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DEFINITION DES ACRONYMES 

   

17-AAG  17-aflflyfl-amfinodemethoxy gefldanamycfine  

53BP1    P53-bfindfing protefin 1 

AACR   Amerfican Assocfiatfion for Cancer Research 

AE    Effet secondafire (Adverse Event) 

a-GaflCer   a-gaflactosyflceramfide (agent finducteur de fl’IFNγ) 

AGPI    Acfides gras poflyfinsaturés  

AIF    Facteur finductfibfle d’apoptose (Apoptosfis finducfibfle factor) 

AML    Leucémfies myéfloïdes afigues  

ADN    Acfide désoxyrfibo nucfléfique 

ANSM   Agence natfionafle de sécurfité du médficament et des produfits de santé  

Apaf1   Apoptotfic protease actfivatfing factor 1 

APC    Ceflflufle présentatrfice d’antfigène (antfigen-presentfing ceflfls) 

APL    fleucémfie afigüe promyeflocytafire (acute promyeflocytfic fleukaemfia)  

ATM    Ataxfia teflangfiectasfia mutated 

ATP    Adenosfine trfiphosphate 

ATR    Rad3-reflated protefin 

ATRA    Acfide trans-rétfinoïque  

BAD    Bcfl2-assocfiated agonfist of death 

Bax    Bcfl2-flfike protefin 

BER    Système de réparatfion par excfisfion de bases (base excfisfion repafir) 

BET    Protéfines constfituées de 2 bromodomafines et d’un domafine extra-termfinafl 

BID    BH3-finteractfing domafin 

BRCA   Breast Reflated Cancer gene 

CARD    Domafines de reconnafissance des caspases (Caspase recognfitfion 

domafins) 

CBNPC   Cancer bronchfique non à petfites ceflflufles 
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CDB    Cassures doubfle brfin 

CHK2   CSK-homoflogous kfinase 2  

CPP    Comfité pour fla protectfion des patfients 

CR    Réponse compflète 

CTCAE   Common Toxficfity Crfiterfia for Adverse Events  

CTL    cytotoxfic T flymphocytes  

DAMP   Moflécufles partficuflfières assocfiées aux dommages (damage-assocfiated 

moflecuflar patterns) 

DC    Ceflflufles dendrfitfiques 

DISC  Compflexe de sfignaflfisatfion finducteur de mort (Death-finducfing sfignaflfing 

compflex) 

DIOC6   3.3’ dfihexyfloxacarbocyanfine fiodfide  

DLT    Toxficfités doses-flfimfitantes  

DSBR   Doubfle-strand break repafir  

EBCTCG Earfly Breast Cancer Trfiaflfists' Coflflaboratfive Group  

FADD   Domafines de mort assocfiés à Fas (Fas-assocfiated death domafin) 

FAK    Focafl adhesfion kfinase 

FLT-3   Fms-flfike tyrosfine kfinase 3  

GGT    Gamma gflutamyfl transférases 

GVHD   Mafladfie afigüe du greffon contre fl’hôte (acute graft-versus-host dfisease) 

Gy    Gray  

HDAC   Hfistone désacétyflase 

HDACfi   Hfistone désacétyflase finhfibfiteur 

HIF-1    Facteur finductfibfle en hypoxfie (Hypoxfia Inducfibfle Factor) 

HNPCC  Cancer coflorectafl non poflyposfique hérédfitafire (heredetary non poflyposfis 

coflorectafl cancer) 

Hsp90   Protéfine Heat shock 90 

IAP    Inhfibfiteur d’apoptose 

IKKβ    Protéfine kfinase β IκB  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Early%20Breast%20Cancer%20Trialists%27%20Collaborative%20Group%20(EBCTCG)%5BCorporate%20Author%5D
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IL-1    Interfleukfine 1  

IL-12    Interfleukfine 12 

IFNγ    Interferon-γ 

IP    Intrapérfitonéafle 

LAM    Leucémfies afiguës myéflobflastfiques  

LMC    Leucémfie myéfloïde chronfique  

MGMT   O6-methyflguanfine DNA methyfltransférase  

MHC    Compflexe majeur d’hfistocompatfibfiflfité (Major hfistocompatfibfiflfity compflexe) 

MICA   MHC cflass I poflypeptfide-reflated sequence A  

MICB   MHC cflass I poflypeptfide-reflated sequence B 

MMR    Mfissmatch repafir  

MRN  Compflexe formé de fla nucfléase Mre11, fl’ATPase RAD50 et  fla protéfine 

NBS1  

MTD    dose maxfimum toflérée  

NF-κB  Facteur nucfléafire κB (nucflear factor-κB)  

NHEJ  Système de réparatfion par suture non homoflogue (non homoflogous end-

jofinfing) 

NK    Naturafl Kfiflfler  

NKG2D   Protéfine du groupe 2D à fla surface des ceflflufles « naturafl kfiflfler » 

NO   Monoxyde d’azote 

NOS    Oxyde nfitrfique synthase  

PI    Iodure de propfidfium (propfidfium fiodfide) 

PIPE    Product of Independent beta Probabfiflfitfies dose Escaflatfion 

PKC   Protéfine kfinase de type C  

PLCγ   Phosphoflfipase C gamma 

PML    Gène de fla fleucémfie promyéflocytafire 

PR    Réponse partfieflfle 

PUMA  Moduflateurs de fl’apoptose réguflé posfitfivement par p53 (p53 upreguflated 

moduflator of apoptosfis) 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Prot%C3%A9ine_kinase
https://fr.wikipedia.org/wiki/Phospholipase
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RAR-aflpha   Récepteur aflpha de fl'acfide rétfinoïque (RAR-α) 

RECIST  Revfised Response Evafluatfion Crfiterfia fin Soflfid Tumors  

RH    Recombfinafison homoflogue 

ROS    Dérfivés réactfifs de fl’oxygène (Reactfive oxygen specfies) 

RTOG   Radfiatfion Therapy Oncoflogy Group 

SAE    Effet findésfirabfle grave (Serfious adverse events) 

SDSA   Synthesfis-dependent strand anneaflfing 

SER    Sensfitfizatfion enhancement ratfio  

SF6   Fractfion survfivante à 6 Gy 

SMAC   Second mfitochondrfia-derfived actfivator of caspases 

STAT1  Gène codant pour fla protéfine transductrfice du sfignafl et actfivatrfice de fla 

transcrfiptfion 1 (Sfignafl transducer and actfivator of transcrfiptfion 1) 

STAT3  Gène codant pour fla protéfine transductrfice du sfignafl et actfivatrfice de fla 

transcrfiptfion 1 (Sfignafl transducer and actfivator of transcrfiptfion 3) 

TAA    Tumor assocfiated antfigen 

TAM    Tumor assocfiated macrophage 

TLR    Récepteur Toflfl-flfike 

TNF-α   Facteur α de nécrose tumorafle (Tumor necrosfis factor aflpha) 

TNK    Lymphocyte T « Naturafl Kfiflfler » 

TRAIL   flfigand finducteur d’apoptose flfiée au TNF (TNF-reflated apoptosfis-finducfing 

flfigand) 

Tregs   Lymphocytes T réguflateurs 

XIAP   Protéfine finhfibfitrfice d’apoptose flfiée à X (X-flfinked finhfibfitor of apoptosfis 

protefin)  

XRCC4   X-ray cross compflementfing 4 

  

https://en.wikipedia.org/wiki/Annealing_(biology)
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1 – INTRODUCTION 

1.1 PREAMBULE : LE CONCEPT D’EPIGENETIQUE 

La génétfique à eflfle seufle ne permet pas d’expflfiquer toute fla dfiversfité des phénotypes au 

sefin d’une popuflatfion. Eflfle ne permet pas non pflus d’expflfiquer comment, avec des séquences 

d’ADN fidentfiques, des jumeaux monozygotes peuvent avofir des phénotypes dfifférents ou des 

susceptfibfiflfités dfifférentes aux mafladfies et en partficuflfier aux cancers. Le concept d’épfigénétfique 

apporte une expflficatfion partfieflfle de ces phénomènes. Les modfifficatfions épfigénétfiques font partfie 

des phénomènes de moduflatfion de fl’expressfion génfique fles pflus étudfiés. En effet, ces 

modfifficatfions  n’afltèrent pas fla composfitfion de fl’ADN mafis unfiquement fla réguflatfion de fl’expressfion 

et sont, par nature, des phénomènes réversfibfles sans afltératfion finscrfite dans fle code génétfique. 

Leur caractère réversfibfle en fafit des cfibfles thérapeutfiques de chofix. De pflus, ces mécanfismes sont 

fréquemment déréguflés dans dfifférents types tumoraux. Les mécanfismes de réguflatfion 

épfigénétfique fles pflus étudfiés sont fl’acétyflatfion, fla méthyflatfion, fla phosphoryflatfion, fl’ubfiqufitfinatfion 

et fla sumoyflatfion. Ces mécanfismes condufisent à une modfifficatfion de fla structure des 

nucfléosomes qufi fimpacte fla condensatfion de fla chromatfine, fla conformatfion de fl’ADN et fla 

transcrfiptfion. En effet, fla structure de fla chromatfine est un facteur détermfinant pour fl’expressfion 

des gènes. L’ensembfle du génome humafin est comme empaqueté dans fla chromatfine qufi est un 

compflexe macromoflécuflafire dynamfique qufi comporte fl’ADN, fles hfistones et fles protéfines non-

hfistones. Les nucfléosomes sont fles unfités de base de fla chromatfine et sont constfitués d’ADN 

enrouflée autour d’octamères d’hfistones formés par 4 hfistones partenafires : un tétramère 

d’hfistones H3-H4 et deux dfimères d’hfistones H2A-H2B. L’hfistone H1 flfie et stabfiflfise fl’ensembfle. La 

structure dynamfique du nucfléosome déffinfie afinsfi dfifférent nfiveau d’organfisatfion de fla chromatfine 

et par conséquent dfifférents nfiveaux d’expressfion et d’actfivfité des gènes codés par fl’ADN au sefin 

de ces nucfléosomes (1). La chromatfine exfiste sous forme d’hétérochromatfine qufi est fintensément 

compactée et transcrfiptfionneflflement finactfive ou sous forme d’euchromatfine où fles nucfléosomes 

sont mofins compacts et arrangés de manfière pflus flfinéafire, ce qufi flufi confère une structure pflus 

ouverte et accessfibfle à fla transcrfiptfion. 
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Ffigure 1 : Réguflatfion de fl’actfivfité transcrfiptfionneflfle par fla structure conformatfionneflfle de fla 

chromatfine (1) 

L’ADN est représenté par fla flfigne nofire. Les octamères d’hfistones sont représentés par fles 

cyflfindres mauves. Les modfifficatfions post traductfionneflfles sont représentées par Me pour fla 

méthyflatfion, P pour fla phosphoryflatfion et Ac pour fl’acétyflatfion sur fles queues des hfistones (flfignes 

bfleues). Les réguflateurs ATP dépendants de fla structure du nucfléosome sont représentés par un 

cyflfindre avec 2 ATP assocfiés. Les hfistones acétyfl tansférases (HAT) et  fles hfistones désacétyflase 

(HDAC) sont représentées respectfivement en bfleu et grfis. Les protéfines se flfiant aux groupes 

méthyfl comme fla « Méthyfl-CpG bfindfing protefin » (MECP2) cfibfle fl’ADN méthyflé et recrute fles 

HDACs. La méthyflatfion de fl’ADN et fla désacétyflatfion des hfistones findufisent une conformatfion 

compactée et une répressfion de fla transcrfiptfion (Ffigure 1 a). A fl’finverse, fl’acétyflatfion des hfistones 

et fla déméthyflatfion de fl’ADN permettent une reflaxatfion de fl’ADN, avec une conformatfion pflus 

reflâchée qufi permet fl’actfivatfion de fla transcrfiptfion (Ffigure 1 b). 

 

Les modfifficatfions épfigénétfiques comme fla méthyflatfion de fl’ADN ou fl’acétyflatfion des 

hfistones sont connues pour fleur fimpact sur fl’expressfion des gènes. Ifl exfiste d’autres formes de 

réguflatfion de fla structure du nucfléosome par phosphoryflatfion, sumoyflatfion et ubfiqufitfinatfion des 

queues d’hfistones. De pflus, fla structure de fla chromatfine peut égaflement être réguflée par des 

compflexes protéfiques qufi utfiflfisent fl’hydroflyse de fl’ATP pour reposfitfionner fles nucfléosomes en fles 

fafisant « gflfisser » fle flong de fl’ADN. Ifl exfiste des réguflateurs de fla chromatfine ATP dépendants, 

finfitfiaflement fidentfiffiés comme des facteurs provoquant fl’actfivatfion de gènes. Actueflflement, fifl est 

étabflfi que ces réguflateurs peuvent coopérer avec fles hfistones acétyfl transférases (HAT) ou fles 

hfistones désacétyflases (HDAC) et donc avofir un rôfle contrfibutfif dans fl’expressfion ou fla répressfion 

de fla transcrfiptfion de gènes. La chromatfine peut donc être remodeflée par fl’actfivfité propre 

d’enzymes modfiffiant fles queues des hfistones, afinsfi que par des facteurs réguflateurs du 

remodeflage ATP dépendants. Les flfiens fonctfionnefls et bfiochfimfiques entre fles facteurs réguflateurs 

ATP dépendants et fles HAT, fles facteurs répresseurs et fles HDAC, fla méthyflatfion et fles HDAC 

findfiquent que dfifférents sfignaux de réguflatfion peuvent cfibfler des vofies moflécuflafires communes 
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pour findufire ou réprfimer fl’expressfion de gènes. Ifl est aujourd’hufi cflafirement démontré (2, 3) que 

ces modfifficatfions peuvent findufire une répressfion de fl’expressfion (« sfiflencfing ») de certafins gènes 

ou, au contrafire, une surexpressfion d’autres gènes. Bfien que certafines régfions du génome afient 

été fidentfiffiées comme sujettes aux modfifficatfions épfigénétfiques responsabfles de ces varfiatfions 

d’expressfion, fles mécanfismes décflencheurs de ces modfifficatfions épfigénétfiques demeurent 

finconnus. Toutefofis, fla posfitfion et fla conformatfion de fla chromatfine dans fle noyau sembfle avofir 

une fimportance cflé (2). 

 

1.1.1 Méthyflatfion de fl’ADN et des hfistones : 

La méthyflatfion de fl’ADN est un processus épfigénétfique très étudfié par flequefl un groupe 

méthyfl est ajouté sur fl’ADN, ce qufi provoque des modfifficatfions fonctfionneflfles. Lorsque fla 

méthyflatfion a flfieu sur fla régfion promotrfice d’un gène, eflfle findufit fle pflus souvent une répressfion de 

fla transcrfiptfion de ce gène, fle rendant « sfiflencfieux ». Chez fles eucaryotes, fl’ADN ne peut être 

méthyflé que sur des cytosfines. L’ADN peut être méthyflé sur fla posfitfion C5 d’une cytosfine 

prfincfipaflement au sefin de dfinucfléotfides cystosfine-phosphate-guanfine (CpG) ou d’îflots de CpG 

(CGI) par fles ADN méthyfl transférases DNMT1, DNMT3A et DNMT3B (1, 4). De pflus, ces 

enzymes peuvent recruter dfirectement des hfistones désacétyflases (HDAC) entraînant une 

désacétyflatfion qufi contrfibue égaflement à une répressfion transcrfiptfionneflfle. Les CGI méthyflés sont 

ffixés par fles « methyfl-CpG bfindfing protefins » comme MECP2, MBD1, MBD2 et MBD3, qufi peuvent 

recruter des HDAC et des facteurs réguflateurs du remodeflage de fla chromatfine dépendants de 

fl’ATP pour donner une structure compacte (Ffigure 1 a). Lorsque fla méthyflatfion se fafit au nfiveau 

d’une régfion promotrfice d’un gène, eflfle agfit prfincfipaflement comme un répresseur de transcrfiptfion 

de ce gène. Dans fle dévefloppement humafin, fla méthyflatfion de CGI est par exempfle requfise pour 

fl’finactfivatfion du chromosome X mafis, comme nous fle verrons ufltérfieurement, ce mécanfisme ou sa 

déréguflatfion sont égaflement fimpflfiqués dans de nombreuses pathoflogfies et en partficuflfier en 

cancéroflogfie (5). La réaflfisatfion récente d’une cartographfie des sfites de méthyflatfion du génome 

entfier a montré que fles régfions réguflatrfices pauvres en CG ont généraflement un taux bas de 

méthyflatfion, florsque ces sfites sont occupés par des facteurs de transcrfiptfion. Ces nfiveaux 

varfiabfles de méthyflatfion refflètent fles changements de nfiveau d’expressfion des gènes. Par 

conséquent, fles données du méthyflome sont une fimportante source d’finformatfion sur fl’actfivfité des 

gènes. Les proffifls de méthyflatfion de fl’ADN pourrafient afinsfi servfir de marqueurs bfioflogfiques car un 

bfiomarqueur est déffinfi par sa capacfité à prédfire fl’évoflutfion d’une pathoflogfie ou fla réponse au 

trafitement, findépendamment du fafit que fle paramètre mesuré afit un flfien de causaflfité ou non. 

L’étude des nfiveaux de méthyflatfion ne nécessfite pas de ceflflufle vfivante, eflfle requfiert des quantfités 

d’ADN fafibfles et peut être réaflfisée dans tous fles flaboratofires de séquençage du génome, ce qufi en 

fafit une technfique partficuflfièrement accessfibfle. Toutefofis fl’hétérogénéfité ceflfluflafire au sefin d’un 

préflèvement tfissuflafire reste un facteur confondant flfimfitant. Mafis dans certafins types tumoraux 

comme fle méduflflobflastome, fl’anaflyse des nfiveaux de méthyflatfion dans fles régfions réguflatrfices à 

partfir de préflèvements hfistoflogfiques a tout de même permfis fl’fidentfifficatfion de modfifficatfions 
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spécfiffiques de certafins sous types tumoraux (6, 7). Ifl sembfle donc que fla méthyflatfion de fl’ADN 

chez fles mammfifères refflète fla réguflatfion ceflfluflafire fintrfinsèque en rapport avec fla densfité de CG 

sur fl’ADN et fles motfifs de ffixatfion de facteurs de transcrfiptfion. Mafis fl’effet de fla répressfion de CGI 

par méthyflatfion pourrafit bfien être fl’exceptfion pflutôt que fla règfle car fles phénomènes d’finactfivatfion 

et d’actfivatfion se produfisent égaflement à d’autres endrofits du génome. Une mefiflfleure 

compréhensfion des mécanfismes de réguflatfion de ce phénomène est nécessafire pour comprendre 

fles conséquences et fl’fimpact des déréguflatfions de ces mécanfismes en pathoflogfie humafine. 

 

Ffigure 2 : Modfifficatfions épfigénétfiques par méthyflatfion de fl’ADN et conséquences en 

cancéroflogfie (8) 

Dans fles ceflflufles normafles, fles îflots de CpG au sefin des promoteurs sont en générafl 

déméthyflés. Lorsque ces promoteurs sont actfifs comme dans fle cas des gènes suppresseurs de 

tumeur, fifls sont assocfiés à des formes actfives d’hfistones, comme fl’acétyflatfion des hfistones, et 

H3K4 méthyflés (cercfles verts portant fle numéro 4), qufi permettent une structure ouverte de fla 

chromatfine transcrfiptfionneflflement actfive. Toutefofis, fles ceflflufles normafles comportent égaflement 

des régfions d’ADN finter génfiques pauvres en CpG, des éfléments répétfitfifs, des transposons, afinsfi 

que des gènes soumfis à emprefinte parentafle dont, en générafl, fl’une des 2 copfies est totaflement 

étefinte du fafit d’une fintense méthyflatfion, aflors que fl’autre est actfive. Sur fles promoteurs des gènes 

afinsfi réprfimés, on retrouve des hfistones sous forme « répressfive » comme fl’hfistone H3K9 

méthyflée (cercfles rouges portant fle numéro 9), qufi confèrent un état sfiflencfieux à fla chromatfine. 

Pendant fla cancérogénèse, fles promoteurs des gènes suppresseurs de tumeur comportant des 

îflots de CpG sont méthyflés, ce qufi confère une structure sfiflencfieuse à fla chromatfine et donc une 

répressfion aberrante (findfiquée par fla fflèche rouge). Contrafirement à cefla, fles régfions d’ADN finter 

génfiques pauvres en CpG, fles éfléments répétfitfifs, fles transposons, afinsfi que fles gènes soumfis à 
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emprefinte sont hypométhyflés, ce qufi aboutfit à une actfivatfion aberrante (findfiquée par une fflèche 

verte). 

 

1.1.2 Sumoyflatfion : 

La sumoyflatfion est une modfifficatfion post-traductfionneflfle aboutfissant à fla flfiafison covaflente 

d'une ou pflusfieurs protéfines SUMO (« smaflfl ubfiqufitfin-reflated modfiffier ») sur un résfidu flysfine d'une 

protéfine cfibfle. À ce jour, quatre protéfines SUMO ont été caractérfisées (SUMO-1, -2, -3 et -4). Le 

processus de sumoyflatfion est très proche bfiochfimfiquement de ceflufi de fl'ubfiqufitfinatfion, notamment 

en fimpflfiquant une cascade sfimfiflafire d'enzymes. En revanche, aflors que fl'ubfiqufitfinatfion entraîne 

prfincfipaflement fla dégradatfion de fla protéfine cfibflée par fle protéasome, fla sumoyflatfion sembfle pflutôt 

régufler fles proprfiétés bfiochfimfiques des protéfines cfibfles (traffic fintraceflfluflafire, finteractfion 

protéfique, finteractfion ADN-protéfine, actfivfité transcrfiptfionneflfle...). De pflus, queflques exempfles 

démontrent que fla sumoyflatfion de certafines protéfines finhfibe fleur ubfiqufitfinatfion (9, 10). 

 

Ffigure 3 : Un fafibfle nfiveau de sumoyflatfion de facteurs de transcrfiptfion peut entraîner une 

répressfion de fl’expressfion des gènes cfibfles de ces facteurs (10) 

  

 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Modification_post-traductionnelle
https://fr.wikipedia.org/wiki/Prot%C3%A9ine_SUMO
https://fr.wikipedia.org/wiki/Lysine
https://fr.wikipedia.org/wiki/Prot%C3%A9ine
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ubiquitination
https://fr.wikipedia.org/wiki/Prot%C3%A9asome
https://fr.wikipedia.org/wiki/Liaison_%C3%A0_l%27ADN
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a/ La sumoyflatfion d’un facteur de transcrfiptfion (TF en vert) peut permettre fle recrutement 

d’effecteurs répresseurs sous-jacents, qufi agfissent enzymatfiquement sur fl’état de fla chromatfine 

(comme par exempfle des facteurs réguflateurs du remodeflage de fla chromatfine). Après 

désumoyflatfion par des peptfidases spécfiffiques de SUMO (« sentrfic-specfiffic proteases : SENPs), 

des modfifficatfions de fla chromatfine findufisant une répressfion de fl’expressfion peuvent persfister 

comme par exempfle une désacétyflatfion.  

b/ La sumoyflatfion d’un facteur de transcrfiptfion peut finfitfier fle recrutement de facteurs 

finhfibfiteurs sur fle promoteur. Après fla formatfion d’un compflexe répresseur stabfle, SUMO peut être 

retfiré par SENP, sans affecter fle compflexe. 

 

Le processus de sumoyflatfion met en jeu une sérfie de trofis étapes enzymatfiques. 

La premfière étape, nommée maturatfion, correspond au cflfivage de fla partfie C-termfinafle de 

fla protéfine SUMO. Eflfle est assurée par des enzymes carboxy-hydroflases et engendre fl'exposfitfion 

du dfipeptfide de gflycfines (GG) de SUMO pour fl’enzyme d'actfivatfion E1.  

La deuxfième étape est dfite d'actfivatfion et consfiste en fla créatfion d'un flfien thfioester de 

haute énergfie (étape ATP-dépendante) entre SUMO-GG et fla cystéfine cataflytfique de fl’enzyme E1 

actfivatrfice (hétérodfimère SAE1/SAE2).  

La trofisfième étape est fla conjugafison du SUMO «actfivé» (SUMO-GG), qufi est transféré de 

fl'enzyme E1 à fla cystéfine cataflytfique de fl’enzyme de conjugafison E2 (Ubc9). Icfi encore, fifl exfiste 

une dfifférence majeure avec fl’ubfiqufitfinatfion pufisque, à ce jour, Ubc9 est fla seufle enzyme de 

conjugafison E2 caractérfisée pour fla sumoyflatfion, aflors qu’fifl exfiste de mufltfipfles E2 pour 

fl'ubfiqufitfinatfion.  

Contrafirement à fl'ubfiqufitfinatfion qufi nécessfite fl'finterventfion d'enzymes de type E3 flfigases fin 

vfitro, Ubc9 est capabfle d'finteragfir et de modfiffier dfirectement fles substrats protéfiques cfibflés. Afinsfi, 

Ubc9 peut aussfi jouer fle rôfle de flfigase. Néanmofins, de nombreuses enzymes du type E3 flfigases 

ont été récemment caractérfisées pour SUMO. Ceflfles-cfi sembflent favorfiser fle processus de 

sumoyflatfion, en stabfiflfisant fla formatfion du compflexe UBC9/substrat. À ce tfitre, fles SUMO-E3 

flfigases sembflerafient partficuflfièrement détermfiner une certafine spécfifficfité de substrat fin vfivo. 

 

1.1.3 Ubfiqufitfinatfion : 

L’ubfiqufitfinatfion est un processus de modfifficatfion post traductfionneflfle mufltfi-étapes, qufi 

aboutfit à fla ffixatfion covaflente d’une ou pflusfieurs protéfines ubfiqufitfine sur un ou pflusfieurs résfidus 

flysfine de fla protéfine ubfiqufitfinée. Ce phénomène, rapfide et dynamfique, modfiffie fla fonctfion et fle 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Prot%C3%A9ine_SUMO
https://fr.wikipedia.org/wiki/Cyst%C3%A9ine
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Ubc9&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ubiquitination
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devenfir de fla protéfine substrat. En effet, fl’ubfiqufitfinatfion a pour prfincfipafle conséquence d’entraîner 

fla dégradatfion par fle protéasome de fla protéfine ubfiqufitfinée. Le système Ubfiqufitfinatfion-protéasome 

(UPS) est essentfiefl à fla réguflatfion de nombreuses vofies de sfignaflfisatfion et de nombreux 

mécanfismes bfioflogfiques comme fla réparatfion de fl’ADN, fl’endocytose, fl’autophagfie, fla 

transcrfiptfion, fla réponse fimmunfitafire et fl’finfflammatfion (11, 12). La spécfifficfité des sfignaux findufits 

par fl’ubfiqufitfinatfion est due à fla capacfité de fl’ubfiqufitfine à former des monomères et dfifférents types 

de poflymères (chaînes d’ubfiqufitfines), capabfles d’finteragfir avec fles protéfines récepteurs de 

fl’ubfiqufitfine (« ubfiqufitfin-bfindfing protefins : UBP »), qufi décodent fle sfignafl présenté par fles protéfines 

ubfiqufitfinées et findufisent fle décflanchement de cascades bfiochfimfiques dans fla ceflflufle. Afinsfi, 

fl’ubfiqufitfine peut former 8 dfifférents types de chaînes d’ubfiqufitfines, flfiées sur fleurs résfidus flysfine (K) 

(K6, K11, K27, K29, K33, K48, et K63) ou sur fleur partfie N-termfinafle. Un nfiveau suppflémentafire de 

compflexfité est obtenu par fla possfibfiflfité de former des chaînes de poflyubfiqufitfines utfiflfisant des 

flfiafisons fidentfiques (homotypfiques) ou mfixtes (hétérotypfiques). Chaque type de chaîne de 

poflyubfiqufitfine findufit des sfignaux fintraceflfluflafires dfifférents, devant être fidentfiffiés spécfiffiquement et 

décodés par des protéfines récepteurs « UBP », pour permettre fl’actfivatfion des dfifférents 

mécanfismes fintraceflfluflafires qufi flufi sont propres (13).  

