460 xenografts were treated with +/- abexinostat IP 25mg/kg X 2/d
(4 days on, 3 days off, 4 days on, 3 days off, 4 days on) and +/- irradiation at 2Gy/d on day 2, 3 and 4. Vehicle (HBCD 30%) was used as
control. Body weight was measured twice weekly for mice bearing A549 or H460 xenografted tumors (A, B. respectively). Growth delay
of abexinostat treated mice bearing A549 C. or H460 D. xenografts were measured as described under materials and methods. Results
represent means + SD (n = 2; 10 mice per group; t-test; *P < 0.05; **P < 0.01). Acetylation of histone H3 was evaluated after 4 consecutive
days of abexinostat IP 25mg/kg X 2/d by Western blotting in ex vivo H460 tumors 4h after the second IP (D). GAPDH served as loading
control. Representative Western blots are shown (n=3). Mice bearing A549 xenografted tumors were treated with +/- abexinostat IP 25mg/
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and +/- irradiation at 2Gy/d on day 2, 3 and 4. DMSO was used as control. Body weight was measured twice weekly for mice bearing A549

xenografted tumors E. Growth delay of mice bearing A549 xenografts were measured F. as described under materials and methods. Results
represent means = SD (10 mice per group; t-test; *P < 0.05).
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success in clinical trials, particularly if HDACI are used
in combination with radiotherapy. By testing in vifro and
in vivo abexinostat, a recently developed hydroxamic
acid-based pan-HDACi currently being evaluated in
combination with radiotherapy in a phase I clinical trial
in metastatic patients, we add further data supporting the
rational for the combination of HDACI and radiotherapy
namely in NSCLC in future clinical trials.

Our results underscore for the first time the
importance of the administration schedule when
combining abexinostat and irradiation. We demonstrated
with abexinostat that administration 24 hours before
irradiation induces a radiosensitizing effect in vifro and
potentiates tumor growth delay in vivo. This effect,
which was not observed when abexinostat was started
concomitantly with irradiation (data not shown), show
consistency with a mechanism that does require time for
epigenetic changes as suggested with some HDACI so
far including LBH589, vorinostat, TSA and NDACI054
[23, 28, 29, 46]. These results are of importance for
clinical translation and justify starting abexinostat before
irradiation in the ongoing and future combination trials.

Abexinostat schedule given BID based on days
on and off treatment instead off a continuous treatment
was chosen for this study based on pharmacokinetic
and pharmacodynamic data, tolerability and activity
of abexinostat observed in the clinical study PCYC-
0402 and in our phase I study combining abexinostat
and radiotherapy currently under publication [47, 48].
Starting from the dose of 12.5mg/Kg BID we have tested
increasing doses following the published schedule [48].
We have shown that 25mg/Kg BID was still well tolerated
and therefore have chosen this dose and schedule.

For in vivo experiments, we have selected
a fractionated schedule with 2Gy per fraction to
keep the dose per fraction similar to what is used in
normofractionated schedules in the clinic for the treatment
of non-operable locally advanced NSCLC. The total dose
was kept relatively low (6Gy) to better see the effect of the
combination and show a proof of concept.

Hypoxic tumor cells present a more aggressive
phenotype often associated with lower radio and chemo-
sensitivity. It is of high importance to evaluate the
efficacy of potential radiosensitizers under normoxia and
hypoxia since human tumors including NSCLC often
contain a substantial fraction of hypoxic cells. Saelen
et al have shown in vifro and in vivo that vorinostat
enhances radiosentivity of colon cancer cells almost
counter-balancing hypoxia-induced radioresistance [32].
The ability of HDACi to overcome hypoxia-related
radioresistance would be a major advantage for the
treatment of hypoxic tumors such as NSCLC.

Although most HDACi have showed some
cytotoxic effect and cell death induction capacities
through apoptosis, necrosis or autophagy, the precise
molecular mechanism underlying the balance between the

different cell death mechanisms according to tumor types
and HDACI specificities remains unknown [1]. Many
questions still remain regarding the molecular mechanisms
of radiosensitization by abexinostat and HDACi. However,
it is possible that the capacity of abexinostat to induce
double strand breaks, while reducing the capacity to repair
damaged DNA, might not only have an important role per
se but also by increasing irradiation-induced apoptosis.
This provides a molecular rationale for the synergistic
activities of HDACI and irradiation. Even though the main
cell death mechanism induced by irradiation is mitotic
cell death, potentiating other cell death pathways such as
apoptosis might end in an increased antitumor efficacy
supporting the clinical interest of the combination. [1,
28] Previous studies have shown either a pro-apoptotic
effect or no impact on apoptosis depending on the type
of HDAC:I used and the type of cell [23. 28, 49]. In our
study, we investigated the effects of abexinostat on cell
proliferation, cell cycle progression and apoptosis in
both A549 and H460 NSCLCC (data partially shown,
Figures 1-3). In H460 cells, treatment with abexinostat
induced an increased sub G1 population corresponding
to increased apoptosis, as shown by AnnexinV/propidium
iodide flow cytometry, without significant changes in
cell-cycle profile (Figure 3A-3B). The apoptotic response
induced by abexinostat is caspase dependent as shown by
the increased level of cleaved caspase 3 and a significant
reduction of induced apoptosis when using Z-VAD, a pan-
caspase inhibitor (Figure 3A-3B, 3F) [1, 50]. We have
additionally found that abexinostat apoptotic response
involves and potentiates the “intrinsic” mitochondrial
apoptosis pathway as shown by reduced DIOC6 uptake
upon the drop of mitochondrial transmembrane potential
and increased cytochrome C release (Figures 2-3) [1, 51].
Our findings suggest that abexinostat renders H460 cells
more susceptible to apoptosis after irradiation and that the
“intrinsic” apoptosis pathway is one mechanism through
which abexinostat and irradiation interacts.

Response to irradiation is recognized to be driven
by the repair efficiency of radiation induced DNA
damage in which double strand breaks play a major
role [52]. Mounting reports suggest that HDACI exert a
radiosensitizing effect by down regulating DNA repair
pathways in various tumor types with different HDACI
[9]. It has previously been shown, in vifro, that abexinostat
(also known as PCI-24781 or S78454) can down regulate
HR in HCT116 cells by repressing transcription and
consequently expression of Rad51 which might explain
radiosensitization induced by abexinostat [18]. Our results
confirm in H460 cells, which are less radiosensitive than
HCT116 cells, that the radiosentizing effect of abexinostat
is correlated with a decreased level of RADS51 protein and
RADS]1 foci (Figure 5). This work provides contributive
evidence that HDACI can play an important role in HR
modulation by regulating not only effectors level but
formation of DNA repair complexes as well considered
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to represent the “repairosome” [10]. A second approach
has been used to asses DNA repair by evaluating the
expression of phosphorylated H2AX, YH2AX and 53BP1
foci formation. H2AX is rapidly phosphorylated at sites
of DNA double strand breaks and acts with 53BP1 as a
damage signaling protein forming nuclear foci visible
by immunostaining on fluorescence microscopy [9, 53].
The exact mechanism of action of these proteins remain
unclear, but the variation in the number of such foci is
thought to be representative of the induction and repair
of DNA double strand brakes [10]. Our findings suggest
not only a decreased repair with prolonged expression of
vH2AX and 53BP1 foci (Figure 4) in great similarity with
most previously published data on radiosensitization by
HDACI, but also an associated increased DNA damage
induction with increased double strand brakes, as shown
by the increased number of YH2AX and 53BP1 foci as
early as 1 hour after irradiation.

Lung cancer is still the leading cause of cancer
death. Radio-chemotherapy remains the standard of care
for locoregional unresectable lung tumors [20]. Despite
strong rational and promising results from in vifre and
in vivo studies, the use of targeted therapeutic agents
combined with radiotherapy in NSCLC is still limited.
Several attempts have been made to overcome the drug-
radiotherapy combination challenge in early clinical trials.
Recently, most of these studies have been focusing on the
use of anti-EGFR and other signal transduction inhibitors.
Due to their role in diverse oncogenic pathways a lack
of success of these agents in unselected patients in the
clinic was observed. Fearing possible toxicities of a triple
combination the RTOG 1306 phase II randomized frial is
currently assessing the impact on progression free survival
of these targeted agents (either erlotinib for EGFR mutated
tumors or crizotinib for ALK translocated tumors) before
concurrent chemoradiotherapy in patients with stage IIT
Non-small Cell Lung Cancer (ClinicalTrials.gov identifier:
NCT01822496) but the question of concomitant triple
combination deserves cautious assessment and could
open the way for new improvements. Evidence linking
radiosensitivity and epigenetics are still scarce and
mostly based on in vitro data [54]. Synergistic effects of
anti-EGRF and HDACIi have been reported in NSCLC
by Edwards et al who showed that the HDACi LBH589
induces apoptosis only in EGFR mutated NSCLC [55].
Controversially in our findings, we demonstrate that the
potentiating effect of abexinostat and irradiation with
apoptosis induction is observed in H460, an EGFR wild
type cell line.

Few in vitro and in vivo studies have shown
synergistic anti-tumor effect between CDDP and HDACi
[48, 56]. The standard of care for locally advanced
unresectable NSCLC patients is based on concomitant
radio chemotherapy with a platinum based drug doublet
[20]. Various platinum based doublets have been tested
with concomitant radiotherapy over the last years with

limited improvement in overall survival when comparing
one doublet to another [57]. Our findings show for the
first time an in vivo potentiation of the anti-tumor effect
of the CDDP-radiotherapy combination by an HDACI.
Abexinostat increases tumor growth delay when used in
triple combination in a borderline significant way (p=0.05)
with a clear trend to improved survival (logrank test for
trend p= 0.0096) (Figure 6F, Supplementary Figure 2E).
Given that Abexinostat can induce DNA double strand
breaks and lower the capacity to repair damaged DNA
and that cisplatin and irradiation cause DNA damage,
combining abexinostat, irradiation and cisplatin might
end up in an increased tumor cell apoptosis. Abexinostat
might therefore potentiate the antitumor effect of cisplatin
and irradiation. This should serve as the basis for further
investigations and potential clinical translation to address
the crucial need for improvement in NSCLC freatment.

Concerns about toxicities and feasibility of the
triple combination of abexinostat, irradiation and cisplatin
might be raised due to the risk of hematologic toxicity
of both cisplatin and abexinostat (thrombocytopenia and
leukopenia). Hematologic toxicity of irradiation is limited
and mostly due to the irradiated bone marrow volume.
Given that abexinostat can be administered clinically with
minimal toxicity at recommended dose and that the risk of
induced thrombocytopenia is reduced by using clinically
optimized treatment schedule, even in combination
with radiotherapy as shown in our phase I trial under
publication, concerns regarding the triple combination
are limited but will justify a careful hematologic follow
up [47, 48]. Other cisplatin toxicities such as.nephro- and
neurotoxicity should not be at increased risk given that
neither abexinostat nor other HDAC!i seem to increase this
risk. Nevertheless the toxicity profile of each treatment
of this combination suggest a possible risk of increased
nausea specially if the irradiated volume includes part
of the gastrointestinal track which should be carefully
assessed in the clinic even though no such toxicity was
observed in vivo.

Altogether, our data demonstrate in vitro and in
vivo a potentiation of anti-tumor effect of irradiation
by abexinostat in NSCLC models. Moreover, our work
suggest for the first time to our knowledge promising triple
combination opportunities with HDACI, irradiation and
CDDP which deserves further investigations and could
be of major interest in the treatment of NSCLC where
improvement in efficacy is crucially needed but limited
by the toxicity of current combined treatments.

MATERIALS AND METHODS

Cell lines, cell culture, and irradiation

A549 and H460 human non-small cell lung
carcinoma (NSCLC) cell lines were obtained from ATCC
(Manassas, VA, USA). A549 cells were cultured in F-12K
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Medium (ATCC, Manassas, VA, USA) supplemented with
10% fetal bovine serum (FBS) (PAA laboratories) and 100
units/mL penicillin G sodium, 1% Hepes and 1% Sodium/
pyruvate (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). H460
cells were cultured in RPMI Medium (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) supplemented as previously
described for F-12K Medium. All cells were cultured at
37°C in a humidified atmosphere containing 5% CO2
either in normoxia (21% O2) or in hypoxia (0.1% O?). For
hypoxia conditions pre-plated cells were incubated with
0.1% O for 24h then treated with abexinostat at indicated
dose for 24h and irradiated at indicated dose in hypoxia.
Treatment by abexinostat in hypoxia (0.1% O?%) was
maintained according to indicated time. Irradiation was
delivered at room temperature using single doses (2—6Gy)
on an IBL-687 irradiator (CIS-Bio International) with a
dose rate of 1Gy/min.

Chemicals and antibodies

Abexinostat (Code: S78454-1; also coded PCI-
24781-HCI by Pharmacyclics) provided by Technologie
Servier (Orléans, France) was solubilized at 10mM in
DMSO aliquoted and stored at -20°C. The frozen stock
was thawed only once. Intermediate and final dilutions
were prepared extemporaneously in complete culture
medium for in vifro experiments and 2-hydroxypropyl-
beta-cyclodextrin (HBCD) 30% for in vivo experiments
protected from daylight. Cisplatin (Cis-diammine-
platinum (II) dichloride or CDDP) was purchased from
Sigma Aldrich St. Quentin Fallavier, France). CDDP
was diluted in HBCD 30% aliquoted and stored at -20°C.
Primary antibodies for detection of Acetyl Histone H3
(Lys9), Cleaved caspase 3 (Aspl75), MREI11, p95/
NBS1 were purchased from Cell Signaling Technology.
Primary antibodies against phospho H2AX and GAPDH
were obtained from Millipore. Primary antibodies
against cytochrome C, 53BP1, Rad51 and B-actin were
respectively purchased from BD pharmingen, Bethyl
Laboratories, Calbiochem and Sigma. Horseradish
peroxidase-conjugated goat anti mouse or anti rabbit
secondary antibodies were from Southern Biotechnology.
Z-Val-Ala-DI-Asp-fluoromethylketone (Z-VAD-FMK)
was purchased from Bachem and 2-Hydroxypropyl-p-
cyclodextrin (HPCD) from Sigma. The solvent DMSO or
culture medium was used as control. Cells were treated
with abexinostat at indicated concentrations for indicated
time period and 24h prior to irradiation unless specified
otherwise.

WST-1 assay

Cells were seeded in 96-well plates in growth
medium overnight. Cells were treated with vehicle
(DMSO) or different concentrations of abexinostat for
48h, then incubated with WST-1 reagent at 37°C for 3h.

After incubation, superoxide produced by living cells
reduces the tetrazolium salt, WST-1 to produce a soluble
formazan. The absorbance was measured by fluorimetry at
450nm. Values were normalized to a non-treated control.
IC50 values represent abexinostat concentration reducing
by 50% the number of viable cells.

Total protein extracts and western blotting

Western blotting was performed to detect Acetyl
Histone H3 (Lys9) (H3-Ac). Cleaved caspase 3 (Aspl75),
phospho H2AX (pH2AX), MRE11, p95/NBS1 and Rad51.
Cells were treated 16 hours after plating in complete
medium (containing FBS) at indicated doses and time
period with +/- abexinostat +/- irradiation. Total cellular
proteins were extracted in lysis buffer: 20mM Hepes,
10mM KCI, 1mM EDTA, 0.1% NP40, 10% glycerol,
protease inhibitor cocktail (EDTA-free protease inhibitor
tablets, Roche) and phospatase inhibitor (phosphoSTOP
tablets, Roche). Protein content was evaluated using a Bio-
Rad® kit, and 10ug of protein sample were loaded on a
denaturing acryl-amide NuPage Bis-Tris gel (Invitrogen).
Following denaturing at 35°C for 5Smin, 30ug of proteins
were loaded on NuPAGE Novex Bis-TRis 4-12% pre-cast
gels (Life technologies) and electrotransferred to PDVF
membranes (Amersham). Red Ponceau dye was used for
protein detection during western blotting and confirmed
the quality of protein transfer. After blocking unspecific
binding sites in 0.1% Tween -20 (v/v in TBS) with 5%
bovine serum albumin, membranes were incubated
overnight with primary antibody at room temperature.
Primary antibodies were detected with appropriate
horseradish peroxidase-conjugated secondary antibodies
and were revealed with enhanced Dura detection system
(Thermo Fisher Scientific) on a G-Box Chemi XL 1.4
(Syngene) for image recording. Equal lane loading was
verified by probing membranes with antibodies specific
for B-actin or GAPDH. For ex vive tumor homogenates
total cellular proteins were extracted in lysis buffer and
western blotting was performed to detect Acetyl Histone
H3 (Lys9) (H3-Ac) following the same procedure.

Our blots were quantified using Imagel software.

Clonogenic survival assay

A549 and H460 cells were seeded in 4mL culture
medium/T-25 flasks with 100 to 3000 cells/flask, so as
to yield 10-200 colonies/flask. After 4 hours, cells were
treated with indicated concentrations of abexinostat
or vehicle as control for 24h followed by irradiation
at indicated dose. Medium was changed 24h after
irradiation and cells were incubated for 10-14 days
in a 37°C, 5% CO2, 21% or 0.1% O? incubator. Cells
were then stained with a solution containing crystal
violet and ethanol for 15min and individual colonies
(>50 cells) were counted. Data from treated cells were
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normalized against the unirradiated cells (scored as
100% colony forming ability). Plating efficiencies (PE)
were calculated as follows: numbers of colonies formed/
numbers of cells plated. Surviving fractions (SF) were
calculated by dividing the PE of the treated cells by the
PE of the controls (unirradiated cells). The radiation
dose at 10% survival was calculated by transforming
the linear quadratic equation (SF = exp [-oxD-pD?]).
Sensitization enhancement ratios (SER) were calculated
by dividing the radiation dose at 10% cell survival
treated with culture medium by the radiation dose at
10% cell survival treated with indicated concentration
of abexinostat. Each point on survival curves represents
the mean surviving fraction from at least three
independent experiments. Experimental data were fitted
to the classical linear-quadratic equation (Ln (S) = -uD-
BpD?) through nonlinear least-square regression using
Kaleidagraph software (Synergy Software, Reading,
PA). We used: Ln (S) = -aD-BD? where S is the survival
fraction, D the dose, a and P adjustable parameters
depending on the cell line and the treatment used. For
each experiment, the mean D10 dose (dose to achieve
10% survival) was recalculated using the mean values
of o and P determined from the curves drawn for best
fit to the experimental data. In each case, the correlation
coefficient was more than 0.99.

Isobolograms

The cytotoxic interactions of abexinostat and
radiation at 10% survival iso-effect (IC90) were evaluated
using the isobologram method of Steel and Peckham
[58] The isobologram analysis for A549 (G.I) and H460
(H.J) were shown in modified Supplementary Figure
1 in normoxic (G.H) and hypoxic (I,J) conditions. The
envelope of additivity, surrounded by Mode I (circles)
and Mode II (squares) isobologram lines was constructed
from the doses-response curves of abexinostat alone and
radiation alone. For each condition the experimental data
giving 10% survival was plotted on the graph. A non-
parametric Wilcoxon signed rank statistical test was done
between experimental data and the predicted minimum
data.

Flow cytometric assay: cell cycle analysis and
cell death assay

For analysis of cell cycle sham control and 4Gy-
irradiated cells with indicated concentration of abexinostat
exposure 24h prior to irradiation were harvested at
different time points after irradiation (1- 24- 48 h)
and fixed in 70% ethanol. DNA content was stained in
propidium iodide (PI) solution (0.lmg/ml PI, lmg/
ml RNase and 20mM EDTA in PBS (pH7.8)). To study
cell death, cells were harvested without fixation. H460
cells were stained 24 and 48h after irradiation with 3.3

dihexyloxacarbocyanine iodide (DiOC6 (3) Molecular
Probes) and PI. H460 cells were equally stained at same
time points with fluorescein isothiocyanate (FITC)-
conjugated AnnexinV (MACS, Myltenyi Biotec) +/-
Z-VAD-FMK as per instructions of the manufacter.
Flow cytometry analysis was performed on a BD LSR
II system (BD Biosciences, Stockholm, Sweden). Data
were analyzed using BD FACSDiva Software (Becton
Dickinson) and FlowJo Software (Verity software House,
Topsham, ME, USA). Culture medium was used as a
control.

Immunofluorescence staining

H460 cells were grown on 6-well chamber slides
and treated with vehicle (culture medium as a control)
or different concentrations of abexinostat for 24h prior
to irradiation 4Gy. At the indicated time (1 - 24h) after
+/- 4Gy, cells were fixed in 4% paraformaldehyde for 20
minutes and permeabilized in 0.1% SDS for 10 minutes.
Unspecific binding sites were blocked with 10% BSA
for 30 minutes then slides were incubated with specific
caspase 3, cytochrome C, YH2AX, 53BP1 or Rad51
primary antibodies (1/200). The slides were washed 3
times in 1X PBS and incubated with Alexa Fluor 488 or
Alexa Fluor 568-conjugated species-specific secondary
antibodies (Molecular Probes) for 1h (1/500). Cells were
counterstained with Hoescht 33342 (Life technologies)
and analyzed by fluorescent confocal microscopy on a
Leica SP8 using a 63x objective.

In vivo xenograft studies

Animals were maintained in appropriate pathogen-
free conditions and experiments followed the Federation
of European Laboratory Animal Science Association
(FELASA) guidelines. Animal experiments were approved
by the local Ethics Committee (CEEA IRCIV / IGR,
registered with the French Ministry of research) and were
in compliance with the EU 63/2010 directive. Mice were
housed under standard conditions (12h light/12h dark at
21~23°C and 60~85% humidity) with ad libitum access
to sterilized food and water. Female athymic nude mice
(Janvier, Le Genest-Gaint-Isle, France) 6-8 weeks of age
were inoculated subcutaneously with 2.5.10 A549 or
H460 cells newly purchased from ATCC. Cells were tested
for mycoplasma contamination and presented none. When
tumor size reached 65-100 mm?, mice were randomly
allocated to four groups (n=10 per group) and treated by
intraperitoneal injection (IP) with vehicle (HBCD 30% ),
abexinostat 25 mg/kg BID (twice daily) (4days on, 3days
off, 4days on, 3days off, 4 days on), vehicle (HBCD 30% )
and irradiation at 2Gy/d on day 2, 3 and 4, or combined
treatment with irradiation delivered 1h after the second
injection of the corresponding day of treatment (Figure
6A-6D, Supplementary Figure 2A). In two independent
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experiments H460 tumor homogenates were prepared ex
vivo collecting mice tumors 4h, 7h, 20h after the second
abexinostat injection of the day after 4 consecutive days of
abexinostat IP 25mg/kg X 2/d. Tumors were immediately
frozen with liquid nitrogen after wet weight was recorded.
Tumor tissue homogenates were stored at -80°C prior to
sample analysis. The final concentration of abexinostat
was determined in the tumor by normalization based
upon the weight of mouse tumor tissue collected. In an
independent experiment following the same procedure,
when A549 tumor size reached 65-100 mm?, mice were
randomly allocated to 8 groups (n=10 per group) and
treated with +/- abexinostat IP 25mg/kg X 2/d (5 days on,
4 days off, 3 days on, 3 days off, 5 days on) +/- cisplatin
IP 1mg/kg 1h before time of irradiation on day 2 and day
16 and +/- irradiation at 2Gy/d on day 2, 3 and 4, 1h after
the second injection of abexinostat of the corresponding
day of treatment (Figure 6E-6F, Supplementary Figure
2D). Vehicle (HPCD 30%) was used as control. In all
experiments, tumor volumes were calculated using caliper
measurements twice a week as follows: volume (mm3) =
(length = width?)/2. Body weights were measured twice a
week. Selective tumor irradiation was delivered using an
X-ray tube (Tube Varian NDI 226, 0.87 Gy/min) under a
tension of 200KV at 15mA., with a 0.2mm cooper filter
and a skin source distance of 21cm. Mice with weight
losses greater than 20% or tumor over 1800mm?® were
sacrificed.

Statistical analysis

Unless stated differently statistical analyses were
performed using GraphPad Prism 6.0 software (GraphPad,
San Diego CA). Data are expressed as mean plus or minus
standard deviation (SD) or standard error of the mean
(SEM) of at least 3 independent experiments. For in vitro
experiments statistical comparisons were made using an
unpaired t test. A two way ANOVA analysis was used to
determine significant differences in mean tumor volumes
in vivo. P values less than 0.05 were assigned significance.
Irradiation survival curves were fitted according to the
linear-quadratic model.
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Time dependent modulation of tumor radiosensitivity by a pan
HDAC inhibitor: abexinostat

SUPPLEMENTARY FIGURES AND TABLE
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Supplementary Figure 1: Additive and supra-additive effect of irradiation combined with abexinostat in vifro
in normoxic and hypoxic conditions in NSCLC cells. Doses of radiotherapy in gray (Gy) to achieve 10% cell survival (D10)
determined by clonogenic survival assay were lower when adding abexinostat for both A549 A. and H460 B. respectively at indicated
doses. Results represent means + SD (n=3; t-test; *P < 0.05, **P < 0.01, NS: non-significant). A549 cells C, E, G, I. and H460 cells D, F,
H, J. were treated with indicated increasing concentrations of abexinostat (culture medium as control) for 24 hours then irradiated or not
at indicated doses. Clonogenic radiation survival of abexinostat treated A549 (C, E) and H460 (D, F) cells in normoxic (C, D) or hypoxic
(0.1% O?) (E, F) conditions were measured as described under materials and methods and fit to a linear quadratic model (C-F). Culture
medium was used as confrol. Results represent means + SD (n=3; t-test; *P < 0.05). Error bars represent standard deviations. A supra-
additive effect was confirmed by an isobologram analysis for both A549 and H460 cell lines in hypoxia (I-T).
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Supplementary Figure 2: In vivo treatment schedules and corresponding Kaplan Meier survival curves. Mice bearing
AS549 or H460 xenografts were treated with +/- abexinostat IP 25mg/kg X 2/d (4 days on, 3 days off, 4 days on. 3 days off, 4 days on) and
+/- irradiation at 2Gy/d on day 2, 3 and 4 A. Vehicle (HBCD 30%) was used as control. Corresponding Kaplan Meier survival curves for
A549 and H460 are represented in B and C. respectively. Mice bearing A549 xenografted tumors were treated with +/- abexinostat IP 25mg/
kg X 2/d (5 days on, 4 days off. 3 days on, 3 days off, 5 days on) +/- Cisplatin IP Img/kg 1h before time of irradiation on day 2 and day 16
and +/- irradiation at 2Gy/d on day 2. 3 and 4 D. Vehicle (HBCD 30%) was used as control. Corresponding Kaplan Meier survival curve for
A549 is represented E. Mice were sacrificed after a statistically significant volume difference was reached between groups on day 51 and
65. Therefore a number of data were sensored and we couldn't observe a statistically significant difference in overall survival. A Logrank
test for trend was performed and showed a p= 0.0096.
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Supplementary Table 1: Abexinostat enhances A549 and H460 cells radiosensitivity in normoxia and hypoxia

A549 normoxia (21% O,) A549 hypoxia (0.1% O,)

Conditions a (Gyh B(Gy? Mean D,,(Gy)  Mean D (Gy) a (GyY) B(Gy?) MeanD, (Gy) MeanD, (Gy)
Control 0082+0016 0.022+0004 5.107+033 8.507+093 01130012 9187+ 2.665 21.15+6.14

(n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=2) B (n=2) (n=2)
Abexinostat 0.179+0.04 0.022+0.01 3.621+0.29 6.767 +0.69 0.2604 +0.00 3.84+0.00 8843+ 0.00
0.4 pM (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=1) B (n=1) (n=1)
Abexinostat 0292 +0.04 0.013+0.01 3.078+0.51 6.039 +0.62 02554+ 0.025 3938+0.52 907+1.19
0.7 pM (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=2) B (n=2) (n=2)

H460 normoxia (21% O,) H460 hypoxia (0.1% O,)
Conditions a (Gyh) B Gy Mean D,,(Gy) Mean D, (Gy) a(Gy"h) B(Gy?) MeanD,(Gy) MeanD, (Gy)
Control 0.199+0.024 0.031+0.007 3287+0.15 5976042 01640014 6416 +2.12 1477 £ 487
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=3) B (n=3) (n=3)

Abexinostat 0.359+0.058 00230018 23910538 4812+0326 0.263+0.02 378+0.51 87x117
0.1 pM (n=2) (n=2) (n=2) (n=2) (n=2) B (n=2) (n=2)
Abexinostat 0312+ 0.066 0.129+0.03 1977+0.26 3227+025 0485+0.05 203086 4675+198
0.2 pM (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) B (n=3) (n=3)

Alpha and beta values for A549 and H460 cell lines in normoxia and hypoxia and corresponding mean irradiation doses in
gray (Gy) to achieve 37% and 10% survival (respectively mean D37 and mean D10) were calculated based on clonogenic
survival assays performed as described under materials and methods. For each experiment, the mean D10 dose was
calculated using the mean values of alpha and beta determined from the curves drawn for best fit to the experimental data.
In each case, the correlation coefficient was more than 0.99 Results represent means + SD (n= 2 to 5 as indicated in the
table).
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ABSTRACT

Current treatments for advanced solid tumors tend to be only palliative. Although
radiotherapy is administered with a curative intent, radioresistance and dose-limiting
toxicities pose limitations to treatment. Abexinostat, an oral pan-histone deacetylase
inhibitor, demonstrated enhanced sensitivity to radiation in various solid tumor cell
lines. We conducted an exploratory, phase 1, dose-escalation study of abexinostat in
combination with standard hypofractionated radiotherapy in patients with advanced
solid tumors treated in a palliative setting. Among 58 treated patients, the median
age was 61.5 years (range, 20-82); 47% of the patients had M1 stage disease, and
959% had received previous chemotherapy alone or chemotherapy in combination with
surgery and/or radiotherapy. The recommended phase 2 dose was determined to be
90 mg/m? (140 mg). Of the 51 patients evaluable for response, best overall response
was 8% (1 complete response [CR], 3 partial responses [PRs]), and best loco-regional
response was 12% (1 CR and 5 PRs) at a median follow-up of 16 weeks. Of note,
patients with target or non-target brain lesions showed encouraging responses, with
1 patient achieving a best loco-regional response of CR. Treatment-emergent grade
=3 adverse events (AEs) were few, with most common being thrombocytopenia
(17%), lymphopenia (12%), and hypokalemia (7%). Six patients (10%) discontinued
treatment due to AEs. No grade =3 prolongation of the QTc interval was observed,
with no treatment discontinuations due to this AE. Oral abexinostat combined
with radiotherapy was well tolerated in patients with advanced solid tumors. The
combination may have potential for treatment of patients with brain lesions.