L’exempfle fle pflus cflassfique du rôfle de fl’ubfiqufitfinatfion est ceflufi de fla dégradatfion par fle 

protéasome des protéfines flfiées à des chaînes de poflyubfiqufitfines-K48, aflors que fles protéfines flfiées 

aux chaînes de poflyubfiqufitfines-K63 sont fimpflfiquées dans des vofies bfioflogfiques ne fafisant pas 

fintervenfir fle protéasome, comme par exempfle fla réparatfion de fl’ADN ou fle système endosome-

flysosome. La dégradatfion des protéfines fintraceflfluflafires soflubfles est prfincfipaflement médfiée par fle 

protéasome 26S. Le protéasome est un compflexe protéfique de 2.5MDa qufi comprend une 

chambre cyflfindrfique 20S, où a flfieu fla protéoflyse, et un compflexe réguflateur 19S, qufi se flfie aux 

protéfines poflyubfiqufitfinées et régufle fleur entrée dans fla chambre cataflytfique 20S. Grâce à ses 

6 sous-unfités ATPase, fle compflexe 19S cataflyse fl’ouverture de fla chambre 20S, fle dépflofiement de 

fla protéfine ubfiqufitfinée et sa transflocatfion à fl’fintérfieur de fla chambre protéoflytfique 20S. Les 

substrats poflyubfiqufitfinés sont aflors reconnus, étrofitement flfiés et effficacement dégradés par fle 

protéasome 26S, seflon un processus mufltfi-étapes fintégré. L’étape finfitfiafle est ATP dépendante et 

est facfiflement réversfibfle. Ifl s’agfit d’une étape de flfiafison de fla protéfine ubfiqufitfinée qufi se fafit grâce 

à fla forte afffinfité des sfites récepteurs d’ubfiqufitfine du compflexe 19S (sous unfités Rpn10 (S5a) et 

Rpn13) (14). Pufis certafines chaînes sont flfiées pflus fortement que d’autres et sont protéoflysées par 

un processus nécessfitant fle dépflofiement d’un domafine de fla protéfine ubfiqufitfinée et fl’hydroflyse 

d’ATP. Les protéfines sont désubfiqufitfinées par une ou pflusfieurs enzymes de désubfiqufitfinatfion 

(DUB), assocfiées au compflexe 26S comme Usp14, Uch37, ou Rpn11 (15). Enffin, fla protéfine est 

dépfloyée et transférée dans fla chambre 20S qufi a été ouverte.  

Les chaînes de poflyubfiqufitfine K-48 sont reconnues comme fle sfignafl canonfique pour fla 

dégradatfion par fle protéasome mafis certafines études récentes suggèrent une capacfité du 

protéasome à se ffixer égaflement aux protéfines monoubfiqufitfinées ou à d’autres types de chaînes 

poflyubfiqufitfinées. 
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Ffigure 4 : - Schéma du protéasome 26S (13) 

Ce schéma fiflflustre fla posfitfion du récepteur fintrfinsèque à fl’ubfiqufitfine sur fle compflexe 19S, 

en pérfiphérfie. Rpn10 et Rpn13 sont fles prfincfipaux sfites de haute afffinfité sur flesquefls se ffixent fles 

protéfines ubfiqufitfinées.  

 

1.1.4 Acétyflatfion et désacétyflatfion des hfistones : 

L’acétyflatfion et fla désacétyflatfion sont fles mécanfismes par flesquefls un groupement acétyfl 

est ajouté ou retfiré aux résfidus flysfine de fla queue N-termfinafle des hfistones. Ces mécanfismes sont 

des éfléments cflés de fla réguflatfion de fl’expressfion génfique. Ces mécanfismes sont cataflysés par 

des enzymes aux actfivfités « pro acétyflante » : fles hfistones acétyfl transférases (HAT), ou 

« désacétyflante » : fles hfistones désacétyflases (HDAC).  

L’acétyflatfion des hfistones est un processus actfif réguflé à fla fofis par fla quantfité reflatfive et 

fla flocaflfisatfion des HAT et des HDAC nucfléafires (16). L’acétyflatfion est une modfifficatfion post-

traductfionneflfle ; c’est un phénomène dynamfique dont fla demfi-vfie est finférfieure à 15 mfinutes, ce 

qufi nécessfite un contrôfle contfinu. L’acétyflatfion des protéfines findufit une neutraflfisatfion de fla charge 

des queues de flysfine des hfistones. Les queues des hfistones se séparent aflors du squeflette de 

phosphodfiester de fl’ADN, du fafit de sa charge négatfive. Cecfi rédufit fl’encombrement stérfique au 

nfiveau de fl’ADN et permet fl’accès de facteurs de transcrfiptfion, ce qufi crée un état de 

« transcrfiptfion permfissfive » et favorfise fl’expressfion génfique d’un flocus spécfiffique (16).  

La majorfité des HAT fidentfiffiés chez fl’homme fonctfionne comme des co-actfivateurs de fla 

transcrfiptfion et sont recrutés sur fla chromatfine, par finteractfion avec des protéfines capabfles de se 

flfier à des séquences spécfiffiques de fl’ADN. De nombreuses protéfines de fla famfiflfle p300/CBP 

(« p300/cycflfic-AMPresponse-eflement bfindfing protefin ») peuvent jouer ce rôfle. Les HAT sont 

cflassés en dfifférentes famfiflfles, seflon fleurs sfimfiflfitudes de séquence et fleurs substrats. Outre fleur 
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actfivfité d’acétyflatfion des queues d’hfistone, fles HAT ont égaflement une fonctfion d’acétyflatfion de 

facteurs transcrfiptfionnefls ceflfluflafires, qufi augmente généraflement fl’actfivfité transcrfiptfionneflfle 

(Ffigure 1) (1).  

Les HDAC fonctfionnent de manfière opposée aux HAT, en désacétyflant fles résfidus flysfine 

de fla queue des hfistones et en findufisant une répressfion de fla transcrfiptfion, assocfiée à une 

condensatfion de fla chromatfine (Ffigure 1) (1). Par afiflfleurs, certafins HDACs fonctfionnent comme 

des flecteurs du code des hfistones. A ce jour, 18 protéfines HDAC ont été fidentfiffiées chez fl’homme. 

Eflfles peuvent être groupées en 4 cflasses, seflon fleur homoflogfie de séquences avec fles flevures 

(17). 

La cflasse I comporte fles HDAC 1-2-3 et 8. Ces HDAC ont une homoflogfie de séquence 

avec fla flevure Rpd3 et se flocaflfisent dans fle noyau. Les HDAC de cflasse I comportent un seufl 

domafine désacétyflase à fleur partfie N termfinafle.   

Les HDAC de cflasse II peuvent être subdfivfisés en 2 sous-cflasses : fla sous cflasse Ifia, 

comportant fles HDAC 4-5-7 et 9, flocaflfisées dans fle noyau et fle cytopflasme, et fla sous cflasse IIb, 

comportant fles HDAC 6 et 10. L’HDAC6 est prfincfipaflement flocaflfisée dans fle cytopflasme et 

comporte 2 domafines cataflytfiques, aflors que fl’HDAC10 comporte un domafine fonctfionnefl N-

termfinafl et un domafine C-termfinafl fincompflet.  

Les HDACs de cflasse III sont égaflement nommées sfirtufines (SIRT1–SIRT7). Eflfles sont fles 

homoflogues de SIRT2, un facteur de répressfion de fla transcrfiptfion chez fla flevure, et dfiffèrent 

structureflflement des autres cflasses. Eflfles nécessfitent fle NAD+ comme cofacteur. Ces protéfines 

n’ont pas encore été extensfivement étudfiées chez fles mammfifères mafis fifl a été récemment décrfit 

que SIRT2 peut désacétyfler p53 à son extrémfité carboxy-termfinafle et finhfiber fl’apoptose et 

fl’actfivatfion transcrfiptfionneflfle médfiée par p53 (18, 19).  

La cflasse IV contfient un seufl HDAC, fl’HDAC11, avec un domafine cataflytfique partagé avec 

fles HDAC de cflasse I et II.   

Les HDAC de cflasse I, II et IV exercent fleurs fonctfions en fafisant partfie de flarges 

compflexes macromoflécuflafires, en assocfiatfion avec d’autres facteurs. Les HDAC1 et HDAC2 font 

partfie des compflexes mSfin3A (compflexe mufltfi protéfique de répressfion de fla transcrfiptfion), NURD 

(compflexe mufltfi protéfique de remodeflage du nucfléosome) et Co-REST compflexes, et fl’HDAC3 est 

assocfié à N-CoR (corépresseur de récepteurs nucfléafires) et SMRT (médfiateur pour fla répressfion 

des récepteurs aux hormones thyroïdfiennes et rétfinoïdes), aflors que pflusfieurs protéfines 

fimpflfiquées dans fla vofie de fl’ubfiqufitfine sont assocfiées à fl’HDAC6 (20). Ifl exfiste 11 HDAC zfinc 

dépendants, qufi font partfie des cflasses I, II et IV. 

Bfien que fles HDAC de cflasse I et II pufissent désacétyfler fles queues des hfistones, fifl 

sembfle que d’autres protéfines ceflfluflafires pufissent être fla cfibfle de dfifférents HDAC. Par exempfle, 

HDAC7, exprfimé dans fle cytopflasme, se flfie au récepteur de fl’endothéflfine-A, ce qufi souflfigne fla 

spécfifficfité de substrat de dfifférents HDAC, possfibflement dépendante de fleur flocaflfisatfion 
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subceflfluflafire. Le tabfleau sufivant résume fla cflassfifficatfion de fla famfiflfle des HDAC, fleur flocaflfisatfion 

et fleurs prfincfipaux substrats. 

 

Tabfleau 1 - Famfiflfle des HDAC : cflassfifficatfion, flocaflfisatfion et prfincfipaux substrats (21)  
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1.2 ÉPIGENETIQUE ET CANCER : 

La répressfion ou fl’actfivatfion finapproprfiée de fl’expressfion de certafins gènes par des 

mécanfismes génétfiques ou épfigénétfiques est un phénomène fréquent dans fl’finfitfiatfion et fla 

progressfion de fla cancérogénèse. En cancéroflogfie, fl’un des mécanfismes épfigénétfiques fles pflus 

étudfiés est fla méthyflatfion de fl’ADN, en partficuflfier au nfiveau des CpG comme nous fl’avons vu 

précédemment (Ffigure 2). Ces réguflateurs épfigénétfiques agfissent de concert pour bfloquer fla 

transcrfiptfion ou finterférer avec fles régfions responsabfles du mafintfien de fla conformatfion de fla 

chromatfine. L’équfiflfibre entre fla méthyflatfion de fl’ADN, fles modfifficatfions des hfistones et fla 

compactfion des nucfléosomes détermfine sfi fla transcrfiptfion d’un gène partficuflfier ou d’un groupe de 

gènes, sfitués dans une même régfion, est actfivée ou réprfimée (22). Ifl exfiste de nombreux flfiens 

entre méthyflatfion de fl’ADN et modfifficatfions post-transcrfiptfionneflfles des hfistones. Les hfistones 

désacétyflases sont fréquemment surexprfimées dans fles ceflflufles cancéreuses condufisant à une 

hypo acétyflatfion des hfistones et à une compactfion de fl’ADN, réprfimant fl’expressfion de gènes à 

proxfimfité (1). Ces modfifficatfions épfigénétfiques peuvent condufire à fla répressfion de gènes 

suppresseurs de tumeurs, findépendamment ou concomfitamment de mutatfions ou de déflétfions 

génétfiques. Ces modfifficatfions épfigénétfiques peuvent aflors constfituer fle deuxfième évènement 

décflencheur, seflon fle modèfle du « two hfit » proposé par Knudson et afl. ou être consfidéré comme 

un décflencheur de flétaflfité synthétfique (8, 23).  

La flétaflfité synthétfique est un concept décrfit au début du 20
ème 
sfiècfle par fles génétficfiens 

amérficafin Caflvfin Brfidges et Theodore Dobzhansky, à partfir d’observatfions chez fla mouche 

drosophfifle, où certafins gènes non aflfléflfiques sont flétaux unfiquement en combfinafison, bfien que fles 

parents homozygotes sofient parfafitement vfiabfles (24). Le terme synthétfique est ficfi utfiflfisé pour son 

sens en grec ancfien, qufi sfignfiffie fla combfinafison de deux entfités pour former queflque chose de 

nouveau. La flétaflfité synthétfique est donc déffinfie comme un type d’finteractfion génétfique, où fla 

cooccurrence de deux évènements génétfiques aboutfit à fla mort ceflfluflafire et/ou à fla mort de 

fl’organfisme hôte (25, 26). La flétaflfité synthétfique est un phénomène bfien connu en cas de perte de 

fonctfion par mutatfion, mafis eflfle peut aussfi résuflter de fla combfinafison d’autres afltératfions comme 

fla surexpressfion de gènes, fl’actfion d’un agent chfimfique ou un changement envfironnementafl (27-

30). 
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Ffigure 5 : Représentatfion schématfique du concept de flétaflfité synthétfique (31) 

Deux gènes sont consfidérés comme synthétfiquement flétaux seuflement florsque fleur 

finactfivatfion sfimufltanée condufit à fla mort ceflfluflafire ou à fla mort de fl’organfisme auquefl fifls 

appartfiennent. Dans fl’exempfle schématfisé ficfi, fla déflétfion sofit du gène A sofit du gène B n’affecte 

pas fla vfiabfiflfité aflors que fl’finactfivatfion des deux gènes en même temps est flétafle. 

 

De pflus, ces modfifficatfions épfigénétfiques peuvent aussfi actfiver fla cancérogénèse par 

actfivatfion d’oncogènes. Les mécanfismes finfitfiant ces phénomènes épfigénétfiques restent mafl 

connus mafis fle dysfonctfionnement de fla réguflatfion épfigénétfique fafit partfie des caractérfistfiques 

dfistfinctfives des ceflflufles cancéreuses. La répressfion aberrante de gènes suppresseurs de tumeur 

ou de gènes réguflant fla proflfifératfion ceflfluflafire, par une combfinafison d’hypo acétyflatfion et d’hyper 

méthyflatfion sur des régfions promotrfices, est responsabfle d’une perte des fonctfions normafles de 

contrôfle ceflfluflafire. Afinsfi, fl’état d’acétyflatfion des hfistones est un détermfinant crucfiafl dans fla 

réguflatfion de fla transcrfiptfion de gènes cflés de fla proflfifératfion ceflfluflafire.  

La cartographfie compflète du génome humafin a permfis d’fidentfiffier fles modfifficatfions de fla 

chromatfine flors de fla cancérogénèse. Ces études ont révéflé une perte gflobafle d’acétyflatfion de 

flysfines 16 et 20 des hfistones H4 (H4K16ac et H4K20me3) dans fles ceflflufles cancéreuses, à fla 

dfifférence des ceflflufles non tumorafles, fafisant consfidérer cette perte d’acétyflatfion comme une 

marque dfistfinctfive et caractérfistfique des ceflflufles tumorafles (32). Cette perte d’acétyflatfion, médfiée 

par fles HDAC, provoque fla répressfion des gènes concernés. Les HDAC sont fréquemment 

surexprfimés dans dfifférents types de cancers et, par conséquent, constfituent une cfibfle 

thérapeutfique de chofix (33, 34). Les HAT, qufi travafiflflent de concert avec fles HDAC pour mafintenfir 

fle nfiveau d’acétyflatfion, peuvent aussfi être afltérés en cancéroflogfie. La formatfion aberrante de 

protéfines de fusfion par transflocatfion de HAT et de gènes reflfiés aux HAT (comme MOZ, MORF, 

CBP et p300) est retrouvé dans certafines fleucémfies (35). Ces protéfines de fusfion déflétères 

contrfibuent à fl’afltératfion gflobafle du proffifl d’acétyflatfion des hfistones.  

En pflus de ces afltératfions d’acétyflatfion des hfistones, fles ceflflufles cancéreuses présentent 

une flarge varfiété de modfifficatfions des proffifls de méthyflatfion des hfistones. Les afltératfions de 

méthyflatfion en H3K9 et H3K27 sont assocfiées à des répressfions aberrantes de gènes dans 

dfifférentes types de cancers (36, 37). La déréguflatfion des hfistones méthyfl transférases est 

égaflement responsabfle de répressfion aberrante de gènes suppresseurs de tumeur dans dfifférents 
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types de cancers. Par exempfle, EZH2, qufi est fl’hfistone méthyfl transférase de H3K27, est 

surexprfimée dans certafins cancers du sefin et de fla prostate (37). Un nfiveau éflevé d’expressfion de 

G9a, qufi est fl’hfistone acétyfl transférase de H3K9, est retrouvé dans fles cancers du fofie et est 

fimpflfiqué dans fle mafintfien du phénotype tumorafl, possfibflement par moduflatfion de fla structure de fla 

chromatfine (38, 39). Les évènements condufisant à ces modfifficatfions épfigénétfiques restent encore 

mafl comprfis mafis comme ces anomaflfies sont mfitotfiquement hérfitabfles, eflfles sont fréquemment 

retrouvées dans fles ceflflufles tumorafles à forte proflfifératfion.  

 

De pflus, fles déméthyflases flysfine-spécfiffiques, qufi travafiflflent de concert avec fles hfistones 

méthyfl transférases pour mafintenfir fle proffifl gflobafl de méthyflatfion, sont égaflement fimpflfiquées dans 

fla progressfion des cancers (40). LSD1, fla premfière flysfine déméthyflase fidentfiffiée, est capabfle de 

supprfimer à fla fofis des sfignaux actfivateurs et répresseurs comme H3K4 et H3K9, seflon fle 

partenafire auquefl eflfle se flfie (41, 42). Ces partenafires agfissent aflors comme un co-répresseur ou 

un co-actfivateur. Après LSD1, pflusfieurs autres flysfines déméthyflases ont été fidentfiffiées, comme 

fles protéfines Jumonjfi. Pflusfieurs de ces hfistones déméthyflases sont hyperactfivées dans fle cancer 

de fla prostate, ce qufi en fafit une cfibfle thérapeutfique potentfieflfle (43). Pufisque fles hfistones 

déméthyflases, comme LSD1, peuvent à fla fofis avofir des fonctfions actfivatrfices et répressfives, fifl est 

essentfiefl de comprendre fleurs rôfles, eux-mêmes dépendant du contexte, avant d’envfisager fleur 

finhfibfitfion à vfisée thérapeutfique en cancéroflogfie. En dépfit de ces chaflflenges, cfibfler fles hfistones 

déméthyflases est une optfion prometteuse, comme fl’ont montré des études récentes d’finhfibfitfion de 

LSD1 dans fle neurobflastome, en rédufisant fla proflfifératfion fin vfitro et fla crofissante tumorafle de 

xenogreffes fin vfivo (44). De même, fles HDAC peuvent être des cfibfles thérapeutfiques de chofix, du 

fafit de fleur potentfiefl de réactfivatfion de fl’expressfion de gènes qufi serafit réprfimée de manfière 

aberrante dans certafins types tumoraux. Le dévefloppement d’HDAC finhfibfiteur (HDACfi) a donc 

ouvert fla vofie à de nombreux travaux, expflorant fla pflace des HDACfi comme agents thérapeutfiques 

antfinéopflasfiques.    

 

1.3 HDACI EN CANCEROLOGIE : 

Les HDACfi dévefloppés ces dernfières années ont prouvé fleur capacfité à finhfiber fles 

fonctfions des HDAC, en findufisant une hyper acétyflatfion des hfistones, mafis égaflement de 

protéfines non hfistones. Afinsfi fles HDACfi sont capabfles de provoquer une finductfion d’apoptose, un 

arrêt de fla crofissance ceflfluflafire, fla senescence, fla dfifférentfiatfion ceflfluflafire, fl’fimmunogénficfité et 

fl’finhfibfitfion de fl’angfiogenèse dans dfifférents types de tumeurs (1, 45).  
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1.3.1 Dévefloppement et cflassfifficatfion des HDACfi : 

Un nombre fimportant et crofissant d’HDACfi, de structures varfiées, d’orfigfine natureflfle ou 

synthétfique, ont été purfiffiés et dévefloppés, au mofins 20 étant passés en dévefloppement cflfinfique 

seufl ou en combfinafison à d’autres agents thérapeutfiques (vofir tabfleau cfi-dessous).  

Tabfleau 2 - Statut d’avancement cflfinfique des prfincfipaux HDAC finhfibfiteurs (17) 

 

Hfistorfiquement, fle butyrate a finfitfiaflement été proposé comme agent antfi néopflasfique, du 

fafit de sa capacfité à findufire fla dfifférencfiatfion ceflfluflafire (46). Ifl a ensufite été montré que fle butyrate 

est capabfle d’findufire fl’hyper acétyflatfion des hfistones (47). Mafis à cette époque, dans fles années 

1970, fles HDAC n’étafient pas encore consfidérés comme fla cfibfle moflécuflafire du butyrate. C’est 

dans fles années 1990, que fle flfien entre finhfibfitfion de fla crofissance ceflfluflafire tumorafle (ou survfie 

des ceflflufles tumorafles) et finhfibfitfion de fl’actfivfité des HDAC a été étabflfi (48, 49).  

Les HDACfi peuvent être cflassés en 6 groupes seflon fleur structure chfimfique et fifls ont une 

capacfité d’finhfibfitfion enzymatfique varfiabfle seflon fles agents consfidérés (45). La dfiffficuflté à produfire 

des HDAC recombfinants purfiffiés fonctfionneflflement actfifs a flfimfité fl’fidentfifficatfion de spécfifficfité des 

HDACfi. Toutefofis, des études utfiflfisant des HDAC recombfinants partfieflflement purfiffiés et 

cataflytfiquement actfifs ont été réaflfisées (50-52). Par exempfle, fifl a été rapporté qu’un HDACfi 

comme fle depsfipeptfide a une actfivfité d’finhfibfitfion d’HDAC1 et d’HDAC2 (qufi sont des HDAC de 

cflasse I) supérfieure à son actfivfité d’finhfibfitfion des HDAC4 et HDAC6 (qufi sont des HDAC cflasse II) 

(53). En revanche, un autre HDACfi, fle MS-275 finhfibe préférentfieflflement fl’HDAC1, est mofins actfif 

sur fl’HDAC3 et findufit une finhfibfitfion margfinafle seuflement de fl’HDAC8 (qufi sont pourtant tous fles 3 

des HDAC de cflasse I) (51). D’autres études suggèrent une finhfibfitfion séflectfive des HDAC par 
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certafins HDACfi en évafluant fl’hyper acétyflatfion des hfistones H3 ou H4 et de  fl'α-tubuflfine (qufi agfit 

comme un témofin de fl’actfivfité d’HDAC6 (54-57). La tubacfine, un finhfibfiteur spécfiffique de HDAC6, 

findufit une hyper acétyflatfion de fl’α-tubuflfine et n’a pas d’effet sur fl’acétyflatfion des hfistones (55). Les 

autres HDACfi contenant de fl’hydroxamate, à fl’exceptfion de fl’oxamfflatfine, findufisent une hyper 

acétyflatfion des hfistones H3 et H4 afinsfi que de fl’α-tubuflfine, aflors que fla pflupart des autres cflasses 

d’HDACfi n’ont pas d’effet sur fl’acétyflatfion de fl’α-tubuflfine. Des HDACfi d’fiso formes spécfiffiques ont 

été dévefloppés mafis fleurs proffifls de toxficfité et d’actfivfité antficancéreuse ne se sont pas montrés, à 

ce jour, gflobaflement supérfieurs à ceux des autres HDACfi de pflus flarge spectre. 

 

1.3.2 Effets bfioflogfiques des HDACfi : 

Comme nous venons de fle vofir, fles effets bfioflogfiques de HDACfi sont mufltfipfles. Parmfi ces 

effets, fifl a été montré que certafins HDACfi peuvent être finducteurs d’apoptose (45). Tout comme 

une flarge majorfité des drogues antfi-cancéreuses, fles HDACfi peuvent findufire une mort ceflfluflafire, 

qufi s’accompagne de toutes fles caractérfistfiques bfiochfimfiques et morphoflogfiques de fl’apoptose. Le 

potentfiefl thérapeutfique des HDACfi vfient de fleur capacfité à findufire séflectfivement fl’apoptose des 

ceflflufles tumorafles. Les preuves de cette séflectfivfité antfi-tumorafle vfiennent d’essafis cflfinfiques et 

d’expérfimentatfions anfimafles précflfinfiques, fin vfitro et fin vfivo (58-60). Les études fin vfitro montrant 

que fles ceflflufles transformées peuvent être jusqu’à 10 fofis pflus sensfibfles aux HDACfi que fles 

ceflflufles normafles constfituent des éfléments de preuve en faveur de fla spécfifficfité antfi-tumorafle des 

HDACfi (58).  

Ces études démontrent égaflement que fles HDACfi ont une pufissante actfivfité antfi-

cancéreuse à des concentratfions pour flesqueflfles fla toxficfité et fles effets secondafires observés 

chez fl’hôte sont mfinfimes. Les toxficfités dose-flfimfitantes rapportées comprennent en premfier flfieu fles 

thrombocytopénfies, pufis fles nausées et fla fatfigue. Pour fle depsfipeptfide, fl’arythmfie cardfiaque a 

égaflement été rapportée comme toxficfité dose-flfimfitante (61). Dans fla majorfité des cas, fles effets 

secondafires rapportés sont tout à fafit gérabfles cflfinfiquement. Toutefofis, fifl a été peut être un peu 

optfimfiste de crofire que fles trafitements par HDACfi n’aurafient pas d’effets secondafires. Bfien que fla 

capacfité des HDACfi à tuer des ceflflufles cancéreuses sofit firréfutabfle, fles mécanfismes et fles vofies 

moflécuflafires sous-jacents restent fincompflètement éflucfidés. De pflus, comme fla durée d’exposfitfion 

à fla drogue pour fles expérfiences d’apoptose fin vfitro varfie consfidérabflement de ceflfle utfiflfisabfle fin 

vfivo, fifl n’a pas encore été démontré que fl’actfivfité thérapeutfique des HDACfi est dfirectement reflfiée à 

fleur capacfité d’finductfion de mort ceflfluflafire. Du fafit de fl’effet bfioflogfique pfléfiotropfique des HDACfi fifl 

est fort peu probabfle qu’une seufle vofie moflécuflafire condufisant à fla mort ceflfluflafire des ceflflufles 

tumorafles pufisse être fidentfiffiée pour tous fles HDACfi dans tous fles types ceflfluflafires tumoraux. Ifl est 

beaucoup pflus probabfle que fles effets des HDACfi sofient dépendants du type ceflfluflafire et fifl exfiste 

de pflus en pflus de preuves suggérant que des HDACfi de structure dfifférente ont des effets 

bfioflogfiques dfifférents dans un même type ceflfluflafire. Cecfi est peut être flfié aux proffifls de spécfifficfité 

des dfifférents HDACfi, avec certafins composés comme fl’acfide suberoyflanfiflfide hydroxamfique 



 

32 

(SAHA) qufi ont une actfivfité bfioflogfique pflus flarge que d’autres, comme fla tubacfine qufi sont 

beaucoup pflus séflectfifs. 

 

1.3.2.1 HDACI et apoptose : 

Pflusfieurs études ont montré que fles HDACfi peuvent findufire une apoptose, fimpflfiquant fles 

vofies extrfinsèque (fimpflfiquant fles récepteurs de mort) et/ou fintrfinsèque (mfitochondrfiafle).  

La vofie « fintrfinsèque » (vofie mfitochondrfiafle) est fla vofie prfincfipafle de fl’apoptose. 

L’exposfitfion à un stress ceflfluflafire (firradfiatfion, hypoxfie profonde, chafleur, prfivatfion en nutrfiments, 

etc.) entraîne fla phosphoryflatfion de p53 par ATM. La protéfine p53 actfivée findufit fla transcrfiptfion 

des protéfines à domafine BH3 PUMA (p53 tub moduflator of apoptosfis) et NOXA. Ces protéfines 

finteragfissent au nfiveau de fla mfitochondrfie avec fles protéfines antfi apoptotfiques de fla famfiflfle Bcfl2. 

Dans fla mfitochondrfie, fifl exfiste un équfiflfibre entre Bcfl2, qufi empêche fl’ouverture des pores, et fla 

protéfine pro apoptotfique Bax, qufi actfive au contrafire cette ouverture. L’finteractfion entre fles 

protéfines à domafine BH3 et fles protéfines de fla famfiflfle Bcfl2 entraîne fl’ouverture des pores de 

transfitfion de fla membrane mfitochondrfiafle et fle reflargage de protéfines actfivatrfices (AIF : apoptosfis 

finducfibfle factor), en partficuflfier fla flfibératfion cytopflasmfique de cytochrome C. Le cytochrome C 

entrafine des modfifficatfions conformatfionneflfles de fla protéfine Apaf1 (Apoptotfic protease actfivatfing 

factor 1) qufi permettent, en présence d’ATP, fla formatfion firréversfibfle d’un compflexe heptamérfique, 

fl’apoptosome. Dans fl’apoptosome, Apaf1 et fla procaspase 9 finteragfissent par fleurs domafines 

CARD (Caspase recognfitfion domafins). La procaspase 9 est actfivée en caspase 9, pufis fla 

procaspase 3 est actfivée en caspase 3 effectrfice. De nombreux réguflateurs fintervfiennent dans 

cette cascade. Parmfi fles acteurs antfi apoptotfiques, hsp-27 finhfibe fla flfibératfion cytopflasmfique de 

cytochrome C, hsp-70 finhfibe  fla formatfion de fl’apoptosome, et hsp-90 finhfibe fl’actfivatfion de fla 

caspase 9 (62).  

La vofie extrfinsèque de fl’apoptose est pflus margfinafle. Eflfle fafit fintervenfir fl’actfivatfion de 

récepteurs de mort de type FAS à fla surface des ceflflufles par des flfigands de type FAS-flfigand, qufi 

sont des membres de fla famfiflfle des TNF. L’finteractfion de FAS et FAS-flfigand entraîne fla 

trfimérfisatfion de FAS et fla formatfion du compflexe de sfignaflfisatfion d’finductfion de mort ceflfluflafire 

DISC (death-finducfing sfignaflfing compflex), qufi recrute fla caspase 8 et actfive fl’apoptose (63). La 

protéfine p53 est égaflement fimpflfiquée dans fla vofie extrfinsèque car fl’actfivatfion de p53 entraîne fla 

transcrfiptfion de gènes codant pour fles récepteurs de mort FAS, DR4 et DR5 (death receptor). 

L’actfivatfion de ces récepteurs de fla famfiflfle du TNF par fla ffixatfion du flfigand TRAIL (TNF-reflated 

apoptosfis finducfing flfigand) génère une apoptose dépendante de fl’actfivatfion en avafl de fla caspase 

8 (64). L’actfivatfion de fla caspase 8 actfive fla caspase effectrfice 3. Outre fle rôfle de p53 dans fles 

deux vofies de fl’apoptose, fifl exfiste des convergences entre fles vofies de fl’apoptose fintrfinsèque et 

de fl’apoptose extrfinsèque et fla caspase 8 peut égaflement actfiver fla protéfine BID (BH3-finteractfing 

domafin), qufi va actfiver fl’apoptose fintrfinsèque en agfissant sur fl’ouverture des pores mfitochondrfiaux 

(65). 
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Ffigure 6 : Vofies extrfinsèque et fintrfinsèque de fl’apoptose (66) 

Les sfignaux extrfinsèques et fintrfinsèques réguflant fl’apoptose sont aujourd’hufi bfien décrfits ; 

ont été fintégrés fles éfléments mécanfistfiques comme fla mort médfiée par fles récepteurs de mort 

(appeflés « Death receptors » en angflafis, DRs), qufi correspond à fla vofie extrfinsèque, et fla mort 

médfiée par des phénomènes mfitochondrfiaux, qufi correspond à fla vofie fintrfinsèque (67, 68). Ces 

vofies entraînent fl’actfivatfion de dfifférentes caspases apficafles (fles caspases 8 et 10 pour fla vofie 

extrfinsèque et fla caspase 9 pour fla vofie fintrfinsèque), qufi actfivent des caspases effectrfices 

communes (fles caspases 3 et 7), condufisant au cflfivage d’un nombre encore finconnu de protéfines 

pour exprfimer fle phénotype apoptotfique.  

 

Concernant fla vofie extrfinsèque, fifl a été montré que des membres de fla superfamfiflfle des 

récepteurs du TNF et fleurs flfigands sont transcrfiptfionneflflement actfivés, après trafitement par 

HDACfi, et que fl’apoptose findufite par fles HDACI est corréflée à fl’finductfion d’un ou pflusfieurs 

récepteurs de mort et/ou de fleurs flfigands (45) (1, 61). Toutefofis, fla nécessfité d’une actfivatfion de fla 

sfignaflfisatfion par fla vofie des récepteurs de mort pour décflencher fl’apoptose findufite par fles HDACfi 

reste controversée. La majorfité des études d’actfivatfion de fla vofie des récepteurs de mort par fles 

HDACfi a été réaflfisée fin vfitro avec des flfignées tumorafles humafines. Des modèfles murfins 

précflfinfiques afinsfi que des données cflfinfiques d’essafis thérapeutfiques, utfiflfisant des HDACfi chez 

fl’homme, pourrafient permettre d’étudfier de manfière pflus pertfinente fla nécessfité d’actfivatfion de 

cette vofie. Pour essayer de répondre à cette questfion, Insfinga et afl ont réaflfisé une étude fin vfivo 

utfiflfisant des sourfis transgénfiques PML-RAR qufi dévefloppent des fleucémfies myéfloïdes afigües 

(69). Le trafitement de ces sourfis par fl’acfide vaflprofic (VPA) findufit fl’expressfion de TRAIL et Fas. 

TRAIL est une protéfine transmembranafire, qufi possède un domafine commun à fla famfiflfle du TNF 
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portant fla fonctfion cytokfinfique à fl’extérfieur de fla ceflflufle. TRAIL est capabfle de se flfier aux 

récepteurs de mort et findufit afinsfi une mort de type apoptotfique dans dfiverse ceflflufles cancéreuses. 

Fas est égaflement une protéfine de fla famfiflfle du TNF, capabfle d’findufire fla mort par apoptose de 

dfiverses ceflflufles cancéreuses. L’expressfion de TRAIL et Fas findufite par fles HDACfi dans fles 

ceflflufles de fleucémfie afigüe myéfloïde peut être bfloquée par fl’utfiflfisatfion fin vfivo de petfits ARN 

finterférents (sfiRNA) spécfiffiques de TRAIL et Fas, condufisant à une réductfion de 50% de 

fl’apoptose findufite par fle trafitement de ces sourfis par fle VPA. Dans ce modèfle, fifl n’a toutefofis pas 

été montré que fla réductfion d’apoptose médfiée par TRAIL ou Fas supprfime fl’effet thérapeutfique 

du VPA. La questfion de fl’fimportance du rôfle de fl’apoptose findufite par fla vofie des récepteurs de 

mort dans fl’effet thérapeutfique des HDACfi reste ouverte. 

Concernant fla vofie fintrfinsèque, de nombreuses études findépendantes sont en faveur du 

rôfle de fla vofie mfitochondrfiafle de fl’apoptose dans fla mort ceflfluflafire findufite par fles HDACfi. Pflusfieurs 

équfipes ont montré que fla surexpressfion de BCL2 ou BCL-XL, qufi bfloque fla vofie fintrfinsèque de 

fl’apoptose, finhfibe fl’apoptose findufite par fles HDACfi findépendamment du type ceflfluflafire étudfié. Bfien 

qu’fifl s’agfisse majorfitafirement d’études fin vfitro, certafines données préflfimfinafires fin vfivo suggèrent 

que fles ceflflufles prfimafires de flymphome B surexprfimant Bcfl2 sont compflètement résfistantes aux 

HDACfi comme fle SAHA et fle LBH589 (45). Cecfi findfique que fl’actfivatfion de fla vofie fintrfinsèque de 

fl’apoptose est requfise pour fl’effet thérapeutfique des HDACfi, au mofins dans ce modèfle syngénfique 

de sourfis dévefloppant des flymphomes de Burkfitt. Ifl reste encore à comprendre comment fles 

HDACfi décflenchent fl’actfivatfion de fla vofie fintrfinsèque de fl’apoptose. Une des possfibfiflfités étudfiées 

est ceflfle de fl’finductfion gflobafle de modfifficatfions de fl’expressfion de gènes par fles HDACfi, perturbant 

fl’équfiflfibre entre fl’expressfion de gènes pro et antfi apoptotfique qufi bascuflerafit en faveur d’une 

réponse bfioflogfique pro apoptotfique (Ffigure 7). Ifl est égaflement possfibfle que fle décflenchement de 

fl’actfivatfion de fla vofie fintrfinsèque de fl’apoptose par fles HDACfi corresponde à un processus pflus 

spécfiffique, médfié par fl’actfivatfion d’une protéfine ou d’une vofie moflécuflafire sfituée en amont de fla 

mfitochondrfie. Ces deux hypothèses ont été étudfiées par dfifférentes équfipes. L’une des 

hypothèses proposées comme processus pflus spécfiffique d’actfivatfion de fla vofie fintrfinsèque de 

fl’apoptose est fl’actfivatfion ou fl’finductfion de protéfines pro apoptotfiques à domafine BH3 excflusfif. 

Les membres de fla famfiflfle de protéfines de Bcfl2 ont en commun un à quatre domafines 

d’homoflogfie caractérfistfiques de cette famfiflfle, que fl’on appeflfle fles domafines BH et qufi sont 

numérotés de 1 à 4. Ces domafines BH ont un rôfle fonctfionnefl crucfiafl. En effet, fla déflétfion de ces 

domafines affecte fla baflance survfie/apoptose des ceflflufles. Les protéfines antfi apoptotfiques de fla 

famfiflfle Bcfl2 comme Bcfl2 et Bcfl-xL conserve fles 4 domafines d’homoflogfie (BH1, BH2, BH3 et BH4). 

Les domafines BH permettent égaflement de subdfivfiser fles protéfines pro apoptotfiques de fla famfiflfle 

Bcfl2 en 2 catégorfies : ceflfle des protéfines pro apoptotfiques avec pflusfieurs domafines BH, comme  

Bax et Bak, et ceflfle des protéfines qufi n’ont que fle domafine BH3 (protéfine à domafine BH3 excflusfif), 

comme Bfim, Bfid et Bad, que fl’on appeflfle en angflafis des « BH3-onfly protefins ». Le domafine BH3 

est retrouvé dans toutes fles protéfines pro apoptotfiques de fla famfiflfle de Bcfl2 et ce domafine est 

nécessafire pour fla dfimérfisatfion avec d’autres protéfines de fla famfiflfle et fleur actfivfité apoptotfique. 
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Ffigure 7 : Effet pro apoptotfique des HDACfi sur fles ceflflufles cancéreuses (45) 

Au cours de fleur transformatfion, fles ceflflufles cancéreuses attefignent un état d’homéostasfie 

apoptotfique dans flequefl fl’actfivatfion de protéfines pro apoptotfiques est contrebaflancée par une 

expressfion et une actfivatfion fimportante de protéfines antfi apoptotfiques. Cet état d’équfiflfibre assure 

fla survfie des ceflflufles tumorafles. Les proffifls d’expressfion génfique de ceflflufles tumorafles trafitées par 

HDACfi montrent que fles gènes pro apoptotfiques fimpflfiqués dans fla vofie des récepteurs de mort 

(comme par exempfle TRAIL et DR5) et/ou fla vofie mfitochondrfiafle (comme par exempfle Bax, Bak, 

et APAF1) sont généraflement réguflés posfitfivement. Inversement, fles gènes favorfisant fla survfie 

ceflfluflafire (comme BCL2 et XIA) sont généraflement réguflés négatfivement, ce qufi aboutfit à un 

abafissement du seufifl apoptotfique se tradufisant par un effet pro apoptotfique du trafitement par 

HDACfi. APAF1, apoptotfic peptfidase-actfivatfing factor (facteur actfivateur d’apoptose); BCL, 

flymphome à ceflflufles B; DR5, death receptor  (récepteur de mort) 5; MCL, myeflofid ceflfl fleukaemfia 

(ceflflufles de fleucémfie myefloïde); TRAIL, tumour-necrosfis factor-reflated apoptosfis-finducfing flfigand 

(flfigand finducteur d’apoptose reflfié au facteur de nécrose tumorafle); XIAP, X-flfinked finhfibfitor of 

apoptosfis (finhfibfiteur d’apoptose X-flfié). 
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Les protéfines à domafine BH3 excflusfif réguflent fl’actfivatfion de fla vofie fintrfinsèque de 

fl’apoptose par finteractfion dfirecte avec fles protéfines pro apoptotfiques (Bax et Bak) ou antfi 

apoptotfiques (Bcfl2, Bcfl-xL, Mcfl1, Bcfl-w et A1) (70). L’actfivfité des protéfines à domafine BH3 excflusfif 

peut être réguflée non seuflement au nfiveau transcrfiptfionnefl mafis aussfi en post traductfionnefl, par 

des modfifficatfions comme fle cflfivage protéoflytfique de Bfid ou fla phosphoryflatfion de Bad et Bfim (70). 

L’actfivatfion et/ou fl’finductfion transcrfiptfionneflfle de protéfines à domafine BH3 excflusfif en réponse aux 

HDACfi comme mécanfisme actfivateur de fla vofie fintrfinsèque de fl’apoptose a été étudfié. Bfid est 

cflfivée et actfivée en réponse à dfifférents HDACfi mafis fles protéases responsabfles du cflfivage de Bfid 

médfié par fles HDACfi et fles mécanfismes d’finfitfiatfion de ce processus restent à étudfier (71-73). 

D’autres protéfines à domafine BH3 excflusfif comme Bfim et Bmf ont égaflement été fimpflfiquées 

comme acteur dfirect de fl’apoptose findufite par fles HDACfi. Ces deux protéfines sont 

transcrfiptfionneflflement actfives en réponse aux trafitements par HDACfi. L’finductfion de Bmf résuflte 

probabflement de fl’hyper acétyflatfion des hfistones du promoteur de BMF, aflors que fles HDACfi 

sembflent findufire fl’actfivatfion de Bfim vfia fl’actfivatfion du facteur de transcrfiptfion E2F1 et 

fl’augmentatfion de ffixatfion d’E2F1 sur fle promoteur de Bfim (74, 75). L’ensembfle de ces études 

souflfignent fle rôfle des dfifférentes protéfines à domafine BH3 excflusfif dans fl’finfitfiatfion de fla vofie 

fintrfinsèque de fl’apoptose flors des trafitements par HDACfi et fiflflustrent fl’exfistence de dfifférents 

mécanfismes d’actfivatfion en réponse à ces drogues. 

D’autres hypothèses mofins spécfiffiques ont égaflement été étudfiées pour expflfiquer fles 

mécanfismes d’actfivatfion de fla vofie fintrfinsèque de fl’apoptose et, en partficuflfier, fla réguflatfion de fla 

productfion et/ou de fl’actfivfité des dérfivés réactfifs de fl’oxygène. Les dérfivés réactfifs de fl'oxygène 

(DRO, en angflafis : reactfive oxygen specfies, ROS) sont des espèces chfimfiques oxygénées teflfles 

que des radficaux flfibres, des fions oxygénés et des peroxydes, rendus chfimfiquement très réactfifs 

par fla présence d'éflectrons de vaflence non apparfiés. Ifl peut s'agfir par exempfle de fl'anfion super 

oxyde O2−, de fl'oxygène sfinguflet O2*, du peroxyde d'hydrogène H2O2, ou encore de fl'ozone O3. 

Les DRO peuvent être d'orfigfine exogène — produfits par des rayonnements fionfisants par exempfle 

— ou bfien endogène, apparafissant comme sous-produfits du métaboflfisme normafl de fl'oxygène et 

jouant aflors un rôfle fimportant dans fla communficatfion entre fles ceflflufles. Leur concentratfion peut 

cependant croître sfignfifficatfivement en pérfiode de stress — sous fl'effet de fla chafleur ou de 

fl'exposfitfion aux ufltravfioflets par exempfle — et endommager fles structures ceflfluflafires en 

provoquant, en partficuflfier, des cassures au nfiveau des brfins d’ADN, ce qu'on appeflfle fle stress 

oxydant. Après trafitement par HDACfi, des taux éflevés de DRO sont détectés et fles trafitements 

capabfles de pfiéger fles DRO (en angflafis free-radficafl scavengers) peuvent supprfimer fl’actfivfité pro 

apoptotfique des HDACfi. De pflus, fl’augmentatfion du nfiveau des DRO précède fles changements de 

potentfiefl membranafire mfitochondrfiaux et fifl a été proposé que fla réguflatfion des DRO pufisse être un 

éflément expflfiquant fla séflectfivfité d’actfivfité des HDACfi à fl’égard des ceflflufles tumorafles (58, 76). Les 

mécanfismes décflenchants fl’augmentatfion des DRO en réponse aux HDACfi restent finconnus. Ifl 

reste égaflement à détermfiner s’fifl s’agfit d’un processus actfif d’augmentatfion de productfion de DRO 

ou d’une augmentatfion des DRO flfiée à une afltératfion d’expressfion de protéfines réguflatrfices des 

DRO, comme TBP2 et fla thfioredoxfine. Ifl est égaflement fintéressant de noter que fla productfion de 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Esp%C3%A8ce_chimique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Oxyg%C3%A8ne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Radical_(chimie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ion
https://fr.wikipedia.org/wiki/Peroxyde
https://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89lectron_de_valence
https://fr.wikipedia.org/wiki/Anion
https://fr.wikipedia.org/wiki/Superoxyde
https://fr.wikipedia.org/wiki/Superoxyde
https://fr.wikipedia.org/wiki/Oxyg%C3%A8ne_singulet
https://fr.wikipedia.org/wiki/Peroxyde_d%27hydrog%C3%A8ne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ozone
https://fr.wikipedia.org/wiki/Rayonnement_ionisant
https://fr.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9tabolisme
https://fr.wikipedia.org/wiki/Cellule_(biologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ultraviolet
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DRO peut condufire à fl’finductfion transcrfiptfionneflfle et fl’actfivatfion de Bfim (77). Cecfi souflève 

fl’fintrfigante possfibfiflfité d’un flfien entre fles trafitements par HDACfi, fl’augmentatfion des DRO, 

fl’actfivatfion des protéfines à domafine BH3 excflusfif et fle décflenchement de fl’actfivatfion de fla vofie 

fintrfinsèque de fl’apoptose. Enffin, fl’augmentatfion des DRO flors du trafitement par fles HDACfi et fleur 

effet dfifférentfiefl antfi-tumorafl est un éflément fintéressant comme ratfionnefl en faveur d’une 

combfinafison thérapeutfique assocfiant fles HDACfi à d’autres agents pro apoptotfiques ou 

producteurs de DRO comme certafines drogues ou fla radfiothérapfie. 

 

1.3.2.2 HDACI et arrêt du cycfle ceflfluflafire : 

Le cycfle ceflfluflafire comprend quatre phases successfives : fla phase de crofissance (G1), fla 

phase de synthèse (S), fla phase pré mfitotfique (G2), et fla phase de mfitose (M). Le démarrage de 

chaque phase dépend de fl’accompflfissement de fla phase précédente. La progressfion dans fle cycfle 

ceflfluflafire s’effectue sous fla dépendance des cycflfines, protéfines qufi s’accumuflent et sont 

dégradées à dfifférents temps et dfifférentes phases du cycfle ceflfluflafire. Ces dernfières sont 

nécessafires à fl’actfivatfion de sérfines/thréonfines kfinases, appeflées kfinases dépendant des cycflfines 

(CDK : cycflfine dependent kfinases), qufi réguflent fla phosphoryflatfion de protéfines fimpflfiquées dans fla 

progressfion du cycfle ceflfluflafire. Les cycflfines ne présentent pas d’actfivfité cataflytfique propre. Mafis 

eflfles forment ,avec fla sous-unfité cataflytfique des CDK, un compflexe qufi contrôfle fles étapes cflés du 

cycfle ceflfluflafire (78). 

La cycflfine D est produfite en phase G1 sous fle contrôfle de sfignaux mfitogénfiques. Eflfle 

forme un compflexe avec fles kfinases CDK4 ou CDK6. Ces compflexes cycflfines D/CDK 

phosphoryflent fla protéfine suppresseur de tumeur du rétfinobflastome Rb, entraînant sa dfissocfiatfion 

du compflexe E2F/DP1/Rb. L’actfivatfion du facteur de transcrfiptfion E2F a pour conséquence fla 

transcrfiptfion de nombreux gènes, codant pour des enzymes nécessafires à fla synthèse de fl’ADN 

(ADN poflymérase, thymfidfine kfinase), mafis égaflement pour fla cycflfine E, qufi forme avec CDK2 un 

compflexe de pré-répflficatfion nécessafire à fla transfitfion G1/S (79). Pufis CDK2 se dfissocfie de fla 

cycflfine E et forme un compflexe avec fla cycflfine A, durant fles stades tardfifs de fla répflficatfion, pour 

permettre fl’finfitfiatfion de fla synthèse d’ADN. En phase S tardfive, fla cycflfine A s’assocfie à CDK1, 

jusqu’à fla ffin de fla phase G2. Lorsque fl’envefloppe nucfléafire commence à se désfintégrer au 

moment de fla mfitose, fles cycflfines A sont dégradées, permettant fla formatfion du compflexe cycflfine 

B1/CDK1 (égaflement appeflé MPF en angflafis: Mfitosfis Promotfing Factor). Ce compflexe est finactfivé 

par fla kfinase Wee1 et actfivé par fla phosphatase cdc25c (en angflafis : Ceflfl dfivfisfion controfl protefin). 

Le compflexe MPF subfit une transflocatfion du cytopflasme vers ce qufi étafit fle noyau de fla ceflflufle. Ifl 

effectue pflusfieurs phosphoryflatfions, actfivatrfices de protéfines mfitotfiques fimpflfiquées dans fla 

condensatfion de fla chromatfine, fles remanfiements membranafires et fla réorganfisatfion des 

mficrotubufles permettant fl’entrée de fla ceflflufle en phase M (80). La destructfion de CDK1 par fle 

cycflosome permet fle passage en anaphase (81). 
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Ffigure 8 : cycfle ceflfluflafire des ceflflufles de mammfifère normafle et comparafison avec fles 

ceflflufles cancéreuses (78) 

Dans fle modèfle cflassfiquement accepté, basé sur fles données bfiochfimfiques, chacun des 

prfincfipaux évènements qufi ont flfieu pendant fl’finterphase (G1, S, G2) est réguflé par une cycflfine 

dépendante de kfinase (CDK) unfique, qufi se flfie à une cycflfine spécfiffique (« cflassficafl » modefl sur fla 

ffigure cfi-dessus). Ifl a été montré que CDK1 est sufffisante pour régufler fla proflfifératfion de tous fles 

types ceflfluflafire jusqu’à mfi- gestatfion et pour fla régénératfion hépatfique chez fl’aduflte (82). CDK1 est 

donc consfidérée comme essentfieflfle pour fle cycfle ceflfluflafire. Les cycfles ceflfluflafires dfits spécfiaflfisés 

sont basés sur fla notfion de nécessfité de types ceflfluflafires spécfiaflfisés pour certafines CDK 

spécfiffiques. La proflfifératfion ceflfluflafire anarchfique des ceflflufles tumorafles nécessfite des sfignaux 

mfitogénfiques aberrants, qufi sont réguflés sofit par des sfignaux exogènes excessfifs (comme par 

exempfle des facteurs de crofissance surexprfimés) ou des mutatfions oncogénfiques endogènes. 

D’autres mutatfions affectant fles frefins mfitogénfiques (comme fles gènes suppresseurs de tumeurs), 

qufi rédufisent fle seufifl des sfignaux mfitogénfiques, contrfibuent égaflement à fla proflfifératfion 

anarchfique. L’actfivatfion du cycfle ceflfluflafire findufite par fles oncogènes provoque un stress répflficatfif 

au nfiveau de fl’ADN, qufi est détecté par fles pofints de contrôfles de répflficatfion de fl’ADN. L’échec de 

ces mécanfismes de contrôfle aboutfit à une augmentatfion du taux de mutatfion et peut condufire à 

une finstabfiflfité génomfique. Pendant fla mfitose, fles anomaflfies du pofint de contrôfle de fl’assembflage 

du fuseau mfitotfique findufisent une déréguflatfion de fl’actfivfité de CDK1 qufi peut aboutfir à une 

mauvafise ségrégatfion chromosomfique. Toutes ces anomaflfies aboutfissent à une déréguflatfion de 

fl’actfivfité des CDK qufi peuvent condufire au dévefloppement de tumeurs. 

Ifl exfiste des pofints de contrôfle du cycfle ceflfluflafire, ou checkpofints, qufi permettent à fla 

ceflflufle de se protéger florsque des anomaflfies survfiennent au cours des étapes précédemment 

décrfites, ce qufi peut être fle cas flors d’exposfitfion à des agents génotoxfiques comme fles 

rayonnements ufltravfioflets, fles rayonnements fionfisants ou dfifférentes drogues. Afinsfi, fla 
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reconnafissance de flésfions de fl’ADN actfive des vofies sfignaflfisatfion qufi condufisent à fl’finhfibfitfion des 

CDK et fl’arrêt du cycfle ceflfluflafire (83). Ifl exfiste trofis pofints de contrôfle du cycfle ceflfluflafire pour 

fl’exposfitfion à un stress génotoxfique :  

- fle pofint de contrôfle (ou de restrfictfion) G1 fintervfient juste avant fl’entrée en phase S 

(transfitfion G1/S). Ce pofint de restrfictfion est typfiquement actfivé florsque fla ceflflufle est exposée à un 

stress qufi findufit des dommages sur fl’ADN et empêche fla ceflflufle de se dfivfiser. En présence de 

cassures doubfle brfins, fl’actfivatfion de fla protéfine Chk2 (checkpofint kfinase 2) par ATM (Ataxfia 

teflangectasfia mutated) et dans une mofindre mesure par ATR (Ataxfia-Teflangfiectasfia Reflated, 

une kfinase qufi se flfie à fl'ADN et qufi finhfibe fle compflexe Cdk1-CycflfineB par fl'fintermédfiafire de Chk1) 

entrafine fl’finactfivatfion de cdc25A et fl’finactfivatfion du compflexe cycflfine E/CDK2, ce qufi empêche fla 

transfitfion G1/S. 

Chk2 est une sérfine thréonfine kfinase qufi stabfiflfise p53 et finhfibe fle compflexe cycflfine 

D/CDK4 ou CDK6 (84, 85). L’actfivatfion de p53 par ATM en présence de flésfions de fl’ADN radfio-

findufites provoque donc un arrêt du cycfle ceflfluflafire en G1/S. En effet, p53 actfive fla transcrfiptfion de 

p21, qufi bfloque fl’actfivfité des compflexes cycflfines E/CDK2 et empêche fle dérouflement de fla phase 

S, réguflant fla défense contre fle stress oxydatfif, permettant fla réparatfion des cassures de fl’ADN ou 

fl’adaptatfion métaboflfique de fla ceflflufle à son envfironnement énergétfique, ce qufi flufi vaut fle surnom 

de « gardfien du génome ». Mafis fl’finactfivatfion de fla fonctfion de p53 est une caractérfistfique presque 

unfiverseflfle des ceflflufles cancéreuses humafines. La perte de fla fonctfion « suppresseur de tumeur » 

du gène p53 est souvent due à une mutatfion somatfique. Envfiron 50 % des tumeurs sont mutées 

pour p53 (86-88). La fréquence des mutatfions finactfivatrfices de p53 dans fles tumeurs humafines 

expflfique qu’fifl sofit reflatfivement rare d’observer en pratfique des arrêts des ceflflufles cancéreuses en 

G1/S. Le pofint de restrfictfion G1 est égaflement sous fle contrôfle de fla protéfine p16, qufi finhfibe fles 

kfinases CDK4 et CDK6 et ce qufi empêche fla formatfion du compflexe avec fla cycflfine D. Le pofint de 

restrfictfion G1/S peut être franchfi en sfituatfion d’exposfitfion à un sfignafl oncogénfique : fl’expressfion 

de fla cycflfine D augmente, sa ffixatfion aux CDK4 et 6 est rendue possfibfle et fle compflexe cycflfine 

D/CDK4-6 peut phosphoryfler fla protéfine Rb (89).  

- fle second pofint de contrôfle, dfit « fintra-S », se manfifeste au cours du cycfle ceflfluflafire 

comme une dfimfinutfion transfitofire de fla synthèse de fl’ADN, flors de fl’exposfitfion à un stress 

génotoxfique. Contrafirement au pofint de restrfictfion G1, ce pofint ne dépend pas de p53 ou de p21. 

Cependant, fifl sembfle fafire fintervenfir fl’axe de sfignaflfisatfion ATM/Chk1/Cdc25A/CDK2 : fl’actfivatfion 

de Chk1 entrafine fl’finactfivatfion de cdc25A et donc des compflexes cycflfine A/CDK2 et cycflfine 

E/CDK2 (89). 

- fle trofisfième pofint de contrôfle se sfitue en phase G2 tardfive (pofint G2/M). La phosphatase 

cdc25c actfive fle compflexe cycflfine B/CDK1. En présence de flésfions de fl’ADN, fl’actfivatfion de Chk1 

par ATR (dans une mofindre mesure par ATM) entrafine fl’finactfivatfion de cdc25A et de cdc25C (qufi 

finhfibe fle compflexe cycflfine B/CDK1). En paraflflèfle, Chk1 actfive Wee1, finhfibfiteur de CDK1. 

L’actfivatfion de Chk1 a donc pour effet d’empêcher fl’entrée en mfitose, en finhfibant fle compflexe 

cycflfine B1/CDK1 (90).  
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Les HDACfi ont finfitfiaflement été dévefloppés pour fleur capacfité à findufire fla dfifférentfiatfion 

ceflfluflafire et cette proprfiété est fintfimement flfiée à fl’arrêt du cycfle ceflfluflafire en G1/S médfié par fla 

protéfine du rétfinobflastome (pRb) et fles protéfines assocfiées. Ifl a été montré que fla majorfité des 

HDACfi étudfiés à ce jour peuvent findufire un arrêt du cycfle ceflfluflafire en G1/S (1, 55, 91-94) (Ffigure 

10). Cet arrêt en G1/S sembfle fle pflus souvent assocfié à une finductfion (findépendante de p53) du 

gène CDKN1A, qufi code pour fla protéfine p21WAF1/CIP1 qufi promeut fl’hypo phosphoryflatfion de 

pRb (95, 96). L’finductfion de CDKN1A pourrafit ne pas être fle seufl éflément responsabfle de cet arrêt 

en G1. En effet, fles HDACfi peuvent réprfimer fl’expressfion des gènes de fla cycflfine D et de fla cycflfine 

A qufi, comme fl’ensembfle des cycflfines, sont des protéfines de contrôfle du cycfle ceflfluflafire. Les 

cycflfines contrôflent en partficuflfier fle passage de fla phase G1 à fla phase S du cycfle par actfivatfion 

enzymatfique de fleurs partenafires fles kfinases dépendantes des cycflfines (CDK) et en partficuflfier 

CDK2 et CDK4. La répressfion des gènes des cycflfines D et A médfiée par fles HDACfi contrfibue 

probabflement aussfi à fla perte de fl’actfivfité kfinase des CDK2 et CDK4 et à fl’hypo phosphoryflatfion 

de pRb (97-99).   