INTRODUCTION the development of cancer due to their ability to alter the
accessibility of transcription factors to DNA and chromatin

Epigenetic changes such as DNA methylation and structure [1]. Histone deacetylases (HDACSs) enzymatically
post-translational histone acetylation play a critical role in remove acetyl groups from histones and thus serve as key
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regulators of gene expression. Tumorigenesis is linked
to aberrant activity of HDACs such as deacetylation of
the tumor suppressor gene p33, leading to its decreased
transcription [2], and HDAC-mediated upregulation of
oncogenes such as BCL2 [3]. The US Food and Drmg
Administration has approved the HDAC inhibitors
(HDACIs) vorinostat and romidepsin for the treatment
of cutaneous T-cell lymphoma, and romidepsin and
belinostat are approved for the treatment of peripheral T-cell
Iymphoma. Panobinostat in combination with bortezomib
and dexamethasone has been approved for the treatment of
multiple myeloma. These agents have also been evaluated
as single agents in a variety of solid tumors but have shown
limited or no activity [4-11]. Due to the broad specificity
and moderate activity of the existing HDACIs observed in
these studies, a combinatorial approach has been suggested.

Abexinostat is an oral, broad-spectrum, phenyl
hydroxamic acid-based pan-HDAC inhibitor that has
demonstrated antitumor activity as a single agent in
neuroblastoma cell lines [12], as well as in combination
with bortezomib in mouse xenograft models [12].
Additionally, abexinostat as a single agent and in
combination with chemotherapy has demonstrated
significant antiproliferative activity in human soft tissue
sarcoma models [13]. Abexinostat-induced apoptosis is
known to occur through caspase-8 and the Fas-associated
death domain and is associated with a prominent increase
in reactive oxygen species [14].

In recent years, HDACIs are emerging as promising
radiosensitizing agents that play a critical role in cellular
processes, such as cell growth and differentiation, apoptosis,
and DNA repair [15]. Pre-treatment with abexinostat
enhanced sensitivity to radiation in prostate, colon, lung,
and cervical tumor cell lines [16, 17], supporting the
clinical role for HDACIs in radiosensitization. HDAC
inhibition by abexinostat led to a decrease in the number of
cells able to form colonies after irradiation compared with
radiation alone. Pre-treatment of colon tumor cells with
abexinostat before irradiation induced a strong inhibition
of RADS51-containing subnuclear repair foci formation,
suggesting that abexinostat may act, in part, by inhibiting
DNA repair [17]. Based on the pre-clinical studies showing
activity of abexinostat in solid tumor models and enhanced
radiosensitization by abexinostat in solid tumor cell lines,
an exploratory phase 1, dose escalation study of abexinostat
in combination with standard hypofractionated radiotherapy
was conducted in patients with advanced solid tumors
treated in a palliative setting.

RESULTS

Patients

A total of 62 patients were enrolled in the study
between September 2, 2010, and March 25, 2015.
Fifty-eight patients received at least 1 dose of the study

treatment, of whom 33 patients were treated in schedule
1 and 25 patients in schedule 2. Four patients were
withdrawn from the study (3 due to AEs and 1 due to
protocol deviation). The number of patients enrolled by
schedule and group (supra- and subdiaphragmatic) is
shown in Supplementary Table 1. Baseline characteristics
of all treated patients are summarized in Table 1. The
median age was 61.5 years (range, 20-82), with 38%
of patients aged 65 years. The most common primary
diagnoses were breast cancer (36%), followed by lung
cancer (24%). colorectal cancer (9%o), and neuroendocrine
cancer (9%): 33% of the patients were staged T2 at
baseline, 21% T3, and 17% T4. Overall, 47% of the
patients had M1 stage disease and 43% MO. Of the 58
treated patients, 95% had received previous chemotherapy
alone or chemotherapy in combination with surgery and/
or radiotherapy. Overall, 33% of patients received >4 lines
of chemotherapy. The most prior common chemotherapy
regimens included fluorouracil (40%), cisplatin (33%),
cyclophosphamide (29%), docetaxel (28%), and epirubicin
(22%). No patient had received surgery or radiotherapy
alone, and only 1 patient (2%) had received a combination
of surgery and radiotherapy. Two patients (3%) had
received no previous therapy for disease control.

In the supradiaphragmatic group, the common
sites of irradiation included lung/mediastinum (n=13
patients) and cerebral (n=10), followed by bone lesions
(n=7 including 2 scapular, 2 vertebral, 2 sternum, and 1
rib lesion), other thoracic soft tissue (n=4), and cervical
(n=3). In the subdiaphragmatic group, the common sites of
irradiation were bone lesions (n=12 including 6 vertebral,
2 femoral, and 4 iliac lesions), followed by other soft
tissue (n=4 including 1 abdomen, 1 hip, 1 suprarenal, and
1 thigh lesion), pelvis (n=4), and finally organ lesions
(n=2) and sites of adenopathy (n=3).

At a median follow-up of 16 weeks (range. 0.6,
52.6). 83% of all treated patients completed the study. Of
the 58 treated patients, 10 patients (17%) discontinued
treatment. The primary reason for discontinuation was
AEs in 6 patients (10%), progressive disease in 2 patients
(3%), protocol deviation in 1 patient (2%), and nonmedical
reason in 1 patient (2%). No patient was lost o follow-up
(Table 2).

Efficacy

Of the 51 patients evaluable for response, best
overall response was 8% (1 CR, 3 PRs), and best loco-
regional response was 12% (1 CR and 5 PRs) at a median
follow-up of 16 weeks (Table 3). The best overall and
loco-regional response by supra- and subdiaphragmatic
group is shown in Supplementary Table 2.

Ten patients had brain lesions as target or non-target
lesions, with the most common primary tumor being
breast adenocarcinoma (n=6), followed by 1 case each
of adenocarcinoma of the colon, adenocarcinoma of the
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Table 1: Baseline characteristics by schedule 1 and 2

Schedule 1 + Schedule 2

Characteristic Schedule 1 (n=33) Schedule 2 (n=25) (N=58)
Median age (range), years 61 (20-76) 61 (37-82) 61.5 (20-82)
>65 years, n (%) 13 (39%) 9 (36%) 22 (38%)
Males, n (%) 13 (39%) 8 (32%) 21 (36%)
Eastern Cooperative Oncology

Group performance status, n (%)

Normal activity without restriction 17 (52%) 6 (24%) 23 (40%)
ph;fizﬂ:z;g tl;“t restricted in 15 (46%) 14 (56%) 29 (50%)
ou?;lll;liasiy but unable to carry 1 (3%) 5 (20%) 6 (10%)

Limited self-care, 50% in bed 0 0 0

Completely disabled, self-care
limited 0 0 0
Types of prior therapies, n (%)

Antineoplastic agents 30 (91%) 22 (88%) 52 (90%)

Endocrine therapy 7 (21%) 7 (28%) 14 (24%)

All other therapeutic products 9 (27%) 4 (16%) 13 (22%)
disggég; for treatment of bone 0 (0%) 3 (12%) 3 (5%)
hormaones and amlogues 1G%) 1 (%) 2%

Antiemetics and antinauseants 1(3%) 0 (0%) 1(2%)

Diagnostic radiopharmaceuticals 1(3%) 0 (0%) 1(2%)

Immunostimulants 1 (3%) 0 (0%) 1(2%)
theS;)e(nljl:)a?I;;;Zjn and modulators of 1 (3%) 0 (0%) 1 2%)
Number of prior chemotherapy lines, n (%)

1 6 (18%) 3 (12%) 9 (16%)

2 7 (21%) 7 (28%) 14 (24%)

3 9 (27%) 4 (16%) 13 (22%)

>4 11 (33%) 8 (32%) 19 (33%)
i\i/f;(iu(i;l alrlnglzr)lber of prior therapy 3(1-10) 3(1-8) 3 (1-10)
Primary diagnosis, n (%)

Breast cancer 10 (30%) 11 (44%) 21 (36%)

Lung cancer 7 (21%) 7 (28%) 14 (24%)

Colorectal cancer 5(15) 0 (0%) 5 (9%)

Neuroendocrine cancer 3 (9%) 2 (8%) 5 (9%)

Malignant melanoma 3 (9%) 0 (0%) 3 (5%)

Other cancers 5 (15%) 5 (20%) 10 (16%)
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Table 2: Patient disposition by schedule

Schedule 1 + Schedule 2

All Treated, n (%) Schedule 1 (n=33) Schedule 2 (n=25) (N=58)
Completed 28 (85%) 20 (80%) 48 (83%)
Withdrawn due to 5(15%) 5 (20%) 10 (17%)
Adverse event 4 (12%) 2 (8%) 6 (10%)
Protocol deviation 1 (3%) 1 (4%) 2 (3%)
Progressive disease 0 (0%) 1 (4%) 1(2%)
Nonmedical reason 0 (0%) 1 (4%) 1(2%)
Lost to follow-up 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

Table 3: Best overall and loco-regional response by schedule

Schedule 1 + Schedule 2

Best ORR, n (%) Schedule 1 (n=30) Schedule 2 (n=21) (N=51)
CR 0 (0.0%) 1 (5%) 1 (2%)
PR 1 (3%) 2 (10%) 3 (6%)
SD 17 (57%) 10 (48%) 27 (53%)
PD 10 (33%) 8 (38%) 18 (35%)
Non-CR/Non-PD 2 (7%) 0 (0%) 2 (4%)
Objective response rate 1 (3%) 3 (14%) 4 (8%)
95% CI 0.1-17.2 3.0-36.3 2.2-18.9
gﬁi;ﬁ;’::;:i‘::‘:‘(lo ) Schedule 1(n=30) Schedule 2(n=21) Sc'“’d“;gjsf;hed“le
CR 0 (0%) 1 (5%) 1 (2%)
PR 1 (3%) 4 (19%) 5 (10%)
SD 21 (70%) 11 (52%) 32 (63%)
PD 4 (13%) 4 (19%) 8 (16%)
Non-CR/Non-PD 1 (3%) 1 (5%) 2 (4%)
Objective response rate 1 (3%) 5 (24%) 6 (12%)
95% CI 0.1-17.2 8.2-47.2 4.4-23.9
esophagus, adenocarcinoma of the lung, and melanoma. Safety

Loco-regional efficacy assessment was performed in 7
patients. Of 4 patients with brain lesions as target lesions,
1 patient achieved a loco-regional best response of PR,
and 3 achieved stable disease (loco-regional response rate
25%). Of 6 patients with brain lesions recorded as non-
target lesions, the loco-regional best responses were 1
CR. 4 non-CR/non-PD, and 1 PD (loco-regional response
rate 17%). The primary tumor histology for the patient
achieving a CR was lung adenocarcinoma. Three patients
did not complete the tumor evaluation visit at week 6 as
per protocol requirement (they did complete the follow-
up visit) and were therefore considered non-evaluable for
final efficacy assessment.

MTDs and DLTs for schedule 1 and 2

Abexinostat was administered BID from day 1 to
5 and during radiotherapy from day 8 to 12 and 15 to 19.
This schedule of 5 days on/2 days off (schedule 1) chosen
for this study was used with a starting daily dose of 15
mg/m? BID.

The schedule of 4 days on/3 days off (schedule 2)
was based on tolerability of abexinostat given as stand-
alone therapy observed in the clinical study CL1-78454-
002 [18], a study performed during the same timeframe.
This schedule is associated with the smallest platelet
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decrease [18], and dose levels 75 mg/m? BID, 90 mg/m?
BID. and 105 mg/m? BID. Changes in the abexinostat
administration schedule were made to increase the
hematological therapeutic window of abexinostat.

Twenty-seven patients were evaluated for DLT in
schedule 1. MTD1 for schedule 1 was reached at 60 mg/m?
in the supradiaphragmatic group (2 DLTs for 6 evaluable
patients), after which dose escalation was initiated from
MTDI1 (60 mg/m’ BID) with schedule 2 of administration
(i.e., 4 days on/3 days off per week over 2 weeks). MTD1
of schedule 1 was not reached at 60 mg/m? BID in the
subdiaphragmatic group, after which dose escalation
started from the next dose level (75 mg/m? BID) with
schedule 2.

Twenty-two patients were evaluated for DLT in
schedule 2. MTD2 of schedule 2 was reached at 105
mg/m? (160 mg) for the subdiaphragmatic group. Four
patients treated at the dose level of 105 mg/m? (160 mg)
across supra/subdiaphragmatic groups were evaluable for
assessment of DLTs. Numbers of patients and DLTs at
each dose level within the supra- and subdiaphragmatic
groups are given in Supplementary Table 3.

At the highest dose level of 105 mg/m? (160
mg), 3 out of 4 evaluable patients had a DLT (2 in
subdiaphragmatic group and 1 in supradiaphragmatic
group) of hematologic or gastrointestinal origin (2
cases of grade 4 thrombocytopenia and 1 case of grade
3 diarrhea). No clinically meaningful differences were
observed between the supra- and subdiaphragmatic groups
in terms of frequencies of DLTs. Based on these DLT
observations, the study sponsor and study investigators
determined that MTD2 was reached at 105 mg/m? (160
mg), and the recommended phase 2 dose was therefore
considered 90 mg/m? (140 mg) for both subdiaphragmatic
and supradiaphragmatic groups.

Overall, 98% of all treated patients experienced 1
or more AE. Grade =3 AEs occurred in 55% of patients.
Grade >3 hematologic AEs occurring in more than
1 patient included thrombocytopenia (n=10, 17%),
lymphopenia (n=7, 12%). and neutropenia (n=2, 3%)
(Table 4). Grade =3 nonhematologic AEs occurring
in more than 1 patient included hypokalemia (n=4,
7%), asthenia (n=3, 5%), diarthea (n=2, 3%), gamma-
glutamyltransferase increased (n=2, 3%), and decreased
appetite (n=2, 3%) (Table 4). No substantial differences
were observed in the frequencies of AEs between the
supra- and subdiaphragmatic groups. Seventeen patients
(29%) experienced an SAE, which were grade =3 in 22%
of patients. Treatment-related SAEs occurred in 12% of
patients (9% grade >3). Malignant neoplasm progression
leading to death was reported in 3 patients (5%).

Six patients (10%) discontinued treatment due
to AEs (4 due to thrombocytopenia, 1 due to vomiting
and diarthea, 1 due to cholangiolitis). No grade =3
prolongation of the QTc interval or grade =2 prolongation
of the QTc interval persisting more than 14 days (as

determined by a central electrocardiogram [ECG] reading
center) was observed, and no patient discontinued due to
QTc interval prolongation.

DISCUSSION

Current treatments for patients with advanced
metastatic solid tumors tend to be only palliative,
which represents an area of unmet need. Concomitant
chemoradiotherapy is an established treatment
modality for solid tumors, particularly for loco-regional
disease control [19]; however, the main drawback of
chemotherapy when combined with radiotherapy is the
possible amplification of radiation-induced acute and late
toxicity to normal tissues. Thus, there is a need to optimize
radiotherapy of metastatic solid tumors using combination
agents that are active and tolerable.

Through preclinical studies in cancer models,
HDACITs are emerging as radiation sensitizers, suggesting
their clinical potential in combination with radiotherapy.
Our preclinical data using an EMT-6 tumor-bearing
murine model demonstrated that combination of low-
dose radiation (2 Gy) and abexinostat led to inhibition of
tumor growth and improved survival benefit compared
with abexinostat alone or low-dose radiation alone
(Supplementary Figures 1A and 1B). Previous studies
demonstrated that following IV administration of
radiolabeled [*C]-abexinostat, unchanged parent drug was
the major component in the plasma, and radioactivity was
widely distributed in all tissues, especially cerebellum,
cerebrum, and cerebrospinal fluid, indicating that
radiolabeled abexinostat crossed the blood-brain barrier
(data not shown).

The current phase 1 study was designed to
evaluate initial safety and tolerability of the novel
HDACI abexinostat in combination with radiotherapy,
with the intent of systemic disease assessment, such
as secondary tumor sites in the setting of palliation,
where long-term toxicities are different from those in
early-stage localized disease [20]. The major limitation
of the use of a trial design, such as ours, focusing on
patients receiving radiation with a palliative intent
(i.e., 30 Gy in 10 fractions of 3 Gy) without focusing
on a specifically defined tumor location is that the trial
generates information about normal tissue tolerance
(the major objective of a radiation + new drug phase
1 trial), but only after irradiation of variable normal
tissues and dose-limiting organs. Given the fact that
the normal lung and bowel are major dose-limiting
organs, but display different volume and radiation dose
tolerance, the design of our trial included 2 distinct
cohorts, the subdiaphragmatic group that is more likely
to accrue patients for whom radiation fields encompass
the bowel, and the supradiaphragmatic group that
is more likely to include the lung into the irradiated
volume [20]. However, we believe that this type of
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Table 4: Overview of common AEs (=10%) and grade >3 AEs in >1 patient

AE (>10%)

Thrombocytopenia
Hematologic AEs,

n (%) Lymphopenia

Anemia
Neutropenia
Nausea
Diarrhea
Asthenia
Vomiting
Decreased appetite
Anemia

Nonhematologic Headache

AEs, n (%) Constipation
Dry mouth
Hypokalemia
Neutropenia
Malignant neoplasm progression

Gamma-glutamyltransferase
increased

Any grade Grade =3
32 (55%) 10 (17%)
8 (14%) 7 (12%)
8 (14%) 0 (0%)

4 (7%) 2 (3%)
32 (55%) 1(2%)

29 (50%) 2 (3%)
28 (48%) 3 (5%)
26 (45%) 0 (0%)
15 (26%) 2 (3%)
8 (14%) 0 (0%)
8 (14%) 0 (0%)
7 (12%) 0 (0%)
7 (12%) 0 (0%)

5 (9%) 4(7%)
4 (7%) 2 (3%)
3 (5%) 3 (5%)
2 (3%) 2 (3%)

design was probably the safest in terms of risk/benefit
balance when a drug is combined with radiation for the
first time in humans. Previously used by other groups
[21, 22], this type of design offers the advantage of a
better safety balance when a drug is combined with
radiation in human subjects for the first time. This is
especially important because this type of trials select
patients requiring palliative radiotherapy without
concurrent chemotherapy (platinum, 5-fluorouracil, etc).
On the contrary, a trial addressing solely one type of
localized cancer treated with radiotherapy in a curative
intent might have provided more information in terms
of tolerance for a given organ; however, this type of
trial would have inevitability carried the risk of major,
permanent toxicity in a population of patients amenable
to cure.

PK/pharmacodynamic modeling studies have
been able to predict the optimal schedule of abexinostat
allowing higher doses with minimal thrombocytopenia,
showing that an abexinostat dosing schedule of 4 days
on/3 days off (schedule 2 in the present study) was
associated with smaller platelet decrease. The MTD2
reached for this optimized schedule was 105 mg/m? BID,
and the recommended dose, 90 mg/m? BID [18]. These
doses are in agreement with the findings of this study. We
speculated that the unique PK profile of abexinostat (half-
life 4-5 hours) with twice daily dosing [18] may provide

an advantageous safety profile in combination with
radiotherapy for the treatment of advanced solid tumors.
Safety data demonstrated good tolerability of
abexinostat combined with hypofractionated palliative
radiotherapy in this patient population of advanced
solid tumors. No marked differences were observed
in the frequencies of DLTs or AEs between the supra-
and subdiaphragmatic groups. Thrombocytopenia was
the most common hematologic toxicity, reported in
55% of the patients, with grade >3 in 17%. This result
is consistent with the finding that thrombocytopenia
is less frequently observed with the 4 days on/3 days
off schedule [20] compared with a high frequency
of grade =3 thrombocytopenia with a 14-day dosing
schedule (21-day cycle) in patients with non-Hodgkin
lymphoma and chronic lymphocytic leukemia [21]. The
most common nonhematologic toxicities reported were
nausea, diarrhea, asthenia, and vomiting, which have been
commonly observed in previous studies with HDACIs.
Cardiotoxicities such as QT/QTc prolongation have
been a safety concern with the use of existing HDACIs
in some instances [23, 24]. In the current study, no grade
>3 prolongation of the QTc interval (as determined by a
central ECG reading center) was observed. Only 2 patients
on schedule 2 had a grade 1/2 prolongation of QTc, and
no patient discontinued treatment due to QTc interval
prolongation. QT prolongations (grade 2) in both patients
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resolved without dose reductions, were not serious, and
were assessed by the investigator as unlikely related to the
study treatment. Overall, only 10% of all treated patients
discontinued treatment, demonstrating a tolerable safety
profile of abexinostat in combination with radiotherapy.

The combination of abexinostat and low-dose
radiotherapy led to a loco-regional response rate of
12%, with 5 PRs and 1 CR in the current study, and
a substantial proportion of patients (63%) achieved
a best loco-regional response of stable disease. A
longer follow-up and a larger sample size is warranted
to monitor these responses. No clinically significant
differences in efficacy were observed between schedules
1 and 2 or supra/subdiaphragmatic groups. Due to the
larger number of patients enrolled in some dose cohorts,
a statistically valid conclusion could not be made for the
dose/response relationship.

The ability of abexinostat to cross the blood-brain
barrier demonstrated in pre-clinical studies is supported
by the encouraging loco-regional responses observed
in patients with brain lesions in this study and suggests
that abexinostat in combination with radiotherapy may
constitute a treatment option for these lesions. These
findings are notable (particularly a best response of CR in
1 patient with brain lesions as non-target lesion) given the

modest activity of currently approved HDACTSs, vorinostat
and romidepsin, as single agents or in combination
therapy in patients with high-grade gliomas [25] and with
glioblastoma [26-28].

Of note, HDACIs have been demonstrated to
exert immunomodulatory effects in cancer cells, such
as enhanced expression of natural killer cell-activating
ligands, MHC class I and II molecules, and CD40
molecules [29-31]. It was demonstrated that vorinostat
elicits antitumor immunity in colon cancer mouse models
through immunogenic cell death [32]. The abscopal effect
of radiation has been shown to be immune-mediated
[33]. in part by IL-12 [34], dendritic cells, and T cells
[35]. Thus, the immunomodulatory effects of abexinostat
have marked implications for radiotherapy and warrant
evaluation of the combination in future radiotherapy
studies.Subsequent trials with a focus on a particular
tumor type are needed that can first test the combination in
a phase I/II setting, especially if higher radiation doses or
concurrent chemotherapy are investigated in combination
with abexinostat.

In summary, oral abexinostat in combination with
hypofractionated radiotherapy demonstrates activity with
specific loco-regional responses in patients with metastatic
solid tumors who have undergone prior surgery with

A. Schedule 1
DLT
evaluation
Tumer
Tumeor Tumeor
evaluation RT RT i i
D810 D12 DI510D19 evaluation evaluation
{ ‘ Weelk 1 | Week 2 ‘ Week 3 ‘ Week 5 ‘Week 6 Week 7 J
Visits  Inclusion D1 08 oe 015 o1 1 visit hetween Final \isit Foliowup
% D 029 & D35 o 2
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RT, radiotherapy (3 Grays per day for § consecutive days for 2 weeks)
Abx BID for 5 consecutive days for the 3 weeks (from week 1 to week 3)
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RT, radiotherapy (3 Grays per day for 5 consecutive days for 2 weeks)
Abx BID for 4 consecutive days for 2 weeks (from week 1 to week 2)

Figure 1: Study Design. A. Schedule 1. B. Schedule 2.
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chemotherapy or chemoradiotherapy. The combination is
well tolerated, with the majority of AEs being grade 1/2.
Although our patient population was small, based on the
positive results observed, the potential of this combination
for the treatment of patients with brain lesions should be
investigated further in a larger population and with longer
follow-up.

MATERIALS AND METHODS

Ethics statement

Investigation has been conducted in accordance with
the ethical standards and according to the Declaration of
Helsinki and according to national and international
guidelines and has been approved by the authors’
institutional review board. Written consent was obtained
from each patient prior to study entry.

EMT-6 murine breast carcinoma model

Tumor volumes before and after treatment was
assessed in 4 groups: vehicle only, abexinostat only, low-
radiation only, and combination of low-dose radiotherapy
and abexinostat (n=10 each). Female BALB/c mice 8 to 12
weeks old were injected in the flank region with 5 x 105
EMT-6 tumor cells in 0% Matrigel (cell injection volume
was 0.1 mL/mouse). Treatment was started on matched pairs
when tumors reached an average size of 50-70 mm?. Tumors
were irradiated at a dose of 2 Gy/animal for 5 days (1 cycle).
Abexinostat (IP) was administered concurently at a dose of
12 mg/kg BID. 6 hours apart, 5 days on/2 days off/week for
4 weeks. Mice were monitored until tumor volume reached
2000 mm?® or 45 days, whichever came first. Tumor volumes
were measured twice per week in two dimensions using a
calipers, and the volume was expressed in mm?® using the
formula: V= 0.5 a x b* where a and b are the long and short
diameters of the tumor, respectively. Kaplan-Meier survival
curves of EMT-6 tumor-bearing mice were analyzed until 45
days after the start of treatment.

Study design

We conducted a multicenter, open-label,
exploratory phase 1, dose-escalation study at 6
centers in Italy and France. Eligible patients had
histologically confirmed solid tumors with measurable
disease and required a course of hypofractionated
palliative radiotherapy. These included patients with
metastatic tumors with locally advanced disease for
which primary tumor management before systemic
treatment was required; primary tumors in relapse,
tumors not previously irradiated, and tumors requiring
hypofractionated radiotherapy: metastatic localization
requiring hypofractionated radiotherapy; and patients
not fit for conventional chemoradiotherapy. Other
eligibility criteria included an Eastern Cooperative

Oncology Group performance status <2:; an estimated
life expectancy >20 weeks: and adequate hematologic,
cardiac, renal, and hepatic functions. Exclusion criteria
included allogenic bone marrow transplant; major
surgery within 4 weeks before first day of treatment;
chemotherapy within 3 weeks (6 weeks in case of
nitrosoureas) of study treatment administration;
previous radiotherapy on the same area; immunotherapy
or hormone therapy within 2 weeks except stable
luteinizing hormone-releasing hormone agonist
therapy for prostate cancer, stable oral glucocorticoid
and mineralocorticoid replacement for adrenal
insufficiency, stable mitotane for adrenal carcinoma,
or oral contraceptives treatment with other anti-
neoplastic agents within 3 weeks: concurrent therapeutic
anticoagulation by vitamin K antagonists; any treatment
known to prolong QTc interval: treatment with valproic
acid within 5 days of study drug administration; and
prophylactic use of growth factors.