Par afiflfleurs, fifl a été montré que certafins gènes fimpflfiqués dans fla synthèse d’ADN sont 

réprfimés par fles HDACfi. C’est fle cas du gène de fla cytosfine trfiphosphate (CTP) synthase, dont fla 

protéfine est une enzyme fimpflfiquée dans fla synthèse des bases pyrfimfidfiques, qufi convertfit un 

uracfifle trfiphosphate (UTP) en CTP, et de fla thymfidyflate synthase, dont fla protéfine est une enzyme 

fimpflfiquée dans fla vofie de bfiosynthèse de fla thymfidfine (100). La perte d’expressfion de ces 

enzymes aurafit fle même effet qu’un trafitement antfi métaboflfite, qufi bfloque fla progressfion du cycfle 

flors de fl’entrée en phase S, contrfibuant afinsfi à un arrêt en G1/S. D’autres mécanfismes finhfibfiteurs 

de crofissance ceflfluflafire ont été évoqués, par exempfle fl’finductfion d’autres gènes réguflateurs du 

cycfle ceflfluflafire comme GADD45 α et GADD45 β (en angflafis : Growth arrest and DNA-damage-

finducfibfle protefin), qufi codent pour des protéfines d’arrêt du cycfle ceflfluflafire égaflement finductfibfles 

par  fles dommages de fl’ADN, ou comme fla réguflatfion posfitfive de fla vofie de sfignaflfisatfion du 

récepteur du TGFβ, qufi condufit à fla répressfion de c-MYC et à fl’arrêt du cycfle ceflfluflafire (101, 102). 

En effet, c-MYC (ou MYC) est un proto-oncogène, qufi est surexprfimé dans certafins cancers 

humafins. Quand fifl est soumfis à des mutatfions ou à une surexpressfion, fifl stfimufle fla proflfifératfion 

des ceflflufles et se condufit comme un oncogène. Le gène MYC produfit un facteur de transcrfiptfion 

qufi régufle fl'expressfion de tous fles gènes de 15 %, en se flfiant aux séquences « Enhancer Box » et 

en recrutant des enzymes HAT, capabfles d’acétyfler fles acfides amfinés flysfine des hfistones. Dans 

ces mécanfismes, fl’arrêt du cycfle médfié par fles HDACfi se produfit possfibflement vfia un effet dfirect 

sur fl’archfitecture de fla chromatfine, au nfiveau de flocfi spécfiffiques condufisant à des modfifficatfions 

d’expressfion génfique. Certafins HDACfi peuvent égaflement findufire un arrêt en G2/M, par actfivatfion 

du pofint de contrôfle de fla phase G2, mafis ce phénomène sembfle beaucoup pflus rare que 

fl’finductfion de fl’arrêt en G1 par fles HDACfi (98, 103). Dans certafines cfirconstances, fla perte du pofint 

de contrôfle de fla phase G2 peut détermfiner fl’effet des HDACfi sur fla moduflatfion de fl’apoptose. La 

majorfité des ceflflufles cancéreuses ont un pofint de contrôfle de fla phase G2 défficfient et fles ceflflufles 

trafitées par HDACfi peuvent finfitfiaflement s’accumufler dans fle cycfle ceflfluflafire en G2/M pufis passer 

ce checkpofint défficfient et s’orfienter vers fl’apoptose (71, 73). En revanche, fles ceflflufles qufi 
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conservent un checkpofint fonctfionnefl sont résfistantes aux effets des HDACfi. Qfiu et afl ont montré 

que fles flfignées ceflfluflafires sensfibfles à fl’acfide azeflafique bfishydroxamfique (ABHA), qufi est un 

HDACfi, sont défficfientes pour fle checkpofint de fla phase G2 et que fla réfintroductfion d’un arrêt en 

G2 fles protège de fl’apoptose findufite par fles HDACfi (98). Contrafirement à fl’arrêt en G1 médfié par 

fles HDACfi, pour flequefl fifl exfiste une actfivatfion transcrfiptfionneflfle de CDKN1A, fles mécanfismes 

responsabfles de fl’arrêt en G2 médfié par fles HDACfi sont encore peu comprfis. L’une des 

hypothèses expflficatfives proposées est que fle checkpofint en G2 médfié par fles HDACfi serafit flfié à 

une hyper acétyflatfion de fl’hétérochromatfine pérfi centrfique et que fla perte de ce checkpofint pourrafit 

condufire à une ségrégatfion chromosomfique anormafle et à une fragmentatfion nucfléafire (104). 

Les HDACfi acétyflent fles hfistones des ceflflufles normafles et tumorafles de fla même manfière. 

Les ceflflufles normafles passent fle checkpofint en G2 et survfivent au trafitement aflors que fles ceflflufles 

tumorafles peuvent répflfiquer fleur ADN et être ensufite arrêtées et orfientées vers fl’apoptose. L’arrêt 

des ceflflufles en G1 finhfibe fl’apoptose et est assocfié avec fla dfifférencfiatfion. La protéfine antfi-

apoptotfique BCL2 peut finhfiber fl’apoptose findufite par fles HDACfi mafis n’affecte pas fla réguflatfion du 

cycfle ceflfluflafire ou fla dfifférencfiatfion. L’finductfion de gènes codants pour fles moflécufles du compflexe 

majeur d’hfistocompatfibfiflfité (MHC) de cflasse I et II, des moflécufles d’actfivatfion (CD40), des 

moflécufles d’adhésfion finterceflfluflafire (ICAM1) majore fl’fimmunogénficfité des ceflflufles tumorafles. 

L’angfiogenèse peut être finhfibée par fla répressfion du facteur de crofissance vascuflafire endothéflfiafl 

(VEGF).  

 

1.3.2.3 HDACfi et angfiogenèse tumorafle :   

L’angfiogenèse tumorafle ou néo angfiogenèse est une étape crfitfique de fla crofissance 

tumorafle flocafle et de sa propagatfion à dfistance, eflfle assure fla néo vascuflarfisatfion de fla tumeur. 

Ceflfle-cfi est findfispensabfle à fla crofissance tumorafle dès que fle voflume tumorafl dépasse queflques 

mm
3
. Le « Swfitch » angfiogénfique est aflors nécessafire et fl’obstructfion physfique des vafisseaux 

tumoraux peut entraîner une dfisparfitfion compflète de fla tumeur eflfle-même (105, 106). Une étape 

précoce de fla néo angfiogenèse consfiste en fla sécrétfion par fles ceflflufles tumorafles de métaflflo 

protéases et de fl’urokfinase actfivatrfice qufi entraînent une protéoflyse de fla membrane basafle 

vascuflafire permettant fla mfigratfion de ceflflufles endothéflfiafles. Les ceflflufles endothéflfiafles s’organfisent 

en une néo angfiogenèse anarchfique sous fle contrôfle d’adhésfines. En rafison de nombreux shunts 

et d’anomaflfies de fla couverture pérficytafire, une hyperpressfion finterstfitfieflfle s’finstaflfle dans 

fl’envfironnement tumorafl, ce qufi entraîne une hypoxfie secondafire et stfimufle fl’actfivatfion de fla néo 

angfiogenèse (106). 
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Ffigure 9 : Angfiogenèse tumorafle (107) 

(a) Les petfites tumeurs de mofins de 1 mm
3
 avec un nfiveau éflevé d’apoptose ne peuvent 

pflus se déveflopper d’avantage sans apport sangufin.  

(b) L’envfironnement hypoxfique et fl’finstabfiflfité génétfique permet fl’évoflutfion de cflones 

tumoraux ayant perdu fla fonctfion de p53. Ces ceflflufles ont un taux d’apoptose pflus bas 

et produfisent des facteurs angfiogénfiques qufi findufisent fla formatfion de néo vafisseaux. 

Ifl exfiste égaflement une finhfibfitfion fréquente des facteurs antfi angfiogénfiques au sefin 

des tumeurs. 

(c)  La vascuflarfisatfion tumorafle est anormafle. Les néo vafisseaux sont pflus perméabfles et 

flafissent passer fle ffibrfinogène. Dans ces condfitfions fles facteurs tfissuflafires exprfimés à 

fla surface de fl’endothéflfium tumorafl permettent fla productfion de dépôts de ffibrfine. Les 

récepteurs au facteur de crofissance vascuflafire endothéflfiafl (VEGF) et fles fintégrfines 

αvβ3 et αvβ5 des récepteurs à fl’urokfinase sont surexprfimés. La fufite de pflasmfinogène 

génère des nfiveaux éflevés de pflasmfine et favorfise fla protéoflyse. 

(d) Ces processus favorfisent fl’finvasfion et fla formatfion de métastases et survfiennent à 

dfifférents endrofits permettant afinsfi fla dfissémfinatfion métastatfique. 

 

Le cfibflage de fl’angfiogenèse tumorafle pourrafit permettre d’évfiter fle phénomène de 

résfistance tumorafle acqufise aux drogues antfinéopflasfiques pufisque fles ceflflufles endothéflfiafles 

présentent davantage de stabfiflfité génétfique que fles ceflflufles tumorafles et qu’eflfles constfituent une 

popuflatfion ceflfluflafire reflatfivement homogène (106-108). Deux cflasses d’agents pharmacoflogfiques 

ont été évaflués : fles agents antfi angfiogénfiques et fles agents antfi vascuflafires (VDA = vascuflar 

dfisruptfing agents). Ces agents dfiffèrent prfincfipaflement par trofis aspects : fleur cfibfle physfioflogfique, 

fle stade auquefl fla mafladfie cancéreuse est susceptfibfle de répondre à fl’agent et fla séquence 

d’admfinfistratfion (109). Pourtant, fla dfistfinctfion entre ces deux cflasses n’est pas forcément cflafire, 

pufisque pflusfieurs agents présentent à fla fofis des proprfiétés antfi angfiogénfiques et antfi vascuflafires 

(110). 
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Les HDACfi ont un effet antfi-angfiogénfique fin vfitro et fin vfivo qufi peut contrfibuer à fl’finhfibfitfion 

du dévefloppement et de fla progressfion tumorafle. L’effet antfi-angfiogénfiques des HDACfi a été 

corréflé à une réductfion d’expressfion de gènes pro-angfiogénfiques sous HDACfi. La majorfité des 

HDACfi peuvent régufler négatfivement fle facteur de crofissance vascuflafire endothéflfiafl (VEGF), fle 

facteur de crofissance basfique des ffibrobflastes (bFGF), fle facteur 1α finductfibfle en hypoxfie (HIF1 

α), fl’angfiopofietfine, fla kfinase 2 de fl’fintfima endothéflfiafl (TIE2) et fl’oxfide nfitrfique synthase endothéflfiafle 

(eNOS) et cecfi dans un ordre de grandeur compatfibfle avec un effet finhfibfiteur sur fla néo-

angfiogenèse fin vfitro et fin vfivo (56, 111-115). De pflus, fifl a été montré que fles HDACfi peuvent 

findufire une répressfion de fl’expressfion des chfimfiokfines au motfif C-X-C du récepteur 4 (CXCR4) qufi 

sont fimportantes pour fl’adressage des progénfiteurs de fla moeflfle osseuse et des ceflflufles 

endothéflfiafles cfircuflantes vers fles sfites d’angfiogenèse à fla fofis dans fles ceflflufles endothéflfiafles 

normafles et tumorafles (56, 116). Enffin, fles HDACfi peuvent réprfimer fla dfifférencfiatfion de ceflflufles 

progénfitrfices endothéflfiafles (56). Tous ces éfléments sont donc en faveur d’un rôfle des HDACfi dans 

fl’finhfibfitfion de fla néo vascuflarfisatfion par afltératfion de fl’expressfion de gènes dfirectement fimpflfiqués 

dans fl’angfiogenèse. Cet effet antfi-angfiogénfique pourrafit d’une part rédufire fl’apport de nutrfiments à 

fla tumeur prfimfitfive et d’autre part finhfiber fla propagatfion métastatfique de fla tumeur.  

 

1.3.2.4 HDACfi, capacfités finvasfives et métastases: 

Ce possfibfle effet antfi-métastatfique des HDACfi pourrafit être renforcé par fl’finhfibfitfion des 

métaflflo protéfinases de fla matrfice extraceflfluflafire (MMP). Cette finhfibfitfion pourrafit être obtenue sofit 

par répressfion transcrfiptfionneflfle des MMP cflés comme MMP2 et MMP9 ou par surexpressfion de 

TIMP1 et TIMP2 qufi sont 2 membres de fla famfiflfle des finhfibfiteurs tfissuflafires des métaflflo 

protéfinases (gflycoprotéfines fimpflfiquées dans fla dégradatfion de fla matrfice extraceflfluflafire) et/ou par 

finductfion d’expressfion de RECK qufi est une gflycoprotéfine membranafire qufi régufle négatfivement 

fl’actfivfité de MMP2 (117-119). A ce jour fles preuves de fl’effet antfi-métastatfique  des HDACfi restent 

flfimfitées. On peut toutefofis noter un exempfle fin vfivo d’étude portant sur fle butyrate de sodfium qufi 

montre une finhfibfitfion sfignfifficatfive des métastases de carcfinome hépatoceflfluflafire (120). 

Cependant, fifl exfiste des résufltats dfivergents vofir opposés. En effet, Lfin et afl ont testé un totafl de 

30 flfignées ceflfluflafire humafines de cancer comportant 12 flfignées de cancer du fofie, 10 flfignées de 

cancer du poumon, 5 flfignées de cancer gastrfique et 3 flfignées de cancer du sefin trafitées par un 

HDACfi fle TSA. Ifls ont montré que de manfière très surprenante, fle trafitement par TSA augmente de 

manfière statfistfiquement sfignfifficatfive fla capacfité de mfigratfion ceflfluflafire jusqu’à pflusfieurs centafines 

de fofis et cecfi de manfière dose dépendante dans 13 des 30 flfignées humafines de cancer étudfiées 

sofit 43 %. Ifl est fintéressant de noter que cette augmentatfion de fla mfigratfion ceflfluflafire est observée 

pour de fafibfles doses non cytotoxfiques d’HDACfi comme fle MS-275, fl’acfide vaflprofique ou fle SAHA. 

Ces résufltats suggèrerafient que fl’augmentatfion de fla mfigratfion ceflfluflafire pufisse être flfiée à des 

actfivatfions épfigénétfiques de gènes favorfisant fla progressfion tumorafle dans fles ceflflufles trafitées par 

HDACfi pflutôt qu’à une séflectfion de ceflflufles survfivantes/résfistantes au trafitement par HDACfi (121). 

In vfivo, cette équfipe a montré des résufltats contradfictofires en utfiflfisant deux modèfles 
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métastatfiques dfifférents. Les expérfiences utfiflfisant un modèfle d’finjectfion de ceflflufles cancéreuses 

humafines dans fla vefine caudafle des sourfis ont montré une majoratfion de fla formatfion de 

métastases sous trafitement par HDACfi aflors fle modèfle orthotopfique de formatfion de métastases 

spontanées après finjectfion fintra-spflénfique de ceflflufles cancéreuses humafines a montré une 

dfimfinutfion de fla tumorfigénèse et de fla formatfion des métastases (121).  Toutefofis fle modèfle 

d’finjectfion caudafle dfirectement dans fla cfircuflatfion sangufine est probabflement mofins reflevant de fla 

réaflfité chez fl’homme dans fla mesure où fifl n’évaflue pas fles étapes précoces du processus de 

formatfion des métastases et refflète dfirectement fla capacfité des ceflflufles tumorafles à former des 

métastases une fofis dans fla cfircuflatfion sangufine (122). A fl’finverse, fle modèfle d’finjectfion fintra-

spflénfique sembfle pflus proche de fla réaflfité chez fl’homme et pflus pertfinent car fifl refflète mfieux fla 

compflexfité des mécanfismes de formatfion de métastases spontanées. 

 

1.3.2.5 Immunfité ceflfluflafire 

Ifl exfiste pflusfieurs types de ceflflufles fimmunfitafires dans fle mficroenvfironnement tumorafl (123) 

mafis fles ceflflufles cancéreuses peuvent échappent au système fimmunfitafire vfia dfivers mécanfismes.  

Au cours du processus oncogénfique, fl’émergence de ceflflufles tumorafles avec un potentfiefl 

fimmunogène rédufit permet à fla tumeur d’échapper au contrôfle du système fimmunfitafire. Le terme 

de cancer « fimmunoedfitfing » s’appflfique à un concept bfioflogfique en trofis étapes : fl’éflfimfinatfion, 

fl’équfiflfibre et fl’échappement au contrôfle du système fimmunfitafire. Les ceflflufles tumorafles sont tout 

d’abord reconnues et détrufites par fle système fimmunfitafire. Par fla sufite, fles ceflflufles survfivantes qufi 

ont échappées au système fimmunfitafire sont « séflectfionnées » et présentent une fimmunogénficfité 

rédufite. Le système fimmunfitafire perd sa capacfité à détecter des ceflflufles tumorafles qufi se 

mufltfipflfient jusqu’à ce que fla tumeur devfienne cflfinfiquement détectabfle (124-127). En effet, fla 

crofissance de fla tumeur nécessfite fle recours à une grande varfiété de mécanfismes pour échapper 

au système fimmunfitafire. La tumeur peut partfieflflement perdre sa capacfité de présentatfion des 

antfigènes tumoraux aux ceflflufles fimmunfitafires. Dans certafins cas, fles ceflflufles tumorafles perdent 

fl’expressfion du compflexe majeur d’hfistocompatfibfiflfité (CMH) de cflasse I, eflfles ne peuvent donc pas 

être reconnues par fles flymphocytes T cytotoxfiques (cytotoxfic T flymphocytes [CTL]) (128, 129). La 

pflupart des tumeurs et fleur mficroenvfironnement (matrfice extraceflfluflafire, fleucocytes et ceflflufles 

stromafles, ceflflufles endothéflfiafles, macrophages, ffibrobflastes, etc.) ont fla capacfité d’finhfiber fla 

maturatfion des ceflflufles dendrfitfiques (dendrfitfic ceflfls [DCs]) et fleur fonctfion de ceflflufles 

présentatrfices d’antfigènes (antfigen-presentfing ceflfls [APCs]) (130). Le VEGF qufi est fimpflfiqué dans 

fl’angfiogenèse tumorafle, empêche fla maturatfion des ceflflufles dendrfitfiques et contrfibue au 

recrutement de tumour-assocfiated macrophages (TAMs) qufi possèdent égaflement des fonctfions 

fimmunosuppressfives (131). 

Ifl exfiste deux type de réponse fimmunfitafire ceflfle en rapport avec fl’fimmunfité finnée et ceflfle 

dfite « adaptatfive » qufi correspond à fla réponse fimmunfitafire spécfiffique. 
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1.3.2.5.1 Immunfité finnée 

Les TAM représentent une des composantes tumorafles finfflammatofires prfincfipafles du 

stroma. Les TAM sont en mesure d’finffluencer fles autres composantes du tfissu néopflasfique. Les 

flymphocytes T CD4 + heflper 1 (Th1) produfisent de fl’finterféron gamma (IFNg), fl’finterfleukfine (IL) -2, 

du facteur de nécrose tumorafle (TNF), fifls actfivent fles TAM-M1 et sont responsabfles de fl’fimmunfité 

à médfiatfion ceflfluflafire. Les TAM-M1 sont égaflement fimpflfiqués dans fla cytotoxficfité antfi tumorafle, 

parce que fles tumeurs produfisent de fl’ATP, sfignafl qufi décflenche fla sécrétfion de pflusfieurs 

chfimfiokfines, dont IL-1 et IL-6, fimpflfiquées dans fl’attractfion des ceflflufles présentatrfices d’antfigènes 

aux sfites tumoraux. D’autre part, fles flymphocyte T heflper 2 (Th2) produfisent dfiverses finterfleukfines 

qufi actfivent fles TAM-M2 et findufisent une réponse humorafle par une forte productfion d’antficorps. 

Les TAM-M2 peuvent contrfibuer à fla progressfion des tumeurs et aux mécanfismes d’finvasfion par fla 

sécrétfion de cytokfines fimmunosuppressfives (IL-10 et de facteurs de crofissance tumoraux (TGF  

ou tumour growth factor en angflafis) et/ou fla promotfion de fla néo angfiogenèse (132, 133). Les 

antfigènes assocfiés aux tumeurs (tumour-assocfiated antfigen [TAA]) sont observés à fla surface des 

ceflflufles tumorafles et des ceflflufles normafles. Ces antfigènes permettent au système fimmunfitafire de 

reconnaître des ceflflufles tumorafles par fle compflexe majeur d’hfistocompatfibfiflfité de cflasse I, un 

autodétermfinant majeur en fimmunoflogfie (134). Deux types de flymphocytes sont fimpflfiqués dans 

cette reconnafissance : fles naturafl kfiflfler (NK) et fles flymphocytes T cytotoxfiques. Les ceflflufles NK 

sont des ceflflufles cytotoxfiques fimpflfiquées dans fla réponse finnée et peuvent détecter ces antfigènes 

sur fla surface de ceflflufles tumorafles. Leur actfivatfion dépend de fla perte de fla reconnafissance 

d’autoantfigènes, tefls que fles moflécufles du compflexe majeur d’hfistocompatfibfiflfité de cflasse I. Les 

ceflflufles NK sont pflefinement fimpflfiquées dans fl’éflfimfinatfion des ceflflufles tumorafles, pufisque fles 

ceflflufles néopflasfiques perdent souvent fl’expressfion des moflécufles du compflexe majeur 

d’hfistocompatfibfiflfité de cflasse I, permettant aux ceflflufles NK de décflencher afinsfi fleur flyse (135).  

1.3.2.5.2 Réponse fimmunfitafire spécfiffique (adaptatfive) 

 Les flymphocytes T cytotoxfiques sont fimpflfiqués dans fla réponse fimmunfitafire adaptatfive. 

Ces ceflflufles nécessfitent une actfivatfion par fles ceflflufles présentatrfices d’antfigènes, comme fles 

ceflflufles dendrfitfiques, avant de devenfir ceflflufles effectrfices. Les ceflflufles dendrfitfiques sont attfirées 

sur fle sfite tumorafl par fles chfimfiokfines produfites par fles ceflflufles fimmunfitafires finnées. Les ceflflufles 

dendrfitfiques finfitfient ensufite fla phagocytose des ceflflufles tumorafles et fles antfigènes assocfiés aux 

tumeurs sont fincorporés dans fle compflexe majeur d’hfistocompatfibfiflfité de cflasses I et II (136). Les 

ceflflufles dendrfitfiques peuvent afinsfi mfigrer vers fles gangflfions flymphatfiques. Ces ceflflufles exposent 

fles antfigènes tumoraux présentés par fle compflexe majeur d’hfistocompatfibfiflfité de cflasse I aux 

flymphocytes T CD8+ cytotoxfiques. La présentatfion effficace des antfigènes tumoraux par fles 

ceflflufles dendrfitfiques est favorfisée par fl’exposfitfion préapoptotfique de fla caflrétficuflfine, par fla 

sécrétfion apoptotfique de fl’ATP, par fla flfibératfion d’IL-1b par fles ceflflufles dendrfitfiques et fla flfibératfion 

de protéfines HMGB1 (hfigh mobfiflfity group protefin B1) reconnues par fles récepteurs Toflfl-flfike (TLR) 

(137-139). Les flymphocytes T CD8+ proflfiférant et attefignant fleur maturfité, accèdent au 
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mficroenvfironnement de fla tumeur où fifls effectuent fleurs fonctfions cytotoxfiques. Les ceflflufles T-

réguflatrfices (Tregs) forment une sous-popuflatfion partficuflfière des flymphocytes T (CD4+, CD25+ et 

Foxp3+). Eflfles sont fimpflfiquées dans fla réguflatfion fimmunfitafire et peuvent findfirectement réprfimer fla 

réponse fimmunfitafire (140-142). 

1.3.2.5.3 HDACfi et fimmunomoduflatfion 

Ifl exfiste un nombre crofissant d’études montrant que fles HDACfi peuvent renforcer 

fl’fimmunfité antfi tumorafle sofit en affectant dfirectement fles ceflflufles tumorafles pour fles rendre pflus 

reconnafissabfles par fle système fimmunfitafire sofit en moduflant fl’actfivfité des ceflflufles fimmunfitafires 

et/ou fla productfion de cytokfines.  

Les HDACfi peuvent augmenter fl’fimmunogénficfité des ceflflufles tumorafles en majorant 

fl’expressfion des protéfines du MHC de cflasse I et II afinsfi que fl’expressfion des moflécufles 

d’adhésfion co-stfimuflatrfices comme CD40, CD80, CD86 et fla moflécufle d’adhésfion finterceflfluflafire 1 

(ICAM1) (143, 144). De pflus, fifl a récemment été montré que fles HDACfi peuvent findufire 

fl’expressfion de moflécufles en reflatfion avec fle MHC de cflasse I sfituées à fla surface des ceflflufles 

tumorafles fles MICA et MICB («MHC cflass I poflypeptfide-reflated sequence » A et B) (145, 146). 

MICA et MICB peuvent se flfier au récepteur fimmunfitafire actfivateur NKG2D (protéfine du groupe 2D 

des ceflflufles « naturafl kfiflfler ») à fla surface des ceflflufles « naturafl kfiflfler » et des flymphocytes T CD8. 

Les ceflflufles tumorafles exprfimant MICA et MICB devfiennent des cfibfles pour vfia fles mécanfismes de 

cytotoxficfité dépendants du NKG2D. Afinsfi, Armeanu et afl ont montré que fles ceflflufles de carcfinome 

hépatoceflfluflafire trafitées par HDACfi présentent une surexpressfion des MICA et MICB ce qufi n’est 

pas fle cas des hépatocytes normaux (145). De pflus, fles ceflflufles de carcfinome hépatoceflfluflafire 

trafitées par HDACfi dans ces expérfiences, sont effficacement flysées par fles ceflflufles « naturafl 

kfiflfler » d’une manfière NKG2D dépendante (145). 

Les HDACfi peuvent égaflement augmenter fla réponse fimmunfitafire antfi tumorafle en 

affectant fl’actfivfité des ceflflufles fimmunfitafires sofit dfirectement sofit findfirectement en moduflant fla 

sécrétfion de cytokfines. Par exempfle, fle SAHA peut rédufire fla mafladfie afigüe du greffon contre 

fl’hôte (en angflafis acute graft-versus-host dfisease : GVHD)  après greffe aflflogénfique de moeflfle 

osseuse qufi est un des éfléments majeurs du trafitement de certafines hémopathfies maflfignes. Cette 

réductfion de fla GVHD se fafit par finhfibfitfion de cytokfines pro-finfflammatofires comme fle facteur α de 

nécrose tumorafle (TNFα) fl’finterfleukfine-1 (IL-1) et fl’finterferon-γ (IFNγ) qufi ont un rôfle centrafl dans 

fla pathogenèse de fla GVHD (147). Toutefofis on ne safit pas encore à fl’heure actueflfle sfi fle 

mécanfisme sous-jacent est flfié au fafit que  fles HDACfi provoquent dfirectement une hyper 

acétyflatfion des hfistones au sefin des promoteurs de gènes ou des régfions ampflfifficatrfices de fl’ADN 

(en angflafis « enhancer regfions ») ou sfi fles modfifficatfions d’expressfion de ces cytokfines sont 

secondafires à d’autres effets des HDACfi. En effet, fl’actfivfité de réguflateurs de gènes qu’exercent 

fles protéfines transmettrfices du sfignafl et actfivatrfices de transcrfiptfion STAT1 (sfignafl transducer and 

actfivator of transcrfiptfion 1), STAT3 et fle facteur nucfléafire κB (NF-κB en angflafis nucflear factor-κB) 

qufi sont souvent consfidérés comme fles facteurs de transcrfiptfions cflé de fla réguflatfion fimmunfitafire, 
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est dfirectement réguflée par acétyflatfion (148-150). Cecfi suggère que fles modfifficatfions de proffifle 

d’actfivfité des cytokfines et/ou fleurs effets sur fla réponse des ceflflufles fimmunfitafires après trafitement 

par HDACfi pourrafient résuflter d’une afltératfion de fl’acétyflatfion de ces facteurs. 

Sfitués dans fle mficroenvfironnement tumorafl, fles Tregs peuvent finhfiber fles flymphocytes T 

et en partficuflfier fles NK et fimpacter à fla fofis fla réponse fimmunfitafire finnée et fla réponse fimmunfitafire 

spécfiffique. De nombreux HDACfi peuvent modufler fla génératfion ou fles fonctfions des Treg. La TSA 

et fle vorfinostat stfimuflent fla proflfifératfion des Tregs de sourfis et renforce fleur fonctfion suppressfive fin 

vfivo (151). L’entfinostat et fle vorfinostat findufisent, fin vfitro, des Tregs à partfir de flymphocytes T 

humafin stfimuflés CD4+ CD25-. Les HDACfi de cflasse I et II comme fle gfivfinostat (ITF2357) renforce 

fla poflarfisatfion des flymphocytes T  à fl’égard des Tregs Foxp3 aflors que fle gfivfinostat réprfime fla 

poflarfisatfion des flymphocytes T pro finfflammatofires Th17 (152). L’expressfion du gène FOXP3 est 

crucfiafle pour fl’finductfion des Tregs et fleur fonctfion. La protéfine Foxp3 eflfle-même est un substrat 

des HAT et des HDAC. L’acétyflatfion de Foxp3 par un pan HDACfi comme fla TSA stabfiflfise fla 

protéfine et condufit à une augmentatfion du nombre de Tregs et à un phénotype suppresseur (151, 

153-155). Ifl a égaflement été montré que fl’acétyflatfion de Foxp3 peut être réguflée par fla HAT p300 

et fl’HDAC de cflasse III SIRT1 ce qufi suggère que fles HDAC de cflasse III pufissent aussfi régufler fla 

fonctfion de Tregs (155). Une étude antérfieure réaflfisée avec des Knock out de HDAC a montré que 

fl’HDAC 6 et fl’HDAC 9 contrôflent fles fonctfions de suppresseur des Tregs (156, 157). Les résufltats 

de cette équfipe findfiquent que seufls fles pan HDACfi sont capabfles d’augmenter fles fonctfions de 

suppresseur des Tregs et que fles HDACfi spécfiffiques de cflasse I n’ont pas d’effet sur fles Tregs. 

Toutefofis, d’autres équfipes ont montré que fl’ensembfle des HDACfi testés y comprfis des HDACfi 

spécfiffiques de cflasse I comme fl’entfinostat stfimufle fles fonctfions de suppresseur des Tregs 

humafins (158). Shen et afl. ont évaflué fl’effet des HDACfi sur fles Tregs dans fle cadre de trafitements 

antficancéreux (159, 160). Ifls ont observés des résufltats  dfifférents de ceux préaflabflement décrfits 

dans des modèfles de mafladfies auto-fimmunes et finfflammatofires. En effet dans des modèfles 

murfins de cancer de prostate et du refin, fl’entfinostat finhfibe fl’expressfion de Foxp3 et fla fonctfion 

suppresseur des Tregs de manfière dose-dépendante. Les mécanfismes de réguflatfion de 

fl’expressfion de Foxp3 par fl’entfinostat pourrafient fimpflfiquer fl’acétyflatfion de fla protéfine STAT3 (159).  

Ifl a égaflement été montré qu’un autre HDACfi de cflasse I, fle Mocetfinostat (MGCD0103 qufi 

finhfibe aussfi HDAC11) peut égaflement réprfimer fl’expressfion de Foxp3 de manfière dose 

dépendante, aflors que fles HDACfi spécfiffiques de cflasse II comme fle MC1575 ou fle MC1588 

n’affectent pas fle nfiveau de Foxp3 des Tregs. Ifl est fintéressant de constater qu’fin vfitro fle 

panobfinostat (LBH589), un pan HDACfi, à fafibfle concentratfion findufit égaflement une réductfion 

modérée du nfiveau de Foxp3. In vfivo  en fonctfion de fla dose de panobfinostat utfiflfisée chez des 

sourfi BALB/c  effet du  panobfinostat sur fles Tregs est retrouvé fin vfivo un effet d’finhfibfitfion de fla 

fonctfion suppresseur des Tregs est observé ou non (161). Le panobfinostat a une afffinfité et actfion 

varfiabfle sur dfifférents HDAC. Par exempfle, fl’IC50 du panobfinostat pour fl’HDAC3 est de 2.1nM 

mafis fl’IC50 du panobfinostat varfie entre 5.7 et 531nM pour fles HDAC6, HDAC7 et HDAC9. Le 

panobfinostat est afinsfi capabfle d’finhfiber fles HDAC de cflasse I à de fafibfles concentratfions aflors 

qu’à des concentratfions pflus fortes fifl cfibfle fles HDAC de cflasse II après avofir saturé fles HDAC de 
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cflasse I. Les données de Shen et afl. montrent un effet opposé sur fla réguflatfion de fla fonctfion 

suppresseur des Tregs par fl’finhfibfitfion des HDAC de cflasse I et II. L’finhfibfitfion des HDAC de cflasse 

I aurafit un effet finhfibfiteur de fla fonctfion suppresseur des Tregs aflors que fl’finhfibfitfion des HDAC de 

cflasse II aurafit un effet de stfimuflatfion de fla fonctfion suppresseur des Tregs. Ifl a égaflement été 

montré que fles HDAC3 peuvent médfier fle dévefloppement et fles fonctfions des Tregs et qu’une 

déflétfion condfitfionneflfle d’HDAC3 afltère fla fonctfion des Tregs (162). Ces éfléments findfiquent que fles 

HDACfi ont des effets compflexes sur fles Tregs et fifl sembfle donc partficuflfièrement fimportant de bfien 

séflectfionner fl’HDACfi à utfiflfiser et fles doses auxqueflfles fl’admfinfistrer (Tabfleau 3) (161).  

Pour cflarfiffier fle rôfle du système fimmunfitafire dans fles effets des HDACfi en sfituatfion 

physfioflogfique fin vfivo West et afl. ont utfiflfisé des modèfles précflfinfiques murfins syngénfiques 

d’hémopathfie maflfigne et de tumeurs soflfides. Ifls ont montré qu’un système fimmunfitafire fintact est 

nécessafire à fl’obtentfion d’un effet antfi tumorafl robuste sous trafitement par des HDACfi comme fle 

vorfinostat ou fle panobfinostat dans des modèfles d’adénocarcfinome coflfique et d’hémopathfies 

maflfignes agressfives (fleucémfie/flymphome) (163). En effet cette équfipe a montré que fles sourfis 

fimmunodéfficfientes trafitées par HDACfi présentant des flymphomes succombent pflus rapfidement 

que fles sourfis fimmunocompétentes sauvages (wfifld type) trafitées de fla même manfière. Toutefofis, fifl 

est fintéressant de noter que fle trafitement conventfionnefl par des chfimfiothérapfies comme 

fl’étoposfide reste effficace chez fles deux types de sourfis de manfière équfivaflente.  L’finterferon-γ 

(IFNγ) et fla vofie de sfignaflfisatfion passant par fle récepteur à fl’IFNγ sont des éfléments cflés de fl’effet 

antfi tumorafl des HDACfi. Le vorfinostat et fl’IFNγ agfissent de concert pour stfimufler fl’fimmunogénficfité 

des ceflflufles tumorafles (163). Cette équfipe a égaflement montré que fla combfinafison du vorfinostat 

et de fl’a-gaflactosyflceramfide (a-GaflCer), un agent finducteur de fl’IFNγ, est sfignfifficatfivement pflus 

effficace dans fle trafitement des flymphomes qu’un trafitement par vorfinostat seufl. Les flymphocytes B 

sont fimpflfiqués dans fla réponse fimmunfitafire antfi tumorafle findufite par fles HDACfi mafis pas fles 

flymphocytes T CD8+ ou fles NK (163). Ces données suggèrent que fles HDACfi ont un effet 

fimmunostfimuflant florsqu’fifls sont utfiflfisés comme trafitement antfi tumorafl. Des combfinafisons 

thérapeutfiques d’HDACfi et d’fimmunothérapfies mérfitent donc d’être consfidérées pour de futurs 

dévefloppements en cflfinfique.  
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Tabfleau 3 - Effet fimmunomoduflateur des HDACfi (161) 
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Ffigure 10 : Effets de fl’finhfibfitfion des hfistones désacétyflases sur fles protéfines non hfistone (45) 

(a) Outre fleur actfivfité réguflatrfice de fl’état d’acétyflatfion des hfistones, fles HDAC peuvent 

se flfier, désacétyfler et régufler fl’actfivfité de nombreuses protéfines non hfistone comme 

des facteurs de transcrfiptfion (tefls que P53, E2F1, fle facteur nucfléafire NF-κB et des 

protéfines aux fonctfions bfioflogfiques varfiées comme fl’α-tubuflfine, fla protéfine 

chaperonne Ku70 et fla “heat-shock” protéfine 90 (Hsp90). L’hyper acétyflatfion de 

facteurs de transcrfiptfion par fles HDACfi peut augmenter fl’actfivfité réguflatrfice de ces 

facteurs de transcrfiptfion et contrfibuer aux modfifficatfions d’expressfion de gènes 

observées après hyper acétyflatfion médfiée par fles HDACfi. L’hyper acétyflatfion de 

protéfines comme fles Ku70 et Hsp90 findufite par fles HDACfi pourrafit ne pas avofir 
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d’effet dfirect nfi findfirect sur fl’expressfion des gènes mafis être fimportante pour certafines 

fonctfions bfioflogfiques comme fl’finductfion de fl’apoptose ou fl’arrêt du cycfle ceflfluflafire. 

(b) Les HDACfi peuvent fimpacter fla crofissance et fla survfie ceflfluflafire à travers de 

nombreux effets bfioflogfiques. Les HDACfi peuvent findufire un arrêt du cycfle ceflfluflafire 

en G1/S par réguflatfion posfitfive de fla cycflfine D Kfinase N1A (CDKN1A) qufi régufle 

p21WAF1/CIP1 et/ou par réguflatfion négatfive des cycflfines qufi contrfibuent égaflement 

au contrôfle du cycfle ceflfluflafire. Les HDACfi peuvent réprfimer fl’angfiogenèse par fleur 

capacfité à rédufire fl’expressfion de facteurs pro-angfiogénfiques comme fle facteur de 

crofissance vascuflafire endothéflfiafl (VEGF), fle facteur 1α finductfibfle par hypoxfie (HIF1α) 

et fles chfimfiokfines au motfif C-X-C du récepteur 4 (CXCR4). Les HDACfi peuvent aussfi 

avofir un effet fimmunomoduflateur en augmentant fles proprfiétés antfigénfiques de fla 

ceflflufle tumorafle par réguflatfion posfitfive du compflexe majeur d’hfistocompatfibfiflfité de 

cflasse I et II (MHC),  du CD40 et des moflécufles reflfiées au MHC de cflasse I (MICA) et 

en afltérant fl’expressfion de cytokfines cflés comme fle facteur de nécrose tumorafl α 

(TNFα), fl’finterfleukfine-1 et fl’finterféron- γ. 

 

1.3.3 Combfinafison d’HDACfi et d’autres drogues 

Bfien que fles HDACfi afient montré des effets prometteurs fin vfitro en monothérapfie, fle flarge 

spectre de réponse moflécuflafire et bfioflogfique qu’fifls findufisent, fleur fafibfle toxficfité sur fles ceflflufles 

safines et certafins résufltats décevant en phase précoce chez fl’homme poussent à penser que 

fl’utfiflfisatfion des HDACfi en combfinafison avec d’autres agents thérapeutfiques représente une vofie 

pflus prometteuse de dévefloppement cflfinfique. Ifl a déjà été montré que fles HDACfi peuvent avofir un 

effet synergfique avec de nombreux composés de structure et de mode d’actfion varfiés (59, 164, 

165). Ifl exfiste un ratfionnefl pour de nombreuses combfinafisons avec fles HDACfi mafis fles HDACfi ont 

égaflement été testés en combfinafison avec certafins agents sans base mécanfistfique soflfide et cefla 

a parfofis permfis de mettre en évfidence des mécanfismes moflécuflafires qufi afident à expflfiquer 

certafins effets synergfiques. 

 

1.3.3.1   HDACfi et autres moduflateurs de fla transcrfiptfion : 

La fleucémfie afiguë promyéflocytafire (acute promyeflocytfic fleukaemfia, APL) est un sous-type 

des fleucémfies afiguës non flymphobflastfiques (ou fleucémfies afiguës myéflobflastfiques (LAM)) 

dénommé varfiant M3 dans fla cflassfifficatfion finternatfionafle FAB (France, Amérfique, Grande-

Bretagne). L’APL représente 5 à 15 % des LAM survenant chez fl'enfant. Les symptômes ne sont 

pas spécfiffiques, étant sfimfiflafires à ceux des autres sous-types de LAM (ffièvre, maflafise, pâfleur, 

hémorragfies). Cependant fles patfients présentent un rfisque hémorragfique pflus sévère, en rafison 

d'une thrombopénfie qufi résuflte d'une finsufffisance méduflflafire et d'une consommatfion pflaquettafire 

accrue. Cette consommatfion excessfive est causée par fla flfibératfion granuflafire des promyéflocytes 
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et fles anaflyses bfioflogfiques mettent en évfidence des sfignes de coaguflatfion fintravascuflafire 

dfissémfinée. Les promyéflocytes sont caractérfisés par une transflocatfion récfiproque et spécfiffique 

entre fles chromosomes 15 et 17, t(15,17), responsabfle de fla fusfion du gène PML de fla fleucémfie 

promyéflocytafire avec fle gène tronqué du récepteur aflpha de fl'acfide rétfinoïque (RAR-aflpha). Ce 

remanfiement chromosomfique entraîne fla synthèse d'un récepteur à fl'acfide rétfinoïque anormafl qufi 

bfloque fla dfifférencfiatfion des promyéflocytes. La fleucémfie afiguë promyéflocytafire peut être trafitée 

dans pflus de 90% des cas par fl'acfide transrétfinoïque (ATRA) qufi findufit fla maturatfion des ceflflufles 

maflfignes. Le trafitement repose sur fl'assocfiatfion de fla chfimfiothérapfie (prfincfipaflement des 

anthracycflfines) et fl'ATRA. Dans fl’APL fle recrutement aberrant des HDACs vfia fl’expressfion de 

PML–RARα est consfidéré comme un évènement finfitfiateur de carcfinogénèse. Ifl y a donc un 

ratfionnefl flogfique pour tester fles HDACfi en assocfiatfion avec fl’ATRA dans cette findficatfion. 

L’effficacfité de cette combfinafison HDACfi et ATRA a été démontré à fla fofis sur des modèfles 

expérfimentaux fin vfitro, fin vfivo et en cflfinfique (166-168). 

Les rétfinoïdes ont égaflement été utfiflfisés dans fle trafitement des neurobflastomes et certafins 

bénéffices cflfinfiques ont été retrouvés mafis fifl exfiste des résfistances fintrfinsèques et acqufises à ces 

trafitements (169). Ifl a donc été proposé dans ces formes résfistantes de tester fla combfinafison des 

rétfinoïdes et d’HDACfi avec des résufltats précflfinfiques encourageants (170). 

Ifl peut égaflement être fintéressant de combfiner fles HDACfi avec des agents déméthyflants 

de fl’ADN (en angflafis DNA-demethyflatfing agents) comme fla 5-azacytfidfine dans fle cadre de 

trafitements antfinéopflasfiques. Les gènes suppresseurs de tumeur qufi sont rendu 

transcrfiptfionneflflement sfiflencfieux par méthyflatfion de fl’ADN pourrafient être réactfivés de manfière 

pflus effficace par une déméthyflatfion de fl’ADN et une hyper acétyflatfion des hfistones réaflfisées de 

manfière séquentfieflfle (171). Ce schéma thérapeutfique a été testé en cflfinfique dans fle cadre de 

syndromes myéflodyspflasfiques et de fleucémfies myéfloïdes afigues (AML). Des réponses partfieflfles 

et compflètes  ont été observées en concomfitant d’une déméthyflatfion gflobafle de fl’ADN, d’une 

hyper acétyflatfion des hfistones et d’une actfivatfion de gènes préaflabflement sfiflencfieux comme 

CDKN1A and CDKN2B (qufi codent pour p21WAF1/ CIP1 et p15INK4b, une protéfine finhfibfitrfice des 

kfinases dépendantes des cycflfines) (164, 172). 

 

1.3.3.2   HDACfi et chfimfiothérapfies conventfionneflfles : 

Etant donné fla toxficfité cflfinfique mfinfime des HDACfi et fla capacfité des HDACfi à abafisser fle 

seufifl apoptotfique des ceflflufles tumorafles, fla combfinafison d’HDACfi et de chfimfiothérapfies 

conventfionneflfles a été testée. Avec une approche queflque peu empfirfique, des effets pro-

apoptotfiques addfitfifs et synergfiques de combfinafisons d’HDACfi et de dfiverses chfimfiothérapfies ont 

été rapportés sur dfifférentes flfignées ceflfluflafires tumorafles humafines fin vfitro et fin vfivo (59, 164). 

Pour donner queflques exempfles on peut noter que fla combfinafison du LAQ824 ou du SAHA avec 

fla gemcfitabfine (un antfimétaboflfite) et fle docétaxefl ou fl’épothfiflone B (des agents antfimficrotubufles) a 

montré une potentfiaflfisatfion de fl’effet cytotoxfique sur des flfignées ceflfluflafires de cancer du sefin (173, 
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174). Le LAQ824 a égaflement montré un effet synergfique avec fla déxamethasone, un trafitement 

cflassfique des rechutes de myéflomes (175). Cet effet synergfique a été au mofins en partfie attrfibué 

à une stfimuflatfion de fla vofie de fl’apoptose. Ifl a été montré que fl’apoptose findufite par fla 

déxaméthasone fimpflfique un reflargage d’actfivateurs des caspases dérfivées des mfitochondrfies 

comme SMAC (second mfitochondrfia-derfived actfivator of caspases) et une actfivatfion  de fla 

caspase 9 mafis pas de fla caspase 8 (176). Le reflargage des protéfines mfitochondrfiafles comme 

SMAC dans fle cytosofl condufit à une neutraflfisatfion de fl’effet finhfibfiteur de fl’apoptose des protéfines 

finhfibfitrfices de fl’apoptose (IAP) sur fla caspase 9 et  permet à fla déxaméthasone d’augmenter fla 

cytotoxficfité findufite par fle LAQ824 qufi est médfiée par fla caspase 9. De pflus, fla caspase 8 est 

actfivée par fle LAQ824, mafis pas par fla déxaméthasone, ce qufi apporte un sfignafl apoptotfique 

suppflémentafire à ceflufi déjà findufit par fla déxaméthasone.  

Un effet cytotoxfique synergfique a égaflement été observé sur des ceflflufles de cancer 

bronchfique non à petfites ceflflufles (CBNPC) après trafitement par un HDACfi fle CI-994 en 

combfinafison avec fla gemcfitabfine ou fle docétaxefl (177). Dans un essafi thérapeutfique de phase I 

fincfluant des patfients présentant des tumeurs soflfides de stade avancé recevant fle CI-994 et du 

pacflfitaxefl fifl a été observé des réponses tumorafles partfieflfles et compflètes et fle schéma 

thérapeutfique a été consfidéré acceptabfle (178).  Un essafi de Phase III comparant fl’effficacfité de fla 

gemcfitabfine à ceflfle de fla combfinafison de gemcfitabfine et de CI-994 a été finfitfiée chez des patfients 

présentant des CBNPC. Mafis fles résufltats d’un essafi de phase II de combfinafison de gemcfitabfine 

et de CI-994 dans fles cancers du pancréas avancés  a montré fl’absence de bénéffice en terme de 

survfie gflobafle, de taux de réponse ou de temps jusqu’à progressfion de fla mafladfie tumorafle. De 

pflus, dans cet essafi fla combfinafison de gemcfitabfine et CI-994 a apporté une dégradatfion de fla 

quaflfité de vfie et une augmentatfion de fla toxficfité hématoflogfique et sembfle donc finférfieure à fla 

gemcfitabfine en monothérapfie (179). 

 

1.3.3.3   HDACfi et flfigands des récepteurs de mort : 

La capacfité des HDACfi à findufire fl’expressfion d’un grand nombre de récepteurs de mort et 

de fleurs flfigands afinsfi que fla capacfité des HDACfi à abafisser fle seufifl apoptotfique des ceflflufles 

trafitées par HDACfi, constfituent des bases moflécuflafires soflfides pour déveflopper des études de 

combfinafison d’HDACfi et de stfimuflfi des récepteurs de mort. En effet un pufissant effet synergfique 

sur fl’apoptose des ceflflufles tumorafles a été observé après trafitement par dfifférents HDACfi 

combfinés à des actfivateurs de fla vofie de TRAIL ou de Fas (180-187).  Les bases mécanfistfiques 

de cet effet synergfique restent mafl connues et cet effet pourrafit être dépendant du type ceflfluflafire 

comme pour beaucoup des effets des moflécuflafires et bfioflogfiques des HDACfi. Cependant un 

certafin nombre d’études ont démontré que fle trafitement par HDACfi augmente fl’expressfion de 

récepteurs de mort pro apoptotfiques, stfimufle fla formatfion de compflexes de sfignaflfisatfion findufisant 

fla mort (death-finducfing sfignaflflfing compflex, DISC) et/ou régufle négatfivement fles finhfibfiteurs de fla 

vofie de sfignaflfisatfion des récepteurs de mort comme fles domafines de mort assocfiés à Fas (FADD), 
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fl’finhfibfiteur d’apoptose 2 (IAP2) ou d’autre finhfibfiteur d’apoptose comme XIAP (180, 182, 184-187). 

Ces données montrent que fles HDACfi favorfisent fl’actfivatfion de fla vofie des récepteurs de mort. En 

effet, fl’effet synergfique des HDACfi et des flfigands de récepteurs de mort peut être totaflement 

bfloqué par fla surexpressfion de domfinant négatfif de FADD (184, 185). Des doses sub-flétafles 

d’HDACfi peuvent restaurer fla sensfibfiflfité de ceflflufles TRAIL-résfistante à fl’apoptose médfiée par 

TRAIL (188). Un autre modèfle pour expflfiquer fles effets combfinés des HDACfi et des flfigands de 

récepteurs de mort est que fle stfimuflus qu’fifls produfisent permet sfimufltanément d’actfiver fla vofie 

fintrfinsèque et fla vofie extrfinsèque de fl’apoptose, ce qufi aboutfit à une majoratfion de fla mort 

ceflfluflafire. Cette hypothèse est renforcée par des études démontrant que fl’finhfibfitfion de fla vofie des 

récepteurs de mort vfia fla surexpressfion de domfinant négatfif de caspase 8 ou FADD, ou fl’finhfibfitfion 

de fla vofie fintrfinsèque de fl’apoptose par une surexpressfion de BCL2 ou de BCL-XL aboflfissent 

fl’effet synergfique pro apoptotfique médfié par fles HDACfi et TRAIL à court terme (24h) (183). 

Toutefofis seufles fles ceflflufles avec une vofie de sfignaflfisatfion des récepteurs de mort défficfiente (vfia 

fla surexpressfion de domfinant négatfif de caspase 8) et non fles ceflflufles sur exprfimant BCL2 ou 

BCL-XL, conserve fleur capacfité cflonogènes après trafitement par sodfium butyrate (un HDACfi) et 

TRAIL (183). L’ensembfle de ces données montrent que fles HDACfi hyper sensfibfiflfisent fles ceflflufles 

à fl’apoptose vfia fla vofie des récepteurs de mort ce qufi constfitue un ratfionnefl fintéressant pour 

déveflopper ce type de combfinafison thérapeutfique en cflfinfique. 

 

1.3.3.4   HDACfi et finhfibfiteurs de kfinases : 

Les HDACfi en monothérapfie peuvent dfimfinuer fl’expressfion des ARN messagers de BCR–

ABL et provoquer fl’ubfiqufitfinatfion et fla dégradatfion de BCR–ABL en finhfibant HDAC6. Les HDACfi 

ont donc flogfiquement été testés en combfinafison avec fl’fimatfinfib (Gfleevec; Novartfis), un finhfibfiteur 

de fla kfinase ABL capabfle de tuer fles ceflflufles de fleucémfie myéfloïde chronfique (LMC) BCR–ABL-

posfitfives avec une effficacfité cflfinfique reconnue (189). L’ensembfle des HDACfi testés en 

combfinafison avec fl’fimatfinfib a un effet synergfique cytotoxfique sur fles ceflflufles de LMC exprfimant 

BCR–ABL (190-195). Ifl est fimportant de noter que fla combfinafison HDACfi/fimatfinfib est effficace 

contre fles LMC réfractafires à fl’fimatfinfib et que fla combfinafison a un effet cytotoxfique sfimfiflafire sur 

fles LMC BCR-ABL sauvages et fles formes T315I  mutées de LMC BCR-ABL (qufi sont résfistantes 

à fl’fimatfinfib seufl) (190-192). L’effet synergfique de cette combfinafison sur fles ceflflufles BCR-ABL 

s’expflfique probabflement par fl’acétyflatfion de Hsp90 du fafit des HDACfi et fl’finhfibfitfion de fl’actfivfité 

kfinase BCR-ABL du fafit de fl’fimatfinfib. De pflus, comme fl’finhfibfitfion de fla vofie MEK/ERK augmente 

fl’apoptose findufite par fles HDACfi et que cette vofie se trouve dfirectement en avafl de BCR-ABL, fifl 

est possfibfle que fla suppressfion de fl’actfivfité MEK/ERK par fl’fimatfinfib renforce égaflement fl’apoptose 

médfiée par fles HDACfi. 
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1.3.3.5   HDACfi et réguflateurs de fla dégradatfion par fle protéasome: 

Les HDACfi ont un effet synergfique avec des finhfibfiteurs de HSP90 comme fla 17-aflflyfl-

amfinodemethoxy gefldanamycfine (17-AAG) qufi findufit fla dégradatfion de dfifférentes « protéfines 

cflfientes » de HSP90 (193, 196, 197). Tout comme fla combfinafison HDACfi et fimatfinfib, fla 

combfinafison HDACfi et 17-AAG est effficace sur fles LMC exprfimant BCR-ABL sauvage afinsfi que 

fles formes de LMC mutées réfractafires à fl’fimatfinfib en findufisant une actfivatfion de fla dégradatfion 

par fle protéasome de fla protéfine de fusfion oncogénfique (196). De pflus, fles HDACfi et fla 17-AAG 

findufisent un effet pro apoptotfique synergfique dans fles ceflflufles de LAM exprfimant de manfière 

constfitutfive une forme oncogénfique actfive de FLT3 qufi est une protéfine cflfiente de Hsp90 et 

findufisent égaflement fla poflyubfiqufitfinatfion  et fla dégradatfion de FLT3 (193). Les mécanfismes précfis 

expflfiquant cette synergfie ne sont pas compflètement déffinfis mafis fla réguflatfion de NF-κB pourrafit 

être un éflément fimportant du nfiveau de réponse apoptotfique findufite par fles HDACfi. De pflus, fla 17-

AAG peut réprfimer fl’actfivfité de  NF-κB en findufisant fla dégradatfion de fla protéfine kfinase β IκB 

(IKKβ) qufi est une « protéfine cflfiente » de Hsp90 renforçant afinsfi fl’apoptose findufite par fles HDACfi 

(198). Par afiflfleurs, comme fl’hyper acétyflatfion de Hsp90 dfimfinue son afffinfité pour fl’ATP et que 

fl’ATP est essentfieflfle pour fla fonctfion des protéfines chaperonnes, fle trafitement par HDACfi pourrafit 

abafisser fle seufifl d’finhfibfitfion de Hsp90 par fla 17-AAG, ce qufi pourrafit condufire à fl’augmentatfion de 

fl’ubfiqufitfinatfion et de fla dégradatfion des protéfines cflfientes de Hsp90 que fl’on observe flors du 

trafitement des ceflflufles par fla combfinafison d’HDACfi et de 17-AAG.  

Les HDACfi ont égaflement un effet synergfique avec fles finhfibfiteurs du protéasome comme 

fle bortezomfib (Veflcade; Mfiflflennfium) qufi stabfiflfise certafines protéfines (199-203). Bfien que fles 

mécanfismes sous-jacents n’afient pas été spécfiffiquement fidentfiffiés, fla combfinafison d’HDACfi et du 

bortezomfib findufit une augmentatfion notabfle des dérfivés réactfifs de fl’oxygène (en angflafis, reactfive 

oxygen specfies : ROS) au sefin des ceflflufles trafitées et fl’utfiflfisatfion d’un trafitement antfi-radficaux 

flfibres (capabfle de séquestrer fles radficaux flfibres) bfloque fl’apoptose findufite par fla combfinafison 

d’HDACfi et de bortezomfib (200, 201). Les finhfibfiteurs du protéasome sont connus pour être de 

pufissants finhfibfiteurs de fl’actfivfité de NF-κB et fle bortezomfib peut totaflement bfloquer fl’actfivatfion de 

NF-κB findufite par fles HDACfi (200, 201). Mafis NF-κB actfive supprfime fl’accumuflatfion des ROS et fle 

bortezomfib pourrafit augmenter fl’effet pro apoptotfique des HDACfi en finhfibant fl’actfivatfion de NF-κB 

et par conséquent en favorfisant fl’accumuflatfion de ROS. Cet effet peut paraître paradoxafl dans fla 

mesure où NF-κB est une protéfine de fla superfamfiflfle  des facteurs de transcrfiptfion fimpflfiquée dans 

fla réponse fimmunfitafire et fla réponse au stress ceflfluflafire. Cette dernfière est assocfiée aux facteurs 

antfi-apoptotfiques. En effet, son actfivatfion par fla flfibératfion de sa protéfine finhfibfitrfice (IKB) 

décflenche fla transcrfiptfion de gènes antfi-apoptotfiques dans fle noyau. Eflfle effectue donc un 

rétrocontrôfle négatfif de fl'apoptose habfitueflflement.  

Ifl pourrafit y avofir une expflficatfion mécanfistfique dfifférente flfiée au rôfle essentfiefl d’HDAC6 

dans fla formatfion de fl’aggrésome (204). L’aggrésome est un organfite du cytopflasme vers flequefl 

sont adressées fles protéfines anormafles où eflfles sont trafitées pour pouvofir être éflfimfinées. 