Abexinostat and radiotherapy schedule

Abexinostat in combination with a fixed radiation
dose (30 Gy in 10 daily fractions of 3 Gy, 5 days per
week over 2 weeks) was administered in 2 schedules.
For schedule 1, treatment with abexinostat started 1
week before starting hypofractionated radiotherapy in
order to induce biological modifications in tumor cells
before radiation and then continued concomitantly with
hypofractionated radiotherapy for 2 weeks. Abexinostat
was given twice a day (BID) from day 1 to 5 and during
radiotherapy from day 8 to 12 and 15 to 19. The schedule
of 5 days on/2 days off (schedule 1) chosen for this study
was based on tolerability and activity of abexinostat
observed in the clinical study PCYC-0402 [18]. The
choice of this schedule also allowed the administration of
abexinostat concomitantly with radiotherapy. In order to
increase safety margin of the combination of abexinostat
with radiotherapy, we chose a starting daily dose of 15
mg/m? BID for the present study, which is 25% of the
recommended dose of 60 mg/m? BID found in PCYC-
0402 study and 1 dose level below the starting dose used
in the PCYC-0402 study.

For schedule 2, abexinostat and hypofractionated
radiotherapy were administered concomitantly from day 1
to day 4 and from day 8 to day 11 (Figure 1). The schedule
of 4 days on/3 days off (schedule 2) chosen for this study
was based on tolerability of abexinostat observed in the
clinical study CL1-78454-002 [20]. This schedule is
associated with the smallest platelet decrease [20], and
dose levels 75 mg/m? BID, 90 mg/m? BID, and 105 mg/
m’ BID were investigated.

For both schedules, radiotherapy was administered
using a 3-dimensional conformal technique. Patients
received hypofractionated external beam irradiation using
linear accelerators with photon energies >4 megavolts.
Patients within the 2 schedules were categorized
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according to the localization of the radiation field
(supradiaphragmatic and subdiaphragmatic group) in
order to evaluate radiotherapy-related potential toxicities
specific to the irradiated regions.

Dose escalation followed a 3 + 3 algorithm-based
design and continued until maximum tolerated dose
(MTD) was achieved based on protocol-defined dose-
limiting toxicities (DLTs) defined as the occurrence in
cycle 1 of any of the following: a grade 3 nonhematologic
adverse event (AE), grade 3 prolongation of the QTc
interval, grade 4 neutropenia lasting >5 days on growth
factors, grade 4 thrombocytopenia, or failure to restart
abexinostat administration within 2 weeks. Dose escalation
to the next level proceeded after DLT assessment over the
3-week treatment period for schedule 1 or over the 2-week
treatment period for schedule 2, and the following 3 weeks
without treatment. Tumor evaluation was performed 3
weeks after treatment completion and after a 2-month
follow-up. AEs at each visit were graded according to the
Common Toxicity Criteria for Adverse Events [CTCAE]
v3.0) [36]. Serious AEs (SAEs) were those events that
were fatal, life threatening, required hospitalization,
disabling, or judged to be medically significant.

Study objectives and assessments

The primary objectives of the study were to assess
the safety and tolerability of oral abexinostat given in
combination with standard hypofractionated radiotherapy
in patients with advanced solid tumor in terms of MTD
and to establish the recommended phase 2 dose. The
secondary objectives were to assess safety and tolerability
of the combination, to evaluate tumor responses of
the combination, and to analyze the pharmacokinetic
(PK) profile of abexinostat and its metabolites. Tumor
responses as defined by loco-regional response rate and
overall response rate (ORR) were assessed per the revised
Response Evaluation Criteria in Solid Tumors (RECIST
version 1.1) [37].

ORR was defined as proportion of patients
exhibiting a complete response (CR) or a partial response
(PR) per the RECIST criteria (version 1.1). Loco-regional
response rate was defined as the proportion of patients
exhibiting a CR or a PR per the RECIST criteria (version
1.1) using tumor lesions encompassed within the radiation
field. Lesions were evaluated by both clinical exam and
computed tomography imaging. Electrocardiograms were
performed at screening and both at pre-first dose and 1 to
1.5 hours post-first dose on days 1, 3, 8, 15, 19, and final
visit of schedule 1 and days 1, 4, 8, 11, and final visit of
schedule 2.

Statistical analysis

The efficacy analyses were performed in the full
analysis set, which included patients who had received
at least 1 dose of study treatment and who had at least

1 baseline and 1 post-baseline tumor evaluation. Best
overall response per investigator assessment was provided
for each dose level and overall population by schedule
and group. Response rates (loco-regional response and
ORR) and corresponding exact binomial 95% confidence
interval were provided. Safety analyses were conducted
on the safety set in each anatomically based group by
dose level. Safety was assessed with a description of
DLTs on the DLT-evaluable population comprising
patients who completed the total treatment period of 3
weeks for schedule 1 and 2 weeks for schedule 2 and 3
weeks without treatment period (i.e., evaluation period)
following total treatment period or who discontinued
due to DLT during fotal treatment or 3 weeks without
treatment period. Descriptive statistics were used for
evaluating toxicity (according to CTCAE v3.0), AEs,
physical examination, performance status, vital signs, and
laboratory tests.
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A phase 1 dose-escalation study of the oral histone
deacetylase inhibitor abexinostat in combination with standard
hypofractionated radiotherapy in advanced solid tumors

SUPPLEMENTARY TABLES AND FIGURE

Supplementary Table 1: Number of patients enrolled by schedule and radiotherapy region

Subdiaphragmatic (n=25)

Dose Level (BID) # of Patients Dose Level (BID) # of Patients
15 mg/m? 3 60 mg/m’ 0
Schedule 1 30 mg/m? 3 Schedule 2 75 mg/m’=120 mg 3
45 mg/m’ 3 90 mg/m’=140 mg 3
60 mg/m? 5 105 mg/m?=160 mg 5
Supradiaphragmatic (n=33)
15 mg/m? 3 60 mg/m’ 6
Schedule 1 30 mg/nr’ N Schedule 2 75 mg/m’ =120 mg N
45 mg/m’ 3 90 mg/m? =140 mg 3
60 mg/m’ 9 105 mg/m’=160 mg 1
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Supplementary Table 2: Best loco-regional response and overall response by radiotherapy region

Best Loco-regional Response, n (%) Supradiaphragmatic (n=29) Subdiaphragmatic (n=22)
CR 0(0.0%) 1 (5%)
PR 4 (14%) 1 (5%)
Stable disease (SD) 18 (62%) 14 (64%)
PD 5(17%) 3 (14%)
Non CR/Non PD 0 (0%) 2 (9%)
Objective response rate 4 (14%) 2 (9%)
95% CI 3.9-31.7 1.1-29.2
Best Overall Response, n (%)

CR 0 (0%) 1 (5%)
PR 3 (10%) 0 (0%)
SD 15 (52%) 12 (55%)
PD 11 (38%) 7 (32%)
Non-CR/Non-PD 0 (0%) 2 (9%)
Objective response rate 3 (10%) 1(5%)
95% CI 2.2-274 0.1-22.8
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Supplementary Table 3: DLTs by radiotherapy region and dose levels

Schedule 1 (n=27)

Subdiaphragmatic Supradiaphragmatic Total Numbers
Dose Level # of
_ # of Patients # of DLTs # of Patients # of DLTs Evaluable # of DLTs
5d/7. 3w, Patients
1 cycle
Hydrochloride 15 mg/m’ 3 0 3 0 6 0
formula 30 mg/m? 3 0 4 (1NE) 0 6 0
45 mg/m’ 3 0 3 0 6 0
60 mg/m? 5 (2NE) 0 9 3NEyP 2 9 2
Schedule 2 (n=23)
Subdiaphragmatic Supradiaphragmatic Total Numbers
Dose Level # of
# of Patients # of DLTs # of Patients # of DLTs Evaluable # of DLTs
4d/7, 2w, Patients
leycle 60 mg/m? - - 7 (1 NE) 1 6 1
Hydrochloride ,
formula/ 75 mg/m* =120 3 0 5 (2 NE) 0 6 0
tosylate mg*
formula 2=
90 mg/m* =140 3 0 4 (1NE) 0 6 0
mg*
105 mg/m’ .
=160 mg* 5 (1 NE) 2 1 1 5 3

DLTs, dose-limiting toxicities: NE, not evaluable.

“*Equivalence in tosylate formula.

*MTD1 for schedule 1 was reached at 60 mg/m? in supradiaphragmatic group.

“MTD?2 of schedule 2 was reached at 105 mg/m? (160 mg?) for subdiaphragmatic group.



www.impactjournals.com/oncotarget/ Oncotarget, Supplementary Materials 2016

2500 A
= -8 Vehicle
m -
<_{_JI 2000 - -8 Abexinostat
eeE -A- Radiation
E 1500 - -¥ Radiation/Abexinostat
o
§
S 1000 -
-
S 500
£
=
0 A T T T T 1
0 4 8 12 16 20

Days of Treament

Supplementary Figure 1A: Mean tumor growth inhibition in murine breast cancer model (EMT-6).
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Supplementary Figure 1B: Kaplan-Meier survival curve in murine breast cancer model.
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Background: This phase | study evaluated the safety and efficacy of the oral mTOR inhibitor everolimus in combination
with thoracic radiotherapy followed by consolidation chemotherapy in locally advanced or oligometastatic untreated non-
small-cell lung cancer (NSCLC).

Patients and methods: Everolimus dose was escalated in incremental steps [sequential cohorts of three patients until
the occurrence of dose-limiting toxicity (DLT)] and administered orally weekly (weekly group: dose of 10, 20 or 50 mg) or
daily (daily group: 2.5, 5 or 10 mg), 1 week before, and during radiotherapy until 3.5 weeks after the end of radiotherapy.
Two cycles of chemotherapy (cisplatin-navelbine) were administrated 4.5 weeks after the end of radiotherapy.

Results: Twenty-six patients were included in two centers, 56% had adenocarcinoma and 849% had stage Il disease. In
the weekly group (12 assessable patients), everolimus could be administered safely up to the maximum planned weekly
dose of 50 mg; however, one patient experienced a DLT of interstitial pneumonitis at the weekly dose level of 20 mg. In
the daily group (9 assessable patients): one DLT of interstitial pneumonitis with a fatal outcome was observed at the daily
dose level of 2.5 mg; two other DLTs (one grade 3 esophagitis and one bilateral interstitial pneumonitis) were found at the
daily dose level of 5 mg. Overall there were five patients with G3-4 interstitial pneumonitis related to treatment. Among 22
assessable patients for response, there were 9 (41%) partial response and 7 (32%) stable disease. At a median follow-up
of 29 months, the 2-year overall survival and progression-free survival actuarial rates were 31% and 12%, respectively.
Conclusion: In previously untreated and unselected NSCLC patients, the recommended phase Il dose of everolimus in
combination with thoracic radiotherapy is 50 mg/week. Pumonary toxicity is of concem and should be carefully moni-
tored to establish the potential role of mTOR inhibitor with concomitant radiotherapy.

EudraCT N: 2007-001698-27.

Key words: everolimus, thoracic radiotherapy, concomitant combination, non-small-cell lung cancer, phase |

introduction

“Comespondence to: Prof. Eric Deutsch, Department of Radiation Oncology, Gustave
Roussy, 114 rue E. Vaillant, 94850 Millejuif, France. Tel: +33-1-42-11-65-73; Faxx +33-1-
42-11-52-53; E-mail: eric.deutsch@gustaveroussy.fr

Chemoradiotherapy is the treatment of choice for locally
advanced unresectable non-small-cell lung cancer (NSCLC) but
the optimal chemotherapy regimen to use with concurrent thor-
acic radiotherapy is unknown [1-3] Also, as the prognosis of
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locally advanced NSCLC remains dismal, new effective treatments
that can be given safely with radiotherapy are required. In the
recent years, an improved understanding of the molecular path-
ways that drive malignancy in NSCLC has led to the development
of agents that target specific molecular pathways. Many NSCLC
have molecular abnormalities such as KRAS mutation and/or
mutation and/overexpression of epidermal growth factor receptor
(EGFR). Such conditions induce the activation of downstream
signaling pathways, including phosphatidylinositol-4,5-bispho-
sphate 3-kinase (PI3K)/AKT pathway that is one of the essential
pathways of tumor radioresistance [4], while less frequent and
more recently described alterations such as PI3KCA, anaplastic
lymphoma kinase, MET and ERBB2 also signal, at least partly
through the AKT/mTOR pathway [5].

It is established that irradiation activates the PI3K/AKT
pathway and that inhibition of the mammalian target of rapamy-
cin (mTOR), a main downstream effector of AKT, induces radio-
sensitization in models of human carcinomas. Furthermore, the
inhibition of mTOR also leads to greater sensitivity to irradiation
of endothelial cells [6, 7]. These data suggest that the inhibition of
mTOR may have the ability to radiosensitize human tumors, in-
cluding NSCLC [8, 9], both by a direct effect on tumor cells and
also an antiangiogenic effect. Everolimus (RAD001) is an oral
mTOR inhibitor that has been validated in several malignancies
such as breast cancer and renal cell carcinoma [10, 11] and has
shown contrasting results in NSCLC patients [12]. In a phase I
trial in patients with advanced solid tumors, everolimus was
delivered in weekly or daily schedules with equivalent activity
[13]. In this phase I trial, we assessed the safety of the combin-
ation of everolimus and conformal thoracic radiotherapy followed
by chemotherapy in locally advanced or oligometastatic NSCLC.

patients and methods

patients

Patients (>18 years) were eligible for inclusion if they had histologically con-
firmed unresectable non-pretreated stage ITT NSCLC. Stage IV NSCLC
patients with symptomatic primary tumors requiring radiotherapy and with
limited extrathoracic lesions (n < 3) were eligible after an amendment. These
patients did not present with widespread metastasis and responded to the
definition of the oligometastatic status [14]. Additional inclusion criteria
were: measurable lesion according to Response Evaluation Criteria In Solid
Tumors (RECIST version 10); Eastern Cooperative Oncology Group
Performance Status (ECOG PS) 0 or 1 at trial entry; adequate hematologic,
hepatic, and renal function. Exclusion criteria included: prior treatment with
an mTOR inhibitor or radiotherapy; for stage IV NSCLC: diffuse and/or
non-locally symptomatic (cough, dyspnea or pain) or with extrathoracic
lesions requiring a systemic treatment; venous thromboembolism within the
past 6 months; pulmonary fibrosis; concurrent treatment with CYP3A4
modulators, agents otherwise used in the treatment of cancer, immunosup-
pressant, corticoids for more than 6 months, or oral anticoagulants; severe
coexisting or uncontrolled condition; impaired digestive function that could
alter the absorption of the experimental molecule.

study design and treatments

This phase I study was a bi-centric, open-label, dose-escalation trial using a
3 + 3 design to evaluate the safety and tolerability of everolimus and combin-
ation with concurrent radiotherapy followed by chemotherapy in unresect-
able non-pretreated stage ITI/TV NSCLC. Everolimus was orally administered

Annals of Oncology

for 11 weeks: starting 1 week before and during radiotherapy (66 Gy in 6.5
weeks, 2 Gy/day, 5 fractions/week), until 3.5 weeks after the end of radio-
therapy. Initial doses administered in two sequential groups of patients: 10
mg once a week in the weekly group or 2.5 mg per day in the daily group.
The dose was escalated in incremental steps (20 and 50 mg in the weekly
cohort and 5 and 10 mg in the daily cohort) in sequential cohorts of three
patients until the occurrence of dose-limiting toxicity (DLT). If any of these
toxicities occurred, the treatment cohort was expanded to three patients. If
no further DLT was observed in this expanded cohort, the dose escalation
was continued in incremental steps until >1 DLT occurred. Dose escalations
were stopped after two or more of the six treated patients experienced a DLT.
All dose escalations were started after all patients in the previous dose cohort
completed treatment and all reported adverse events (AEs) were analyzed.
Patients had to be replaced if they were not fully accessible for these assess-
ments. Patients who achieved stable disease (SD) or a tumor response were
eligible to receive two cycles of chemotherapy (cisplatin 100 mg/m” DI,
navelbine 25 ngI’m2 D1, D8, every 21 days), administrated 4.5 weeks after
the end of radiotherapy. Prophylactic premedication with Granulocyte
colony stimulating factors was not permitted. The study was approved by the
relevant ethics committee/institutional review board and was conducted in
compliance with the Declaration of Helsinki as well as good clinical practice
guidelines. Written informed consent was obtained from all patients before
trial initiation.

objectives and outcome measures

The primary objectives were to assess the safety and tolerability of everolimus
given concurrently with radiotherapy and to identify DLTs and the
maximum tolerated dose (MTD) of everolimus. The secondary objectives
were to collect antitumor activity data from the combination.

DLT was assessed during treatment until the end of week 11 according to
National Cancer Institute Common Terminology Criteria for Adverse
Events (NCI-CTCAE) version 3.0, and was defined as any of the following
AEs: grade 4 neutropenia for >5 days or associated with a temperature
>38.5°C requiring an hospitalization; grade 4 thrombocytopenia or grade 3
for more than 4 days; grade >4 nausea and emesis despite optimal antie-
metic treatment; persistent grade 3 (15 days) or 4 (8 days) skin toxicity
within the radiotherapy field; other toxicity requiring an interruption of
everolimus and/or radiotherapy lasting more than 2 weeks; others persistent
grade 34 toxic effects despite an adequate management lasting more than
15 and 8 days, respectively. Any relationship between reported AEs and the
experimental treatments has been assessed by the investigator. If a reason-
able alternative explanation for the occurrence of toxicity during treatment
was not available, the observed AE had to be considered as related to the
study drug. The MTD was defined as the highest dose at which less than two
out of six patients experienced a DLT.

Antitumor activity was determined after completion of everolimus (week
12) and chemotherapy (week 21) based on computed tomography (CT)
according to RECIST version 1.0. Overall survival (OS) and progression-free
survival (PFS) were estimated using the Kaplan-Meier method. Survival
rates were defined as the time between the beginning inclusion and the first
event. Statistical analyses were carried out using SPSS software, version 19
(IBM SPSS, Inc., Jersey City, NJ). All reported P values are two-sided, and
P-values <0.05 were considered significant.

results

patient baseline characteristics and exposure
to treatments

Twenty-six patients were enrolled between February 2008 and
March 2012 in two centers: 58% (15/26) in the weekly group
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and 42% (11/26) in the daily group. Patients from both sites
were enrolled to both groups. One patient from the weekly
group was excluded from the study because he did not fulfill the
inclusion criteria. He did not receive everolimus and was not
included in the analyses. Then, 25 patients received everolimus.
One patient was included despite a protocol deviation (mediastin-
al lymph node recurrence after surgery and adjuvant chemother-
apy delivered one year before). Patient baseline demographics
and disease characteristics are shown in Table 1. Sixty percent of
the patients (15/25) were men and the median age was 59 years
(range, 43-75). Most patients had an Eastern Cooperative
Oncology Group (ECOG) PS of 0 (88%, 22/25), adenocarcinoma
(56%, 14/25) and stage III disease (84%, 21/25) at the trial entry.
There were 16% (4/25) oligometastatic stage IV patients.

Overall, 48% (12/25) of the patients (weekly group: 64%, 9/14
and daily group: 27%, 3/11) received the initially planned dose
of everolimus. Twenty-two out of 25 (88%) patients (weekly
group: 93% [13/14] and daily group: 82% [9/11]) received >70%
and 12% (3/25) patients (weekly group: 7%, 1/14 and daily
group: 18%, 2/11) received <50% of the initially planned dose of
everolimus. Six patients out of 25 (24%) had early discontinu-
ation of everolimus due to toxicity and three (12%) to other
reasons: stopped by patient, error of the physician, discovery of
metastasis at the end of the first week of everolimus.

All patients have received 3D conformal radiotherapy (96%
per-protocol) excepted one patient who had intensity-

Table 1. Patients’ baseline characteristics at inclusion

Characteristics Weekly group n =14 (%)

modulated radiation therapy (IMRT). Four patients were treated
with gating (breath-hold technique). Among the 24 patients
treated per protocol, 22 received >90% of the planned dose, and
two patients (daily group) received <70% of the initially planned
dose due to toxicity. Irradiation was delivered at a median total
dose of 66 Gy (range, 28-66), in a median number of 33 frac-
tions (range, 14-33), over a median duration of 47 days (range,
20-58) with a median planned tumor volume of 459 cm®
(range, 67-887).

Twenty-two patients have subsequently received chemother-
apy (15/22, 68% per-protocol) and 40% (6/15) received the ini-
tially planned dose.

DLTs, MTD and safety profile

Twenty-one patients (84%) were accessible for DLT. An over-
view of everolimus dose levels and DLTs observed in treated
patients is provided in Table 2. Four patients were considered
not accessible for the following reasons: error of dosage or
schedule (n=2), exclusion criteria (Stage IV NSCLC with me-
tastases requiring a systemic treatment) discovered after 1 week
of treatment and everolimus discontinuation>15 days due to un-
related toxicity (jugular thrombosis).

Both groups, weekly and daily, were run in parallel. After
starting with an everolimus dose of 10 mg weekly (n =3), the
dose was increased to 20 mg weekly and a first DLT was

Daily group n =11 (%) Total n =25 (%)

Age (years)® 55.5 (45-69)
Gender

Male 6(43)

Female 8 (57)
ECOG PS score

0 12 (86)

1 2(14)
Tobacco Status

Never smoker 1(7)

smoker 11 (79)

Current smoker 2(14)
Histology of primary tumor

Adenocarcinoma 8 (58)

Squamous cell carcdinoma 3(21)

Others 3(21)
Stage of disease

IIA 6(43)

6(43)

v 2(14)
Pulmonary function testing®

FEV1 (liter)

VC (% theo.)

DLCO (% theo.)

2.3 (1-3.2)
96 (79-132)
75 (44-96)

62 (43-75) 59 (43-75)
9(82) 15 (60)
2 (18) 10 (40)

10 (91) 22(88)
1(9) 3(12)

0 1(4)
7 (64) 18(72)
4(36) 6(24)

6(55) 14 (56)
3(27) 6(24)
2(18) 5(20)

4(36) 10 (40)
5 (45) 11 (44)
2(18) 4(16)

27 (13-43)
76 (65-107)
88 (37-110)

2.3(1.3-4.3)
93 (65-132)
77.5 (37-110)

“Median (range).

ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group; N, number of patients; FEV1, Forced Expiratory Volume in one second; VC, vital capacity; DLCO,

diffusing capacity for carbon monoxide; % theo, % of the theoretical value.

Volume 26 | No. 6 | June 2015

doi:10.1093/annonc/mdv105 | 1225

910T 1 1990100 U0 ISI(L/ULIASU] 18 /310°S[eumofpioyxo-ououte,/:dyy woy papeofumo(


http://annonc.oxfordjournals.org/

observed at week 10 (W10) (grade 2 interstitial pneumonitis re-
quiring a discontinuation of everolimus >15 days). The treated
population of this dose level was subsequently expanded to six
patients, but no further DLT's were observed in the weekly group
at this dose level (n = 6) neither in the subsequent dose level (50
mg weekly, n = 3). The daily cohort was started at a dose of 2.5

Annals of Oncology

mg per day and a DLT was observed at W6 (grade 2 interstitial
pneumonitis requiring a discontinuation of everolimus >15
days) evolved to a fatal outcome (1 month after the interruption
of treatment). The treated population of this dose level was sub-
sequently expanded to six patients, no further DLTs were
observed in the daily group at this dose level (n =6) and the

dose was subsequently increased to 5 mg daily. Two grade 3-4
DLTs were observed at this dose level: one patient experienced
grade 3 interstitial pneumonitis at W11 and grade 4 dyspnea at

Table 2. Overview of everolimus dose levels and DLTs observed in

treated patients W09, and one other experienced grade 3 esophagitis associated
with grade 3 dysphagia at W5. As a result of these DLTs in two
Dose(mg) Ntrested  Nevaluable NDLT of five patients at an everolimus dose of 5 mg per day, further
for DLT Overall patient recruitment at this dose level was stopped, and 50 mg

Weekly group weekly was considered to be the MTD.
10 During the experimental combination period, a total of 280
20 6 AEs were observed in the 21 patients accessible for DLT (weekly
50 group: 55%, 154/280 and daily group: 45%, 126/280) and 17
were grade 3-4 (11 in the weekly arm and 6 in the daily arm).
25 6 Most frequent AEs (all grades) were: asthenia (86%), cough
5 (81%), dyspnea (76%), thoracic pain (71%), dermatitis (67%),
10 0 0 mucositis (57%), esophagitis (57%), anorexia (52%) and nausea/
Total vomiting (43%) (Table 3). The most common G3-4 AEs were:

esophagitis (n = 2), dermatitis (n = 2) and interstitial pneumon-
itis (n=2) (Table 4). There was no clinically relevant G3-4
hematologic toxicity during the combination. There were 31
serious AEs (SAE) in eight patients (three in the weekly group

*Toxic death.
DLT, dose-limiting toxicity; n, number of patients.

Table 3. Most common AEs (>10% of patients overall) observed during the combination of everolimus and radiotherapy (weeks 1-11)

Related to everolimus-RT
Weekly, n Daily, n Total, n (%)

Total, n (%)

—
=

18 (86)
17 (81)
16 (76)
15 (71)
14 (67)
12 (57)
12 (57)
11 (52)
9(43)
9(43)
9 (43)
8 (38)
8 (38)
7 (38)
6(29)
5(24)
4(19)
4(19)
4(19)
4(19)
4(19)
3(14)
3(14)
3(14)
3(14)

11 (52)
8 (38)
6(29)
5(24)

14 (67)

12 (57)

12 (57)
6(29)
7(33)
7(33)
4(19)
3(14)
0
3(14)
4(19)
0
4(19)
3(14)
3(14)
3(14)
0
2(10)
2(10)
0
0

—
=

Cough
Dyspnea
Thoracic pain
Dermatitis
Mucositis
Esophagitis
Anorexia
Nausea/vomiting
Dysphagia
Constipation
Weight Loss
Headache
Fever

—
=

Diarrhea

Myalgia

Interstitial pneumonitis
Xerostomia

Oral infection
Insomnia
Paresthesia

el I T S T R T - - O B R R R - N (- )
= = — T R L = I s B - T B = O S S -
S O D R D =D =W W R e

[ S N = T S T T ¥ T S N L T I TV S e B - Y - - -]

AEs, adverse events; N, number of patients; RT, radiotherapy.
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Table 4. Grade 3 or 4 AEs considered to be related to the combination of everolimus and radiotherapy (weeks 1 to 11)

Related to everolimus-RT

Weekly, n Daily, n

Interstitial pneumonitis
Cough

Thoracic pain
Pneumonia
Dyspnea
Dermatitis
Esophagitis
Dysphagia
Diarrhea

Asthenia

Fever

Weight loss
Venous thrombosis
Extra-thoracic pain
Total

T T P R — T S G
OO D OO DD O -

—

I T e T T T e S S S Y
cC e o RO ~NNRS S~

== - - - - — I SR =R = =
[ == = = T = R L — L = — T —

—_
~J
—_
=

AEs, adverse events; n, number of patients.

and five in the daily group). Among these 31 SAEs, there was
one (4%) grade 4, 11 (35%) grade 3, 11 (35%) grade 2 and 8
(26%) grade 1. There was one toxic death (compare DLT in the
daily group at a dose level of 2.5 mg).

During protocol chemotherapy, eight G3-4 toxicities related
to everolimus radiotherapy were encountered in four patients:
interstitial pneumonitis (n = 3), thoracic pain (n=2), esopha-
gitis (n=1) and dyspnea (n = 2). Thirteen G3—4 late toxic effects
were then observed in 10 patients: cardiovascular (pulmonary
embolism: n=5; pericardial effusion: n=1), lung (post-radi-
ation pneumonitis: #n = 3; pneumonia: n = 1; dyspnea: n = 1) and
digestive (digestive tract infection: n=1, and abdominal pain:
n=1). Only interstitial pneumonitis was related to the experi-
mental combination. Overall (all periods taken into account),
there were five patients with G3-4 interstitial pneumonitis
related to treatments (two in daily and three in weekly groups).

antitumor activity of everolimus and radiotherapy

All patients except one had tumor assessment at inclusion,
among them, 22 (92%; including non-eligible patients for DLT)
had tumor assessment. Best response (Figure 1) consisted of
9 (41%) partial response (PR; 7 in the weekly group and 2 in the
daily group), 7 (32%) SD (3 in the weekly group and 4 in
the daily group). There were 6 (27%) progressive disease (3 in
the weekly group and 3 in the daily group) and no complete re-
sponse was observed.

At a median follow-up of 32 months (range: 20-46), 7(28%)
of 25 patients remain alive (72% death, all excepted one due to
progression) and 20 (80%) had a progressive disease (locoregio-
nal: n=8; distant: n=7; both locoregional and distant: n =5),
resulting in a 2-year OS and PFS rates of 31% (95% CI 16-51;
median: 21 months, 95% CI 6-NA), and 12% (95% CI 4-33;
median: 8 months, 95% CI 4-11), respectively. There was no dif-
terence of outcome between the daily and the weekly groups and

Volume 26 | No. 6 | June 2015

according to the stage (only four oligometastatic stage IV patients,
supplementary Figure 1S, available at Annals of Oncology online).

discussion

This is the first phase I trial assessing everolimus in combination
with thoracic radiotherapy for previously untreated NSCLC. We
found that it could be safely administered with radiation only if
given according to a weekly schedule at the dose of 50 mg/week.