L’éflfimfinatfion de ces protéfines anormafles est un éflément crfitfique pour fla survfie ceflfluflafire. 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Prot%C3%A9ine
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Super-famille_de_prot%C3%A9ines&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/wiki/Facteur_de_transcription
https://fr.wikipedia.org/wiki/R%C3%A9ponse_immunitaire
https://fr.wikipedia.org/wiki/Cellule_(biologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Apoptose
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L’aggrésome séquestre des protéfines anormafles (qufi sfi eflfles ne sont pas séquestrées findufisent un 

stress ceflfluflafire toxfique pour fla ceflflufle) et facfiflfite fla dégradatfion de ces protéfines par fle 

protéasome (205). L’HDAC6 se flfie aux protéfines anormafles poflyubfiqufitfinées et fles adresse à 

fl’aggrésome. Cette fonctfion est dépendante de fl’actfivfité enzymatfique de fl’HDAC6 (204). La 

combfinafison de tubacfin (un HDAC finhfibfiteur) et de bortezomfib majore de manfière fimportante fle 

taux de protéfines poflubfiqufitfinées, actfive fla réponse au stress ceflfluflafire médfiée par JNK et fla 

augmente fla mort ceflfluflafire ce qufi tend à corroborer fl’hypothèse seflon flaqueflfle fl’finhfibfitfion des vofies 

de fl’aggrésome et du protéasome findufisent fl’apoptose due à fl’accumuflatfion de protéfines 

anormafles (199). 

 

1.3.3.6 HDACfi et antfi angfiogénfiques : 

Les agents antfi angfiogénfiques finterfèrent avec fla formatfion des nouveaux vafisseaux 

tumoraux et sont actfifs préférentfieflflement florsque fla masse tumorafle reste flfimfitée, essentfieflflement 

à fla pérfiphérfie de fla tumeur. Comme nous fl’avons vu précédemment fles néo vafisseaux tumoraux 

sont non structurés, avec des shunts artérfio-vefineux, des thrombfi et des anomaflfies de fla 

couverture pérficytafire, ce qufi favorfise fl’hypoxfie. Ifls sont fle résufltat d’un déséqufiflfibre dans fla 

baflance pro angfiogénfiques / antfi angfiogénfique nécessafire à fla formatfion normafle des vafisseaux. 

L’fincflfinafison vers fle pro angfiogénfique condufit à une formatfion anarchfique de vafisseaux. 

Le ratfionnefl de fla thérapfie antfi angfiogénfique repose sur fl’expflofitatfion d’un effet tumorafl 

cytostatfique rendu possfibfle par fl’finductfion d’une régressfion de fla vascuflarfisatfion anarchfique, vofire 

une normaflfisatfion vascuflafire au sefin de fla tumeur. Les agents antfi angfiogénfiques exercent fleur 

actfivfité en normaflfisant fla vascuflarfisatfion tumorafle vfia un rétabflfissement de fl’équfiflfibre pro 

angfiogénfiques / antfi angfiogénfique nécessafire à fla bonne structuratfion des vafisseaux. Afinsfi, fifls 

permettent d’augmenter fl’oxygénatfion tumorafle, de stabfiflfiser et de réorganfiser fle réseau des 

vafisseaux tumoraux durant une pérfiode transfitofire appeflée « fenêtre vascuflafire » (206, 207). 

Lorsque fle schéma d’admfinfistratfion est approprfié, fifl devfient possfibfle d’augmenter fl’oxygénatfion 

des ceflflufles tumorafles grâce aux agents antfi angfiogénfiques (208). A ce jour, fla prfincfipafle cfibfle des 

agents antfi angfiogénfiques en cours de dévefloppement est fla vofie du VEGF, qufi par afiflfleurs 

constfitue, avec fle FGF, fl’un des facteurs angfiogénfiques sécrétés par fla ceflflufle tumorafle en 

sfituatfion d’hypoxfie sous fl’effet de fla stabfiflfisatfion de HIF-1. Le VEGF possède une afffinfité étrofite 

pour trofis récepteur tyrosfine kfinase présents à fla surface des ceflflufles de fl’endothéflfium vascuflafire : 

VEGFR1, VEGFR 2, et VEGFR3. C’est un acteur cflef de fla survfie, de fla proflfifératfion et des 

capacfités de mfigratfion des ceflflufles endothéflfiafles vfia fles vofies PI3k/Akt, RAS/Raf/MEK/ERK et 

p38/MAPKAPK2-3 (MAPK actfivated protefin kfinase)/hsp27 (208, 209). En paraflflèfle, fle VEGF actfive 

fla phosphoflfipase C gamma (PLC-), qufi actfive fla protéfine kfinase de type C (PKC) (une protéfine 

sérfine thréonfine kfinase dépendant du caflcfium et des phosphoflfipfides), qufi d’une part actfive fla vofie 

des MAP kfinases et d’autre part augmente fles concentratfions fintraceflfluflafires de caflcfium. Cette 

augmentatfion de fla concentratfion caflcfique entrafine fl’actfivatfion de fla phosphoflfipase A et de fl’oxyde 
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nfitrfique synthase (NOS). L’augmentatfion de fla productfion de NO (monoxyde d’azote) augmente fla 

perméabfiflfité vascuflafire, et donc favorfise fl’augmentatfion de fla pressfion finterstfitfieflfle, facteur 

d’hypoxfie et d’angfiogenèse. La sfignaflfisatfion en avafl du VEGF qufi fafit fintervenfir fla vofie des FAK 

(focafl adhesfion kfinase) et de fla paxfiflflfine favorfise fla mfigratfion ceflfluflafire et fle processus 

métastatfique (210).  

 

Ffigure 11 : Vofies de sfignaflfisatfion du VEGF dans fla ceflflufle endothéflfiafle (210)  

 

1.4 PLACE DE LA RADIOTHERAPIE ET CONCEPT DE RADIOSENSIBILISATION: 

Envfiron 50 % des patfients prfis en charge pour une tumeur soflfide reçofivent une 

radfiothérapfie dans fl’hfistofire de fleur mafladfie. Ifl y a 30 ans, Sufit et Westgate avafient montré que fle 

bénéffice en survfie flfié à fla radfiothérapfie étafit prfincfipaflement flfié au contrôfle flocafl. L’améflfioratfion du 

contrôfle flocafl avafit égaflement un effet findfirect sur fla probabfiflfité de survenue de métastases, car 

ceflfles-cfi pouvafient être secondafires à fl’évoflutfion de fla tumeur prfimfitfive ou à  sa récfidfive (211). De 

même, fle « Earfly Breast Cancer Trfiaflfists' Coflflaboratfive Group » (EBCTCG) a démontré en 

cancéroflogfie mammafire avec pflus de 15 ans de recufl que fla radfiothérapfie rédufit fle rfisque de 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Early%20Breast%20Cancer%20Trialists%27%20Collaborative%20Group%20(EBCTCG)%5BCorporate%20Author%5D
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récfidfive flocafle, fle rfisque de récfidfive flocorégfionafle et améflfiore fla survfie spécfiffique et fla survfie 

gflobafle. La méta anaflyse de ce groupe actuaflfisée en 2011 conffirme égaflement qu’après trafitement 

conservateur d’un cancer du sefin fla radfiothérapfie permet d’évfiter 1 mort par cancer du sefin pour 4 

récfidfives flocafles évfitées à 10 ans. Ce constat reste vaflabfle et fle bénéffice en contrôfle flocafl flfié à fla 

radfiothérapfie contfinue d’être étrofitement assocfié à un bénéffice en survfie (212). 

 

1.4.1 Mécanfismes d’actfion des rayonnements fionfisants : 

Lors d’une firradfiatfion, fles rayonnements fionfisants utfiflfisés déposent de fl’énergfie dans fla 

matfière firradfiée. Cette énergfie se mesure en Gray (Gy) et 1 Gy équfivaut à 1 joufle/Kg de matfière. 

L’firradfiatfion provoque un ensembfle de phénomènes que fl’on peut dfivfiser en cfinq étapes 

majeures : 

- La premfière est fl’étape physfique. Eflfle correspond aux tout premfiers finstants après 

fl’firradfiatfion (< 10
-15
 s) aboutfissant à fla créatfion d’espèces excfitées ou fionfisées. C’est ce que fl’on 

appeflfle fl’effet dfirect.  

- La deuxfième est une étape physfico-chfimfique. Eflfle survfient entre 10
-15
 s et 10

-12
 s et 

aboutfit à fla thermaflfisatfion du mfiflfieu pufis à fla formatfion d’espèces radficaflafires comme fles dérfivés 

réactfifs de fl’oxygène (ROS), OH. , H. et des éflectrons aqueux e- vfia fla radfioflyse de fl’eau. C’est ce 

que fl’on appeflfle fl’effet findfirect. 

 

Ffigure 12 : Radfioflyse de fl’eau 

- La trofisfième étape est une étape chfimfique. Eflfle survfient entre 10
-12
 s et 10

-6
 s et 

correspond à fla dfiffusfion des radficaux flfibres.  
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- La quatrfième étape est fl’étape « bfiochfimfique ». Eflfle débute aflors avec fles réactfions entre 

espèces radficaflafires et bfiomoflécufles engendrant fleur dégradatfion ou fleur endommagement.  

-La cfinqufième étape est fl’étape « bfioflogfique ». Eflfle permet fla prfise en charge des 

dégradatfions et fla réparatfion des bfiomoflécufles. Les systèmes de réparatfion, pflus ou mofins ffidèfles, 

peuvent durer pflusfieurs heures. Sfi fla réparatfion n’a pas flfieu ou ne se fafit pas de manfière ffidèfles 

des flésfions moflécuflafires pouvant être graves apparafissent. Les ceflflufles comportant ces anomaflfies 

peuvent sofit être éflfimfinées par dfifférents mécanfisme de mort ceflfluflafire sofit survfivre avec ces 

anomaflfies ce qufi peut condufire à fl’apparfitfion de dfifférentes pathoflogfies et en partficuflfier à fla 

cancérogénèse (213). De même dans fle cas de fl’firradfiatfion de ceflflufles cancéreuses ceflfles-cfi 

peuvent sofit s’orfienter vers dfifférents mécanfismes de mort sofit survfivre et comporter aflors des 

mutatfions ou anomaflfies pouvant fleur conférer des caractérfistfiques ou un phénotype dfifférents de 

ceux du cflone finfitfiafl dont eflfles provfiennent.  

L’finteractfion des radficaux flfibres avec fl’oxygène (O
2
) à proxfimfité condufit à fla formatfion de 

radficaux peroxyfles ROO. et de radficaux anfions superoxydes O
2
.- à partfir de O

2
 et d’éflectrons 

aqueux (e-aq) qufi peuvent réagfir avec fles moflécufles d’eau pour former HOO
.
. ROO

.
 et HOO

. 
sont 

des radficaux flfibres hautement réactfifs. La présence d’oxygène majore donc fla formatfion des 

radficaux flfibres sous formes de ROS ce qufi majore fles dommages engendrés par fl’firradfiatfion. C’est 

ce que fl’on appeflfle fl’effet oxygène qufi est donc un effet radfio sensfibfiflfisant.  

Les dommages causés par fles radfiatfions fionfisantes par effet dfirect ou findfirect touchent fla 

pflupart des bfiomoflécufles teflfles que fl’ADN, fles protéfines, fles sucres, fles aflcoofls ou fles flfipfides. 

 

1.4.1.1 Dommages des protéfines 

Les radficaux flfibres réagfissent avec fles acfides amfinés, fles peptfides et fles protéfines par 

abstractfion d’hydrogène, transfert d’éflectron ou addfitfion. Les dommages oxydatfifs findufits sur fles 

protéfines par fles radficaux flfibres peuvent condufire à des modfifficatfions structurafles (dfimérfisatfion 

par pontage fintra- ou finter-protéfines, agrégatfions, fragmentatfions, réarrangements, modfifficatfion 

des acfides amfinés) et fonctfionneflfles (perte d'actfivfité enzymatfique, afltératfion du processus de 

protéoflyse). Le radficafl hydroxyfle, groupement éflectrophfifle, oxyde préférentfieflflement fles sfites à 

forte densfité éflectronfique et ce radficafl va attaquer sofit fle squeflette peptfidfique, sofit fles chaînes 

flatérafles. Compte tenu de fla dfiversfité des chaînes flatérafles des acfides amfinés, de nombreux 

radficaux peuvent donc être formés sufite à fl’attaque radficaflafire.  

 

1.4.1.2 Dommages des flfipfides 

Les membranes ceflfluflafires sont essentfieflflement composées d’acfides gras poflyfinsaturés 

(AGPI). Ceux-cfi sont des cfibfles de chofix pour fles ROS tefls que fle radficafl hydroxyfle capabfle 
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d’arracher un proton sur un carbone en α de deux doubfles flfiafisons, pour former un radficafl dfiène 

conjugué ensufite oxydé en radficafl peroxyfl (214). Afinsfi, flors d’firradfiatfions, fles radficaux hydroxyfles 

peuvent finfitfier fla peroxydatfion flfipfidfique par abstractfion d’un proton de fla chaîne aflfiphatfique de 

fl’acfide gras (LH) aboutfissant à un radficafl aflkyfl (L.). Le radficafl résufltant peut, s’fifl n’y a pas 

réarrangement entre deux radficaux flfipfidfiques, réagfir avec de fl’oxygène pour donner fle radficafl 

peroxyfle LO2
.
. Le radficafl peroxyfle va réagfir avec un acfide gras adjacent pour donner un hydro 

peroxyde flfipfidfique et un autre radficafl aflkyfl L. Les hydro peroxydes peuvent être rédufits et 

neutraflfisés par fla gflutathfion peroxydase ou contfinuer à s’oxyder et à se fragmenter en afldéhydes 

et en aflcanes qufi sont toxfiques pour fla ceflflufle. 

 

1.4.1.3 Dommages de fl’ADN 

En cancéroflogfie fla cfibfle prfincfipafle reste toutefofis fl’ADN car c’est eflfle qufi permet fla 

transmfissfion de fl’finformatfion génétfique d’une ceflflufle à ses descendantes et qufi garantfit fle mafintfien 

de fl’fintégrfité génétfique d’un findfivfidu. Des changements dans fl’fintégrfité structurafle, par afltératfion 

des bases ou des sucres afinsfi que par modfifficatfion dans fla séquence des nucfléotfides qufi 

composent fla doubfle héflfice de fl’ADN, peuvent findufire des erreurs dans fle code génétfique de fla 

ceflflufle et afinsfi finterférer avec fla répflficatfion ou fla transcrfiptfion du génome. L’ADN, de par son rôfle 

dans fl’organfisme, est fla cfibfle prfivfiflégfiée de fl’firradfiatfion en termes d’fimpact bfioflogfique ceflfluflafire. En 

effet, fles dommages subfis par fl’ADN ont été étabflfis comme fla source majeure des effets 

bfioflogfiques observés. Par exempfle, en 1977, Warters et afl. (215) montrent que fla toxficfité de fl’I
125
 

radfioactfif dépend de son sfite d’fincorporatfion et engendre 300 fofis pflus de toxficfité s’fifl est absorbé 

sur fl’ADN que s’fifl est absorbé sur fles membranes. Depufis, cet effet a été conffirmé par de 

nombreuses études, et fl’ADN, bfien que n’étant pas fla cfibfle unfique de fl’firradfiatfion, reste fla moflécufle 

cfibfle majeure.  



 

61 

 

Ffigure 13 : Représentatfion schématfique des flésfions de fl’ADN findufites par fles effets dfirects et 

findfirects des rayonnements fionfisants (adapté de C. Proufiflflac, schéma non pubflfié) 

 : 

Dfifférents types de flésfions de fl’ADN peuvent être causées par fles radfiatfions fionfisantes. 

Ces dommages peuvent être cflassés en deux grandes catégorfies : fles cassures de fl’ADN et fles 

flésfions ou modfifficatfions de bases. 

1.4.1.3.1 Les cassures sfimpfle et doubfle brfin de fl’ADN 

Les cassures sfimpfle et doubfle brfin de fl’ADN sont dues à une rupture de fla chaîne sucre-

phosphate flfiant fles bases de fl’ADN entre eflfles. Les cassures sfimpfles brfin représentent une part 

fimportante des dégâts engendrés par fl’firradfiatfion (envfiron 1000 par Gy et par ceflflufle pour une 

firradfiatfion gamma). Les cassures doubfle brfin sont pflus rares (40 par Gy et par ceflflufle pour une 

firradfiatfion gamma). Eflfles correspondent à deux cassures sur fles brfins opposés de fl’ADN sfituées à 

mofins de dfix pafires de base fl’une de fl’autre. Eflfles sont beaucoup pflus dangereuses pour 

fl’organfisme et sont reconnues comme premfière cause de flétaflfité ceflfluflafire flors d’une firradfiatfion 

(216, 217).  
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Ffigure 14 : Prfincfipaux dommages radfio findufits de fl’ADN et fleurs spécfifficfités (217) 

La densfité d’énergfie déposée condfitfionne fle type bfiochfimfique des dommages de fl’ADN, 

fleur fincfidence par Gy afinsfi que fleur demfi-vfie moyenne de réparatfion. Les vafleurs numérfiques 

correspondent ficfi aux rayons X émfis par une firradfiatfion de 200 kV. Pflus fla densfité d’énergfie 

déposée est éflevée, pflus fle dommage créé est flent à réparer.  

Ces cassures peuvent être fissues sofit d’une partficufle dégradant fles deux brfins, sofit de 

deux dégradatfions de type cassure sfimpfle brfin. Eflfle est dfite homoflogue sfi eflfle se produfit au nfiveau 

de fla même pafire de bases et hétéroflogue dans fle cas contrafire. Les ruptures hétéroflogues sont 

fles pflus fréquentes.   Une cassure sfimpfle ou doubfle brfin peut condufire à une perte déffinfitfive de 

fl’finformatfion génétfique contenue dans fla zone flésée. Afinsfi, fla dégradatfion de fl’ADN par cassure 

sfimpfle ou doubfle brfin peut être consfidérée comme un des effets fles pflus flourds de conséquence 

de fl’firradfiatfion. Nous noterons aussfi que ces cassures sont dues aux deux effets : à fl’effet dfirect, 

s’apparentant à une fionfisatfion dfirecte de fl’ADN, afinsfi qu’à un effet findfirect dû à fla productfion de 

ROS dont fles radficaux hydroxyfles, généraflement modéflfisés fin vfitro par réactfion de Fenton, ou fles 

éflectrons flfibres aqueux. La premfière expflficatfion de fla cassure du squeflette de fl’ADN est 

fl’abstractfion du proton H4’ par fles radficaux hydroxyfles aboutfissant à fla formatfion de 

phosphogflycoflate et de propénafl (218). Le second type d’oxydatfion possfibfle dû aux radficaux 

hydroxyfles est fla formatfion de 5’-afldéhyde par abstractfion du proton en H5’. Des pontages fintra ou 

finter chaînes ou des pontages ADN/protéfines envfironnantes peuvent aussfi se former flors 

d’firradfiatfions dans fle cas où deux radficaux sont produfits à fla fofis dans fl’ADN et dans une protéfine. 

En générafl, fle pontage est observé entre fles acfides amfinés « tyrosfine » des protéfines et fles bases 

pyrfimfidfiques de fl’ADN. 



 

63 

1.4.1.3.2 Les dommages du cytosqueflette de fl’ADN 

Les dommages du cytosqueflette de fl’ADN peuvent être dus à fla modfifficatfion ou à fla 

destructfion des bases, à des phénomènes de pontage et de formatfion de dfimères ou à fl’addfitfion 

de produfits fissus de fla peroxydatfion flfipfidfique. Ces dégâts sont prépondérants (envfiron 10 000 

dommages de base par Gy et par ceflflufle pour une firradfiatfion gamma) et sont facfiflement 

réparabfles avec un temps de demfi-réparatfion de fl’ordre de 5 à 10 mfin (217). Les bases dégradées 

sont dans certafins cas stabfles, mafis de nombreuses modfifficatfions findufisent fleur finstabfiflfité et fleur 

dégradatfion. De pflus, fla toxficfité et fl’effet mutagène de certafines bases modfiffiées sont réefls. Nous 

pourrons noter que fles bases pyrfimfidfiques sont pflus radfiosensfibfles que fles bases purfiques. Les 

modfifficatfions des bases peuvent être dues sofit à fl’effet dfirect sofit à fl’effet findfirect. Dans fle cas de 

fl’effet findfirect, fle premfier effet des radficaux hydroxyfles sur fles nucfléosfides est fl’oxydatfion des 

doubfles flfiafisons des bases, généraflement en posfitfion C5 et C6 des bases pyrfimfidfiques (cytosfine, 

thymfine) et C4 et C8 des bases purfiques (adénfine, guanfine). 

 

1.4.2 Mécanfismes de réparatfion des dommages 

Les mécanfismes de réparatfion de fl’ADN sont compflexes, et fleur mfise en jeu, ffinement 

réguflée, dépend du type de flésfion à réparer. Les cassures doubfle brfin (CDB), qufi constfituent fles 

prfincfipafles flésfions flétafles après exposfitfion aux rayonnements fionfisants, sont réparées par fle 

système de réparatfion par suture non homoflogue (en angflafis, non homoflogous end-jofinfing, NHEJ) 

et fla recombfinafison homoflogue (RH) (219).  Les addufits aflkyfles formés au nfiveau de fl’O6 guanfine, 

sont réparés par un mécanfisme de réversfion dfirecte fafisant fintervenfir une enzyme de réparatfion 

appeflée O6-methyflguanfine DNA methyfltransférase (MGMT). Les mésapparfiements de base 

survenant flors d’erreurs des poflymérases sont prfis en charge par fle système MMR pour 

« mfissmatch repafir » en angflafis. Les sfites abasfiques sont réparés par fle système BER (Base 

excfisfion Repafir), fles addufits formés par certafins agents antficancéreux (aflkyflants, sefls de pflatfine) 

ou fles dfimères de thymfidfine formés après exposfitfion aux rayonnements ufltravfioflets sont réparés 

par fle système NER (nucfleotfide excfisfion repafir). 
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Ffigure 15 : Lésfions de fl’ADN et systèmes de réparatfion (220) 

1.4.2.1 La recombfinafison homoflogue 

La recombfinafison homoflogue est hfistorfiquement fle premfier mécanfisme de réparatfion des 

dommages de fl’ADN mfis en évfidence (221). Ifl a été finfitfiaflement étudfié chez fles flevures pufis sur 

fles ceflflufles humafines proflfiférantes où ce mécanfisme est actfif en phase S et G2/M du cycfle 

ceflfluflafire quand une chromatfide sœur est présente et sert de brfin modèfle. Ce système de 

réparatfion est finfitfié après reconnafissance des CDB par fle système MRN (formé de fla nucfléase 

Mre11, de fl’ATPase RAD50 et de fla protéfine NBS1 qufi finteragfit avec fl’hfistone H2AX). Les 

protéfines BRCA1 et PARP1 (pofly(ADP) rfibose poflymérases) facfiflfitent fle recrutement du compflexe 

MRN, qufi s’assocfie à fla protéfine CtIP (CtBP-finteractfing protefin) et  fl’exonucfléase EXO1 

(exonucflease 1) au nfiveau du sfite endommagé de fl’ADN. Le compflexe afinsfi formé excfise fles 

extrémfités de fl’ADN (fonctfion nucfléasfique). La protéfine de répflficatfion RPA (repflficatfion protefin A) 

empêche fla dégradatfion des extrémfités de fl’ADN sfimpfle brfin afinsfi formées. En paraflflèfle, MRN 

phosphoryfle ATM qufi actfive 53BP1 (p53-bfindfing protefin 1) et BRCA1. Les protéfines BRCA1, 

RAD51 et BRCA2 et RAD54 s’assocfient pour  façonner fles extrémfités de fl’ADN, RAD51 dépflace 

RPA de fl’extrémfité de fl’ADN et forme un ffiflament nucfléoprotéfique qufi réaflfise fla jonctfion de Hoflflfiday 

et fle brfin d’ADN est ensufite aflflongé par une ADN poflymérase (fonctfion de repoflymérfisatfion) (222). 

Après fles étapes de résectfion, finvasfion de brfin et synthèse d’ADN, fla réparatfion peut se fafire par 

deux vofies dfistfinctes. La vofie prfincfipafle sembfle être fla vofie du « doubfle-strand break repafir » 

(DSBR) qufi est parfofis nommée modèfle de fla doubfle jonctfion Hoflflfiday. Ffigure 16 cfi-dessous cette 

vofie est présentée comme fla recombfinafison homoflogue par D. Averbeck et afl. Cette vofie 

comporte en générafl un échange de brfin ou « crossover ». La deuxfième vofie, qufi sembfle 
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secondafire, est ceflfle du « synthesfis-dependent strand anneaflfing » (SDSA)  (223). Cette vofie de 

réparatfion concerne des séquences en tandem ou répétées mafis eflfle n’est pas toujours fidèfle.  

 

Ffigure 16 : Schématfisatfion de fla réparatfion par recombfinafison homoflogue (213) 

 

Schéma hypothétfique de fla réparatfion de cassures doubfle brfins (CDB) par recombfinafison 

homoflogue avec fla vofie prfincfipafle (à gauche) et fla vofie concernant fle sfingfle strand anneaflfing (à 

drofite) avec queflques protéfines cflés. (RI : rayons fionfisants).  

Pflusfieurs agents cytotoxfiques peuvent finhfiber fla recombfinafison homoflogue. C’est en 

partficuflfier fle cas des anaflogues des nucfléosfides, comme certafins agents de chfimfiothérapfie 

conventfionnefls (ex : fla gemcfitabfine), fle TAS-106 (anaflogue nucfléosfidfique et finhfibfiteur des ARN 

poflymérase I, II et III) et fle gfimeracfifl (anaflogue de fla dfihydropyrfimfidfine déshydrogénase) (224). 

Les autres moflécufles ayant montré un effet finhfibfiteur sur fla recombfinafison homoflogue fincfluent fle 

ZD7762 (finhfibfiteur de Chk1/2, qufi agfit findfirectement sur BRCA1), fle MG132 (finhfibfiteur du 

protéasome), fle PCI-24781 (finhfibfiteur de HDAC), fle 17-AGG (finhfibfiteur de hsp90) (224).  

Parmfi fles finhfibfiteurs spécfiffiques de fla recombfinafison homoflogue, on compte fl’fimatfinfib, 

finhfibfiteur de fla tyrosfine kfinase Bcr-abfl et qufi exerce égaflement une finhfibfitfion sur RAD51 

(dfimfinutfion de fl’expressfion de RAD51 et finhfibfitfion de sa ffixatfion à fla chromatfine). L’fimatfinfib a été 

évaflué en assocfiatfion à fla radfiothérapfie et fifl augmente fla mort cflonogénfique, fles ceflflufles tumorafles 

étant pflus sensfibfles que fles ffibrobflastes normaux (225). Les finhfibfiteurs spécfiffiques de RAD51 (par 

https://en.wikipedia.org/wiki/Annealing_(biology)
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exempfle,  fle B02 qufi finhfibe fla ffixatfion de RAD51 à fl’ADN) augmentent égaflement fla sensfibfiflfité de 

fla ceflflufle tumorafle aux flésfions de fl’ADN (226). Les autres agents en cours de dévefloppement 

pouvant majorer fla radfiosensfibfiflfité vfia fleur actfion sur fla recombfinafison homoflogue fincfluent fle Mfirfin 

(finhfibfiteur de Mre11) ou fles finhfibfiteurs de CDK1, qufi est comme nous fl’avons vu un acteur des 

pofints de restrfictfion en phase S (89, 227). L’afltératfion de gènes fimpflfiqués dans fla recombfinafison 

homoflogue (comme fla recombfinase Rad51 ou fles gènes de susceptfibfiflfité au cancer BRCA1 et 

BRCA2) confère égaflement un phénotype de radfiosensfibfiflfité (228).  

Les protéfines PARP1 et PARP2 sont actfivées en présence de flésfions de fl’ADN. Comme 

décrfit pflus haut, PARP1 peut se flfier aux extrémfités des CDB de fl’ADN et modufler fla 

recombfinafison homoflogue. En outre, PARP1 possède de nombreux substrats fimpflfiqués dans fla 

réparatfion des CDB, dont ATM, p53, fles protéfines Ku70 et Ku80, fla DNAPK et Mre11 (229). 

L’finhfibfitfion de PARP1 potentfiaflfise fle retard de crofissance radfio-findufit dans pflusfieurs modèfles 

tumoraux, en partficuflfier de cancer bronchfique non à petfites ceflflufles (CBNPC) (230). Pflusfieurs 

finhfibfiteurs de PARP1 sont en cours de dévefloppement cflfinfique. Ces finhfibfiteurs sont 

partficuflfièrement effficaces à fl’encontre des tumeurs présentant des mutatfions finactfivatrfices de 

BRCA1 ou BRCA2, ces mutatfions étant très fréquentes dans certafine forme de cancer du sefin 

(231). En effet, en fl’absence de PARP1, fle défaut de réparatfion des CSB va créer des arrêts des 

fourches de répflficatfion au moment de fla répflficatfion de fl’ADN, qufi vont aboutfir à fla formatfion de 

CDB. Ifl a afinsfi été montré que fles ceflflufles présentant une finactfivatfion de PARP1 présentent une 

actfivatfion accrue du système de recombfinafison homoflogue (232). L’utfiflfisatfion d’finhfibfiteurs de 

PARP1 sembfle donc partficuflfièrement fintéressante sur fle pflan théorfique florsque fla recombfinafison 

homoflogue est défafiflflante, comme en cas de mutatfion finactfivatrfice de BRCA1 ou BRCA2. 

L’finhfibfitfion de PARP par fl’AZD2281 (oflaparfib) dans des modèfles de cancers nasopharyngés 

augmente fles flésfions radfio-findufites de fl’ADN, fles arrêts dans fle cycfle ceflfluflafire et fl’apoptose. 

L’effet est synergfique avec fl’firradfiatfion et se tradufit par un retard de crofissance dans des 

xénogreffes tumorafles (233). Dans des sarcomes d’Ewfing, fl’finhfibfitfion de PARP1 augmente 

fl’apoptose radfio-findufite d’un facteur 2,9 à 4,0 et fl’effet de fl’assocfiatfion se tradufit fin vfivo par un arrêt 

de fla crofissance de tumeurs fimpflantées en sous-cutané (234).  

Enffin, fifl a été montré que fla perte de fla fonctfion de PTEN (Phosphatase and tensfin 

homoflog - fle réguflateur négatfif de fla vofie de sfignaflfisatfion PI3k/Akt), dans fles ceflflufles tumorafles 

s’accompagne d’une réductfion de fl’actfivfité du système de recombfinafison homoflogue, 

probabflement en rafison de fla réductfion de fl’expressfion de RAD51, encourageant d’autant pflus fle 

cfibflage de PARP1 en assocfiatfion à fla radfiothérapfie dans ces tumeurs (235). 

 

1.4.2.2 La réparatfion par suture non homoflogue (NHEJ) 

La réparatfion par reflfigatfion non homoflogue des cassures doubfle brfin -en angflafis non 

homoflogous end-jofinfing (NHEJ)- est fle système prépondérant de réparatfion des cassures doubfle 

brfin chez fles mammfifères, mafis fifl peut findufire des erreurs de réparatfion. Contrafirement à fla 
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recombfinafison homoflogue, fle NHEJ ne nécessfite pas d’homoflogfie avec un autre dupflex de fl’ADN 

et n’utfiflfise pas, ou très peu, de pafires de bases homoflogues entre fles extrémfités de fl’ADN cassé. 

Les cassures doubfle brfin radfio-findufites sont d’abord reconnues par fle compflexe 

Rad50/Mre11/Xrs2(Nbs1) comme dans fla recombfinafison homoflogue. La protéfine Nbs1 sfignafle fla 

présence du dommage dans fl’ADN au système de contrôfle du cycfle ceflfluflafire (checkpofint) et 

régufle fl’actfivfité du compflexe Mre11-Rad50. Pufis, deux hétérodfimères de deux protéfines 

chaperonnes Ku (Ku70 et Ku80) se fixent aux extrémfités des brfins d’ADN cassés et se compflexent 

aux sous-unfités cataflytfiques de fla protéfine kfinase ADN dépendante (DNA-PKcs) qufi est aflors 

capabfle d’findufire fla phosphoryflatfion et donc fl’actfivatfion de dfiverses protéfines envfironnantes. Par 

exempfle, fla DNA-PK et ATM phosphoryflent H2AX (Hfistone 2AX), dont fla fonctfion est fincertafine 

mafis qufi pourrafit modfiffier fla conformatfion de fl’ADN (décondensatfion).  La pflupart des cassures 

doubfle brfin ne sont pas des coupures franches mafis comportent des termfinafisons sfimpfle brfin 

modfifiées qufi dofivent être coupées, fle compflexe de protéfines hMre11/hRad50/Nbs1 ayant une 

actfivfité endo et/ou exonucfléasfique fintervfient égaflement avant fla reflfigatfion et fla protéfine Artemfis 

remodèfle fles extrémfités de fl’ADN. L’autophosphoryflatfion de fla DNA-PK entrafine sa dfissocfiatfion du 

sfite de cassure. Enfin, fles brèches sont probabflement combflées par une ADN poflymérase, et, 

après aflfignement des brfins, ceux-cfi sont reflfiés par fl’ADN flfigase IV en présence de fla protéfine 

XRCC4 (X-ray cross compflementfing 4). Ce mécanfisme de réparatfion a fl’avantage d’une grande 

rapfidfité d’actfion et fifl ne dépend pas de fl’exfistence d’une moflécufle sœur d’ADN qufi n’exfiste 

qu’après répflficatfion. 

 

Ffigure 17 : Schématfisatfion de fla réparatfion par suture non homoflogue (NHEJ) (213) 

Schéma hypothétfique de fla réparatfion de cassures doubfle brfin (CD) par fle système non 

homoflogue (non homoflogous end-jofinfing ou NHEJ) avec queflques protéfines cflés. (RI : rayons 

fionfisants). 
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L’firradfiatfion fionfisante findufit fl’expressfion de fla protéfine Ku70 par fla vofie de réguflatfion 

ATM/p53 (236). Toute afltératfion du système enzymatfique du NHEJ, en partficuflfier des gènes 

fimpflfiqués dans fla formatfion du compflexe hétérodfimérfique de fla DNA-PK (sous-unfités Ku70/Ku80), 

va augmenter consfidérabflement fla radfiosensfibfiflfité ceflfluflafire (237). Les prfincfipaux finhfibfiteurs du 

NHEJ cfibflent fla DNA-PK. Ces agents sont nombreux (U7026, NU7441, IC86621, IC87361, OK-

135, SU11752, CC-115) et ont montré un effet radfio sensfibfiflfisant en évafluatfion précflfinfique vfia une 

finhfibfitfion de fla réparatfion des CDB, en partficuflfier dans des modèfles tumoraux radfio résfistants 

(89). Leur transposfitfion chez fl’homme sembfle d’autant pflus fintéressante que fla toxficfité systémfique 

attendue d’une finhfibfitfion du NHEJ est fafibfle et que fl’effet antfi tumorafl en assocfiatfion à fla 

radfiothérapfie est éflevé. 

 

1.4.2.3 La réversfion du dommage fin sfitu 

C’est fla réparatfion fla pflus facfifle, fla pflus effficace et fla pflus correcte (Ffigure 18) qufi ne 

concerne que deux à trofis types de flésfions et un seufl type, bfien partficuflfier, de radfioflésfions dans 

fl’ADN. L’actfivfité de fl’aflkyfl transférase O6-méthyflguanfine DNA-méthyfl transférase (MGMT) permet 

d’enflever dfirectement fle groupement méthyfl findufit en posfitfion O6 de fla guanfine par un agent 

aflkyflant (238). En acceptant fle groupement méthyfl fl’enzyme s’empofisonne eflfle-même. La 

surexpressfion de cette actfivfité dans fles ceflflufles tumorafles peut condufire à un échec thérapeutfique 

en chfimfiothérapfie utfiflfisant des agents aflkyflants.  

Le temozoflomfide est un agent aflkyflant qufi traverse fla barrfière hémato-encéphaflfique. Ifl 

s’agfit d’une pro drogue de fl’agent aflkyflant actfif 5-(-methyfltrfiazen-1-yfl)-fimfidazofle-4-carboxfimfide 

(MTIC). Les données précflfinfiques montrent que fle temozoflomfide engendre des dommages de 

fl’ADN par aflkyflatfion de ses bases (239). Ifl a été démontré que fles tumeurs présentant une 

méthyflatfion finactfivatrfice de fla MGMT, sont préférentfieflflement radfio sensfibfiflfisées par fle 

temozoflomfide (240). La seufle findficatfion du temozoflomfide comme radfio sensfibfiflfisant est ceflfle de fla 

radfio chfimfiothérapfie des gflfiobflastomes. Pflusfieurs études sont en cours dans d’autres findficatfions. 

Ifl reste à mentfionner chez fl’homme un système capabfle d’éflfimfiner effficacement en une 

seufle étape une cflasse spécfiffique de cassures sfimpfle brfin radfio-findufites grâce à fla poflynucfléotfide 

flfigase (ADN flfigase I) (241). En effet, eflfle est capabfle de reflfier des brfins d’ADN cassés portant à 

fleurs extrémfités des groupements 3’-OH (Ffigure 16). C’est afinsfi qu’un grand nombre de coupures 

franches de ce type (3’-OH) radfio-findufites dans fl’ADN peut être réparé très rapfidement et avec 

une haute fidéflfité. 



 

69 

 

Ffigure 18 : Schéma hypothétfique du système de réparatfion par réversfion du dommage fin sfitu 

(213) 

Les exempfles sont fla réversfion de fla méthyfl O6 guanfine par fl’O6-méthyfltransférase et fla 

réversfion d’une cassure sfimpfle brfin avec une extrémfité 3’-OH par fl’ADN flfigase I. 

 

1.4.2.4 La réparatfion des mésapparfiements de bases 

Au cours de fla répflficatfion normafle de fl’ADN, une fidéflfité extrêmement éflevée de copfie du 

matérfiefl génétfique (avec un taux d’erreur de 10
–9
 à 10

–10
) est assurée par un système enzymatfique 

de correctfions assfistant fles ADN poflymérases dans fleur travafifl. Pflusfieurs enzymes de réparatfion 

des mésapparfiements sont fimpflfiquées et agfissent en quatre étapes pour éflfimfiner fles 

mésapparfiements (Ffigure 19) (242):  

– Reconnafissance de fla base mafl apparfiée et assembflage du compflexe réparateur 

(réparosome). 

– Identfificatfion du brfin parentafl qufi porte fl’finformatfion génétfique à conserver, et éflfimfinatfion 

de fla base mafl apparfiée et d’une petfite partfie de fla séquence qufi fl’engflobe. 

 – Synthèse réparatrfice par fl’actfion d’une ADN poflymérase.  

– Actfion d’une ADN flfigase, reconstfituant fl’fintégrfité normafle de fla structure de fl’ADN (243, 

244).  

La reconnafissance du mésapparfiement (dû au décaflage d’une ADN poflymérase de 

synthèse gênée par une base modfiffiée par un agent génotoxfique tefl que fl’firradfiatfion fionfisante) et 

des finsertfions ou boucfles dues à des décaflages de synthèse d’ADN sur fla matrfice (souvent 

observées dans fle cas de fla répflficatfion de séquences répétées et de mficrosateflflfites), est effectuée 
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prfincfipaflement par fle compflexe protéfinfique hMutSα qufi consfiste en un hétérodfimère d’homoflogues 

MSH de MutS, c’est-à-dfire hMSH2 et hMSH6. Les ceflflufles ne possédant pas fla protéfine hMSH6 

sont fincapabfles d’effacer fles erreurs de répflficatfion (mésapparfiements) et montrent un phénotype 

mutateur (245). Un changement conformatfionnefl convertfit fl’hétérodfimère hMutSα en une pfince qufi 

fisofle fle sfite du mésapparfiement et se dépflace sur fl’ADN. Ifl s’en sufit un assembflage du compflexe 

de réparatfion (réparosome) qufi nécessfite fl’finterventfion de protéfines homoflogues aux protéfines 

bactérfiennes MutL fidentfiques à hMLH, de poflypeptfides de fla ségrégatfion post méfiotfique (PMS), 

de fl’ADN poflymérase δ, de facteurs de répflficatfion comme PCNA, RPA et RFC afinsfi que des 5’→3’ 

exo-endonucfléases EXO1 et FEN1 et des 3’→5’ exo nucfléases et héflficases (246). D’autres 

hétérodfimères comme hMLH1/ hPMS1 et hMLH1/hMLH3 sembflent fimpflfiqués dans cette vofie de 

réparatfion. L’fimportance du mécanfisme de réparatfion des mésapparfiements de bases est fiflflustrée 

par fle fafit qu’une défficfience dans ce système de réparatfion est fortement assocfiée à une 

prédfisposfitfion génétfique aux cancers du côflon (HNPCC ou heredetary non poflyposfis coflorectafl 

cancer et syndrome de Lynch), de fl’endomètre et des ovafires. Une perte de fonctfion de ces gènes 

condufit à fl’absence de réparatfion des mésapparfiements de bases et des anomaflfies d’finsertfion–

déflétfion. Ifl en résuflte un phénotype mutateur qufi favorfise fl’apparfitfion de cancers.  

 

Ffigure 19 : Schéma hypothétfique des étapes de fla réparatfion des mésapparfiements de bases 

(213) 

 

 



 

71 

1.4.2.5 Le système de réparatfion par excfisfion de bases (BER) 

L’excfisfion de bases est un processus mufltfienzymatfique de réparatfion qufi prend en charge 

fles modfifficatfions de bases comme fla méthyflatfion, fl’oxydatfion, fla réductfion ou fla fragmentatfion de 

bases par fles radfiatfions fionfisantes et fle métaboflfisme normafl oxydatfif de fla ceflflufle (247, 248). 

Généraflement, fles bases modfiffiées de fl’ADN sont excfisées à fl’afide d’ADN gflycosyflases 

spécfiaflfisées, comme hNth et hOgg1, qufi produfisent des sfites apurfinfiques ou apyrfimfidfinfiques (AP) 

(249) (Ffigure 20). Ces sfites AP sont des substrats pour fles AP endonucfléases. Par exempfle, deux 

endonucfléases (AP) fincfisent fle brfin d’ADN en 3’ (AP flyase, hAP1) et 5’ (AP hydroflase) du sfite 

apurfinfique (sfite abasfique). Une phosphodfiestérase enflève fles partfies sucre–phosphate restantes 

(étape de façonnage). Les ADN poflymérases β ou δ assocfiées aux facteurs de répflficatfion PCNA 

et FEN rempflfissent fla brèche avec, respectfivement, un à deux ou cfinq à sfix nucfléotfides en utfiflfisant 

fle brfin compflémentafire non endommagé comme matrfice. Pufis, fl’ADN flfigase I ou fle compflexe ADN 

flfigase III/ XRCC1 effectue fla jonctfion des brfins d’ADN (Ffigure 20).  

 

Ffigure 20 : Réparatfion par excfisfion de bases (213) 

Schéma hypothétfique de fla réparatfion par excfisfion de bases montrant fles vofies fimpflfiquant 

fl’enflèvement de un ou deux nucfléotfides (à gauche) (short patch repafir) donnant de petfites 

brèches, ou de pflusfieurs nucfléotfides (à drofite) (flong patch repafir) donnant de pflus grandes 

brèches sfimpfle brfin dans fl’ADN. 
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Certafins dommages oxydatfifs, comme fla thymfine gflycofl, flésfion majeure non codante et 

cytotoxfique findufite par fles radfiatfions fionfisantes, peuvent être excfisés par fl’ADN gflycosyflase hNth1 

humafine. L’enzyme XPG du système d’excfisfion de nucfléotfides peut rempflfir fle rôfle de cofacteur 

pour cette protéfine (249). L’actfivfité enzymatfique de fl’hydroxyméthyfl uracfifle ADN gflycosyflase qufi 

éflfimfine fl’hydroxyméthyfl uracfifle findufit par fles radfiatfions fionfisantes et fles agents oxydants, est 

rédufite dans fle syndrome de Werner (syndrome de vfiefiflflfissement précoce) (250). L’ADN 

poflymérase β est eflfle-même finductfibfle par fles dommages de fl’ADN (251, 252). Des mutatfions 

dans fle gène pofl β sont promotrfices de tumorfigénèse (exempfle : cancer de fla prostate) (253). Un 

défaut dans fl’actfivfité de fl’ADN flfigase I est assocfié aux fleucémfies afiguës des ceflflufles T et à 

fl’anémfie de Fanconfi (241).  

Dans fles ceflflufles humafines normafles, fles cassures sfimpfle brfin radfio-findufites sont 

généraflement très rapfidement réparées (en mofins d’une heure). Les ADN flfigases III et IV, 

assocfiées aux protéfines XRCC1 et XRCC4, sont fimpflfiquées dans fla réparatfion des cassures 

sfimpfle brfin. La structure du domafine finteractfif entre flfigase III et XRCC1 est partficuflfièrement 

fintéressante, car eflfle fimpflfique un motfif génétfique de type BRCT présent dans fle C–termfinafl du 

gène suppresseur du cancer du sefin BRCA-1 et égaflement dans 40 autres protéfines fimpflfiquées 

dans fla réparatfion, fla recombfinafison et fle contrôfle du cycfle ceflfluflafire (254). La PARP détecte fles 

cassures radfio-findufites franches et ceflfles apparafissant après fincfisfion des bases modfiffiées (255). 

La protéfine XRCC1 détecte des cassures findépendamment de fla PARP. Actueflflement, on pense 

que fla PARP joue un rôfle d’finfitfiatfion et de réguflatfion de fla réparatfion par sa flfiafison rapfide mafis 

fintermfittente aux cassures sfimpfle brfin. La protéfine XRCC1 pourrafit jouer un rôfle de réguflatfion 

négatfive de fl’actfivfité PARP en se flfiant préférentfieflflement à fla forme oflfigo (ADP-rfibosyflée) de fla 

PARP florsque ceflfle-cfi est ffixée aux cassures sfimpfles brfin. Le fafit que XRCC1 finteragfit égaflement 

avec Pofl β et fl’ADN flfigase III suggère qu’eflfle pourrafit agfir comme coordfinateur de fl’excfisfion de 

bases et de fla réparatfion des cassures sfimpfle brfin (256). D’autres poflymérases comme Pofl δ/ε 

peuvent partficfiper à fla réparatfion en fimpflfiquant pflusfieurs nucfléotfides et fl’afide des facteurs 

protéfiques PCNA, RFC et FEN1. Apparemment, fles dommages de bases et fles cassures sfimpfle 

brfin, findufits par fles radfiatfions fionfisantes et fle peroxyde d’hydrogène, sont réparés à fl’afide des 

poflymérases δ/ε. Les sfites AP oxydés ou rédufits utfiflfisent fla vofie de fla poflymérase β PCNA 

dépendante ou fles poflymérases δ/ε. Dépendant du dommage finfitfiafl et de fla gflycosyflase mfise en 

jeu, dfifférentes vofies enzymatfiques d’excfisfion de bases sont donc empruntées (256). 

 

1.4.2.6 La réparatfion par excfisfion de nucfléotfides (NER) 

Le processus de réparatfion de fl’ADN par excfisfion de nucfléotfides est essentfiefl, car fifl est fle 

pflus effficace pour éflfimfiner fles flésfions encombrantes causant des dfistorsfions structurafles de fl’ADN. 

Ces flésfions sont findufites par fles rayons ufltravfioflets, fles rayons fionfisants, fles mutagènes, fles 

carcfinogènes chfimfiques et certafines substances thérapeutfiques (257). Ce processus s’appflfique à 

de nombreux addufits tefls que fles dfimères de pyrfimfidfines, fles thymfines gflycofls et certafines autres 
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modfifficatfions de bases, fles addufits psoraflène–thymfine, cfispflatfine–guanfine, mfitomycfine–guanfine 

et fles pontages finter brfins. Une découverte majeure a été fla mfise en évfidence d’un coupflage entre 

fla transcrfiptfion et fle processus de réparatfion par excfisfion de nucfléotfides (258, 259). En effet, fles 

gènes actfivement exprfimés sont réparés de préférence avant fles régfions du génome non 

exprfimées. Ce coupflage entre transcrfiptfion et réparatfion est fondé sur fle fafit que fle facteur de 

transcrfiptfion TFIIH de fl’ARN poflymérase II possède une doubfle fonctfion, fl’une dans fla transcrfiptfion 

générafle et fl’autre dans fla réparatfion par excfisfion–resynthèse (260). On peut donc dfistfinguer deux 

vofies de réparatfion, fla réparatfion gflobafle findépendante de fla transcrfiptfion et fla réparatfion coupflée 

à fla transcrfiptfion (Ffigure 21). Conceptueflflement, ce système de réparatfion est dfivfisé en quatre 

étapes (Ffigure 21):  

– fla reconnafissance et fla démarcatfion du dommage  

– fl’fincfisfion du dommage   

– fl’excfisfion du dommage  

– fla synthèse d’ADN réparatrfice (resynthèse)  

– fla flfigatfion (261).  

 

Ffigure 21 : réparatfion par excfisfion de nucfléotfides (213) 

Les vofies de fla réparatfion gflobafle et de fla réparatfion coupflée à fla transcrfiptfion avec 

queflques protéfines cflés. 
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La reconnafissance du dommage est effectuée par fle compflexe protéfique XPC/HHR23B 

qufi recrute ensufite fl’apparefifl protéfique de réparatfion gflobafle du génome (262, 263). Cecfi est sufivfi 

d’une ouverture flocafle de fl’ADN et d’une démarcatfion de fla flésfion par fla protéfine XPA en 

finteractfion avec fla protéfine RPA, protéfine de fla répflficatfion se flfiant à fla régfion sfimpfle brfin de fl’ADN. 

La protéfine XPA finteragfit égaflement avec fle compflexe TFIIH et fl’endonucfléase ERCC1/XPF. Le 

compflexe protéfique TFIIH, comportant neuf sous-unfités, sert à écarter fles brfins d’ADN au nfiveau 

de fla flésfion. Ce compflexe contfient deux sous-unfités XPB et XPD qufi ont des fonctfions héflficases, 

respectfivement 3’→5’et 5’→3’. Pufis, une doubfle fincfisfion est effectuée de chaque côté du 

dommage par fl’endonucfléase XPG coupant fle sfimpfle brfin du côté 3’et par fle compflexe 

ERCC1/XPF coupant du côté 5’. Cefla condufit à fl’excfisfion d’un oflfigonucfléotfide de 24 à 32 

nucfléotfides contenant fla flésfion. Ensufite, après excfisfion du dommage, sufit fl’étape de rempflfissage 

de fla brèche par une synthèse d’ADN réparatrfice qufi fimpflfique fles ADN poflymérases δ et ε et 

fl’actfion des facteurs de répflficatfion RPA, RFC et PCNA. La mesure de fla répflficatfion réparatrfice est 

souvent utfiflfisée comme findficateur de fla réparatfion de flésfions dans fl’ADN. Enffin, fla réparatfion du 

dommage est compflétée par fl’actfion de fl’ADN flfigase I qufi effectue fla jonctfion au nfiveau de fla 

coupure restante (213). Pflusfieurs protéfines du processus d’excfisfion de nucfléotfides sont 

égaflement fimpflfiquées dans fla réparatfion des dommages de bases findufits par fles radfiatfions 

fionfisantes.  

 

1.4.3 Mécanfismes de mort ceflfluflafire après firradfiatfion 

La progressfion tumorafle est fle résufltat d’un déséqufiflfibre entre fla proflfifératfion des ceflflufles 

tumorafles et fle processus de mort ceflfluflafire. Toute actfivatfion de vofies de sfignaflfisatfion finffluant sur 

fla mort ceflfluflafire radfio-findufite sera susceptfibfle de modfiffier fla radfiosensfibfiflfité tumorafle. Les 

dfifférents types de mort ceflfluflafire (mort mfitotfique, apoptose, sénescence, autophagfie, nécrose) ont 

fafit fl’objet de revues exhaustfives (264). La mort mfitotfique et fl’apoptose sont fles deux prfincfipaux 

mécanfismes de mort de fla ceflflufle tumorafle exposée aux rayonnements fionfisants. D’autres 

mécanfismes comme fl’entose ou fle cannfibaflfisme ceflfluflafire afinsfi que fla mort fimmunogénfique ont 

été pflus récemment décrfits et constfituent un fimportant champs d’finvestfigatfion à fl’heure actueflfle 

(265). La cflassfifficatfion des mécanfismes de mort ceflfluflafire a flongtemps reposée sur fles 

caractérfistfiques morphoflogfiques des ceflflufles mourantes aujourd’hufi fles descrptfions des dfifférents 

types de mort ceflfluflafire fintègrent dfivers marqueurs moflécuflafires caractérfisants fles mécanfismes de 

mort qufi gflobaflement s’fintègrent sofit dans des phénomènes de mort ceflfluflafire réguflée avec par 

exempfle fla mort ceflfluflafire programmée ou dans des phénomènes de mort ceflfluflafire accfidenteflfle 

(266). 
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1.4.3.1 Mort mfitotfique ou catastrophe mfitotfique 

La mort mfitotfique résuflte de fl’entrée prématurée ou finapproprfiée d’une ceflflufle en mfitose, 

sous fl’actfion d’un stress ceflfluflafire. Ifl s’agfit cflassfiquement de fla prfincfipafle forme de mort ceflfluflafire 

flors de fl’exposfitfion aux rayonnements fionfisants de tumeurs soflfides. Outre fl’exposfitfion aux 

rayonnements fionfisants, fles flésfions ceflfluflafires pouvant actfiver fla mort mfitotfique sont nombreuses: 

afltératfion de fla dynamfique des mficrotubufles (ex : taxanes, vfinca-aflcafloïdes, coflchficfine), entrée 

aberrante en mfitose avant répflficatfion compflète de fl’ADN, mfitose asymétrfique, anomaflfies de 

dupflficatfion des centrosomes et de ségrégatfion des chromosomes, anomaflfies de fla cytocfinèse, 

anomaflfies dans fle checkpofint G2. D’un pofint de vue morphoflogfique, fla mort mfitotfique se 

caractérfise par fl’apparfitfion de ceflflufles géantes mufltfi nucfléés avec présence de mficronoyaux (264). 

A fla dfifférence de fl’apoptose, fles membranes nucfléafires ne sont pas afltérées et fles chromosomes 

contenus dans fles mficronoyaux ne sont pas partficuflfièrement condensés. Ifl est dfiffficfifle de 

caractérfiser fla catastrophe mfitotfique au pflan moflécuflafire, mafis fifl exfiste des vofies de sfignaflfisatfion 

communes avec fl’apoptose, en partficuflfier par fl’fimpflficatfion des caspases et du cytochrome C (81). 

Certafins auteurs ont même suggéré que fla catastrophe mfitotfique n’étafit pas un mécanfisme 

spécfiffique de mort de fla ceflflufle, mafis pflutôt une étape précédant fla mort ceflfluflafire par nécrose ou 

apoptose (267).  

La ceflflufle cancéreuse, qufi présente des anomaflfies de fla sfignaflfisatfion des pofints de 

restrfictfion du cycfle ceflfluflafire, est partficuflfièrement sensfibfle aux agents susceptfibfles de fl’entraîner 

dans une mfitose anormafle. Après exposfitfion aux rayonnements fionfisants, fles ceflflufles tumorafles 

subfissent une mort en finterphase, c’est-à-dfire juste avant fleur entrée en mfitose. Ces ceflflufles 

mourantes présentent des caractérfistfiques proches des ceflflufles apoptotfique. Les ceflflufles 

survfivantes s’arrêtent en G1/S ou en G2. Pufis, fla ceflflufle meurt ou reprend son cycfle, en fonctfion 

de ses capacfités de réparatfion de fl’ADN. La moduflatfion pharmacoflogfique des acteurs du contrôfle 

du cycfle ceflfluflafire (ex : finhfibfiteurs de Chk1 ou Chk2) permet de radfio sensfibfiflfiser fles ceflflufles 

tumorafles en moduflant fleur capacfité à s’arrêter dans fle cycfle et en « obflfigeant » fles ceflflufles à 

entrer en mfitose aflors que fles flésfions de fl’ADN ne sont pas réparées (268). 

Pflusfieurs drogues, ancfiennes ou pflus récentes, moduflent fla mort mfitotfique. Afinsfi, fles 

agents qufi stabfiflfisent fles mficrotubufles (ex : taxanes) ou qufi finhfibent fleur poflymérfisatfion (ex : 

épothfiflone) finterfèrent avec fle processus mfitotfique sans effficacfité sfignfifficatfive à fl’encontre des 

ceflflufles tumorafles  qufiescentes. Ifls peuvent entraîner une catastrophe mfitotfique (Ffigure 22). 

 

En réponse à un stress ceflfluflafire, comme fl’firradfiatfion, ATM phosphoryfle p53, dfirectement 

ou vfia fla phosphoryflatfion de Chk2. En avafl de p53, fl’actfivatfion de p21waf1 finhfibe CDK2. Pufisque 

CDK2 est nécessafire à fla transfitfion G1/S vfia fl’finhfibfitfion de RB1, fl’finhfibfitfion de CDK2 entraîne 

fl’arrêt de fla ceflflufle en G1/S. L’actfivatfion de fla vofie ATM/Chk2 a égaflement pour effet d’actfiver 

fl’apoptosome (81). Les mutatfions de p53 ou de RB1, fréquentes dans fles tumeurs humafines, 

empêchent fles ceflflufles tumorafles de s’arrêter en G1/S en cas d’exposfitfion aux rayonnements 
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fionfisants, et fles ceflflufles tumorafles dépendent donc des arrêts en G2/M pour fla réparatfion des 

flésfions radfio-findufites de fl’ADN, sans quofi eflfles sont entrafinées dans une mort programmée. Le 

pofint de contrôfle G2/M est prfincfipaflement actfivé par ATR, qufi phosphoryfle Chk1, flequefl 

phosphoryfle (finhfibe) cdc25C. Pufisque cdc25C a normaflement pour fonctfion d’actfiver CDK1, 

fl’actfivatfion de Chk1 empêche fle passage du pofint de restrfictfion G2/M. Le cfibflage des pofints de 

restrfictfion G2/M vfia fles finhfibfiteurs de Chk2 obflfige fles ceflflufles à rentrer en mfitose, ce qufi favorfise fla 

catastrophe mfitotfique florsque fles flésfions de fl’ADN ne sont pas réparées (268, 269). 