Temsirolimus, another mTOR inhibitor delivered intraven-
ously, had recently been tested in 10 NSCLC patients receiving
palliative lung irradiation (35 Gy for a total of 14 days). In this
report, there were three PR and two SD in the eight assessable
patients (9 [41%)] PR, and 7 [32%)] SD in our series). The dose-
limiting toxic effects included sudden death, pneumonitis and
pulmonary hemorrhage [15]. Pneumonitis is a known side-
effect of mTOR inhibitors, and it may occur in the absence of
thoracic radiotherapy. In a meta-analysis of published series in-
cluding both patients treated with temsirolimus or everolimus,
incidence of all- and high-grades pulmonary toxicity was 10.4%
and 2.4%, respectively [16]. According to studies where system-
atic radiological review of CT scans of patients under treatment
was carried out, radiographic abnormalities may occur in about
one-third of patients [17]. mTOR-related interstitial lung dis-
eases are generally reversible but the evolution may be fatal.
Thus combining everolimus with thoracic radiotherapy can be
tricky, and the exact impact of this combination on lung toxicity
needs to be further explored. On the other hand, in several
phase I trials combining everolimus with non-thoracic irradi-
ation in glioblastomas [18, 19] or head and neck tumors [20],
no unexpected radio-enhanced toxicity was observed. Still, this
was the case for one patient in our series that had previous back-
ground of severe emphysema, and the only toxic death reported.
Since the start of our trial, strategies for monitoring and man-
agement of such toxic effects have been published for patients
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Figure 1. Best overall response per patients during the 21 weeks of treatments. D: daily group (dose levels 1, and 2 of 2.5, and 5 mg, respectively); W, weekly
group (dose levels 1, 2, and 3 0f 10, 20, and 50 mg, respectively); PD, progressive disease; SD, stable disease; PR, partial response.

who develop symptoms or radiographic changes while receiving
everolimus based on the grade of pneumonitis [21].

The fact that ionizing radiation can induce pneumonitis and
lung fibrosis underlines the difficulties to incriminate specifically
everolimus or radiation therapy. In practice it is likely that the
combination of ionizing radiation and everolimus may increase
the toxicity profile within irradiated areas. So this combination
may be difficult to use in patients with altered lung functions.
Here, as patients included were non-pretreated stage III/IV
NSCLC, a dose reduction of irradiation would have not been
ethically defendable. The implementation of more modern
radiotherapy techniques such as IMRT or respiratory gating
could also allow decreasing pulmonary toxicity [22, 23].
However IMRT may be harmful to lung. In our series, con-
straints of normal lung irradiated where relatively tight (volume
of normal lung minus the planned target volume [PTV] receiv-
ing at least 20 Gy (V20) < 30%), this has to be kept in mind for
the conception of future trials since any loosening in radiother-
apy constraints may be hazardous in terms of safety of the com-
bination. A subsequent planned analysis will include the
dosimetric parameter of the irradiated patients. Conversely, one
might argue that the tolerance could be improved in patients
systematically treated with smaller irradiated volumes provided
that image guided radiotherapy is used.

The reason for the sequential administration of chemotherapy
in our trial was the fact that a concomitant administration of
both radiation therapy, everolimus and a platinum based
regimen may have impacted the safety profile on the one hand
and because there was no rationale supporting the fact that the
triple combination acts synergistically.

Our results were still encouraging, In this population of locally
advanced or oligometastatic NSCLC, 41% had a PR and 28% of
patients remained alive more than two years after the experimental
treatment despite having 4 patients with oligometastatic disease.
The combination of targeted agents and radiotherapy for locally
advanced NSCLC should benefit of future biomarker-driven trials
[24, 25]. This was not the case (unselected population) in previous
early clinical trials, and in the only negative phase III trial combin-
ing epidermal growth factor receptor (EGFR) inhibitors to che-
moradiotherapy for NSCLC [26]. A randomized phase II trial is
currently assessing erlotinib or crizotinib in patients that exhibit
‘sensitizing’ mutations in EGFR (exon 19 deletion, L858) and/or
EMIA4-anaplastic lymphoma kinase (ALK) fusion arrangement
(RTOG [Radiation Therapy Oncology Group] 1306). Such pre-
dictive molecular markers are not yet incorporated in clinical prac-
tices for anti-mTOR therapies. The loss-of-function mutation in
TSC1 (tuberous sclerosis complex 1), a regulator of the mTOR
pathway activation, has been identified by whole-genome sequen-
cing in a patient treated with everolimus that exerted a durable re-
mission of metastatic bladder cancer [27]. Mutations in the
H1047R PIK3 catalytic subunit alpha, of KRAS, or of TSC2 could
also be predictive biomarkers in patients receiving mTOR inhibi-
tors [28-30]. Other future therapeutic perspectives include the
combination of radiotherapy with targeted immunotherapy [31].

In this phase I trial, the recommended phase II dosage of
Everolimus is 50 mg/week in combination with thoracic radio-
therapy administered with conventional fractionation at the dose
of 66 Gy followed by chemotherapy in previously untreated stage
ITI/IV NSCLC. Interstitial pneumonitis (a side-effect potentially
related to radiotherapy as well as to everolimus) is the main
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challenge of this combination. Further investigation is needed to
better assess the therapeutic ratio of this new combination in
trials that take into account modern radiation-delivery techniques
and incorporate the emerging biological information of tumors.
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Abstract: Combined modality treatment can be used to improve control of the local disease at the expense
of increased toxicity. Several randomized trials have demonstrated that this combined modality therapy

is better than radiotherapy alone or chemotherapy alone in the treatment of locally advanced diseases.

Several new targets as well as potential new radio-sensitizers have been identified. To speed-up the process

of developing new combined modality treatments, good preclinical models for optimization of the ratio
between efficacy and toxicity and a well established methodology within a network of advanced high-tech
laboratories and clinical departments devoted to early phase trials, are mandatory. The Synergy of Targeted
Agents and Radiation Therapy (STAR) platform of the European Organisation for Research and Treatment

of Cancer (EORTC) is gathering these tools.
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Introduction

Radiation therapy (RT) is one of the three therapeutic
pillars among cancer treatment regimens. Numerous
approaches have been tested to improve the therapeutic
ratio of RT, and these include increasing the dose delivered
to the tumor, altered fractionation schemes, combined
modality treatment with chemotherapy, and, more recently,
novel targeted agents (1). This last approach is based on
a mechanistic understanding suggesting that a combined
approach with RT could enhance the killing of tumor
cells through inhibition of DNA repair processes and the
inhibition of tumor repopulation between RT fractions.
Combined modality treatment can be used to improve
control of the local disease at the expense of increased
toxicity. Several randomized trials have demonstrated that
this combined modality therapy is better than RT alone or
chemotherapy alone in the treatment of locally advanced
cancer of the head and neck (HNC), lung, esophagus,
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and rectum, as well as high grade glioma. Following the
introduction of 5-fluorouracil (5-FU) associated with RT in
advanced HNC in the carly 1980, different combinations
using classical cytotoxic agents have been studied (2).

The Radiation Oncology Group (ROG) of the European
Organisation for Research and Treatment of Cancer
(EORTC), formally known as the Radiotherapy Group,
has conducted more than 80 clinical trials, three quarters
of which have been randomized phase III trials. The ROG
has played a major role in changing clinical practice having
shown the impact on outcome of combined chemo-RT
in the pre-operative treatment of locally advanced rectal
cancer (3), of the combination of temozolomide and RT in
glioblastoma (4), and of chemo-RT in the post-operative
setting of HNC (5). It did so for locally advanced prostate
carcinoma with the combination of hormonal and radiation
therapies (6). Furthermore, this success story has been
associated with a dramatic improvement in quality of life of
patients receiving chemo-radiation for advanced laryngeal
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carcinoma in voice preservation trials as well as for rectal
and anal cancer in sphincter preservation trials (7-14).

Rationale

The first trial to use a monoclonal antibody (MoAb) was one
in which patients with HNC were treated with cetuximab
combined with RT. This phase III trial comparing RT alone
to concomitant treatment with RT and cetuximab showed
that the outcome of patients receiving RT in combination
with this chimeric MoAb directed against the epidermal
growth factor receptor (EGFR) is improved compared to
patients who underwent RT alone (15). Furthermore, this
molecule has been proven efficacious in locally advanced
or metastatic HNC in combination with 5-FU and
cisplatin (16). Preclinical and clinical studies have
demonstrated the efficacy of cetuximab in combination with
RT. However, increased skin toxicity, mainly acneiform
rash, has been reported underlining the need for better
carly assessment of potential toxicity in various preclinical
models. In a comparison between RT combined with
platinum based chemotherapy versus RT with cetuximab,
a significantly higher number of grade 3 oral mucositis and
dermatitis were observed in the cetuximab containing arm;
this must be outweighed by the higher risk of hematological
toxicity by cisplatin based radio-chemotherapy. So far, these
adverse events have been reported only for HNCs; in trials
on thoracic or pelvic RT with cetuximab, increased rates
of skin toxicity have not been observed. Unfortunately,
following this preliminary experience, other antibodies
combined with RT have shown neither an increased rate
of local tumor control nor an increase in overall survival as
compared to radio-chemotherapy. Panitumumab, a MoAb
directed against EGFR, has a higher affinity and fewer
hypersensitivity reactions due to its non-chimeric character,
but it failed to demonstrate a significant therapeutic impact
when combined with RT (17). Similar results have been
obtained with nimotuzumab (18).

There are many factors that determine tumor cell
sensitivity to radiation. Three important biological
processes have been shown to affect tumor response and
outcome after RT: hypoxia, the ability of the surviving
cells to repopulate during the course of treatment, and the
intrinsic radio-resistance of the tumor cells. In addition,
micro-environmental host factors such as tumor infiltration
of inflammatory cells and other bone marrow-derived cells
(BMDCs) have been shown to play a role. A complementary
approach associated with the development and the
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implementation of new technologies is to contribute to
the reduction of normal tissue injury induced by ionizing
radiation. This is especially important in dose escalation
studies, when the aim is to increase the probability of tumor
control. Both approaches, increasing tumor cell kill and
decreasing morbidity, even in the context of combined
modality treatment, can improve cure rates and quality of
life of cancer patients undergoing RT.

It is obvious that the development of a combined
modality strategy is of key importance for about half of the
patients suffering from cancer, considering that local control
of the primary tumor should first be obtained. RT is the
main actor along with surgery for this goal. Therefore, the
traditional research on RT focusing on improving technical
delivery has to be associated with improvement in combined
modality treatment to optimize the acute tolerance and late
toxicity of associated treatments on normal tissues.

Combining novel targeted approaches with
radiation therapy (RT)

Several processes have been identified as potential targets
for radio-sensitization, and perhaps the most famous one is
modulating DNA repair (19). Owing to genetic instability,
tumors are often defective in one aspect of DINA repair,
but usually have backup pathways for accomplishing repair.
Attacking these backup pathways can render the tumor
radio-sensitive while leaving the normal tissue relatively
resistant. Since tumors are often defective in one of the
cell cycle checkpoints (such as the G1/S checkpoint), the
modulating of cell cycle checkpoints is another important
potential approach. Inhibiting remaining checkpoints can
leave tumors with less repair time, resulting in greater cell
kill than in normal tissues. The PI3K-AKT, nuclear factor-
kB (NF-xB), MAPK pathways and others can mediate
radio-resistance and are often aberrantly activated in
tumors. Attacking these pathways with specific inhibitors of
signal transduction is a promising avenue for increasing the
radio-sensitivity of tumors (20).

More recently, efforts have been made to better
understand the role of the microenvironment: tumors
often contain radio-resistant and chemo-resistant hypoxic
cells. Several methods are available to attack or exploit
tumor hypoxia, leading to tumor-specific eftects. Tumor
vasculature can also be attacked in ways that increase
the response to ionizing radiation. Moreover, a variety
of strategies for modulating normal tissue damage
has shown promise in ameliorating ionizing radiation
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damage to normal tissues. These include protection with
radical scavengers, stimulating recovery with cytokines,
modifying the p53 response, reducing the negative eftects
of inflammatory cascades and oxidative stress, and stem cell
therapy.

Radio-sensitization
DNA damage response (DDR)

DNA damage induced by ionizing radiation triggers the
DDR which comprises molecular events that mostly involve
post-translational modification of proteins that activate
intracellular signaling pathways. Repair of double strand
breaks (DSBs) requires arrest of cell cycle progression to
avoid further damage before commitment to S-phase or
mitosis. Oncogene-driven DINA replication stress has been
implicated as a cause of constitutive activation of DDR
and tumor progression. Defects in both DNA repair and
checkpoint responses in tumor cells affect the response to
ionizing radiation and can be exploited for targeted radio-
sensitization strategies. Inhibitors of important molecules
in DSB repair, such as ataxia telangiectasia mutated protein
(ATM) or DNA-dependent protein kinase (DINA-PK), have
been shown to sensitize cancer cells and xenografted tumors
to RT. New agents have been developed in recent years
and tested in phases I, II, and IIT trials concomitantly with
RT or chemo-RT to sensitize cancer cells and xenogratted
tumors to RT. One class of such drugs, the poly (ADP-
ribose) polymerase (PARP) inhibitors, has shown activity
in conjunction with RT in several cancer cell lines (21).
Clinical trials assessing the toxicity and potential benefit of
combining RT with PARP inhibition are now ongoing.

Cell cycle checkpoints

Besides DINA repair, cell cycle checkpoints constitute
another important component of DDR. Induction of DNA
damage by ionizing radiation in normal cells halts their
progression through the cell cycle and prevents further
accumulation of damage and its serious consequences. In
contrast, in cancer cells with an impaired G1 checkpoint,
cell cycle progression will continue unabated, and therefore
removing the G2 block will increase damage and its
transmission to progeny (22). This will ultimately lead to the
loss of clonogenicity, and this is the rationale of checkpoint
inhibition strategies. ATM and downstream proteins such
as the cell division cycle 25 (CDC25) phosphatase represent
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cell cycle checkpoints in response to ionizing radiation that
would otherwise prevent the propagation of DINA damage.
CDC25 phosphatase and ATM inhibitors have been used as
single agents but have also been demonstrated to enhance
cell kill in combination with DNA-damaging drugs and RT.

Signal transduction pathways: the EGFR-PI3K-AKT axis

The importance of PI3K-AKT as a survival pathway has led
to the development of a multitude of blocking antibodies
and small-molecule inhibitors. The most successful to
date is the EGFR-specific antibody cetuximab, which
in combination with RT significantly increased local-
regional tumor control and overall survival in a phase III
trial in HINC. Receptor tyrosine kinase inhibitors (TKIs)
can also abrogate the EGFR signaling cascade, and this
leads to increased radio-sensitivity. In some preclinical
models, antibodies seem to be more effective at modifying
the ionizing radiation response than TKIs. Four pathways
demonstrate a clear role in the response and sensitivity
to ionizing RT: PI3K-AKT, nuclear NF-xB, MAPK, and
TGEFp. The activation of AKT by phosphorylation occurs
through growth factor receptor pathways, e.g., receptor
overexpression such as EGFR, loss of PTEN, oncogenic
mutations in NRAS or KRAS, all of which have been shown
to be associated with increased resistance to RT in tumor
cell lines. EGFR-directed MoAbs and TKIs most likely
increase radio-sensitivity by inhibiting DINA repair.

Histone deacetylase (HDAC) inhibitors

HDAC-T acts predominantly by inducing differentiation,
apoptosis, and cell cycle arrest with a preferential
cytotoxicity for tumor cells (apoptosis induction). HDAC-I
induces cell death (via an unclear mechanism involving
mitochondrial apoptosis, autophagy, regulation of reactive
oxygen species, etc.) and cell cycle arrest mainly in G1
but also demonstrates anti-angiogenic, anti-invasive, and
immune-modulatory activities (23). The exact mechanism
by which HDAC inhibitor-induced radio-sensitization
occurs is currently unclear, but may be, at least in part,
due to the preventing the repair of damaged DNA. Thus,
HDAC inhibitors appear to inhibit DNA double strand
breaks (DSB) repair leading to enhanced tumor cell death.
Radio-sensitization has also been explained by modulation
of cell cycle regulation and down-regulation of surviving
signals. One of the major advantages of HDAC inhibitors
as radio-sensitizing agents for cancer therapy is the fact
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that they are relatively specific for malignant cells and spare
normal tissues. Several /n vitro studies have demonstrated
this tinding of no increased radio-sensitivity in normal
tissue cell lines when exposed to HDAC inhibitors, and
some HDACs may actually play a role in protecting normal
tissue from radiation-induced side effects (inhibition
of TNF-a and TGF-B). Even though cutancous T-cell
lymphoma (CTCL) is the only cancer for which HDAC
inhibitors are currently FDA-approved, many clinical
trials are assessing the efficacy and safety of other HDAC
inhibitors when used alone or in combination therapies in
both solid and hematologic malignancies. Clinical trials, in
conjunction with new insights from basic scientific research,
will help elucidate which treatment combinations and
dosing regimens are optimal for various types of cancers in
the context of varied patient characteristics and biomarker
profiles.

Heat shock protein 90 (HSP90) inhibitors

Hsp90, a 90 kDa heat shock protein, is a highly expressed
molecular chaperone that mediates maturation and
activation of client proteins, and plays a critical role in
establishing resistance to RT. Among Hsp90 clients are
a number of proteins which contribute in a cell type-
dependent manner to tumor cell radio-resistance. Exposure
of a variety of solid tumor cell lines to clinically relevant
Hsp90 inhibitors results in tumor growth suppression and
increased induction of therapeutic cell death. Whereas an
increase in radio-sensitivity of tumor cells was consistently
reported, the radio-sensitivity of normal fibroblasts was
not affected by Hsp90 inhibition. This suggests that there
might be a potential for tumor-selective radio-sensitization.
The molecular chaperone Hsp90 has been the focus of
a number of investigations as a multi-target approach to
radio-sensitization. The Hsp90 inhibitors evaluated to date
enhance the /2 vitro radio-sensitivities of cell lines initiated
from prostate and lung tumors (24,25).

Hypoxia/angiogenesis: modulating the microenvironment

Both, hypoxia and vascularization, can exert a considerable
influence on the response to ionizing radiation, and both are
rewarding processes to intervene for improving the response
to therapy. Hypoxia leads to the activation of the hypoxia-
inducible factor (HIF) and unfolded protein response
(UPR) pathways, both of which determine survival under
this stress. High expression of hypoxia-inducible genes is
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often associated with poor prognosis. More continuous
exposure can lead to down-regulation of the DNA repair
gene RADS51 and others as well as an increase sensitivity to
crosslinking agents. A recent systematic review of published
and unpublished data identified 4,805 patients with HNC
undergoing curative intended primary RT alone. These
data from 32 randomized clinical trials were analyzed with
regard to the following endpoints: loco-regional control
(32 trials), disease specific survival (30 trials), overall survival
(29 trials), distant metastases (12 trials) and complications to
RT (23 wials). Overall, hypoxic modification of RT in HNC
resulted in a significantly increased therapeutic benefit (26).

The problem of hypoxia can be tackled in several ways.
The first is to increase blood oxygen. Oxygen delivery can
be increased by using drugs such as efaproxiral which reduce
oxygen-hemoglobin binding. Using a different approach,
Ogawa et al. (27) developed a radio-sensitizing treatment
that directly oxygenated the tumor by intratumoral
administration of hydrogen peroxide and sodium
hyaluronate. Second, many oxygen-mimetic/electron-affinic
drugs have been developed that specifically radio-sensitize
hypoxic, but not normoxic cells. Several drugs underwent
clinical testing, but only the 5-nitroimadazole nimorazole
showed efficacy in phase III trials. A randomized phase
IIT trial will test the added value of this drug to cisplatin
combined with RT in an EORTC trial dedicated to locally
advanced human papilloma virus (HPV) negative HNC. The
third is by mimicking the redox systems of nitroimidazoles,
and fourth, the chemistry of transition metal complexes
has been exploited for use in radio-sensitization, the best
example of which is cisplatin. Fifth, hypoxic cytotoxins
have been developed that kill hypoxic cells with far greater
efficiency than normoxic cells. This is an alternative to
radio-sensitizing hypoxic cells, and modelling studies
indicate that it is the more effective strategy to combine with
RT. Tirapazamine is the archetypical drug, although it did
not show efficacy in a recent phase III trial in combination
with RT and cisplatin. But, we are well aware of the impact
that compliance by the centers to the RT protocol can have
on the results of a randomized phase IIT trial dedicated to
locally advanced HNC (28). Poor compliance jeopardized
the outcome and created a demonstrated bias in the final
analysis of the trial.

Hypoxia-induced up-regulation of HIFla leads to
angiogenesis through the up-regulation of vascular
endothelial growth factor A (VEGFA) and other growth
factors. In addition, vasculogenesis (vascular formation
from circulating BMDCs) has been shown to be crucial
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for the growth of tumors that recur after RT. VEGF is
the key pro-angiogenic growth factor that is secreted
by almost all solid tumors and acts through VEGFRI,
VEGFR2 or VEGFR3 receptors on endothelial cells.
Vasculogenesis also depends on hypoxia, which is more
extensive in recurrent tumors and leads to up-regulation
of cytokines which in turn recruit and activate the BMDCs
necessary for vascularization. In preclinical models,
inhibiting vasculogenesis by various interventions, both
genetic and pharmacological, dramatically inereases tumor
responses after RT and was more effective than inhibiting
angiogenesis. This represents a fairly new and promising
way to increase the response to RT.

Apoptosis modulation

Modulation of apoptosis sensitivity, mainly linked to
caspase activation, has emerged as a promising strategy to
increase radiation-induced cell kill and improve clinical
outcome. There are two major pathways for the activation
of inducer caspases: the mitochondrial-dependent intrinsic
pathway and the extrinsic pathway involving ligand-
binding death receptors at the cell surface. Most apoptotic
stimuli, including radiation and chemotherapy, depend
on the intrinsic mitochondrial pathway in which induced
permeability of the mitochondrial outer membrane
permits the release of pro-apoptotic factors into the
cytosol. The activation of the extrinsic pathway depends
on ligand binding to cell surface death receptors, such as
tumor necrosis factor (TINF)-related apoptosis-inducing
ligand (TRAIL) receptors and CD95 which are members
of the TNF receptor superfamily and activate inducer
caspases at the death domain in their cytoplasmic tail (29).
Interventional strategies that target apoptotic pathways
can be distinguished as those that promote pro-apoptotic
signaling and those that inhibit anti-apoptotic signaling.
While of interest as a therapeutic modality in itself, TRATL
is also an excellent candidate for combination therapy, since
TRAIL and radiation activate partially distinct apoptosis
signaling pathways, and a molecular basis for synergy may
lie in the up-regulation or sensitization of the TRAIL
receptor complex by radiation.

Prerequisite for the development of novel
combined radio-molecularly targeted agents

To speed-up the process of developing new combined
modality treatments, good preclinical models for
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optimization of the ratio between efficacy and toxicity and
a well established methodology gathering quality controls
within a network of advanced high-tech laboratories and
clinical departments devoted to early phase trials, as well as
trained in implementing new imaging modalities including
fluorodeoxyglucose (FDG)-positron emission tomography
(PET) and new tracers, usetul for monitoring or predicting
response to RT, are indispensable (30). Even if it has been
well demonstrated that FDG PET is useful to study the
glucose metabolism of tumor cells, proliferation could
be studied by fluorothymidine (FLT)-PET and hypoxia
by fluoromisonidazole (F-miso) and fluoroazomycin
arabinoside (FAZA) (31). Receptor-based imaging has
also been introduced with tracers targeting EGFR, HER2
and the somatostatin receptor. Efficacy induced by RT
combined with chemotherapeutics or targeted agents
induce changes in a tumor’s physiology, metabolism and
proliferation which often precede volumetric changes.
Therefore, reliable biomarkers and imaging modalities
that could assess treatment response more rapidly or even
predict tumor response to treatment at an early phase,
would be very useful in identifying the responders and/or
avoiding toxic therapies in non-responders. The currently
available assays to detect the most prominent types of
radiation induced cell death (apoptosis, necrosis, mitotic
catastrophy, autophagy and senescence) i vitro and in vivo,
have been described comprehensively by Verheij (32).

In the framework of the EORTC, a strategic initiative
called Synergy of Targeted Agents and Radiation Therapy
(STAR), offers industry and pharmaceutical companies an
efficient and robust preclinical evaluation of the combination
of new molecular targeted therapy and RT. The duration
of phase I RT combination studies is perceived as a major
challenge by the pharmaceutical industry (33), and there is
a lack of acceptable endpoints for such RT studies and of
defined regulatory pathways to consecutive approval. In order
to convince the pharmaceutical industry of a dedicated drug
development program, the EORTC ROG is providing a
network of experienced radiotherapy departmments, a radiation
therapy quality assurance (RTQA) program dedicated to
clinical trials, disease oriented group working parties, strong
connections with the EORTC Imaging and Pathobiology
Groups, and working in close connection with a headquarter
platform. It could facilitate the rational selection of agents
and provide a straightforward methodology for conducting
carly clinical trials. In the future, multi-study agreements
between pharmaceutical companies with such academic and
independent clinical trial groups should be tavored so as to
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incorporate pre-clinical research into agreements for drug

development.
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RESUME

Le cancer bronchopulmonaire reste le cancer le plus meurtrier. Une meilleure compréhension de la bio-
logie et de la physiologie des tumeurs pulmonaires pourrait permettre de contréler leur développement
et/ou d’améliorer leur prise en charge thérapeutique. Le concept de cellule souche cancéreuse fait réfé-
rence a une sous-population de cellules cancéreuses aussi appelées cellules initiatrices de tumeur ayant
la capacité de régénérer une tumeur ad integrum. Des cellules présentant les caractéristiques des cellules
souches cancéreuses ont été identifiées et isolées dans le cancer bronchopulmonaire. L'identification de
marqueurs cellulaires et de voies de signalisation des cellules souches cancéreuses pulmonaires pour-
rait apporter des éléments nouveaux dans le traitement et le pronostic. Des données précliniques sur
des cibles potentielles spécifiques des cellules souches cancéreuses émergent ces derniéres années. Ces
études préliminaires constituent les étapes essentielles du développement et de la mise au point de

nouvelles thérapies dans le cancer bronchopulmonaire.
© 2011 Société frangaise de radiothérapie oncologique (SFRO). Publié par Elsevier Masson SAS. Tous
droits réservés.

ABSTRACT

Lung cancer remains the leading cause of cancer death. Understanding lung tumours physiopathology
should provide opportunity to prevent tumour development orfand improve their therapeutic mana-
gement. Cancer stem cell theory refers to a subpopulation of cancer cells also named tumour initiating
cells that can drive cancer development. Cells presenting these characteristics have been identified and
isolated from lung cancer. Exploring cell markers and signalling pathways specific to lung cancer stem
cells may lead to progress in therapy and improve the prognosis of patients with lung cancer. Continuous
efforts in developing in vitro and in vivo models may yield reliable tools to better understand cancer stem
cell abilities and to test new therapeutic targets. Even if some data are in favour of a higher chemo and
radioresistance of cancer stem cells this issue remains disputed. Preclinical data on putative cancer stem
cell targets are emerging by now. These preliminary studies are critical for the next generation of lung

cancer therapies.
© 2011 Société frangaise de radiothérapie oncologique (SFRO). Published by Elsevier Masson SAS. All
rights reserved.

1. Introduction

De nombreuses thérapeutiques innovantes ont été développées
ces derniéres années dans le cancer bronchopulmonaire dont le
pronostic reste trés péjoratif, avec un taux de survie de 'ordre
de 15% a cing ans tous stades confondus. Il existe une réelle et
profonde modification de I'épidémiologie des cancers bronchiques

1278-3218(% - see front matter © 2011 Société francaise de radiothérapie oncologique (SFRO). Publié par Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.
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en particulier chez la femme et les non-fumeurs qui sont deve-
nus un nouveau probléme de santé publique et un enjeu dans le
développement de nouvelles stratégies thérapeutiques. Le cancer
bronchique pose le probléme des récidives précoces a I'arrét des
traitements anticancéreux. Le concept de cellules souches cancé-
reuses capables de résister aux traitements cytotoxiques comme
la chimiothérapie ou la radiothérapie pourrait contribuer a expli-
quer la récidive de ces tumeurs a I'arrét des thérapeutiques [1].
Cibler ces cellules souches cancéreuses afin d’éradiquer la maladie
pourrait étre une stratégie innovante et constituer une perspec-
tive intéressante des thérapies ciblées. Cet article a pour objectif de
faire un état des lieux des connaissances et des derniéres avancées
dans le domaine des cellules souches cancéreuses pulmonaires et
de leurs implications cliniques en se basant sur les données précli-
niques disponibles obtenues grice aux modéles de cellules souches
cancéreuses que nous exposeront.

2. Cellules souches cancéreuses

Deux modéles principaux ont été décrits pour expliquer la proli-
fération tumorale : le modéle dit « d’évolution clonale », impliquant
une composante stochastique, et le modéle des cellules souches
cancéreuses, qui est basé sur une définition hiérarchique. Selon
le modéle «d’évolution clonale», la tumeur provient d’'une seule
cellule originelle et la prolifération tumorale résulte de modifica-
tions génétiques acquises au sein du clone originel permettant une
sélection séquentielle de cellules plus agressives [2]. Le modéle des
cellules souches cancéreuses est basé sur le fait que la tumeur est
constituée de cellules fonctionnellement hétérogénes et que seules
les cellules souches cancéreuses ont la capacité de proliférer indéfi-
niment et de former de nouvelles tumeurs ad integrum, dans toute
leur hétérogénéité phénotypique [1,3]. Ces modéles ne s’excluent
pas mutuellement et peuvent tout a fait coexister [4]. Des données
récentes soutiennent I'hypothése des cellules souches cancéreuses,
qui suggérent qu'une sous-population relativement rare de cellules
au sein de la tumeur aurait la capacité d'initier et de perpétuer la
prolifération tumorale [5]. Les cellules souches cancéreuses ont été
identifiées et isolées dans différentes tumeurs solides comme les
carcinomes bronchopulmonaires [6-11]. Ces cellules peuvent étre
définies comme des cellules tumorales capables de donner nais-
sance a tous les types cellulaires présents au sein d’'une tumeur. Les
cellules souches cancéreuses partagent de nombreuses caractéris-
tiques des cellules souches embryonnaires et somatiques comme
les capacités d’autorenouvellement et de différenciation multipo-
tente [12,13]. U'auto-renouvellement est défini comme la capacité
d'effectuer un nombre illimité de cycles cellulaires tout en main-
tenant un état indifférencié. Les cellules souches se caractérisent
par leur capacité de renouvellement par mitose et de différen-
ciation en un large spectre de sous-types cellulaires spécialisés.
L’autorenouvellement, qui assure la tumorogenése, et la différen-
ciation, qui permet I'hétérogénéité cellulaire au sein de la tumeur,
sont considérés comme les propriétés clés des cellules souches can-
céreuses.

Les populations de cellules souches non tumorales sont regrou-
pées en niches, définies comme des régions spécifiques régulant
la participation de ces cellules au renouvellement tissulaire, i sa
maintenance et a sa réparation [14]. Ces niches correspondent
au microenvironnement qui interagit avec les cellules souches
pour réguler leur autorenouvellement et leur différenciation. La
dépendance des cellules souches vis-a-vis de leur niche limite leur
expansion. Les cellules souches cancéreuses pourraient provenir
de cellules souches non tumorales mutées capables d'échapper
au controle de leur niche [15]. De plus en plus de données sug-
gérent un role important du microenvironnement de la tumeur
et de I'hdte sur le statut souche lui-méme [16]. La prolifération

des cellules de ces niches pourrait étre guidée par des altéra-
tions des cellules souches cancéreuses ou d’autres cellules de ces
niches. Dans les deux cas, il existerait un autorenouvellement
d'un pool de cellules souches cancéreuses capables de donner
de maniére aberrante des cellules cancéreuses différenciées qui
constituent la masse tumorale [17]. Certaines altérations des cel-
lules souches cancéreuses pourraient leur permettre d’agir sur
d’autres niches cellulaires en émettant des signaux favorisant leur
auto-renouvellement. Calabrese et al. ont montré que les niches
vasculaires au sein des tumeurs cérébrales contribuent directement
ala genése de cellules souches cancéreuses et a la croissance tumo-
rale [18]. Bien que certaines cellules souches soient périvasculaires,
d’autres pourraient se trouver dans des zones hypoxiques et pour-
raient étre régulées par les gradients d'oxygéne tissulaire [19]. Les
mécanismes sous-jacents restent peu connus mais l'oxygénation
pourrait jouer un role direct sur la régulation des cellules souches
via la modulation de HIF-1a (hypoxia-induced factor) et la voie
de Wnt/B-caténine [20]. Cette hypothése selon laquelle les cel-
lules souches cancéreuses pourraient dépendre de I'influence d'une
niche microenvironnementale pourrait déboucher sur une nou-
velle cible thérapeutique.

Certaines caractéristiques fondamentales sont nécessaires pour
reconnaitre une cellule souche cancéreuse. Le terme de cellule
initiatrice de tumeur est souvent utilisé pour faire référence aux
cellules souches cancéreuses. En effet, des transplantations en
série de cellules souches cancéreuses sur des modéles animaux,
restaurent en partie I'hétérogénéité phénotypique de la tumeur ini-
tiale [21]. Des xénogreffes sur souris immunodéficientes, suivies de
transplantations en série sont actuellement considérées comme un
critére essentiel dans la définition des cellules souches cancéreuses.
Cette caractéristique prépondérante pourrait constituer un paral-
léle mécanistique avec la régénération de tissus ou organes a partir
de cellules souches non tumorales. Les cellules souches cancéreuses
peuvent étre cultivées en condition non adhérentes sous forme de
sphéres[22]. La capacité d’autorenouvellement doit également étre
démontrée pour pouvoir parler de cellules souches cancéreuses.

Dans certains modéles in vitro il a été montré que les cellules
souches cancéreuses sont hautement résistantes a la radiothérapie
et a la chimiothérapie [23,24]. Cela pourrait expliquer un reli-
quat tumoral, correspondant a la notion de maladie résiduelle, a
partir duquel pourrait se faire la récidive. Toutefois la radiorésis-
tance des cellules souches cancéreuses reste trés controversée. Les
résultats expérimentaux contradictoires observés pourraient étre
liés aux difficultés d'isolement d'une sous-population de cellules
souches cancéreuses au sein d'une tumeur (appelée side population
en anglais ou SP) [25]. Les cellules souches cancéreuses pourraient
étre moins vulnérables du fait de propriétés intrinséques de radio-
et chimiorésistance [26]. Une des hypothéses est que les cellules
souches cancéreuses seraient moins sensibles aux dommages de
I’ADN induits par ces traitements [27,28)]. Les cellules souches can-
céreuses pourraient avoir des capacités de réparation accrues [29].

La fréquence des cellules souches cancéreuses semble trés
variable ce qui refléte la grande diversité biologique des tumeurs
et les difficultés techniques importantes pour les étudier. Cette
sous-population marginale (SP) a été identifiée en utilisant des
techniques de tri cellulaire par cytométrie de flux basé sur
I'élimination du Hoechst 33 342 [30]. Ce test repose sur un trans-
porteur transmembranaire ABCG2 qui est un membre de la sous
famille G des transporteurs « ATP Binding Cassette » (ABC). ABCG2 est
I'une des protéines transmembranaires de résistance multidrogue
(MDR) les plus importantes et le Hoechst 33342 est I'un de ses
substrats [31]. Ce transporteur est fortement exprimé dans la
sous-population marginale contenant des cellules souches [32]. Les
cellules souches cancéreuses sont capables d’autorenouvellement
et peuvent donner des progéniteurs différenciés. Ces progéniteurs
sont engagés dans une voie de différenciation qui génére progres-
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sivement des cellules matures. Les cellules souches cancéreuses
expriment des marqueurs de surface tissus-spécifiques comme le
CD34 dans certaines leucémies ou le CD44 dans les cancers mam-
maires [6,33]. Aucun de ces marqueurs n’est spécifique des cellules
souches: le CD34est exprimé par les cellules endothéliales et
hématologiques normales, le CD44 est exprimé par les cellules
endothéliales et mésenchymateuses. Le CD133 a été observé sur
un large spectre de cellules cancéreuses et en particulier dans les
carcinomes bronchiques [11,34]. La fonction du CD133 demeure
inconnue. Le CD133 pourrait avoir un role dans I'activation et le
maintien des cellules souches et pourrait réguler les activités de
contacts intercellulaires [35,36]. Le phénotype des cellules souches
cancéreuses n'est pas nécessairement uniforme d'un sous type
tumoral i l'autre ni méme au sein d'un méme sous type tumo-
ral [37]. L'aldéhyde déshydrogénase (ALDH) est impliquée dans le
meétabolisme d'une large variété d’'aldéhydes endogénes et exo-
génes [38]. Une forte activité de I'aldéhyde déshydrogénase a été
retrouvée dans les cellules souches et progénitrices de différentes
lignées [39-41]. Cela suggére qu'une forte activité et/ou expres-
sion d’aldéhyde déshydrogénase pourrait servir de marqueur des
cellules souches cancéreuses dans certains cancers, en particulier
bronchiques [42].

3. Le concept de cellule souche cancéreuse est-il toujours
discuté?

Dans le modéle stochastique la transformation tumorale résulte
de mutations survenant au hasard et de la sélection clonale qui
en découle. Mais ce modéle n'est peut étre pas suffisant pour
expliquer toute la biologie de la cancérogénése. Le vide concep-
tuel laissé par ce modéle pourrait étre comblé par I'hypothése
des cellules souches cancéreuses particuliérement intéressante
dans ce contexte. En effet, la carcinogénése suppose I'acquisition
et l'accumulation de mutations génétiques et de régulations
épigénétiques qui peuvent prendre plusieurs années. Puisque
I'épithélium pulmonaire se renouvelle relativement rapidement,
il doit y avoir un type cellulaire, dont la durée de vie est plus
longue, qui sert de réservoir conservant toutes ces mutations
accumulées. Cela pourrait s'intégrer dans I'hypothése des cellules
souches cancéreuses et expliquer 'hétérogénéité des cellules can-
céreuses et des événements métastatiques. Cette théorie pourrait
apporter des bases fondamentales pour la compréhension des
mécanismes de résistance a la chimiothérapie et a la radiothé-
rapie ainsi que des mécanismes de formation et de progression
tumorale. Cela pourrait avoir d'importantes implications cliniques
dans la prévention, le dépistage et le traitement des cancers
[3]. Toutefois des controverses persistent [43-45]. La croissance
tumorale n'est peut étre pas commandée par de rares cellules
souches cancéreuses. La théorie des cellules souches cancéreuses
n'est pas nécessairement un prérequis pour expliquer la résis-
tance a la chimiothérapie et a la radiothérapie de certaines
tumeurs. Ces résistances peuvent étre en rapport avec des phé-
notypes de MDR [46]. Une certaine flexibilité métabolique peut
générer des changements adaptatifs dans les cellules tumorales
résiduelles pouvant conduire a la croissance tumorale et a la
récidive [47]. La progression tumorale et la récidive pourraient
s'expliquer par un état de dormance des cellules cancéreuses
[48]. Les cellules souches cancéreuses ne sont peut étre pas une
entité réelle. La théorie des cellules souches cancéreuses pour-
rait étre la simple transposition au cancer du modéle des cellules
souches dans le développement des tissus normaux. Bien que
I'hypothése des cellules souches nécessite encore d'étre validée
dans les carcinomes bronchiques, son applicabilité apporterait une
amélioration de notre compréhension des mécanismes de cancé-
rogénese,

4. Cancers bronchiques

Avec un taux de survie a cing ans tous stades confondus
d’environ 15%, le cancer du poumon est 'un des cancers les
plus meurtriers. Ce pronostic défavorable est lié 4 une dissémina-
tion extrathoracique et a des récidives fréquentes. Les principaux
types de cancers bronchiques sont les cancers bronchiques a
petites cellules et les cancers bronchiques non a petites cel-
lules, qui comprennent trois types histologiques majoritaires:
I'adénocarcinome, le carcinome épidermoide et les carcinomes a
grandes cellules [49]. Environ 15% des cancers bronchiques sont
des cancers bronchiques a petites cellules qui prennent naissance
dans les voies aériennes proximales, ont une croissance rapide
et comportent une composante neuroendocrine. Les adénocarci-
nomes représentent environ 40% des cancers bronchiques non
a petites cellules et prennent le plus souvent naissance dans
le parenchyme pulmonaire distal. Les carcinomes épidermoides
constituent environ 25% des cancers bronchiques non a petites
cellules et débutent généralement i proximité d'une bronche proxi-
male. Les carcinomes a grandes cellules semblent provenir de
cellules neuroendocrines et peuvent étre observés en associa-
tion a d’autres types histologiques de cancers bronchiques non a
petites cellules. Ces tumeurs bronchiques neuroendocrines sont
des tumeurs épithéliales caractérisées par leur différenciation neu-
roendocrine préférentielle comme en témoignent les granulations
neuroendocrines, la présence de mucine et de tonofilaments ainsi
que la positivité aux marqueurs neuroendocrines (chromogranine,
synaptophysine, CD56) [50].

Le tabac serait a l'origine de 90% des cancers bronchiques.
Toutefois, différentes modifications génétiques ont été décrites
dans les cancers bronchiques comme des anomalies chromo-
somiques récurrentes [51], une augmentation de l'activité des
télomérases [52] et des mutations d’oncogénes ou de génes sup-
presseurs de tumeur (TP53, RB1, CDKN2A, KRAS, récepteurs de
I'epidermal growth factor [EGFR]). Certains pourraient étre des
marqueurs pronostiques, d’autres pourraient avoir un role direct
dans la cancérogenése bronchique dans un contexte d'interaction
geéne-environnement [53]. Le lien entre ces mutations et le carac-
tére souche des cellules cancéreuses est un aspect important a
étudier. Les données actuelles sont insuffisantes pour détermi-
ner si les mutations conduisant aux cellules souches cancéreuses
ont lieu dans des cellules souches normales ou dans des cellules
différenciées pulmonaires saines. Ces données laissent a penser
qu'une connaissance approfondie de chaque type tumoral pourrait
conduire au développement de traitements personnalisés.

5. Cellules souches pulmonaires normales ou non
tumorales

Le systéme respiratoire dérive de I'endoblaste du tube digestif
primitif antérieur et suit un développement arborescent de tubules
épithéliaux et de structures vasculaires qui conduit a la formation
des voies aériennes et des alvéoles matures. Une séquence pré-
cise de divisions dichotomiques a partir du bourgeon bronchique
qui provient d'une évagination a la face ventrale du tube digestif
primitif antérieur abouti a la formation d'un réseau tubulaire rami-
fié. Ce processus pourrait étre dirigé par un programme stéréotypé
hiérarchisé d’'embranchements successifs dont le contrdle molé-
culaire reste a I'étude [54,55]. Le développement du parenchyme
pulmonaire est fortement influencé par des signaux provenant de
I'épithélium et de la plévre qui permettent un équilibre entre la
différenciation et la prolifération des progéniteurs multipotents au
cours de la croissance pulmonaire [56]. Durant la morphogénése
de I'arbre bronchique, le facteur de transcription Sox2 est associé
a I'épithélium moins morphologiquement actif. Il existe une perte
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Fig. 1. Cellules souches cancéreuses pulmonaires et cellules progénitrices malignes dont la différenciation aboutit a I'hétérogénéité du cancer bronchopulmonaire. Les
hiérarchies cellulaires normale et tumorale générent progressivement des cellules progénitrices puis des cellules différenciées matures aussi bien au niveau des voies
aériennes distales que proximales. Les hypothéses proposées sont indiquées en pointillés.

d’expression de Sox2 dans les zones d’émergence des bourgeons
bronchiques [57,58]. Puisque les cellules épithéliales de I'arbre
bronchique continuent de se différencier, il est indispensable de
maintenir et d’accroitre un pool de cellules progénitrices, non enga-
gées dans une voie de différenciation, capables d’assurer la crois-
sance continue et le renouvellement de I'arbre bronchique (Fig. 1).
Ce pool de cellules pourrait se trouver en zone distale et serait
constitué d’'une population de cellules épithéliales immatures pro-
liférantes exprimant fortement le protooncogéne Mycn [59].

L'épithélium respiratoire mature est constitué de nombreux
types cellulaires. Les cellules ciliées, neuroendocrines et sécrétrices
sont situées dans la partie proximale de I'arbre respiratoire. Les
cellules alvéolaires de type 1 (AT1) et 2 (AT2) se trouvent a la par-
tie distale de I'arbre bronchique, en zone alvéolaire (Fig. 1). Les
analyses de lignage cellulaire suggérent que l'origine des cellules
formant la trachée et la partie proximale de I'arbre est différente
de celle des cellules de la partie distale [60]. Pendant le développe-
ment bronchique, I'activité des pools de cellules progénitrices serait
régiospécifique et donc différente entre les parties proximales et
distales ce qui expliquerait les compositions cellulaires différentes
et spécifiques des parties trachéo-bronchique et bronchioloalvéo-
laire de I'arbre respiratoire [61]. Les cellules basales pourraient
étre les progéniteurs multipotents de l'arbre bronchique. Elles
ont la capacité de restaurer un épithélium bronchique différen-
cié complet [62,63]. Les cellules souches cancéreuses bronchiques
pourraient partager des voies de développement communes avec
les cellules souches pulmonaires normales.

6. Cellules souches cancéreuses pulmonaires

Les altérations épithéliales des voies aériennes retrouvées
dans des pathologies pulmonaires aigues ou chroniques peuvent
augmenter significativement le risque de développer un cancer
bronchique [64,65]. La contribution des cellules souches des voies

aériennes dans le renouvellement et I'entretien de I'épithélium
normal n'est pas connue [66]. Les cellules de Clara participent a
I'entretien des cellules sécrétrices et des cellules ciliées lors de
dommages oxydatifs [67]. Cependant, une population de cellules
souches résistantes aux agents polluants localisée a la jonction
entre les bronchioles et les alvéoles contribuent a la restauration
d'un épithélium phénotypiquement hétérogéne aprés déplétion
en cellules de Clara [68]. Ces cellules sont nommées cellules
souches broncho-alvéolaires (Fig. 1). Les cellules neuroendocrines
pulmonaires ainsi que les cellules de Clara ont été évoquées
comme potentiellement progénitrices et impliquées dans la genése
des cancers bronchiques a petites cellules et des cancers bron-
chiques non a petites cellules [69]. Les cellules neuroendocrines
pulmonaires sont des cellules épithéliales des voies respiratoires
spécialisées capables de produire des neuropeptides. Elles sont
regroupées entre elles pour former des corps neuroépithéliaux
(ou neuroepithelial bodies: NEB). La réparation des dommages
des voies respiratoires est associée a une hyperplasie des cel-
lules neuroendocrines pulmonaires [70]. Des cellules présentant
des caractéristiques proches de celles des cellules de Clara avec
une expression réduite de protéines secrétrices ont été identifiées
comme étant associées a des lésions prénéoplasiques [71]. Cela
suggére que des cellules engagées dans des voies de différencia-
tion pourraient réactiver des génes d'immaturité. Dans ce contexte,
les cellules souches cancéreuses pourraient provenir d'une popu-
lation restreinte de progéniteurs ou de cellules plus différenciées
ayant réactivé leur capacité d'autorenouvellement [5]. Cette hypo-
thése pourrait avoir un impact direct sur le concept de plasticité
des cellules souches qui est défini comme leur capacité a franchir
la barriére de lignage et a adopter un phénotype de cellule dif-
férenciée [72]. Cela souléve également la question d’'une possible
trans-différenciation de cellules différenciées en cellules souches
cancéreuses expliquant la diversité phénotypique des cellules can-
céreuses [73].
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de cellules souches cancéreuses pulmonaires.

Les cellules souches broncho-alvéolaires situées a la jonction
bronchioloalvéolaire des voies respiratoires de I'adulte pourraient
étre des cellules initiatrices d’adénocarcinome pulmonaire [74].
Les cellules souches et les progéniteurs pourraient &tre consi-
dérés comme des candidats idéaux initiateurs de tumeur car
la dérégulation des capacités prolifératives par mutation pour-
rait rapidement provoquer une croissance dysplasique proche de
celle des tumeurs. L'origine commune endoblastique des cellules
souches pourrait &tre responsable de la différenciation multi-
directionnelle des tumeurs bronchiques, incluant le phénotype
neuroendocrine des cancers bronchiques non a petites cellules ainsi
que les stigmates épidermoides ou glandulaires de différenciation
des authentiques tumeurs neuroendocrines [75].

L'hétérogénéité phénotypique observée entre les différents
types tumoraux suggére un impact important du microenviron-
nement des tumeurs pulmonaires sur le devenir des cellules
cancéreuses [76]. Le programme de développement de cellules ini-
tialement engagées dans une voie de lignage spécifique peut étre
modifié par des changements de signaux provenant du microen-
vironnement local [77]. Les différentes tumeurs bronchiques
pourraient provenir de niches de cellules souches cancéreuses spé-
cifiques de certaines régions pulmonaires. Toutefois leur existence
reste débattue [78].

7. Modéle des cellules souches cancéreuses pulmonaires

Les cellules tumorogénes pulmonaires humaines ont été isolées
en utilisant différentes approches a partir de lignées cellulaires
et de tumeurs primitives. Les modéles de cellules souches can-
céreuses établis a partir de lignées cancéreuses pulmonaires sont
basés sur le phénotype ou sur les caractéristiques fonctionnelles de
ces cellules (Fig. 2). La sous-population isolée a montré une capacité
de repopulation et de résistance a de multiples drogues de chi-
miothérapie dans le cancer bronchique. De plus, I'expression de
la télomérase humaine reverse transcriptase (hTERT) est plus éle-

vée dans la SP ce qui suggére que cette fraction cellulaire serait
particuliérement riche en cellules initiatrices de tumeurs bron-
chiques dont le potentiel prolifératif serait illimité [79-82]. Les
cellules souches cancéreuses peuvent étre identifiées et isolées par
tricellulaire a I'aide d'une technique de cytométrie de flux utili-
sant le marqueur de surface CD133 [37]. Le peu de marqueurs
précoces pour les progéniteurs pulmonaires représente un net
manque dans nos connaissances. Les marqueurs connus ne sont
pas toujours idéaux pour trier les populations de cellules souches
cancéreuses [83]. Le phénotype des cellules souches cancéreuses
n'est pas uniforme ce qui souligne la nécessité de trouver de nou-
veaux marqueurs plus spécifiques ou d'identifier des combinaisons
de marqueurs pour caractériser les cellules souches cancéreuses
potentielles. L'isolement des cellules souches cancéreuses pulmo-
naires basé sur une activité élevée d'aldéhyde déshydrogénase
a été obtenu en utilisant la technique d’Aldefluor suivi d'un tri-
cellulaire par activation de fluorescence (FACS) (Fig. 2) [42]. La
seconde approche conduisant a I'isolement de cellules souches can-
céreuses pulmonaires a été basée sur leurs propriétés inhérentes
fonctionnelles de résistance a la chimiothérapie (Fig. 2). Les cel-
lules survivantes aprés traitement par cisplatine, doxorubicine ou
étoposide ont été isolées. Elles présentent les caractéristiques phé-
notypiques précédemment décrites [84]. Ces différents modeéles de
cellules souches cancéreuses développés a partir de lignées cancé-
reuses peuvent étre cultivés in vitro en tumorosphéres en condition
non adhérentes en utilisant du milieu sans sérum supplémenté
par des facteurs de croissance. Ces cellules ont également un fort
potentiel clonogéne, des capacités d’autorenouvellement, de pro-
duction de progéniteurs différenciés et de forte tumorogénicité
in vivo (Fig. 3).

Les premiéres expériences d'isolement, de culture et
d'expansion de cellules souches cancéreuses pulmonaires a
partir de tumeurs primitives issues de patients ont été basées sur
la capacité de ces cellules a survivre dans du milieu de culture
sans sérum et a proliférer en formant des tumorosphéres [11]. Les
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correspondants.

cellules CD133+ isolées a partir de tumeurs primitives présentaient
des caractéristiques de cellules souches cancéreuses in vitro et
in vivo [85]. L'expression de CD133 par les tumeurs a été corrélée
avec une survie sans progression plus courte chez les patients
traités par une chimiothérapie a base de platine, mais ce point
reste controversé [86-89].

In vivo, les dilutions limite consistent a injecter un nombre
décroissant de cellules. Cette méthode, utilisée pour des xéno-
greffes tumorales sous-cutanées, pourrait prouver un enrichis-
sement en cellules souches cancéreuses dans la sous-population
cellulaire isolée [27,90]. A ce jour, il n'y a pas de données publiées
sur l'utilisation de cette méthode dans le modéle des cellules
souches cancéreuses pulmonaires permettant de déterminer le
nombre minimal de cellules initiatrices de tumeur nécessaire et
suffisant pour régénérer une tumeur.

Quelques modéles murins de cellules initiatrices de tumeurs
pulmonaires ont été développés [74,91]. La fréquence des cellules
souches cancéreuses dans ces modéles est trés variable. Actuelle-
ment, il n’existe pas de sous-population isolée a partir d'un modéle
animal capable de restaurer I'hétérogénéité de la tumeur initiale
chez un héte secondaire ou tertiaire [83].

8. Radiosensibilité des cellules souches cancéreuses

L'existence des cellules souches cancéreuses et leur sensibilité
aux traitements est une question cruciale en cancérogénése et pour
la curabilité des tumeurs. Plusieurs études suggérent une résis-
tance des cellules souches cancéreuses a la chimiothérapie ainsi
qu'a la radiothérapie. Phillips et al. ont montré sur des modéles
de culture en mammosphéres, riches en cellules de phénotype
CD24-/Pas|CD44*, que des cellules issues de lignées cellulaires
de carcinome mammaire ayant des propriétés «initiatrices de
tumeur» sont plus radiorésistantes que les autres cellules de car-
cinome mammaire [91]. En effet, cette équipe a mis en évidence
une différence absolue de la fraction survivante a 2Gy de 20% en
moyenne ainsi qu'une diminution du taux d’espéces réactives de

I'oxygéne et du taux d’histones H2AX phosphorylés (yH2AX) dans
les cultures sphéroides riches en cellules initiatrices de tumeur,
yH2AX étant un senseur des cassures double-brin de '’ADN. De plus,
l'irradiation fractionnée d'une population mixte en culture aug-
mente le pourcentage de cellules non adhérentes CD24-/bas/CD44*
suggérant une relative radiorésistance de cette sous-population qui
pourrait expliquer les phénoménes de poursuite évolutive sous
radiothérapie. Toutefois, Diehn et al. soulévent plusieurs points
importants dans I'interprétation de ces résultats [92]. Tout d’abord,
le concept de cellule souche décrit dans les tumeurs primitives
n'est pas nécessairement transposable aux lignées cellulaires du
fait de leurs multiples passages en culture dans des conditions arti-
ficielles pouvant influencer leur potentiel tumorogéne. De plus,
les conditions de culture peuvent induire des différences fonc-
tionnelles entre les cellules souches cancéreuses et les cellules
cancéreuses « non souches» de la masse tumorale observées in
vitro. Les cultures de mammosphéres de Phillips et al. ont été réa-
lisées en présence d'epidermal growth factor (EGF) et de fibroblast
growth factor (FGF) qui sont connus pour réduire la radiosensibilité
cellulaire [93,94]. Les protéines de surface utilisées pour identi-
fier les cellules souches cancéreuses ne sont pas nécessaires et
suffisantes pour conférer des propriétés analogues a celles des
cellules souches. Ces protéines ne peuvent étre considérées pour
I'instant que comme des marqueurs de sélection sans implication
fonctionnelle. 11 est donc impératif de montrer que la popula-
tion sélectionnée par son phénotype de surface posséde bien les
caractéristiques fonctionnelles des cellules souches cancéreuses
c'est-a-dire la capacité d’autorenouvellement ainsi que celle de
donner naissance a des progéniteurs engagés vers une différen-
ciation et que les cellules cancéreuses considérées comme «non
souches » ne présentent pas ces propriétés. Clarke et al. ont pro-
posé de mettre en évidence cette différence de propriétés grace
d des modéles animaux de transplantation en série de cellules
souches cancéreuses et de cellules cancéreuses « non souches»
[95]. Dans les différentes études sur des modéles murins, plu-
sieurs centaines voir milliers de cellules souches cancéreuses sont
nécessaires a la formation d’'une tumeur. Il est possible que parmi
ces cellules initiatrices de tumeur seule une partie corresponde a
des cellules souches capables d’autorenouvellement et de produc-
tion de progéniteurs malins. Les cultures de sphéroides de Phillips
et al. contiennent environ 40 % de cellules CD24-/%35/CD44* et pos-
siblement encore moins de vraies cellules souches cancéreuses.
L'existence d'une population mixte de cellules souches et «non
souches» peut biaiser les analyses fonctionnelles reflétant égale-
ment les propriétés des cellules « contaminantes» correspondant
possiblement a des progéniteurs précoces.

Enfin, in vivo le microenvironnement peut avoir un effet
de régulation positive ou négative de la radiosensibilité extrin-
séque de ces cellules souches cancéreuses. Ainsi, si les cellules
souches cancéreuses sont situées dans des régions hypoxiques, le
taux d’'espéces réactives de l'oxygéne produites sera plus faible
conduisant a une moindre radiosensibilité. En effet, il existe des
données cliniques et précliniques montrant que le taux de contrdle
local de la tumeur aprés radiothérapie est inversement corrélé
a I'hypoxie tumorale [96,97]. Cette hypothétique protection des
cellules souches cancéreuses par I'hypoxie est corroborée par les
études cliniques montrant une meilleure radiosensibilité tumorale
lors de I'exposition a des drogues augmentant la sensibilité des
cellules hypoxiques aux radiations ionisantes comme les nitroi-
midazolés ou lors de l'inhalation de gaz enrichis en oxygéne en
condition hyperbare [98]. Il pourrait donc exister, au sein de la
tumeur, des niches microenvironnementales radioprotectrices. Il
est par conséquent, important d’évaluer la radiosensibilité dans un
contexte tumoral in vivo et non-seulement sur des cultures cellu-
laires dont la pertinence clinique reste limitée. L’hypoxie pourrait
également agir directement sur les cellules souches cancéreuses
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par le biais des facteurs inductibles par I'hypoxie (HIFs) comme
HIF2a qui pourraient induire I'expression du facteur de transcrip-
tion Oct4 qui est I'un des éléments clés du renouvellement et de
I'auto-entretien des cellules souches dans de nombreux tissus [99].

Des études complémentaires permettant de préciser la distri-
bution des cellules souches cancéreuses au sein de la tumeur, leur
regroupement en niche oil au contraire leur répartition homo-
géne, pourraient avoir un impact majeur sur la stratégie balistique
et dosimétrique en radiothérapie. Des études portant sur les
techniques d'imagerie fonctionnelle et moléculaire permettant
d'identifier les zones hypoxiques et de localiser les cellules souches
grice a leurs marqueurs de surface ainsi qu'a de nouveaux tra-
ceurs plus spécifiques pourraient conduire a un ciblage des cellules
souches cancéreuses par la radiothérapie a I'heure du dose pain-
ting et des techniques modernes hautement conformationnelles
comme la stéréotaxie. De plus, les cellules hypoxiques seraient plus
sensibles aux fortes doses par fraction utilisées en radiothérapie en
conditions stéréotaxiques qu’a celles utilisées en fractionnement
classique [100]. Une autre des hypothéses intéressantes avancées
est que les phénomeénes de réoxygénation entre les fractions pour-
raient induire une différenciation des cellules souches cancéreuses
les rendant sensibles aux traitements actifs sur les cellules différen-
ciées de la masse tumorale et ainsi permettre d'éradiquer la tumeur
[26].

Baoetal. suggérent que les cellules souches de glioblastome sont
radiorésistantes et qu'elles pourraient étre a l'origine des échecs
de traitement de cette pathologie [29]. En effet, ces auteurs ont
montré que les cellules CD133* de glioblastome multiforme, consi-
dérées comme initiatrices de tumeur, sont plus radiorésistantes que
les cellules CD133~, In vitro (sur des cultures de neurosphéres) et
in vivo (sur des modéles de xénogreffe), ces auteurs ont montré
une accumulation de cellules CD133* aprés irradiation. Une aug-
mentation méme modérée du pourcentage de cellules CD133* en
suspension, utilisées pour initier des tumeurs entraine une aug-
mentation drastique du taux de croissance tumorale. Enfin, Bao
et al. ont étudié de nombreux marqueurs de dommages induits
par l'irradiation (apoptose, phosphorylation des histones H2AX,
phosphorylation des génes impliqués dans la réparation de 'ADN)
montrant que les cellules CD133* sont capables d’activer des méca-
nismes de réparation de maniére plus efficace que les cellules
CD133~ [29].

Les études de Bao et al. et Philips et al. qui tendent a montrer
une radiorésistance des cellules souches cancéreuses, pourraient
avoir d'importantes implications cliniques [29,91]. Elles soulévent
toutefois de nombreuses questions encore non résolues sur la
généralisation de ces propriétés aux cellules souches cancéreuses
d’autres tumeurs, sur I'impact en termes de radiorésistance d'un
pourcentage variable de cellules souches cancéreuses au sein
d'une tumeur, sur la résistance a d'autres thérapeutiques et sur
les moyens de repérer ces cellules souches cancéreuses, de les
cibler mais aussi de définir des modéles pertinents pour éva-
luer l'efficacité des traitements non seulement en termes de
réduction de volume tumoral mais surtout en termes de guéri-
son.

Actuellement, la majorité des essais précliniques en cancé-
rologie se basent sur des parameétres volumétriques comme les
expériences de retard de croissance tumorale ou de régression
tumorale. Il existe, par conséquent, un risque important de baser
le développement, |'évaluation et I'optimisation de nouvelles thé-
rapeutiques sur un effet «de masse» sur la tumeur sans impact
sur sa curabilité [95,101]. Cela pourrait expliquer certains résul-
tats cliniques parfois spectaculaires en taux de réponse qui ne
s'accompagnent pas d’effet sur les taux de contrdle local et de sur-
vie. Ainsi, faudrait-il associer un traitement classique détruisant les
cellules de la masse tumorale a un traitement ciblant les cellules
souches cancéreuses afin d’éviter toute récidive.

9. Données précliniques sur les cellules souches
cancéreuses pulmonaires

La fraction survivante de cellules cancéreuses aprés chimiothé-
rapie ou radiothérapie est faible et pourrait contenir des cellules
souches cancéreuses. Ces cellules résiduelles pourraient étre res-
ponsables de récidives. Ces cellules doivent donc étre éradiquées
pour permettre une survie sans récidive a long terme. Des traite-
ments associant des drogues cytotoxiques et des thérapies ciblées
sont probablement nécessaires pour supprimer toutes les cellules
cancéreuses [5]. Des données précliniques sur d’hypothétiques
cibles des cellules souches cancéreuses commencent a émerger.

Les oncogénes et les génes suppresseurs de tumeur sont
deux types de génes impliqués dans la cancérogénése. Les onco-
génes sont des génes dominants alors que les génes suppresseurs
de tumeur sont récessifs [102]. Des mutations activatrices ou
des dérégulations transcriptionnelles peuvent faire passer d'un
proto-oncogéne a un oncogene. Les génes Runx peuvent présen-
ter des caractéristiques d'oncogénes et de génes suppresseurs
de tumeur. Ces génes codent pour des facteurs transcriptionnels
impliqués dans le développement normal et ont une expression
tissu-spécifique. De nombreuses translocations chromosomiques
impliquant les génes Runx et conduisant a une protéine de fusion
oncogénique ont été rapportées [103]. Ces protéines de fusion
pourraient avoir un spectre d’activité oncogénique restreint a
certains tissus [104]. Ce concept, appliqué aux cellules souches
cancéreuses pourrait suggérer que certains oncogénes spécifiques
serait capables de sélectionner et d’entretenir un phénotype malin
particulier propre a une certaine lignée cellulaire. Runx3est un
facteur transcriptionnel essentiel pour la phase tardive du déve-
loppement pulmonaire. Runx3est nécessaire au controle de la
différenciation et de la prolifération de I'épithélium bronchiolaire
[105]. Une répression fréquente de Runx3 par hyperméthylation
de son promoteur a été rapportée au stade prénéoplasique de
I'adénocarcinome bronchique [106,107]. La régulation négative de
Runx3 pourrait étre un événement précoce dans le développement
de carcinomes bronchiques via son action sur la différenciation des
cellules progénitrices [105].

De plus, certaines données suggérent que dans les cancers bron-
chiques, exprimant TTF1 pourrait étre un oncogéne spécifique du
lignage des adénocarcinomes et BRF2 un oncogéne spécifique du
lignage des carcinomes épidermoides [108,109].

Les cellules souches broncho-alvéolaires ont la capacité de se
différencier en cellules de Clara ou en cellules AT2. Elles présentent
une co-expression des protéines sécrétrices des cellules de Clara
(CCSP) et des protéines C du surfactant (SPC) (Fig. 1) [74]. Ces cel-
lules ont aussi la capacité de s’autorenouveler et d'exprimer Oct4.
Oct4 est un facteur transcriptionnel des cellules souches embryon-
naires dont I'expression est corrélée avec un pronostic défavorable
[85,110,111]. De plus, les cellules knock down pour Oct4 pourraient
conduire a I'apoptose d’'une population cellulaire tumorale bron-
chique proche des cellules souches cancéreuses [112].

Sox2 est un facteur essentiel de régulation de la transcrip-
tion des cellules souches embryonnaires [113]. SoxZcontrdle
I'autorenouvellement et les processus de différenciation [114]. Il est
également impliqué dans la morphogénése de I'arbre bronchique
pendant le développement pulmonaire [57,58]. Sox2 pourrait étre
un oncogéne dont l'expression est essentielle pour la cancéro-
génese des carcinomes épidermoides. Il serait capable d'induire
une transformation cellulaire et de conférer aux cellules épider-
moides humaines des propriétés initiatrices de tumeur [115]. Les
tumeurs sur-exprimant Sox2 semblent avoir pronostic moins favo-
rable [116].

Oct4d et Sox2sont deux des quatre facteurs transcriptionnels
cruciaux pour la coopération et la reprogrammation des cellules
différenciées en cellules pluripotentes dont le phénotype est proche



362 S. Rivera et al. / Cancer/Radiothérapie 15 (2011) 355-364

de celui des cellules souches [117,118]. La transplantation nucléaire
d'Oct4, Sox2, c-Myc et Kif4 peut reprogrammer le génome d'une
cellule somatique et lui donner le statut d’'une cellule souche
embryonnaire. Y a-t-il une voie comparable par laquelle les cellules
cancéreuses pourraient réacquérir un profil immature avec des pro-
priétés d’autorenouvellement ? Oct4 et Sox2 pourraient participer a
ce type de processus conduisant a la formation de cellules souches
cancéreuses.

Le stem cell factor (SCF) est un facteur mitogéne et angiogénique
impliqué dans la cancérogénése. Il a été montré que le c-kit humain
peut agir comme un récepteur de SCF en promouvant la croissance
tumorale [119-121].

Les patients présentant soit une mutation soit une surexpression
de c-kitont un taux de suivie plus faible et présentent une résistance
a la chimiothérapie [122]. Le blocage de la voie SCF/c-kit inhibe la
prolifération et la survie aprés chimiothérapie des cellules souches
cancéreuses de lignées humaines de carcinomes bronchiques[123].
Le blocage de la voie SCF/c-kit par 'exposition a un anticorps neu-
tralisant le SCF ou par I'imatinib (Gleevec®) (inhibiteur de c-kit),
en association au cisplatine pourrait conduire a une inhibition des
cellules souches cancéreuses et des cellules tumorales non souches.

Les différences entre les cellules souches normales et les cel-
lules souches cancéreuses pourraient également étre a l'origine de
nouvelles cibles thérapeutiques antigéniques ou moléculaires. Il
est nécessaire de dessiner de nouvelles approches thérapeutiques
pour atteindre spécifiquement les voies de signalisation des cellules
souches cancéreuses tout en épargnant celles des cellules souches
normales. Une plus ample caractérisation des cibles spécifiques
des cellules souches cancéreuses pulmonaires pourrait conduire
a de nouvelles associations thérapeutiques plus efficaces. Pour ce
faire, I'un des objectifs les plus importants dans un avenir proche
est de mieux caractériser et isoler les cellules souches cancéreuses
pulmonaires en associant les études de marqueurs de surface et
les tests fonctionnels. Les cellules souches cancéreuses pulmo-
naires correspondent trés vraisemblablement & une population
hétérogéne ayant des profils de résistance variables aux traite-
ments. L'identification d'oncogénes spécifiques de certains lignages
ou de leurs protéines de fusion pourrait nous apporter de nou-
velles approches thérapeutiques ciblées spécifiquement dirigées
contre les cellules souches cancéreuses. Contrairement aux effets
de la chimiothérapie ou de la radiothérapie sur les cellules tumo-
rales matures, les thérapies dirigées contre les cellules souches
cancéreuses pourraient avoir des effets lents mais durables. Par
conséquent les nouveaux modéles d'étude animaux des cellules
souches cancéreuses devront étre pensés sur de longues périodes
d’observation en programmant des analyses intermédiaires.

10. Conclusion

Les cellules souches cancéreuses constituent un théme central
de la biologie des cancers et des thérapeutiques antitumorales. La
connaissance des voies de signalisation des cellules souches cancé-
reuses pourrait conduire au développement de nouvelles thérapies
pour éradiquer les cellules souches cancéreuses pulmonaires ou
induire leur différenciation. Des modéles prometteurs ont récem-
ment été développés pour isoler une sous-population de cellules
souches cancéreuses au sein de la masse tumorale contenant prin-
cipalement des cellules tumorales différenciées. Cibler les cellules
souches cancéreuses ou leur niche micro-environnementale pour-
rait inhiber leur autorenouvellement et permettre de dépasser leur
résistance a la chimiothérapie et a la radiothérapie. Des données
précliniques émergent concernant le role de facteurs transcrip-
tionnels comme Runx3, Oct4, Sox2 et c-kit dans la différenciation
tumorale et la résistance aux traitements. De plus amples études
in vitro et in vivo sont nécessaires pour dessiner de nouvelles

associations thérapeutiques dans les cancers pulmonaires. Enfin,
la valeur pronostique de ces cellules souches cancéreuses au sein
de la tumeur ou parmi les cellules tumorales circulantes doit encore
étre déterminée.
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RESUME

Le cancer bronchique est le plus meurtrier au monde. Environ 80-85 % sont des carcinomes bronchiques
non a petites cellules. Plus d'un tiers sont diagnostiqués alors qu'ils sont localement évolués. A ce stade,
le traitement de référence reste la chimioradiothérapie concomitante pour les patients en bon état géné-
ral. En dépit des progrés de ces derniéres années, le pronostic des carcinomes bronchiques non i petites
cellules reste défavorable avec des taux élevés de récidives locale et métastatique. L'hétérogénéité des
anomalies moléculaires présentées par les carcinomes bronchiques non a petites cellules et la connais-
sance approfondie de ces cibles potentielles est une source prometteuse de développement de nouveaux
agents pharmacologiques. Cet article fait une mise au point sur les voies les plus étudiées, mais aussi
celles particuliérement prometteuses dans le traitement des bronchiques non i petites cellules loca-
lement évolués inopérables. Les études les plus avancées en association i la radiothérapie portent sur
I'inhibition de la voie d’epidermal growth factor receptor (EGFR) par anticorps monoclonaux et inhibiteurs
de tyrosine kinase, et I'inhibition de I'angiogénése. L'essor de ces thérapies ciblées permet d’'envisager
le développement de combinaisons thérapeutiques personnalisées adaptées aux caractéristiques tumo-
rales intrinséques. La modulation pharmacologique de la radiosensibilité par les thérapies ciblées n'en

est qu'a ses débuts mais offre déja des perspectives encourageantes.
© 2011 Société frangaise de radiothérapie oncologique (SFRO). Publié par Elsevier Masson SAS. Tous
droits réservés.

ABSTRACT

Lung cancer is the leading cause of cancer-related death. Between 80-85% of lung cancers are non-small
cell lung carcinomas. One third of the patients are diagnosed with locally advanced stage. In this condition,
concomitant radio-chemotherapy is the standard treatment for patients with good performance status.
Despite important improvements in the last years, non-small cell lung carcinoma prognosis remains poor,
with high rates of both local recurrences and metastases. The heterogeneity of molecular characteristics
of non-small cell lung carcinoma cells and a better knowledge of potential targets offer promising deve-
lopments for new pharmacologic agents. Hereafter we will review the currently most studied pathways
and the most promising ones for the treatment of locally advanced unresectable non-small cell lung car-
cinoma. Two of the most attractive pathways where new agents have been developed and assessed in
combination with thoracic radiotherapy or radiochemotherapy are the EGFR pathway (either with the
use of monoclonal antibodies or tyrosine kinase inhibitors) and the angiogenesis inhibition. The deve-
lopment of targeted agents could lead to individualized therapeutic combinations taking into account
the intrinsic characteristics of tumor cells. Pharmacological modulation of tumour cells radiosensitivity

by targeted therapies is only starting, but yet offers promising perspectives.
© 2011 Société frangaise de radiothérapie oncologique (SFRO). Published by Elsevier Masson SAS. All
rights reserved.
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1. Introduction

Le cancer bronchique est le plus meurtrier au monde [1]. Avec
plus de 30000 cas par an en France, selon le rapport de I'Institut
national de veille sanitaire (INVS) en 2010, il est au quatriéme
rang des cancers les plus fréquents. Tous stades confondus, le
taux de survie i cinq ans est d’environ 14% [2]. Les carcinomes
bronchiques « non a petites cellules» regroupent principalement
les adénocarcinomes, les carcinomes épidermoides et les carci-
nomes a grandes cellules. Ils représentent prés de 85% des cancers
bronchiques et sont dans 60a 75% des cas diagnostiqués alors
qu'ils sont inopérables, localement évolués ou métastatiques, et
de pronostic défavorable. Dans la classification TNM de 2009, les
cancers de stade llI(localement évolués), dont le traitement de réfé-
rence demeure la chimioradiothérapie concomitante, restent un
groupe hétérogéne comprenant des tumeurs classées de T1a T4 et
de NOa N3 [3]. Le profil épidémiologique de ces cancers est éga-
lement hétérogéne avec une augmentation de I'incidence chez la
femme et les non-fumeurs. En dépit de taux de réponse initiaux
non négligeables, le taux de contrdle local reste décevant et les
disséminations métastatiques précoces fréquentes. Une meilleure
compréhension de la biologie et de la physiologie des tumeurs pul-
monaires a permis d'identifier de nouvelles cibles thérapeutiques
conduisant au développement de nouveaux agents dont les plus
évolués sont les « anti-epidermal growth factor receptor» (anti-
EGFR) et les antiangiogéniques. De nombreuses autres voies et
stratégies pouvant optimiser la radiothérapie sont actuellement a
I'étude. Cette revue de la littérature fait le point sur les données
actuelles sur les associations des thérapies ciblées a la radiothéra-
pie externe et des données prometteuses offrant des perspectives
d’optimisation de la prise en charge des carcinomes bronchiques
non a petites cellules (Tableau 1).

2. Standards actuels de traitement des carcinomes
bronchiques non a petites cellules localement évolués

Le traitement de référence des carcinomes bronchiques non
a petites cellules de stadelll non opérables est la chimiora-
diothérapie concomitante utilisant une technique d’irradiation
conformationnelle et une chimiothérapie a base de sels de pla-
tine. La méta-analyse du Lung Cancer Collaborative Group, reposant
sur 52 essais randomisés, qui a inclus 9387 patients, a montré
que seules les chimiothérapies a base de cisplatine apportaient
un bénéfice de survie en association a la radiothérapie, chez les

Tableau 1

Principales thérapies ciblées i I'étude en traitement concomitant ou séquentiel avec
la radiothérapie dans les carcinomes bronchiques non a petites cellules localement
évolués.

Cible moléculaire Agent
pharmacologique
Voie d'EGFR Cétuximab
Géfitinib
Erlotinib
Angiogénése ZD6474
Bévacizumab
SU11657
Voie de mTOR RADOO1
Eirolimus
HSP90 Geldanamycin
HDAC Vorinostat
Kinases Aurora PHAG80632
AZD1152
Vaccin thérapeutique L-BLP25

EGFR: récepteur au facteur de croissance épidermique (« epidermal growth factor »),
mTOR: cible de la rapamycine chez les mammiféres (« mammalian target of rapa-
mycin »), HSP90 : protéine de choc thermique 90 (« heat shock protein 90»), HDAC :
histone désacétylase.

patients d'indice de performance 0 ou 1. Cette méta-analyse a mon-
tré que cette chimioradiothérapie concomitante réduisait le risque
de décés de 13 % (hazard ratio: 0,87) avec un bénéfice absolu en
taux de survie de 4% a deux ans et 2% a cing ans (p=0,005) [4].
Les essais menés ces derniéres années ont clairement démontré
la supériorité de la chimioradiothérapie concomitante sur la chi-
miothérapie et la radiothérapie séquentielle dans les carcinomes
bronchiques non a petites cellules localement évolués chez des
patients en bon état général n'ayant pas perdu significativement
du poids [5-13]. L'essai de phase Ill 94-10du Radiation The-
rapy Oncology Group (RTOG) a comparé une chimioradiothérapie
concomitante et une chimioradiothérapie séquentielle avec de la
vinblastine et du cisplatine. Cet essai a aussi évalué dans un troi-
siéme bras une irradiation bifractionnée de 69,6 Gy par fractions
de 1,2 Gy concomitante d'une chimiothérapie par cisplatine et éto-
poside oral. Les durées médianes de survie et les taux de survie
4 quatre ans étaient respectivement avec la chimioradiothérapie
concomitante, la chimioradiothérapie concomitante bifractionnée
et la chimioradiothérapie séquentielle de 17, 15,6 et 14,6 mois et
21,17 et 12%. Ces résultats étaient aussi en faveur de la chimiora-
diothérapie concomitante et mais non de I'hyperfractionnement. La
chimioradiothérapie conformationnelle normofractionnée dont la
technique a été reprise en détail par Leignel Argo et al. reste donc le
standard [ 14]. Cependant, la majorité de ces études n'ont pas mon-
tré une toxicité (principalement cesophagienne) plus forte de la
chimioradiothérapie concomitante que de la chimioradiothérapie
séquentielle [5,10-12]. Les drogues les plus fréquemment testées
ont été la vinorelbine, la vinblastine et I'étoposide en association
au cisplatine et le paclitaxel délivré sur un mode hebdomadaire
en association au carboplatine [15,16]. A ce jour, aucun essai
randomisé de phase Ill n’a montré la supériorité d’'une de ces chi-
miothérapies sur les autres en concomitance de la radiothérapie.
De tels essais sont en cours et prennent le plus souvent en compte
le type histologique, ce qui laisse espérer I'émergence de nouveaux
standards plus performant dans les années a venir [17].

3. Association des thérapies ciblées a la radiothérapie:
quelle(s) cible(s) choisir ?

A ce jour, les molécules étudiées pour leur influence sur la radio-
sensibilité intrinséque tumorale sont impliquées dans la réparation
de l'acide désoxyribonucléique (ADN), le contrdle du cycle cellu-
laire, 'apoptose ou la transduction du signal. D’autres approches
en cours de développement, ciblent le microenvironnement afin de
moduler la radiosensibilité tumorale en agissant par exemple sur
I'angiogénése ou I'hypoxie. Enfin, des stratégies plus innovantes
encore étudient la réponse immunitaire anti-tumorale ou le role
des cellules souches cancéreuses dans la radiorésistance de cer-
taines tumeurs.

3.1. Voie de 'EGFR

L'une des voies les plus étudiées est celle de l'inhibition d’'EGFR,
soit par de petites molécules anti-tyrosine kinase d’action intracel-
lulaire (erlotinib et géfitinib) soit par des anticorps monoclonaux
empéchant la fixation d’EGF sur le domaine extracellulaire du
récepteur (cétuximab), en association a la radiothérapie (Fig. 1). En
effet, 'activation de I'EGFR induit un signal intracellulaire activant
des voies de prolifération, de différenciation et de survie cellulaire.
L’EGFR est exprimé dans de nombreux tissus normaux et tumoraux
mais de 50 a 81 % des carcinomes bronchiques non a petites cellules
surexpriment 'EGFR [18-21].

Depuis septembre 2005, I'erlotinib a 'autorisation de mise sur le
marché (AMM) pour le traitement des carcinomes bronchiques non
a petites cellules localement évolués ou métastatiques apreés échec
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Fig. 1. Mécanismes de ciblage et d'inhibition de la voie de I'epidermal growth factor receptor (EGFR). EGF: epidermal growth factor ; P13 K: phosphatidyl inositol-3 kinase ; PKC:
protéine kinase C; NFkB : nuclear factor kappa B; mTOR : mammalian target of rapamycin ; MEK : mitogen-activated protein kinase kinase ; ERK : extracellular signal-regulated

kinase ; MAP kinase : mitogen-activated protein kinase.

d’au moins une ligne de chimiothérapie. Cette AMM a été obtenue
suite aux résultats positifs (en termes de survie et de qualité de vie)
de l'essai canadien multicentrique, randomisé de phase Il « BR21»
qui comparait erlotinib et un placebo dans les carcinomes bron-
chiques non a petites cellules prétraités [22,23]. Dans cet essai, la
population tirant le plus grand bénéfice de I'erlotinib était celle des
femmes, des non fumeurs, des patients d’origine asiatique, de ceux
atteints d'un adénocarcinomes ou d'un carcinome bronchioloalvéo-
laire [24]. En mars 2010, suite aux résultats de I'essai Sequencial
Tarceva in Unresectable Lung Cancer (SATURN), I'erlotinib a obtenu
I'AMM comme traitement de maintenance aprés quatre cycles de
chimiothérapie a base de platine dans les carcinomes bronchiques
non a petites cellules localement évolués [25]. En Europe, cette
AMM ne concerne que les patients en situation de stabilité tumo-
rale (et non ceux en situation de réponse objective comme aux
Etats-Unis) car une analyse de sous-groupe de cet essai a montré
que seuls ces patients tiraient un large bénéfice de la mainte-
nance par erlotinib. Récemment, d'importantes données ont été
publiées concernant le role du statut mutationnel du géne d’EGFR
dans le choix des traitements pour les carcinomes bronchiques
non a petites cellules évolués. La réponse a l'erlotinib en pre-
miére ou deuxiéme ligne de traitement semble corrélée au statut
mutationnel d’EGFR [26]. Les mutations sont significativement plus
fréquentes chez les femmes (69,7 %), les non fumeurs (66,6 %) et
les patients atteints d’adénocarcinome (80,9 %) [26]. Les mutations
activatrices les plus fréquentes sont les délétions de l'exon 19
(62,2%) et de I'exon 21 L858R (37,8 %) [ 26]. Les durées médianes de
survie sans progression et de survie globale des 217 patients rece-
vant l'erlotinib dans cette étude étaient particuliérement longues,
respectivement 14 et 27 mois respectivement [26]. En revanche,
I'association de I'erlotinib a l'irradiation thoracique est quelque peu
décevante bien que le concept soit séduisant sur le plan théorique.
L'essai de phase | de Choong et al. a montré que I'association de

I'erlotinib a deux schémas différents de chimioradiothérapie était
faisable et ne majorait pas significativement la toxicité mais les
durées médianes de survie décevantes n'ont pas permis d'en pous-
ser les investigations [27].

Depuis la publication des résultats de I'étude de Mok et al. en
2009, le géfitinib a obtenu une AMM européenne dans le traitement
des carcinomes bronchiques non a petites cellules localement évo-
lués ou métastatiques avec mutation activatrice de I'EGFR. Dans
cette étude de phase Il comparant un traitement par géfitinib et
une chimiothérapie par carboplatine et paclitaxel chez des patients
asiatiques, non ou peu fumeurs, atteints d'un adénocarcinome
bronchique évolué, il y avait un bénéfice de survie sans progres-
sion en faveur du géfitinib (hazard ratio [HR]: 0,74 ; intervalle de
confiance a 95% [1C95%] : 0,65-0,85; p<0,001) [28]. Ce bénéfice de
survie sans progression est plus grand chez les patients porteurs
d'une mutation activatrice d’EGFR (HR: 0,48 ; 1C95%: 0,36-0,64;
p<0,001)[28]. En ce qui concerne I'association a I'irradiation thora-
cique, Stinchcombe et al. ont montré une faisabilité de I'association
du géfitinib et de la chimioradiothérapie dans les carcinomes bron-
chiques non a petites cellules de stadelll avec escalade de dose
a 74Gy. Cette étude a montré une toxicité acceptable chez un
petit nombre de patients mais les taux de survie étaient décevants
avec une durée médiane de survie sans progression de neuf mois
(IC95%: 7-13 mois) [29]. L'essai de phaseIll du SouthWest Onco-
logy Group (SWOG) S0023 a évalué l'intérét du géfitinib contre un
placebo en maintenance aprés chimioradiothérapie avec platine et
étoposide chez des patients atteints de carcinome bronchique non
a petites cellules en réponse ou stable [30]. Une analyse intermé-
diaire a montré une médiane de survie globale de 23 mois dans le
bras gefitinib contre 35 mois dans le bras placebo (p=0,013) [30].
L'une des hypothéses avancées pour expliquer ces résultats pour-
rait étre une sélection de cellules K-ras mutées par l'irradiation
préalable sur lesquelles les inhibiteurs de tyrosine kinase auraient
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un impact négatif [31,32]. L'essai 30106 du Cancer and Leukemia
Group B (CALGB) a comparé les résultats obtenus chez des patients
en bon état général aprés chimiothérapie suivie de chimioradio-
thérapie et ceux obtenus chez des patients en moins bon état
général aprés chimiothérapie suivie d'une radiothérapie seule [33].
Le géfitinib a été ajouté pendant ou aprés la radiothérapie ou la
chimioradiothérapie. Une bonne tolérance a été rapportée dans les
deux groupes avec une durée médiane de survie globale de 19 mois
dans le groupe en moins bon état général et de 12 mois dans le
groupe en bon état général. L'analyse des résultats suggérent un
bénéfice accru du géfitinib dans le groupe dans lequel le pronostic
était moins favorable [33].

Le cétuximab est un anticorps monoclonal humanisé chimé-
rique de souris qui empéche la liaison de I'EGF sur son récepteur.
Ainsi, 'EGFR ne peut pas se dimériser et activer les voies de
signalisation intracellulaires sous-jacentes qui, notamment via la
PI3 kinase et les MAP (mitogen-activated protein) kinases, abou-
tissent a une répression de I'apoptose et 4 une activation de la
division cellulaire [13]. De plus, le cétuximab a un effet cytotoxique
propre anticorps dépendant [34-38]. Un essai européen rando-
misé de phase III (FLEX) a évalué I'association du cétuximab au
cisplatine et a la vinorelbine contre cette méme chimiothérapie
sans cétuximab en premiére ligne de traitement chez des patients
atteints d'un carcinome bronchique non a petites cellules évolué
exprimant I'EGFR. Les effets secondaires rapportés sont attendus
et gérables (rash acnéiforme) et la durée médiane de survie globale
était de 11,3 mois dans le bras avec cétuximab contre 10,1 mois
dans le bras chimiothérapie seule (HR: 0,871) [38]. Ces résultats
n'ont pas permis au cétuximab d'obtenir 'AMM en association
a la chimiothérapie dans cette indication. L'irradiation active la
voie d'EGFR, ce qui aboutit 4 une radiorésistance en favorisant
la prolifération cellulaire et la réparation de 'ADN. L'inhibition
de I'EGFR provoque une accumulation des cellules en phase G1,
ce qui diminue la proportion de cellules en phase S, qui est une
phase de radiorésistance. L'irradiation favorise le blocage des cel-
lules en phase G2, ce qui, en théorie, pourrait établir une relation
inverse entre I'expression de I'EGFR et la radio-curabilité [39]. Plu-
sieurs modéles précliniques ont montré un effet synergique de
I'association cétuximab-irradiation [40]. Les résultats in vivo de
I'association du cétuximab a la chimioradiothérapie concomitante
sont décevants dans les carcinomes bronchiques non a petites cel-
lules. L'essai de phase Il randomisé 30407 du CALGB, mené sur des
carcinomes bronchiques non a petites cellules de stade IIl inopé-
rables, a évalué une chimioradiothérapie concomitante de 70 Gy
avec carboplatine et pémétrexed, avec ou sans cétuximab, suivie de
quatre cycles de pémétrexed. Avec un suivi médian de 19,5 mois,
les taux de réponse et de survie médiane rapportés étaient res-
pectivement 73 % et 22,3 mois dans le bras sans cétuximab contre
71% et 18,7 mois dans le bras avec cétuximab. Les auteurs ont
donc conclu a I'absence de bénéfice de 1'adjonction de cétuximab
dans ce schéma de chimioradiothérapie [41]. L'essai SCRATCH a
évalué, chez 12 patients atteints d’un carcinome bronchique non a
petites cellules de stade Il, 1a toxicité de 'association de cétuximab
et de radiothérapie thoracique de 64 Gy aprés une chimiothéra-
pie d'induction a base de platine. Cet essai a montré une toxicité
attendue et acceptable et a proposé une approche intéressante
évitant d’accroitre la toxicité de la chimioradiothérapie concomi-
tante. L'essai de phase Il du RTOG 0324 a évalué, chez 87 patients
atteints d’'un carcinome bronchique non a petites cellules de stade
III, 'observance et la toxicité d’'une chimioradiothérapie concomi-
tante de 63 Gy avec du carboplatine et du paclitaxel, associée au
cétuximab, qui était débuté une semaine avant la chimioradiothé-
rapie et poursuivi neuf semaines aprés celle-ci en association a
une chimiothérapie de consolidation [42]. L’analyse des résultats
a montré un taux de 20% de toxicité hématologique de grade 4, de
8% d'cesophagite de grade 3, et de 7% de pneumopathie de grade

3 ou 4. Les auteurs ont conclu a la faisabilité de ce schéma et aussi
rapporté une durée médiane de survie de 22,7 mois et un taux de
survie a 24 mois de 49,3 % trés prometteur [42]. Dans d’autres types
tumoraux le statut K-ras sauvage ou muté influence la réponse
au cétuximab, ce qui n'était pas connu lors de la conception de la
plus part des essais sur les carcinomes bronchiques non a petites
cellules. Le développement des connaissances en matiére de résis-
tance aux drogues et de sélection des cancers répondeurs permettra
probablement d’améliorer les résultats des traitements des carci-
nomes bronchiques non a petites cellules.

3.2. Voie de 'angiogénése tumorale

L'association aux antiangiogéniques constitue une autre
approche intéressante [43,44]. Les cellules tumorales produisent
des facteurs de croissance qui stimulent la prolifération et la
migration des cellules endothéliales et permettent la formation
de néovaisseaux tumoraux. De nombreuses lignées tumorales pul-
monaires surexpriment des facteurs proangiogéniques comme le
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), qui jouent un rdle
clé dans la prolifération tumorale et le développement de méta-
stases. La voie du VEGF est un élément clé de ces processus [45,46].
Plusieurs agents dirigés contre le récepteur du VEGF (VEGFR)
incluant des inhibiteurs de tyrosine kinase (TKi) et des anticorps
monoclonaux ont été développés (Fig. 2). Le bévacizumab est un
anticorps monoclonal recombinant humanisé de type IgG1 dirigé
contre le VEGF qui provoque son inactivation biologique [47,48].
L'adjonction de bévacizumab a la chimiothérapie (par carbopla-
tine et paclitaxel ou gemcitabine et cisplatine) dans les carcinomes
bronchiques non a petites cellules évolués a montré un bénéfice
de survie globale et/ou de survie sans progression dans deux essais
de phase III, le 4599 de I'"Eastern Cooprative Cancer Group (ECOG)
et I'étude AVAIL [49,50]. Les carcinomes épidermoides, les lésions
centrales et les antécédents d’hémoptysie exposent a un risque
hémorragique élevé sous bévacizumab et représentent donc des
contre-indications a ce médicament. L'irradiation induit une mor-
talité cellulaire via les dommages qu’elle provoque dans I'’ADN
et les membranes des cellules tumorales mais aussi les cellules
endothéliales microvasculaires au sein du stroma tumoral [51-53].
L'expression de facteurs pro-angiogéniques, comme le VEGF et
le Fibroblast Growth Factor (FGF), est augmentée en réponse
aux dommages des cellules endothéliales ainsi qu'a I'hypoxie
[54,55]. C'est sur cet argument qu’'ont été développées les études
d’association d’agents antiangiogéniques et d'irradiation. In vitro et
in vivo, Shibuya et al. ont montrés que le ZD6474, un inhibiteur du
VEGFR2 et de I'EGFR, potentialise I'effet de I'irradiation en réduisant
I'efficacité des mécanismes de réparation des lésions sublétales
[56]. 11 existe peu d'études publiées associant I'irradiation thora-
cique et le bévacizumab chez I'homme. Le rapport final de deux
essais de phase Il associant le bévacizumab a une chimioradio-
thérapie concomitante dans les carcinomes bronchiques a petites
cellules (chez 29 patients) et ceux non a petites cellules (chez
cing patients) de stade IIl inopérables, précocement interrompus
en mars 2007 et décembre 2007, a montré que cette association
s'accompagnait d'un risque relativement important d'cesophagite
sévere, d’hémorragie (une hémorragie pulmonaire létale chez un
patient sur les cinq de I'essai sur les carcinomes bronchiques non a
petites cellules pendant le traitement de maintenance par bévaci-
zumab) et de fistule cesotrachéale (chez deux patients sur les cing
de l'essai sur les carcinomes bronchiques non a petites cellules
pendant la chimioradiothérapie concomitante avec pémétrexed
et carboplatine plus bévacizumab) [57]. Un essai de phase Il en
cours associe le bévacizumab et I'erlotinib a une irradiation tho-
racique chez 31 patients atteints d'un cancer de stade IIIA ou IIIB,
toutes histologies confondues. La randomisation entre trois bras
fait suite a deux cycles de chimiothérapie d'induction par pacli-
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Fig. 2. Mécanismes de ciblage et d’inhibition de la voie du vascular endothelial growth factor (VEGF). VEGFR : récepteur du VEGF ; P13 K : phosphatidyl inositol-3 kinase ; mTOR :
mammalian target of rapamycin ; MEK : mitogen-activated protein kinase kinase ; ERK : extracellular signal-regulated kinase ; MAP kinase : mitogen-activated protein kinase.

taxel, carboplatine et bévacizumab. Tous les bras comprennent
une chimioradiothérapie concomitante de 74 Gy avec carbopla-
tine, paclitaxel mais le bras A y associe du bévacizumab, le bras
B du bévacizumab et de l'erlotinib a la dose de 100 mg/j et le
bras C du bévacizumab et de l'erlotinib a la dose de 150 mgfj.
Durant la phase d’'induction, aucune hémorragie pulmonaire n'a
été rapportée. Durant la phase de chimioradiothérapie concomi-
tante, la toxicité principale rapportée a été une cesophagite (19,2 %
de cas de grade 3) ainsi que deux hémorragies pulmonaires (de
grades 3et 5) [58]. Les essais a venir doivent donc étre congus
pour définir les meilleures séquences thérapeutiques et optimi-
ser le choix des drogues a associer aux antiangiogéniques. Huber
et al. ont étudié les effets d'une triple stratégie thérapeutique asso-
ciantun antiangiogénique (SU11657), le pémétrexed et I'irradiation
in vitro et in vivo sur des cellules A431de carcinome épider-
moide humain, et ont montré un effet anti-tumoral supérieur
lorsque le SU11657 était débuté avant l'irradiation [59]. Toutefois,
quoique ces agents soient souvent trés actifs en phase préclinique,
il est nécessaire d’'établir des schémas d’administration pertinents
en clinique en association a la radiothérapie sur un groupe de
patients appropriés pour pouvoir mettre en évidence un béné-
fice potentiel [60]. En effet, I'optimisation du schéma d’association
des anti-angiogéniques a la radiothérapie doit tenir compte du
fait que paradoxalement les agents antiangiogéniques réduisent
la densité vasculaire mais augmentent 'oxygénation tumorale.
Initialement, la pression partielle en oxygéne (pO;) au sein de
la tumeur aprés un traitement anti-angiogénique diminue. Mais
la pO; augmente ensuite jusqu'a un niveau supérieur au niveau
initial. L'une des explications possible de cette amélioration de
I'oxygénation des tissus tumoraux est la normalisation vasculaire.
Ce phénoméne correspond a la formation de capillaires tumo-
raux moins tortueux, qui peuvent contribuer a une meilleure
oxygénation et donc a une plus grande radiosensibilité tumorale
[13,61].

3.3. Voie du «mammalian Target Of Rapamycin» (mTOR)

La voie de la phosphatidylinositol 3-kinase (PI3 K)/Akt est
activée par la mutation de Ras ou des éléments de cette voie.
L’activation de la voie de signalisation de Ras augmente la sur-
vie des cellules exposées aux agents provoquant des cassures des
brins d’ADN. Le blocage d’EGFR/PI3 K augmente la radiosensibilité
des cellules tumorales humaines présentant une mutation K-ras
[62,63]. L'inhibition de I'expression de I'oncogéne Ras diminue la
fraction cellulaire survivante apreés irradiation dans de nombreuses
lignées cellulaires dont A549 (lignée humaine d’adénocarcinome
pulmonaire) et H460 (lignée humaine de carcinome pulmonaire
a grandes cellules) [64]. En effet, il a été montré qu'en cas de
mutation activatrice de I'oncogéne Ras, ses trois isoformes H-
ras, K-ras et N-ras contribuent a la survie aprés irradiation [65].
Le mammalian Target Of Rapamycin (mTOR) est un effecteur clé
de la voie PI3K/Akt. La voie de mTOR joue un réle central dans
la régulation de la synthése protéique et la croissance cellulaire.
La fonction la mieux caractérisée de mTOR est la régulation de
la synthése protéique mais mTOR est également impliqué dans
la dégradation des protéines, leur stabilisation, I'organisation du
cytosquelette d’'actine et I'angiogénése [66,67]. L'inhibition de
mTOR bloque la réponse radio-induite des cellules tumorales qui
habituellement permet la protection de la microvascularisation
tumorale contre l'irradiation. L'inhibition de mTOR au sein des
cellules tumorales entraine une diminution de 'expression de fac-
teurs proangiogéniques. Les cellules endothéliales semblent &tre
plus radiosensibles lorsque mTOR est inhibé. L'effet additif d’'un
inhibiteur de mTOR, le RADOO1 et de l'irradiation sur des expé-
riences de retard de croissance tumorale in vivo pourrait reposer
sur I'association d'un effet antiangiogénique et antivasculaire [68].
Un essai de phasel évaluant une radiothérapie thoracique trdidi-
mensionnelle conformationnelle standard de 60 Gy associée a du
cisplatine a la dose de 25 mg/m? chaque semaine et i des doses
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croissantes de sirolimus oral a été menée chez sept patients atteints
de cancer bronchique de stadelll. Aucun des quatre patients du
premier palier de dose n'a souffert de toxicité dose-limitante.
Un des trois patients traités au palier supérieur (5 mg/j de siro-
limus) a souffert d'une dysphagie de grade Il considérée comme
dose-limitante. Un autre essai de phasel en cours en France
évalue l'association RADOO1 et irradiation thoracique avec chi-
miothérapie séquentielle dans les carcinomes bronchiques non
a petites cellules de stade IIIB. Les modulations génétiques de
cette voie peuvent probablement modifier les résultats cliniques
de ce type de traitement et doivent certainement étre prises en
compte pour construire un modéle thérapeutique ciblé personna-
lisé.

3.4. Inhibiteurs des histones désacétylases (HDACi)

Les processus épigénétiques sont des éléments clés de la can-
cérogéneése et de la progression tumorale qui aboutissent a une
modulation de I'expression de génes sans modification de leur
séquence d’ADN [69]. L'acétylation des histones est un méca-
nisme de régulation épigénétique de la transcription. Les histones
désacétylases (HDAC) favorisent la condensation de la chroma-
tine et agissent comme des inhibiteurs de la transcription en
empéchant l'accés des facteurs transcriptionnels a 'ADN, ce qui
freine le niveau d’expression des génes correspondants. La répres-
sion de la transcription de génes suppresseurs de tumeur par les
HDAC joue un réle important dans la cancérogénése et certaines
tumeurs présentent une surexpression des HDAC. Les inhibiteurs
de HDAC favorisent I'arrét du cycle cellulaire, la différenciation
et I'apoptose des cellules tumorales. En plus de leur pouvoir
de décompaction du complexe histone/ADN, les inhibiteurs de
HDAC agissent sur I'acétylation et le fonctionnement de protéines
non histones comme P53, Bcl-6, STAT3, HSP90, NF-KB, Ku70,
Ku86, Rad51ou EGFR [70]. C'est sur cette base que des inhibi-
teurs de HDAC ont été développés et testés ces derniéres années.
Le vorinostat et d'autres HDACi ont donné des résultats pro-
metteurs dans divers type de tumeurs in vitro et in vivo [71].
Des essais de phasel associant inhibiteurs d’'HDACs et irradia-
tion du site métastatique sont en cours, en particulier dans les
métastases osseuses des carcinomes bronchiques non a petites
cellules.

3.5. Inhibiteurs de heat shock protein 90 (HSP9(Q)

La «heat shock protein 90» (HSP90) est une protéine chape-
ronne impliquée dans le repli, I'activation et la dégradation de
nombreuses protéines comme Akt, HER2, Bcr-Abl, c-Kit, EGFR ou le
facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGFR)-a (Fig. 3) [72].
Une étude récente a montré pour la premiére fois que la majo-
ration radio-induite de I'activité de HSP90 jouait un role clé dans
I'augmentation de la concentration de VEGF et de facteur inductible
par I'hypoxie (HIF)-1a, qui favorisent la survie cellulaire et le poten-
tiel angiogénique [73]. L'irradiation augmente la concentration
de HIF-1a dans différentes cellules de cancer bronchique radio-
résistantes par deux mécanismes : I'activation de PI3 K/Akt/mTOR
(qui stimule la synthése de novo d'HIF-1a) et I'augmentation de
I'activité d'HSP90 (qui conduit 4 la stabilisation d’HIF-1a). De ce fait
les agents bloquant la voie PI3 K/Akt/mTOR ainsi que la fonction de
HSP90 sont d’excellents candidats pour reverser la radiorésistance
tumorale en réduisant I'expression de VEGF et la concentration
d'HIF-1a, ce qui pourrait inhiber la survie et le potentiel angio-
génique des cellules tumorales pulmonaires [44]. L'inhibiteur de
HSP90 dont le développement est le plus avancé dans le cancer
bronchique est la geldanamycin, dont la toxicité semble accep-
tables [74].

Inhibiteur d’"HSP90:
Geldanamycin
Inhibiteur d’"HDAC:

Vorinostat

Onco
prot

Protéasome

Fig. 3. Interaction entre les inhibiteurs de « heat shock protein 90 » (HSP90), les inhi-
biteurs d’histone désacétylase (HDAC) et HSP90. HSP90 est une protéine chaperonne
qui protége de nombreuses protéines issues d'oncogénes (Akt, HER2, Bcr-Abl, c-KIT,
EGFR. ..) de la dégradation par le protéasome. La fonction d'HSP90 peut étre inhibée
par acétylation sur un résidu lysine. Le traitement par un inhibiteur d'HDAC bloque
I'activité HDACE, HSP90 est alors hyperacétylée et la protéine cliente est dégradée
par le protéasome. Les inhibiteurs de HSP90 (comme la geldanamycine) provoquent
le méme phénoméne.

3.6. Inhibiteurs des Aurora kinases

La famille de protéines kinases serine/thréonine humaines
Aurora comporte trois membres qui agissent de concert avec
de nombreuses autres protéines pour controler la ségrégation et
I'assemblage des chromosomes lors de la mitose [75]. Les kinases
Aurora sont exprimées dans de nombreux types tumoraux [76,77].
Aurora A est nécessaire a la bonne séparation des chromosomes
apreés la formation du fuseau mitotique. Aurora A est aussi impli-
quée dans l'organisation et 'alignement des chromosomes lors
de la prométaphase. En I'absence d’Aurora A, le fuseau mitotique
ne se sépare pas [78]. Aurora B est également impliqué dans la
ségrégation chromosomique. De nombreuses tumeurs expriment
fortement Aurora B en paralléle d’Aurora A. Leur concentration est
corrélée avec une instabilité génétique accrue ainsi qu'un pronos-
tic clinique moins favorable [79]. De nombreuses petites molécules
inhibitrices d’Aurora sont en cours d’'essais précliniques [80,81].
Les effets de la combinaison irradiation et inhibiteurs d’Aurora A
sont encore peu connus. Tao et al. ont évalué I'effet d'un inhibiteur
d’Aurora A, le PHA680632, en association a I'irradiation in vitro
et in vivo [82]. In vivo, des expériences de retard de croissance
tumorale sur xénogreffes de cellules HCT116 P53~/~sur souris nude
ont montré un effet additif mais non supra-additif de radiosen-
sibilisation [82]. I'AZD1152 est un inhibiteur d’Aurora B qui est
une pro-substance de la quinazoline dont le métabolite actif plas-
matique (I'’AZD1152-HQPA) a une forte affinité pour Aurora B et
C. In vitro, I'association de I'’AZD1152 et d'irradiation a un effet
additif. Cet effet antitumoral est plus marqué dans les cellules
p53 déficientes. In vivo, des études de xénogreffes ont confirmé
cet effet additif, qui est ici encore plus marqué sur les cellules
HCT116p53~/~et les xénogreffes de cellules p53 mutées [83]. Il
semble donc intéressant de poursuivre le développement clinique
de I'AZD1152, en particulier pour les tumeurs P53 déficientes.
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4. Vaccination antitumorale

Ces derniéres années d'importantes données ont été publiées
concernant la capacité du systéme immunitaire a éradiquer des cel-
lules cancéreuses. L'identification d’antigénes associés aux tumeurs
a ouvert de nombreuses pistes thérapeutiques en immunothérapie
anti tumorale avec le développement de vaccins thérapeutiques.
L'un des points cruciaux en immunologie tumorale est de com-
prendre comment est générée la réponse immune a un antigéne
spécifique car les cellules tumorales utilisent différents méca-
nismes pour échapper au systéme immunitaire. En effet, la tumeur
provient de I'héte lui-méme et est donc faiblement immuno-
géne. De plus, les cellules tumorales peuvent réguler négativement
I'expression d’antigénes, diminuer I'expression du CMH (complexe
majeur d'histocompatibilité) de classe |, interagir avec les cellules
présentatrices d’antigéne et secréter des cytokines qui favorisent la
tolérance immunitaire et I'immunosuppression [84,85]. Plusieurs
vaccins thérapeutiques ont été testés dans les carcinomes bron-
chiques non a petites cellules localisés et évolués. Les résultats les
plus prometteurs concernent les traitements adjuvants des cancers
localement évolués. Le L-BLP25 est un vaccin liposomal ciblant la
partie extracellulaire de MUC-1. Muc-1 est une protéine exprimée
a la surface apicale des cellules normales muco-secrétantes pulmo-
naires. Dans les tissus tumoraux, MUC-1 est associée a une apoptose
réduite, une immunosupression, une chimiorésistance et un pro-
nostic défavorable [86]. Un essai randomisé de phase IIB dans les
carcinomes bronchiques non a petites cellules de stade IIIB et IV
chez les patients en situation de réponse ou de stabilité aprés une
premiére ligne de traitement a comparé le L-BLP25 et des soins de
support. Il n’a pas été rapporté de différence significative de survie
globale mais I'analyse de sous-groupes a montré pour les patients
atteints de cancer de stade IlIB une durée médiane de survie glo-
bale de 30,6 mois contre 13,3 mois (p=0,09) avec le vaccin [86]. A
partir de ces données, I'essai de phase Il Stimulating Targeted Anti-
genic Responses to Non-Small Cell Lung Cancer (START) évaluant le
L-BLP25 contre un placebo aprés une chimioradiothérapie dans les
carcinomes bronchiques non a petites cellules de stades IlIA et IIIB
a été débuté et prévoit I'inclusion de 1322 patients. L'effet de ces
immunothérapies anti-tumorales en concomitance de la radiothé-
rapie reste a ce jour trés peu étudié mais pourrait constituer une
piste thérapeutique d’avenir.

5. Cellules souche cancéreuses pulmonaires et
radiothérapie

Des données récentes soutiennent I'hypothése selon laquelle
les cellules souche cancéreuses constituent une sous-population
relativement rare de cellules au sein de la tumeur qui auraient la
capacité d'initier et de perpétuer la prolifération tumorale [87].
Le modéle des cellules souche cancéreuses est basé sur le fait
que la tumeur est constituée de cellules fonctionnellement hétéro-
génes et que seules les cellules souche cancéreuses ont la capacité
de proliférer indéfiniment et de former de nouvelles tumeurs ad
integrum, dans toute leur hétérogénéité phénotypique [88,89].
Les cellules souche cancéreuses ont été identifiées et isolées dans
différentes tumeurs solides comme les carcinomes bronchopul-
monaires [90-95]. Les cellules souche cancéreuses partagent de
nombreuses caractéristiques des cellules souche embryonnaires
et somatiques comme les capacités d'auto-renouvellement et de
différenciation multipotente [96,97]. Plusieurs études suggérent
une résistance intrinséque des cellules souche cancéreuses a la
chimiothérapie ainsi qu’a la radiothérapie. La fraction survivante
de cellules cancéreuses aprés chimiothérapie ou radiothérapie est
faible et pourrait contenir des cellules souche cancéreuses. Ces
cellules résiduelles pourraient étre responsables de récidives. Ces
cellules doivent donc étre éradiquées pour permettre une sur-

vie sans récidive a long terme [98]. Des traitements associant des
drogues cytotoxiques et des thérapies ciblées sont probablement
nécessaires pour supprimer toutes les cellules cancéreuses [87].
Les populations de cellules souche non tumorales sont regrou-
pées en niches, définies comme des régions spécifiques régulant
la participation de ces cellules au renouvellement tissulaire, a sa
maintenance et a sa réparation [99]. La dépendance des cellules
souche vis-a-vis de leur niche limite leur expansion. Les cellules
souche cancéreuses pourraient provenir de cellules souche non
tumorales mutées capables d’échapper au contrdle de leur niche
[100]. In vivo, le microenvironnement peut avoir un effet de régu-
lation positive ou négative de la radiosensibilité extrinséque de
ces cellules souche cancéreuses. Ainsi, si les cellules souche cancé-
reuses sont situées dans des régions hypoxiques, le taux d'espéces
réactives de l'oxygéne produites sous l'effet de I'irradiation sera
plus faible conduisant 4 moins de dommages sur '’ADN et donc une
moindre radiosensibilité. Des études complémentaires permettant
de préciser la distribution des cellules souche cancéreuses au sein
de la tumeur, leur regroupement en niche ou au contraire leur
répartition homogéne, pourraient avoir un impact majeur sur la
stratégie balistique et dosimétrique en radiothérapie. En effet, le
développement de techniques d’imagerie fonctionnelle et molé-
culaire pourrait permettre d'identifier et de localiser les cellules
souche cancéreuses afin d'optimiser leur irradiation par des tech-
nique de « dose-painting » de haute précision [98].

6. Conclusion

En dépit des nombreuses stratégies thérapeutiques testées ces
derniéres années, les carcinomes bronchiques non a petites cellules
localement évolués gardent un pronostic sombre. La chimiora-
diothérapie concomitante a base de platine reste le traitement
standard. Les récidives locales et a distance sont cependant nom-
breuses. Il est donc impératif de développer de nouvelles modalités
thérapeutiques permettant d’accroitre non seulement le contrdle
général de la maladie mais également son contrdle local. Il semble
donc fondamental d’associer des thérapies ciblées potentiellement
radiosensibilisantes a la radiothérapie ou a la chimioradiothérapie.
L'une des voies les plus prometteuses est celle de l'inhibition de
la voie de I'EGFR. Toutefois certains résultats cliniques décevants
montrent qu'il faut probablement mieux cibler les populations
pouvant tirer bénéfice de tels traitements. Les antiangiogéniques
constituent la seconde piste la plus étudiée a I'heure actuelle. Ces
agents peuvent réduire la densité vasculaire tumorale tout en aug-
mentant 'oxygénation tumorale ce qui pourrait potentialiser I'effet
de la radiothérapie. De plus amples études sont nécessaires pour
valider ces concepts, préciser I'efficacité et les schémas optimaux
d’administration de ces nouvelles drogues explorer de nouvelles
voies prometteuses.
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Lung cancer remains the leading cause of cancer death. Understanding lung tumors physiopathology should provide opportunity
to prevent tumor development or/and improve their therapeutic management. Cancer stem cell (CSC) theory refers to a
subpopulation of cancer cells, also named tumor-initiating cells, that can drive cancer development. Cells presenting these
characteristics have been identified and isolated from lung cancer. Exploring cell markers and signaling pathways specific to lung
CSCs may lead to progress in therapy and improve the prognosis of patients with lung cancer. Continuous efforts in developing in
vitro and in vivo models may yield reliable tools to better understand CSC abilities and to test new therapeutic targets. Preclinical
data on putative CSC targets are emerging by now. These preliminary studies are critical for the next generation of lung cancer

therapies.

1. Introduction

Despite important improvements in therapies over the
last decades, lung cancer prognosis remains very poor.
After apparent successful initial therapy, development of
secondary tumors often leads to a lethal relapse. Substantial
growing experimental evidence has suggested that many
cancers, including lung cancer, may be driven by a small
subpopulation of self-renewing cells that could sustain
malignant growth [1]. Innovative therapy could target this
specific population of “cancer stem cells” (CSCs) or “tumor-
initiating cells” in order to improve patients’ outcome,
with complete eradication of tumor growth. This review
summarizes what is known about lung CSCs and focuses
on potential clinical implications based on preclinical data
obtained through new in vitro and in vivo models.

2. Cancer Stem Cells

Two major models have been described for tumor propa-
gation: the clonal evolution model, involving a stochastic
component, and the CSC model defined as hierarchical.

According to the clonal evolution model, neoplasm arise
from a single cell of origin, and tumor progression results
from acquired genetic variability within the original clone
allowing sequential selection of more aggressive sublines [2].
CSC model sustains that tumor cells are heterogeneous and
only the CSC subset has the ability to proliferate extensively
and form new tumors [1, 3]. These models are not mutually
exclusive [4]. Recent data provide support for the CSC
hypothesis, which suggests that a relatively rare subpopula-
tion of tumor cells have the unique ability to initiate and
perpetuate tumor growth [5]. CSCs have been identified and
isolated in various malignancies including solid tumors [6—
10] such as lung cancer [11]. These cells can be defined as
cancer cells that specifically possess the ability to give rise to
all cell types found in a particular cancer sample. CSCs share
various characteristics with embryonic and somatic stem
cells including self-renewal and multipotent differentiation
[12, 13]. Self-renewal is defined as the ability to go through
unlimited cycles of cell division while maintaining the
undifferentiated state. Stem cells are characterized by the
capacity to renew themselves through mitotic cell division
and differentiate into a diverse range of specialized cell


mailto:marie-catherine.vozenin@igr.fr

types. Indeed, self-renewal, which drives tumorigenesis, and
differentiation albeit aberrant that contributes to cellular
heterogeneity of the tumor, are considered the key properties
of the CSC.

Stem cell populations are established in niches, which
are defined as specific locations that regulate how these cells
participate in tissue regeneration, maintenance, and repair
[14]. The stem cell niche represents the microenvironment
that interacts with stem cells to regulate stem cell self-
renewal and differentiation. The dependence of normal stem
cells on the niche limits their expansion. CSCs might arise
from normal stem cells that have acquired mutations that
enable them to escape from niche control [15]. There is
increasing evidence of the importance of the tumor and the
host microenvironment in conditioning the stem cell status
itself [16]. The expansion of the niche cells may be driven by
alterations in the CSCs or in the niche cells themselves. In
either case, there is an expansion of the self-renewing CSC
pool that gives rise to aberrantly differentiated cancer cells,
which comprise the bulk of the tumor [17]. Alterations in
CSCs may enable them to commandeer alternative niche cells
to provide them with self-renewal signals. Vascular niche
in brain tumors has been shown to contribute directly to
the generation of CSCs and tumor growth [18]. Although
some stem cells are perivascular, others may occupy hypoxic
niches and be regulated by O, gradients [19]. However, the
underlying mechanisms remain unclear. O, availability may
have a direct role in stem cell regulation through HIF-1a
modulation of Wnt/B-catenin signaling [20]. If CSCs depend
upon aberrant niche microenvironments, then these niches
might represent targets for treatments.

Some fundamental characteristics are needed to rec-
ognize CSCs. The term CSC is frequently referred to as
“cancer initiating cells”, since serial transplantation of CSCs
into animal models re-establishes part of the phenotypic
heterogeneity of the primary tumor [21]. Xenotransplan-
tation in immunocompromised mice, followed by serial
transplantation, is now regarded as an essential criterion
in defining CSCs. This preponderant characteristic might
represent the mechanistic parallel of regenerating a tissue or
an organ in normal stem cell. These cells can be grown in
vitro as tumor spheres under nonadherent conditions [22].
Self-renewal capacity also has to be documented.

CSCs have been shown in in vitro models to be highly
resistant to radiation [23] and chemotherapy [24], poten-
tially resulting in residual disease that can lead to recurrence.
However, radioresistance of CSCs remains controversial.
Inconsistent experimental results could be related to diffi-
culty in correctly isolating the CSC subpopulation within
a tumor [25]. CSCs may be less vulnerable to treatments
because of intrinsic properties of radio and chemoresistance
[26]. One hypothesis is that CSCs could be more resistant
to DNA damages induced by these treatments [27, 28]. They
may have enhanced capacities of DNA repair [29].

The frequency of CSCs appears to be highly variable,
reflecting biological diversity among cancer models as well
as technical issues. This subpopulation of cells was identified
utilizing flow-cytometer-based cell sorting, enabling isola-
tion of a “side population” (SP) defined by Hoechst 33342
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dye exclusion [30]. This test is based on ABCG2 transporter,
which is the second member of the G subfamily of ATP
binding cassette (ABC) transporters. ABCG2 is one of the
most important multidrug-resistance transporters and its
substrates include Hoeschst 33342 [31]. This transporter is
highly expressed in the SP containing stem cells [32]. CSCs
are capable of self-renewal and production of differentiated
progenitors. Progenitors are engaged in a differentiation
pathway that progressively generates the different mature
cells. CSCs express tissue-specific cell surface markers, such
as CD34 in several kinds of leukemia [33] and CD44 in
breast cancer [6]. None of these markers are specific to
CSCs: CD34 is expressed by endothelial and hematologic
normal cells, while CD44 is expressed by endothelial and
mesenchymal cells. CD133 has been observed in a wide
spectrum of malignant tumors including lung cancer [11,
34]. The function of CD133 is still unknown. CD133 may
have a role in stem cell activation/maintenance [35], and
potential regulatory activity of cell-cell contacts [36]. The
CSC phenotype may not necessarily be uniform between
cancer subtypes or even tumors of the same subtype [37].
Aldehyde dehydrogenase (ALDH) metabolizes a wide variety
of endogenous and exogenous aldehydes [38]. High ALDH
activity has been detected in stem and progenitor cells
in various lineages [39—41], suggesting that strong ALDH
activity and/or antigen expression can be used as a marker
for CSC in a variety of cancers, including lung cancer [42].

3. Does the Cancer Stem Cell Concept
Remain Disputed?

In the stochastic model, transformation results from a
random mutation and subsequent clonal selection. But
this model may not be sufficient to fully explain biology
of carcinogenesis. The conceptual gap left by this model
could be filled in by CSC hypothesis which becomes very
attractive in this context. Indeed carcinogenesis involves
acquisition and accumulation of genetic mutations and
epigenetic regulations that may take many years. Since the
normal lung epithelium turns over fairly rapidly, there
must be some very long-lived cell type that serves as the
repository to safeguard all these accumulating mutations.
This can fit with CSC hypothesis and therefore explain
both heterogeneity of cancer cells and events of metastasis.
This theory may bring fundamental bases for understanding
resistance to chemotherapy or radiation treatment, tumor
promotion and progression, as well as important clinical
implications for detection, prevention, and treatment [3].
However, some controversies still remain [43-45]. Tumor
growth may not need to be driven by rare cancer stem cells.
Cancer stem cell theory may not be an absolute requisite to
explain chemo-radio resistance. This characteristic may be
related to multiple drug resistance (mdr) phenotype [46].
Metabolic flexibility may generate adaptive changes in cells of
the residual disease that can lead to tumor growth [47] and
relapse. Tumor progression and recurrence may be explained
by a state of cancer dormancy [48]. CSC may not be a
real entity. CSC theory could be the simple transposition
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of normal tissue development to cancer. Although the CSC
hypothesis still has to be fully validated in lung cancer,
its applicability would provide an improvement in our
understanding of carcinogenesis.

4. Lung Cancer

Lung cancer is one of the most intractable cancers with a
five-year overall survival of around 15% all stages merged.
Lung cancer has a poor prognosis, because of extra thoracic
dissemination and frequent disease relapse. The main types
of lung cancer are small cell lung carcinoma SCLC and
nonsmall cell lung carcinoma NSCLC, which includes three
major histological types: adenocarcinoma, squamous cell
carcinoma (SCC), and large cell carcinoma [49]. About 15%
of the tumors are SCLCs and arise in the larger airways, grow
rapidly, and have a neuroendocrine component. Adenocarci-
nomas represent about 40% of NSCLCs and usually start in
peripheral lung tissue. SCCs account for 25% and commonly
originate near a central bronchus. Large cell carcinomas
are believed to derive from neuroendocrine cells and may
be observed in combination with other types of NSCLC.
These neuroendocrine lung tumors appear to be epithelial
tumors characterized by their preferential neuroendocrine
differentiation as indicated by neuroendocrines granules,
mucin granules, microvilli, and tonofilaments [50].

It is estimated that smoking causes 90% of lung cancers.
However, different types of genetic modifications have been
described in lung cancer cells such as recurrent chromosome
abnormalities [51], upregulation of telomerase activity [52],
and mutations of oncogenes or tumor suppressor genes
(TP53, RB1, CDKN2A, KRAS, EGFR). Some may be markers
of disease progression, others may have a direct role in
lung cancer genesis in the context of gene-environment
interactions [53]. The link between mutations and stem cell-
ness is an important issue that needs to be explored. It is
not clear whether mutations leading to CSCs occur in stem
cells or in differentiated cells. These data strongly suggest
that a deep knowledge of each tumor should improve patient
outcome thanks to personalized therapy.

5. Normal Lung Stem Cells

The respiratory system arises from the ventral foregut endo-
derm with development of a tree-like system of epithelial
tubules and vascular structures, which ultimately gives rise to
the mature airways and alveoli. Precise sequence and pattern
of branching events lead to highly ramified tubular networks
possibly driven by a stereotyped hierarchical and modular
branching program [54] which molecular regulation remains
under study [55]. Lung mesenchymal development is cru-
cially influenced by signals from the epithelium and the
pleura that, in concert, appear to maintain a balance of differ-
entiated and proliferating multipotent progenitors while the
lung grows [56]. During lung branching morphogenesis, the
transcription factor Sox2 is associated with the epithelium
that is less morphogenetically active. Sox2 expression is lost
at sites where nascent buds arise [57, 58]. As epithelial cells

in branching airways continue to differentiate, it is crucial
to maintain and expand a pool of uncommitted progenitor
cells for continuous growth. It has been proposed that this
pool resides in the distal lung, as a population of proliferating
immature epithelial cells that expresses high levels of the
proto-oncogene Mycn [59].

Mature respiratory epithelium consists of multiple cell
types. Ciliated, neuroendocrine, and secretory cells are
located in the proximal region of the respiratory system.
Alveolar type 1 (AT1) and 2 (AT2) cells are typical of the
distal alveolar region of the lung (Figure 1). Lineage analysis
suggests that progenitor cells lining the trachea and proximal
lung have a different origin from those lining the distal
region of the lung [60]. The activity of the different pools
of progenitor cells account for spatially restricted regional
specificities in both proximal and distal cell lineages speci-
fications during lung development and cellular composition
of tracheobronchial and bronchiolar airways [61]. Basal
cells have been proposed as a multipotent progenitor cell
population of bronchial airways. They have the capacity
for restoration of a fully differentiated epithelium [62, 63].
Lung CSCs and airway normal stem cells may use common
pathways in development.

6. Lung Cancer Stem Cells

Altered composition of airway epithelial cell that is associated
with acute or chronic lung injury has the potential to
significantly increase risk for developing lung cancer [64,
65]. It is currently unknown whether airway stem cells
contribute significantly to normal epithelial maintenance
and repair [66]. Clara cells participate in maintenance of
both secretory and ciliated cell types after oxidant-mediated
damage [67]. Meanwhile a population of pollutant-resistant
stem cells localized in the bronchoalveolar duct junction
(BADJ) contributes to restoration of a phenotypically diverse
epithelium after clara cell depletion [68]. These cells are
named bronchoalveolar stem cells (BASCs) (Figure 1). Both
pulmonary neuroendocrine cells (PNEC) and Clara cells
have been proposed as progenitors for the genesis of SCLC
and NSCLC [69]. PNEC are specialized airway epithelial cells
that produce specific neuropeptides and that are grouped
in clusters termed neuroepithelial bodies (NEBs). Repair
from airway injury is associated with PNEC hyperplasia
[70]. Cells with Clara-like characteristics but reduced secre-
tory protein expression have been identified in association
with preneoplastic lesions [71]. These data suggest that
cells engaged in differentiation could reactivate genes of
immaturity. In this context, CSCs may arise from restricted
progenitors or more differentiated cells that have reacquired
self-renewing capacity [5]. This phenomenon could have
direct bearing on the issue of stem cell plasticity, which is
defined as the ability to cross lineage barriers and adopt cell-
differentiated phenotypes [72]. It also may raise a parallel
with transdifferentiation from differentiated cell to CSC that
leads to cancer cell phenotypic diversification [73]. BASCs at
the BAD] of adult airways have been proposed as an initiating
cell source for lung adenocarcinoma [74]. Stem cells and
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Ficure 1: Lung CSCs and progenitors which differentiation leads to heterogeneity of associated human carcinomas. Normal and tumor
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represented with discontinuous lines.

progenitors could be considered ideal tumor initiating candi-
dates, because dysregulation of proliferative capacity through
mutation may rapidly cause dysplastic tumor-like growth.
The deviation from a common endodermic stem cell could
also be responsible for the multidirectional differentiation
in lung tumors, including neuroendocrine phenotype in
NSCLC and squamous or glandular signs of differentiation
in authenticated neuroendocrine tumors [75].

Observed phenotypic heterogeneity between distinct
tumor types suggests that the tumor’s local pulmonary
environment deeply impacts the fate of cancer cells [76].
Developmental programs of cells initially engaged in a
specific lineage pathway can be altered by changing the type
of signals in the local environment [77]. The different lung
tumors could arise from regiospecific cancer stem cell niches
that are still debated [78, 79].
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7. Lung Cancer Stem Cell Models

Tumorigenic human lung cancer cells have been isolated
using different approaches from both cell lines and primary
tumors. CSC models from lung cancer cell lines are based
on the phenotype or on the functional characteristics of
these cells (Figure 2). SP has showed repopulating ability
and resistance to multiple chemotherapeutic drugs in lung
cancer. In addition, human telomerase reverse transcriptase
(hTERT) expression is higher in SP, suggesting that this
fraction may represent an enriched source of lung tumor
initiating cells with unlimited proliferative potential [80-
83]. CSCs can be identified and isolated by flow-cytometry-
based cell sorting using the cell surface marker CD133 [37]
(Figure 2). The lack of early markers for lung progenitors
represents a clear gap of knowledge. The known markers
are not always ideal to sort for the CSC population [84].
In line with tumor heterogeneity, the phenotype of CSCs is
not uniform, underlying the necessity to find more specific
single markers or to define new marker combinations to
potentially recognize the putative CSCs (Table 1). Isolation
of lung CSCs based on increased ALDH activity was
obtained using the Aldefluor assay followed by fluorescent-
activated cell sorting (FACS) (Figure 2) [42, 85]. The second
approach leading to the isolation of lung CSCs was based
on their inherent functional resistance to chemotherapy
(Figure 2). Drug-surviving cells were isolated after an in
vitro treatment with cisplatin, doxorubicin, or etoposide.
These cells present the phenotypic characteristics previously
described [86]. These different CSC models developed on
cancer cell lines can be grown in vitro as tumor spheres under
nonadherent conditions using a serum-free medium that is
supplemented with growth factors. They also exhibit high
clonogenic potential, capacities for self-renewal, generation
of differentiated progeny, and high in vivo tumorigenicity
(Figure 3).

The first isolation and expansion of lung CSCs from
primary patient tumors was based on their ability to survive
under serum-free conditions and proliferate as cellular
tumor spheres [11]. CD133 cells isolated from primary
tumors displayed features of CSCs both in vitro and in
vivo (87, 88]. The expression of CD133 in tumors was
linked to shorter progression-free survival in patients treated
with platinum-based chemotherapies, but this point remains
controversial [88-91].

In vivo limiting dilution consists of injection of decreas-
ing number of cells. This method used for subcutaneous
tumor xenograft may prove enrichment of CSCs in an
isolated subpopulation of cells [27, 92] (ratio to obtain a
tumor from CSCs compared to tumor cells: 1/100). To date,
there is no consistent data published on this method in lung
CSC models that determine the minimal number of tumor-
initiating cells necessary and sufficient to regenerate a tumor.

A few mouse models of lung cancer-initiating cells have
been developed [74, 93]. However the frequency of CSCs in
these models is highly variable. To date, there is no evidence
of a subpopulation isolated from an animal model able to
restore the tumor initial heterogeneity in secondary and
tertiary hosts [84].
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8. Preclinical Data on Lung Cancer Stem Cells

The surviving fraction of tumor cells after chemotherapy
is low and may contain CSCs. These cells “left behind”
may be responsible for recurrence. These cells need to
be eradicated in order to provide long-term disease-free
survival. Combinatorial treatments involving both cytotoxic
and targeted therapies will probably be required to suppress
all cancer cells [5]. Preclinical data on putative CSCs targets
are emerging by now.

Oncogenes and tumor-suppressor genes are the 2 types
of genes involved in carcinogenesis. Oncogenes are dominant
genes [94] whereas tumor suppressor genes are recessive.
Activating mutations or transcriptional deregulation can
lead from proto-oncogenes to oncogenes. The Runx genes
can present characteristics of both oncogenes and tumor
suppressor genes. These genes encode transcription factors
involved in normal development with tissue specific expres-
sion. Many chromosomal translocations involving Runx
genes and leading to oncogenic fusion proteins have been
reported [95]. These fusion proteins may have a tissue-
restricted oncogenic spectrum [96] in accordance with the
concept of lineage-specific oncogenes. This concept applied
to CSCs could suggest that some specific oncogenes could
select and maintain a particular malignant phenotype char-
acteristic of a cell lineage. Runx3 is an essential transcription
factor for the late phase of lung development. Runx3 is
required for the control of differentiation and proliferation
of bronchiolar epithelium [97]. The frequent silencing of
Runx3 by promoter hypermethylation in the preneoplastic
stage of the lung adenocarcinoma has been observed [98, 99].
Runx3 downregulation has been proposed as an early event
in the development of the lung carcinoma interfering in the
differentiation of progenitor cells [97]. Moreover, there are
some data suggesting that in lung cancer TITF1 could be an
adenocarcinoma lineage specific oncogene [100] and BRF2 a
squamous cell lineage specific oncogene [101].

BASC possesses the potential to differentiate into Clara
or AT?2 cells, presenting coexpression of Clara cell secretory
protein (CCSP) and surfactant protein C (SPC) (Figure 1)
[74]. These cells also exhibit the capacity of self-renewal and
the expression of Oct4. Oct4 is a transcriptional factor of
the embryonic stem cells which expression was found to be
associated with a poor prognosis [87, 102, 103]. In addition,
knock down of Ocr4 might lead to apoptosis of a CSC-like
population of lung cancer cells [104].

Sox2 is a critical transcription regulator of embryonic
stem cells [105]. Sox2 controls self-renewal and differ-
entiation processes [106]. It is also implicated in lung
branching morphogenesis during pulmonary development
as previously evocated [57, 58]. Sox2 has been proposed
to be an oncogene which expression is essential to lung
SCC carcinogenesis and which is capable of transforming
and conferring tumor initiating properties to human lung
squamous cells [107]. Additionally, tumors with Sox2 over-
expression seem to have a worse prognosis [108].

Oct4 and Sox2 are two of the four crucial transcription
factors capable of cooperating to reprogram differentiated
cells into an induced pluripotent stem cell-like phenotype
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TasLE 1: Molecular characterization of putative human lung CS5Cs.

Molecular characterization References

Surface markers and transporters:

CD133 [11, 34,37, 87-91]
Side population—ABCG2 [80-83, 91]
ALDH activity [42, 85]
Transcription factors:

Runx3 [97-99]
Sox2 [107, 108]
Oct4 [87, 102-104]
c-kit [111, 115]

[109, 110]. Nuclear transplantation of Oct4, Sox2, c-Myc,
and Kif4 can reprogram a somatic genome back into an
embryonic stem cell status. Is there a comparable way for
cancer cells to reacquire an immature profile with properties
of self-renewal? Oct4 and Sox2 may participate to a similar
process leading to lung CSCs.

Stem Cell Factor (SCF) is a mitogenic and angiogenic
factor involved in carcinogenesis. Human c-kit has been
shown to operate as a SCF receptor promoting tumor growth
[111-113]. Patients with either mutation or overexpression
of c-kit have lower survival rates and show resistance to
chemotherapy [114]. Blocking SCF/c-kit signaling pathway
inhibits CSC proliferation and survival after chemotherapy
exposure in human lung cancer cell lines [115]. Exposure
to SCF/c-kit axis blockade by SCF-neutralizing antibodies
or by imatinib (Gleevec), an inhibitor of c-kit, combined to
cisplatin therapy might lead to inhibition of both non-CSCs
and CSCs.

Differences between normal stem cells and CSCs may
provide novel antigenic and molecular targets for ther-
apy (Table 1). It is important to design new therapeutic
approaches to selectively hit CSC-specific pathways, while
sparing normal stem cells. Further identification of lung
cancer stem cell-specifics target could allow for promising
more effective combined therapies. In our view, the most
important matter to address in a near future is to better
characterize and isolate lung CSCs from patients’ tumors
combining marker studies and functional assays. Lung CSCs
probably include a heterogeneous population of cells with
different therapeutic resistance profiles. Identifying lineage
specific oncogenes or their fusion proteins could bring new
targets for specific therapeutic approaches selectively aimed
at specific CSCs. In contrast to chemotherapy or radiother-
apy on mature tumor cells, therapies against CSCs might
have a slow but sustainable effect. Therefore experimental
models will certainly have to be redrawn including longer
observation periods and intermediate analysis.

9, Conclusion

CSC is central to cancer cell biology and cancer therapy.
The knowledge of CSC signaling pathways may lead to new
therapies able to eradicate lung CSC or induce differenti-
ation of these cells. Promising models have recently been

developed to isolate the subpopulation of CSCs within the
lung-differentiated cells of the tumor mass. These models
are useful tools to better characterize lung CSCs. Targeting
the CSC or its microenvironmental niche could inhibit
self-renewing and overcome chemo-radio resistance. Some
consistent preclinical data are emerging on the role of
transcriptional factors such as Runx3, Oct4, Sox2, and c-
kit in lung tumor differentiation and treatment resistance.
Further in vitro and in vivo studies are needed to design
combined therapies in order to determine whether these
candidates are potential targets for new therapeutic strategies
against lung cancer. Moreover, the prognostic and predictive
value of CSCs identification from tumor biopsies or among
circulating tumor cells remains to be determined.
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Résumé

Les résultats insuffisants de la radio chimiothérapie conventionnelle dans les cancers bronchiques non a petites
cellules (CBNPC) ont motivé I'évaluation d'une nouvelle stratégie de modulation phamacologique de la radiosensibilité
tumorale basée sur les modifications épigénétiques. Pour cela nous avons évalué la combinaison de la radiothérapie et
d'un nouvel pan-inhibiteur des histones désacétylases (HDACI), I'abexinostat en préclinique in vitro et in vivo sur deux
modéles de CBNPC puis en phase clinique précoce chez 'homme dans le cadre d'un essai de phase |.

Nous avons d’abord montré que I'abexinostat augmente la radiosensibilité des cellules de CBNPC de maniére
dépendante de la séquence thérapeutique en normoxie et en hypoxie en augmentant 'apoptose caspase dépendante ainsi
que les cassures doubles brins radio-induites et en réduisant la signalisation et la réparation de ces dommages de I'ADN.
L'abexinostat potentialise également le retard de croissance tumorale induit par la radiothérapie in vivo dans des
xénogreffes sous-cutanées de CBNPC avec un profil de toxicité acceptable. Nous avons également montré pour la
premiére fois que la triple combinaison de radiothérapie, abexinostat et cisplatine potentialise le retard de croissance
tumorale in vivo. Les premiers résultats in vitro et in vivo confortant le rationnel pour la combinaison abexinostat-
radiothérapie nous avons réalisé étude de phase | exploratoire d'escalade de dose combinant I'abexinostat a la
radiothérapie palliative hypo fractionnée standard délivrant 30 Gy en 10 fractions pour des tumeurs solides métastatiques.
Parmi les 58 patients traités, d'age médian 61 ans (20-82), on note 71 % de stade M1 et 88 % de patients ayant déja recu
des traitements préalables par chimiothérapie et/ou radiothérapie et/ou chirurgie. La dose recommandée pour un essai de
phase 2 que nous avons établie est de 90 mg/m2. Sur les 51 patients évaluables, on observe un taux de réponse globale de
7,8 % (1 réponse compléte (RC) et 3 réponses partielles (RP)) et un taux de réponse locorégionale de 11,8% (1 RC et 5
RP) avec un suivi médian de 16 semaines. Les patients présentant des Iésions (cibles ou non) cérébrales ont présenté des
taux de réponse encourageant avec notamment un patient en RC. Nous avons retrouvé peu d’effets secondaires de grade
23, les plus fréquents étant la thrombopénie (17,2 %), la lymphopénie (12,1 %) et 'hypokaliémie (6,9 %). Au total, 6 patients
(10%) ont interompu leur traitement du fait des effets secondaires. Nous n‘avons pas observé de prolongation de
I'intervalle QTc de grade = 3 et il n'y a pas eu dinterruption de traitement en rapport avec cet effet secondaire. Dans
I'ensemble, nos données in vitro et in vivo montrent une potentialisation de l'effet anti tumoral par la combinaison
d'abexinostat et radiothérapie. Chez les patients présentant des tumeurs solides avancées l'abexinostat oral en
combinaison a la radiothérapie est bien toléré. Cette combinaison pourrait avoir un potentiel particuliérement intéressant
dans le traitement des métastases cérébrales. De plus, nos travaux précliniques suggérent pour la premiére fois un effet
prometteur d'une triple combinaison avec HDACI, cisplatine et radiothérapie qui justifie de plus amples investigations et
pourrait guider de nouvelles stratégies thérapeutiques dans les CBNPC.

Nos travaux s’inscrivent dans une stratégie de recherche translationnelle et montrent I'importance de la recherche
préclinique pour les études d'association aux rayonnements ionisants. Seuls un développement préclinique rationnel et un
développement clinigue méthodique permettront I'émergence de combinaisons modulant la radiosensibilité tumorale de
maniére suffisamment efficace pour modifier nos standards de traitement et améliorer le pronostic de nos patients.

Mots clés : Epigénétique, radiosensibilité tumorale, HDAC inhibiteur, cancer bronchique non a petites cellules,
radiothérapie

Abstract

Insufficient results of conventional chemoradiotherapy in non-small cell lung carcinomas (NSCLC) have
encouraged assessment of new pharmmacological strategies for modulation of radiosensitization based on epigenetic
changes. We have investigated the combination of radiotherapy and a novel pan-histone deacetylase inhibitor (HDACI),
abexinostat in vitro and in vivo in two NSCLC models and in an early phase clinical trial.

Our findings demonstrate that abexinostat enhances radiosensitivity of NSCLC cells in a time dependent way in
vitro in normoxia and hypoxia increasing radio-induced caspase dependent apoptosis and persistent DNA double strand
breaks associated with decreased DNA damage signaling and repair. Interestingly, abexinostat potentiates tumor growth
delay in vivo in combined modality freatments associating not only abexinostat and irradiation but also in the triplet
combination of abexinostat, iradiation and cisplatin. We conducted an exploratory phase 1, dose-escalation study of
abexinostat in combination with standard hypofractionated radiotherapy (30 Gy in 10 fractions) in patients with advanced
solid tumors treated in a palliative setting. Among 58 treated patients, the median age was 61.5 years (range, 20-82); 47 %
of the patients had M1 stage disease, and 95% had received previous chemotherapy alone or chemotherapy in combination
with surgery and/or radiotherapy. The recommended phase 2 dose was determined to be 90 mg/m2. Of the 51 patients
evaluable for response, best overall response was 8 % (1 complete response [CR], 3 partial responses [PRs]), and best
loco-regional response was 12 % (1 CR and 5 PRs) at a median follow-up of 16 weeks. Of note, patients with target or non-
target brain lesions showed encouraging responses, with 1 patient achieving a best loco-regional response of CR.
Treatment-emergent grade 2 3 adverse events (AEs) were few, with most common being thrombocytopenia (17 %),
Ilymphopenia (12 %), and hypokalemia (7 %). Six patients (10 %) discontinued treatment due to AEs. No grade = 3
prolongation of the QTc interval was observed, with no treatment discontinuations due to this AE. Altogether, our data
demonstrate in vitro and in vivo a potentiation of anti-tumor effect by abexinostat in combination with irradiation in NSCLC.
Oral abexinostat combined with radiotherapy was well tolerated in patients with advanced solid tumors. The combination
may have potential for treatment of patients with brain lesions. Moreover, our work suggest for the first time to our
knowledge promising triple combination opportunities with HDACI, irradiation and cisplatin which deserves further
investigations and could be of major interest in the treatment of NSCLC.

Our studies which are part of a translational research strategy highlight the importance of preclinical investigations
in the area of radiotherapy and drug combination research. Only rationale preclinical development and methodologically well
conducted clinical development will allow new standards of treatment to emerge and improve patient’s prognostic.

Keywords : abexinostat, histone deacetylase inhibitor, radiotherapy, solid tumors, brain lesions
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