 

 

Ffigure 22 : Mort mfitotfique après firradfiatfion (268) 

La sérfine thréonfine kfinase ataxfia teflangfiectasfia mutée (ATM) d’une part et fla protéfine 

reflfiée à ataxfia teflangfiectasfia et Rad-3 (ATR) d’autre part sont des détecteurs des dommages de 

fl’ADN qufi peuvent findufire un arrêt du cycfle ceflfluflafire pour permettre sofit fla réparatfion de fl’ADN sofit 

fla mort ceflfluflafire. Aflors qu’ATM est prfincfipaflement actfivée par fles CDB généraflement causées par 

fles radfiatfions fionfisantes et fles drogues radfiomfimétfiques, ATR est égaflement actfivée par d’autres 

dommages en partficuflfier fles dommages causés par fles rayons ufltravfioflets. 

ATM et ATR sont actfivés en queflques mfinutes et peuvent phosphoryfler et actfiver p53 

dfirectement ou par fl’fintermédfiafire de fla checkpofint kfinase 2 (CHK2). Parmfi fles gènes findufit par 

p53 on note p21 (égaflement appeflé CDKN1A ou CIP1) qufi est un finhfibfiteur de fla cycflfine 

dépendante des kfinases 2 (CDK2). CDK2 empêche fles ceflflufles endommagées d’entrer en phase 

de synthèse d’ADN (phase S du cycfle ceflfluflafire). Les ceflflufles endommagées qufi sont déjà 
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passées de fla phase G1 à S peuvent être bfloquées par un autre effecteur d’ATM-ATR, CHK1. 

CHK1 phosphoryfle fla phosphatase CDC25C qufi est aflors séquestrée dans fle cytopflasme. 

CDC25C ayant pour rôfle de flfibérer CDK1 de ses phosphatases finhfibfitrfices, son finactfivatfion 

entraîne un bflocage du cycfle ceflfluflafire empêchant fles ceflflufles de passer en mfitose (phase M du 

cycfle ceflfluflafire). 

L’actfivatfion anormafle du compflexe cycflfine B/CDK1 (compflexe MPF) va égaflement pousser 

fla ceflflufle à entrer en cycfle et en mfitose, ce qufi condufit à fla catastrophe mfitotfique sfi des flésfions de 

fl’ADN ne sont pas réparées (81). L’actfivatfion anormafle de CDK1 s’observe dans certafins 

exempfles de catastrophe mfitotfique chfimfio-findufite, comme par exempfle flors d’un trafitement par 5-

FU (270). Pflusfieurs vofies de sfignaflfisatfion peuvent modufler fl’actfivfité du compflexe cycflfine B/CDK1. 

Ifl a égaflement été montré que fla perte de fla fonctfion de p53 potentfiaflfisafit fla catastrophe mfitotfique 

findufite par fl’firradfiatfion dans des modèfles de ffibrobflastes murfins. L’effet pourrafit s’expflfiquer par 

fl’actfivfité réguflatrfice post transcrfiptfionneflfle de p53 vfis-à-vfis de fla cycflfine B1 (271).  

La survfivfine, de fla famfiflfle des protéfines finhfibfitrfices d’apoptose (IAP), finhfibe fl’actfivatfion des 

caspases en actfivant fle transfert fintra-mfitochondrfiafl de Bax. Son rôfle exact dans fla catastrophe 

mfitotfique reste à déffinfir, mafis fla survfivfine sembfle être à fl’finterface du contrôfle du cycfle ceflfluflafire et 

de fla mort programmée (apoptose ou mort mfitotfique) (81). La radfiosensfibfiflfisatfion conférée par 

fl’finhfibfitfion de fla survfivfine fimpflfiquerafit des mécanfismes partfieflflement dépendants de fla vofie des 

caspases. Le trafitement par finhfibfiteur de fla survfivfine s’assocfie à un taux d’apoptose accru, à des 

arrêts dans fle cycfle ceflfluflafire et à une finhfibfitfion de fla réparatfion des CDB. Les mécanfismes sous-

jacents pourrafient fafire fintervenfir une actfivatfion du transport fintranucfléafire d’acteurs de réparatfion 

des CDB, tefls que fle phospho-hfistone H2AX ou fla DNA-PK (272). Hehflgans et afl. ont montré que 

fl’finhfibfitfion de fla survfivfine et a fortfiorfi une doubfle finhfibfitfion de fla survfivfine et des XIAP augmente fla 

radfiosensfibfiflfité de flfignées de cancers coflorectaux fin vfitro. La doubfle finhfibfitfion arrête fles ceflflufles en 

G2/M, augmente fla proportfion de ceflflufles en subG1 et augmente fl’actfivfité des caspases 3 et 7 

(273). 

Enffin, certafines données suggèrent que fle cfibflage des protéfines 14-3-3σ, finhfibfitrfices de fla 

transfitfion G2/M, surexprfimées dans pflusfieurs cancers, pourrafit augmenter fla sensfibfiflfité à fla 

radfiothérapfie. L’finhfibfitfion de 14-3-3σ empêche fles arrêts en G2 et entraîne une catastrophe 

mfitotfique. Cet effet sembfle flfié à fl’entrée prématurée du compflexe cycflfine B/CDK1 dans fle noyau  

(274). L’finhfibfitfion de 14-3-3σ par des antfi-sens dfimfinue fla flocaflfisatfion cytopflasmfique et fla 

phosphoryflatfion de cdc25C, ce qufi condufit à proflonger fl’actfivfité de cdc25C et à permettre un 

franchfissement des pofints de restrfictfion G2/M, entrafinant fla ceflflufle dans une mfitose abortfive (275). 

 

1.4.3.2 Apoptose 

Comme nous fl’avons vu, fl’apoptose est un mécanfisme de mort ceflfluflafire programmée 

fimpflfiquée dans de nombreuses fonctfions physfioflogfiques teflfles que fle fonctfionnement fimmunfitafire, 
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fle mafintfien de fl’homéostasfie tfissuflafire, ou encore fle dévefloppement embryonnafire. D’un pofint de 

vue morphoflogfique, fla mort apoptotfique assocfie réductfion du voflume ceflfluflafire, une dégradatfion 

de fl’ADN qufi précède fla perte d’fintégrfité membranafire nucfléafire et cytopflasmfique, une 

condensatfion de fla chromatfine nucfléafire, une désagrégatfion du noyau avec apparfitfion de corps 

apoptotfiques provoqués par fla fragmentatfion de fl’ADN et une firréguflarfité membranafire avec 

formatfion de buflfles ou « bflebs » (276). L’apoptose radfio-findufite est un processus essentfieflflement 

précoce qufi apparaît dans fles heures qufi sufivent fl’firradfiatfion (81). 

On a flongtemps cru que fl’apoptose mfitochondrfiafle étafit fla seufle vofie de fl’apoptose mfise en 

jeu après exposfitfion aux rayonnements fionfisants. En réaflfité, fles deux vofies de fl’apoptose sont 

fimpflfiquées dans fla réponse à fl’firradfiatfion. 

L’actfivatfion de p53 par fl’firradfiatfion entraîne fla transcrfiptfion de gènes codant pour fles 

récepteurs de mort FAS, DR4 et DR5 (death receptor). L’actfivatfion de ces récepteurs de fla famfiflfle 

du TNF par fla ffixatfion du flfigand TRAIL (TNF-reflated apoptosfis finducfing flfigand) génère une 

apoptose dépendante de fl’actfivatfion en avafl de fla caspase 8 (64). Ifl sembfle exfister une corréflatfion 

partfieflfle entre fle statut p53 et fla radfiosensfibfiflfité tfissuflafire. Afinsfi, des sourfis défficfientes pour p53 

sont davantage résfistantes à fl’apoptose radfio-findufite (277). D’autres acteurs de fl’apoptose 

peuvent être cfibflés. L’AT101, un finhfibfiteur de Bcfl2, augmente fl’apoptose, même à fafibfles 

concentratfions, et augmente fla radfiosensfibfiflfité de tumeurs bronchfiques de types A549 et 

HCC2429 (278). L’finhfibfitfion de fl’antfi apoptotfique hsp-27 pourrafit être effficace, car son nfiveau 

d’expressfion est corréflé à une résfistance à fl’apoptose et à une protectfion reflatfive vfis-à-vfis des 

ROS. L’finhfibfitfion de hsp-27 augmente fla mort cflonogénfique et fle taux d’apoptose, y comprfis dans 

des flfignées radfiorésfistances teflfles que fles flfignées PC3 ou U87MG (279). La survfivfine et fles 

protéfines XIAP, de fla famfiflfle des IAP, peuvent finteragfir dfirectement d’une part avec fles caspases 3 

et 7, et 9 par un domafine CARD (Caspase actfivatfion and recrufitment domafins) et d’autre part avec 

fl’ubfiqufitfine. L’finhfibfitfion de fla survfivfine ou de XIAP augmente fla radfiosensfibfiflfité, cette augmentatfion 

étant assocfiée à une accumuflatfion des ceflflufles en G2/M, une augmentatfion de fla fractfion subG1, 

et une déphosphoryflatfion de FAK (Focafl adhesfion kfinase) et Akt (273). Une cfibfle potentfieflfle serafit 

égaflement fla protéfine mfitochondrfiafle DIABLO/SMAC (Second mfitochondrfia-derfived actfivator of 

caspases) qufi finhfibe fles protéfines IAP. Afinsfi, fl’apoptose radfio-findufite dans fles ceflflufles tumorafles 

pourrafit être augmentée par fl’finhfibfitfion des finteractfions entre fla survfivfine (de fla famfiflfle des IAPs) et 

SMAC (280). 

L’APO010 est un flfigand recombfinant de FAS. Evaflué en assocfiatfion à fla radfiothérapfie 

dans des flfignes ceflfluflafires résfistantes à fl’apoptose, fifl augmente fla réponse apoptotfique à 

fl’firradfiatfion et radfio sensfibfiflfise des flfignées mésothéflfiafles. In vfivo, fl’APO010 en monothérapfie 

entraîne un retard de crofissance tumorafl, mafis n’augmente pas sfignfifficatfivement fl’effficacfité à fla 

radfiothérapfie, peut-être en rafison d’une dose finapproprfiée (281). Le cfibflage par un TRAIL humafin 

recombfinant ou par des finhfibfiteurs de DR4 ou DR5 a montré un effet radfio sensfibfiflfisant dans des 

flfignées de cancers du cofl utérfin HeLa et cet effet est corréflé à une actfivatfion de fl’apoptose (282). Ifl 

a été montré fin vfivo dans des modèfles de xénogreffes de cancers du poumon à petfites ceflflufles 
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que fla trfipfle assocfiatfion de fl’antficorps monocflonafl TRA-8 (agonfiste du récepteur de mort DR5), de 

cfispflatfine, et d’une firradfiatfion, augmente fla survfie des anfimaux trafités en comparafison à 

fl’assocfiatfion cfispflatfine/radfiothérapfie (283). 

 

 

Ffigure 23 : Vofies de sfignaflfisatfion de fl’apoptose (284) 

 

1.4.3.3 La sénescence 

La sénescence est un mécanfisme de mort ceflfluflafire qufi après firradfiatfion est 

prfincfipaflement finfitfié par fl’actfivatfion de fla vofie de sfignaflfisatfion ATM. L’actfivatfion d’ATM findufit fla 

stabfiflfisatfion de p53 par phosphoryflatfion, ce qufi condufit à fla surexpressfion de p21Waf1, à fl’orfigfine 

de fl’finactfivatfion d’un certafin nombre de gènes par méthyflatfion comme fles gènes codant pour fles 

cycflfines (220). Vorons ce mécanfisme pflus en détafifls. La mort ceflfluflafire par sénescence repose sur 

fl’arrêt des ceflflufles proflfiférantes en phase G1 du cycfle ceflfluflafire. Ce type de mort ceflfluflafire peut 

survenfir après tout type de stress qufi rend fla ceflflufle à rfisque de transformatfion maflfigne ce qufi est 

fle cas de fl’firradfiatfion du fafit des dommages findufits sur fl’ADN. Les ceflflufles sénescentes adoptent 
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une morphoflogfie appflatfie et agrandfie et exprfiment des marqueurs moflécuflafires de sénescence 

comme fla β-gaflactosfidase, fles focfi d’hétérochromatfine ou fl’accumuflatfion de granufles de 

flfipofuscfine (285-288). Les deux effecteurs prfincfipaux de fla senescence sont fla vofie de p53 et ceflfle 

de pRB (protéfine du rétfinobflastome). En temps normafl, fla protéfine p53, suppresseur de tumeur, 

est adressée au protéasome où eflfle est dégradée vfia MDM2. En condfitfion de stress ceflfluflafire 

(dommage de fl’ADN, stress oxydatfif, raccoursfissement des téflomères…) fl’actfivfité de MDM2 est 

réprfimée et fla protéfine p53 qufi reste fonctfionneflfle est capabfle d’actfiver p21 qufi est un finhfiteur des 

kfinases dépendantes des cycflfines en capacfité d’arrêter fle cycfle ceflfluflafire. La seconde vofie 

pouvant aboutfir à fla senescence est ceflfle de pRB. Après un stress ceflfluflefire pRB est actfivée par 

p16. Eflfle se flfie aflors aux membres de fla famfiflfle de facteurs de transcrfiptfion E2F connus pour 

régufler fla progressfion dans fle cycfle ceflfluflafire (289, 290). Ces deux vofies comunfiquent fortement 

pour assurer fle contrôfle de fla sénescence et peuvent être redondantes avec d’autres mécanfismes 

de mort ceflfluflafire (291, 292). Bfien que fla sénescence sofit un mécanfisme adaptatfif en réponse au 

stress ceflfluflafire qufi contrfibue à fl’aflflongement de fl’espérance de vfie d’un organfisme, ce 

phénomène peut égflement avofir un fimpact négatfif sur fla survfie. Avec fl’âge, fles ceflflufles 

sénescentes s’accumuflent dans fles tfissus proflfifératfifs. Ces ceflflufles reflarguent des dfifférentes 

protéases de dégradatfion, dfifférents facteurs de crofissance et dfifférentes cytokfines finfflammatofires 

qufi peuvent compromettre fla fonctfion des ceflflufles avofisfinantes non sénescentes. Après une 

accumuflatfion massfive de ceflflufles sénescentes, fla capacfité proflfifératfive des tfissus en 

renouveflflement dfimfinue du fafit de fla dfimfinutfion des ceflflufles souches progénfitrfices assocfiée. 

Gflobaflement, ces effets peuvent créer un envfironnement permfissfif qufi autorfise fla transformatfion 

de ceflflufles prénéopflasfiques en ceflflufles tumorafles. De ce fafit, fla senescence, qufi en rfincfipe 

favorfise fla flongévfité d’un organfisme en favorfisant fl’arrêt dans fle cycfle de ceflflufles endommagées 

par un stress, peut égaflement favorfiser fla survenue de cancer du sujet âgé(288). 

 

1.4.3.4 L’autophagfie 

L’autophagfie qufi vfient du grec « phagefin » qufi sfignfiffie manger, est un processus par flequefl 

fla ceflflufle dfigère ses propres composants vfia fles flysosomes. Ce mécanfisme caractérfisé par 

fl’finvoflutfion des corps de Goflgfi, des poflyrfibosomes, du rétficuflum endopflasmfique et des 

mfitochondrfies. Eflfle met en œuvre fles cathepsfines et requfiert fl’actfivatfion des flysosomes qufi 

permettent à fla ceflflufle de se dfigérer eflfle-même (220). Ifl s’agfit d’un processus ubfiqufitafire qufi 

constfitue fle prfincfipafl mécanfisme de renouveflflement ceflfluflafire. En effet, c’est grâce à fl’autophagfie 

que fles organfites endommagés, fles agents pathogènes fintra ceflfluflafires et fles portfions superfflues 

de cytopflasme, tout comme fles protéfines abérantes, vfieflflfies ou aggrégées sont éflfimfinés. Les 

protéfines de demfie de vfie courte sont pflus voflontfiers éflfimfinées vfia fle protéasome aflors que fles 

protéfines de demfie vfie flongue sont éflfimfinées par autophagfie (288). A ce jour, au mofins trofis types 

d’autophagfie ont été décrfits qufi dfiffèrent par fleur mode d’adressage au flysosomes (293). Les 

descrfiptfions fles pflus détafiflflées concernent fla macro-autophagfie dans flaqueflfle des portfions du 

cytosofl et des organfites entfiers sont engfloutfis par des structures avec doubfle membrane appeflflé 



 

81 

autophagosomes ou vacuofles autophagfiques précoces. Après fusfion avec fle flysosome, fles 

autophagosomes formes des structures à membrane sfimpfle appeflflées autoflysosomes ou vacuofles 

autophagfiques tardfives. Le contenu de ces autoflysosomes est dégradé et fles éfléments de 

dégradatfions sont réadressés dans fle cytosofl pour éflfimfinatfion par réactfion métaboflfique. La 

réguflatfion de fla formatfion des autophagosomes est compflèxe. Le prfincfipafl facteur de réguflatfion 

des macro-autophagosomes est fla kfinase mTOR. En prfincfipe mTOR permet fla productfion d’un 

taux basafl d’autophagosomes mafis son finhfibfitfion cfibfle fla macroautophagfie. L’finhfibfitfion de mTOR 

entraîne fl’actfivatfion de compflèxes mufltfiprotéfiques formé par PI3K, fles protéfines vacuoflafires 

Vps34,Vps15, fla Becflfin 1, UVRAG (gène assocfié à fla résfistance aux rayonnements UV), 

fl’endophfiflfine B1 (Bfif-1), Ambra 1 et probabflement d’autres protéfines. Ce compflèxe est égaflement 

réguflé négatfivement par Bcfl-2/XL  Vps34 findufit fla productfion de PI3 qufi décflanche un sfignafl 

moflécuflafire de recrutement des effecteurs de fla machfinerfie autophagfique qufi permet fl’eflongatfion 

et fla fermeture des vésficufles (294). En amont de mTOR, fla macro-autophagfie peut être finhfibée 

par fla vofie de fl’finsuflfine/IGF-1(295). 

Mofins décrfit que fla macro-autophagfie on retrouve un autre mécanfisme d’autophagfie qufi 

est fla mficro-autophagfie où fla phagocytose est réaflfisée dfirectement par fla membrane du flysosome. 

Ifl s’agfit égaflement d’un mécanfisme d’éflfimfinatfion d’organfites et de protéfines de demfie vfie flongue 

mafis, contrafirement à fla macro-autophagfie ce mécanfisme n’est pas un mécanfisme de réponse à 

fla déprfivatfion en nutrfiments. L’une des formes partficuflfières de mficro-autophagfie est fla dégradatfion 

hautement séflectfive des peroxysomes appeflflée fla mficropexophagfie qufi est décrfite chez fla flevure 

comme un mécanfisme majeur d’adaptatfion au stress oxydatfif (296). 

Un trofisfième type d’autophagfie décrfit est ceflufi médfié par fles protéfines chaperones. Cette 

vofie, bfien que répondant à fla déprfivatfion en nutrfiments, ne présente pas de phagocytose massfive 

mafis pflutôt une reconnafissance séflectfive des substrats. Dans fl’autophagfie médfiée par fles 

protéfines chaperonnes, des protéfines cytosoflfiques comportant un pentapeptfide spécfiffique sont 

reconnues par un compflèxe de protéfines chaperonnes (fincfluant fla heat shock protéfine hsc73) et 

adressées à fla membrane flysosomafle à flaqueflfle eflfles se flfient vfia fla protéfine assocfiée à fla 

membrane flysosomafle (LAMP) 2a. La protéfine adressée est aflors détachée et finternaflfisée dans fla 

flumfière flysosomafle pour y être dégradée (293).  

 

1.4.3.5 La nécrose 

La nécrose est habfitueflflement consfidérée comme une forme de mort ceflfluflafire fincontrôflée 

due à une perte de nutrfiments ou à des évènements majeurs dans fl’envfironnement ceflfluflafire. La 

nécrose est peu fréquente après firradfiatfion mafis peu se vofir en partficuflfier aux très fortes doses. 

Eflfle résuflte de fla dégradatfion des structures flysosomafles qufi flfibèrent fleurs enzymes qufi entraînent 

fla destructfion de fla ceflflufle avec perte d’fintégrfité des membranes et déversement du contenu 

ceflfluflafire dans fl’espace extraceflfluflafire (297). 
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1.4.3.6 L’entose ou cannfibaflfisme ceflfluflafire 

Ce mécanfisme correspond à fl’fintégratfion d’une ceflflufle dans une autre ceflflufle (phénomène 

dfit de « ceflfl fin ceflfl ») et peut condufire à une mort ceflfluflafire. Ifl sembfle que ce phénomène sofit 

fréquent dans fles ceflflufles cancéreuses et en partficuflfier dans certafins type agressfifs de cancer 

(comme fles cancers du sefin trfipfle négatfifs) mafis fles mécanfismes réguflateurs et fl’fimpact 

pronostfique de ce phénomène dofivent encore être éflucfidés (265). 

 

1.4.3.7 La mort fimmunogénfique 

L’firradfiatfion tout comme certafines chfimfiothérapfies (anthracycflfines, oxaflfipflatfine) peuvent 

findufire une mort ceflfluflafire par apoptose fimmunogénfique qufi contrafirement à fl’apoptose cflassfique 

décflenche une réponse fimmunfitafire antfi tumorafle vfia fl’actfivatfion de ceflflufles dendrfitfiques qufi eflfles-

mêmes actfivent une réponse spécfiffique des flymphocytes T. La mort fimmunogénfique est 

caractérfisée par fla sécrétfion moflécufles partficuflfières assocfiées aux dommages que fl’on appeflfle fles 

DAMP (damage-assocfiated moflecuflar patterns) qufi sont exposées à fla surface de fla ceflflufle (298). 

La caflrétficuflfine est une DAMP qufi se trouve habfitueflflement dans fle rétficuflum endopflasmfique. 

Lorsque fle phénomène d’apoptose fimmunogénfique est encflenché, fla caflrétficuflfine est reflocaflfisée 

sur fla membrane des ceflflufles mourantes et agfit comme un sfignafl dfit « eat me sfignafl » qufi actfive 

fles phagocytes. D’autres DAMP comme HSP70 et HSP90 sont exposées à fla surface ceflfluflafire sur 

fla membrane pflasmfique flors de fla mort fimmunogénfique. HSP70 et HSP90 ont aflors un effet 

fimmun stfimuflateur vfia fleur finteractfion avec fles récepteurs comme CD91 et CD40 sfitués sur fles 

ceflflufles présentatrfices d’antfigènes. Ces protéfines peuvent égaflement facfiflfiter fla présentatfion 

d’antfigènes provenant de ceflflufles tumorafles vfia fle MHC de cflasse I ce qufi peut actfiver fla réponse 

des flymphocytes T CD8+. D’autres  DAMP sont caractérfistfiques de fla mort fimmunogénfique 

comme HMGB1 et ATP. HMGB1 est consfidéré comme un marqueur tardfif d’apoptose, son 

reflargage extraceflfluflafire sembfle nécessafire pour une présentatfion optfimafle des antfigènes aux 

ceflflufles dendrfitfiques. Lors de fla mort fimmunogénfique fl’ATP sembfle avofir une fonctfion de sfignafl dfit 

« ffind me sfignafl » pour fles monocytes ce qufi findufit fleur attractfion sur fle sfite d’apoptose (299). 

 

1.4.4 Concept de radfiosensfibfiflfisatfion 

Comme expflfiqué précédemment, certafines ceflflufles sont pflus ou mofins radfiosensfibfles. On 

utfiflfise parfofis fles termes de ceflflufles radfio sensfibfles ou radfio résfistantes, c'est-à-dfire que seflon fle 

type de ceflflufles, et en fonctfion de fla phase du cycfle ceflfluflafire dans flaqueflfle se trouve fla ceflflufle au 

moment de fl’firradfiatfion, fle rayonnement n’aura pas fla même finffluence sur fla survfie de fla ceflflufle. 

En 1906, Bergonfié et Trfibondeau ont afinsfi montré que fla radfiosensfibfiflfité d’une ceflflufle varfie 
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proportfionneflflement à sa capacfité de dfivfisfion et de façon finversement proportfionneflfle à son degré 

de dfifférencfiatfion. Afinsfi, deux types de ceflflufles se dessfinent : 

- fles ceflflufles peu dfifférencfiées à proflfifératfion rapfide présentant une fafibfle capacfité de 

réparatfion sont très radfiosensfibfles.  

- fles ceflflufles à forte capacfité de réparatfion sont mofins radfiosensfibfles et par conséquent 

parfofis dfites radfio résfistantes par abus de flangage.  

De pflus, fifl faut noter que pour fles ceflflufles hypoxfiques, fle nombre de cassures sfimpfles 

brfins de fl’ADN est 3 à 4 fofis pflus fafibfle que pour fles ceflflufles de mammfifères oxygénées (300). Ces 

ceflflufles hypoxfiques sont aussfi 2 à 3 fofis pflus résfistantes vfis-à-vfis de fl’firradfiatfion que fles mêmes 

ceflflufles oxygénées. L’étaflement dans fle temps d’une dose finfflue aussfi sur fla survfie ceflfluflafire en 

rafison de fla réparatfion partfieflfle des flésfions qufi peut survenfir. Afinsfi, Eflkfind et Sutton (301) ont 

montré qu’une firradfiatfion en deux fractfions, séparées par un fintervaflfle de temps, findufit un taux de 

flétaflfité finférfieur à ceflufi obtenu avec une firradfiatfion à fla même dose totafle déflfivrée en une seufle 

fofis. Certafines moflécufles peuvent aussfi conférer des proprfiétés radfio sensfibfiflfisatrfices, radfio 

protectrfices ou restauratrfices aux ceflflufles.  

Prfincfipaflement deux stratégfies ont été dévefloppées au cours des dernfières décennfies affin 

de contourner fla radfiorésfistance tumorafle et d’améflfiorer fl’effficacfité de fla radfiothérapfie. 

La premfière stratégfie repose sur fl’escaflade de dose, dont fl’objectfif est fl’améflfioratfion du 

contrôfle flocorégfionafl. La fafisabfiflfité de fl’escaflade de dose étafit flfimfitée par fle seufifl de toflérance des 

tfissus safins envfironnants. Pour contourner cette flfimfite, fles modaflfités d’firradfiatfion ont 

consfidérabflement évoflué au cours des dernfières années. Les nouveflfles technfiques de 

radfiothérapfie (radfiothérapfie conformatfionneflfle avec moduflatfion d’fintensfité, Tomothérapfie 

Héflficoïdafle, technfiques de radfiothérapfie stéréotaxfique, radfiothérapfie gufidée par fl’fimage, 

protonthérapfie) permettent d’optfimfiser fla précfisfion et fla dfistrfibutfion de fla dose en rédufisant 

fl’firradfiatfion déflétère des tfissus safins de vofisfinage affin de dfimfinuer fla toxficfité détermfinfiste de fla 

radfiothérapfie. Ces « nouveflfles » technoflogfies permettent d’fimpflémenter fl’escaflade de dose avec 

une toxficfité acceptabfle pour fles patfients (302). Cette stratégfie a montré son bénéffice dans 

certafines findficatfions. Dans une méta-anaflyse de 2812 patfients prfis en charge pour un 

adénocarcfinome prostatfique et fincflus dans des essafis randomfisés, fl’escaflade de dose au-deflà de 

70 Gy améflfiore fla survfie sans progressfion bfiochfimfique, quefl que sofit fle groupe de rfisque des 

patfients. Cependant, fla toxficfité est supérfieure et fifl n’est pas démontré de bénéffice en survfie 

gflobafle à 5 ou 10 ans (303). Ces données n’excfluent pas fla possfibfiflfité que fl’améflfioratfion du 

contrôfle de fla mafladfie pufisse s’accompagner d’un bénéffice en survfie avec un sufivfi pflus proflongé. 

Cependant, même avec un sufivfi proflongé, fle bénéffice en contrôfle flocafl pourrafit être contrebaflancé 

par une évoflutfion métastatfique ou fla toxficfité du trafitement. Chez fles patfients prfis en charge pour 

un carcfinome de fl’œsophage, fl’essafi 94-05 du RTOG (Radfiatfion Therapy Oncoflogy Group) a 

comparé une radfio chfimfiothérapfie standard à fla dose de 50,4 Gy au même protocofle à fla dose de 

64 Gy. Ifl n’a pas été montré de dfifférence en contrôfle flocorégfionafl ou en survfie à deux ans (31 % 
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versus 40 %) entre fles deux groupes (304). Les résufltats de fl’essafi 0617 du RTOG dans fle cancer 

bronchfique non à petfites ceflflufles (CBNPC) sont égaflement décevants. Dans cet essafi randomfisé 

de phase III,  une radfio chfimfiothérapfie concomfitante déflfivrant 74 Gy en 2 Gy/fractfion ne fafit pas 

mfieux qu’une radfio chfimfiothérapfie concomfitante déflfivrant 60 Gy. L’escaflade de dose ficfi serafit 

même être déflétère car pflus toxfique (305). Ifl sembfle que fl’fintérêt de fla stratégfie de fl’escaflade de 

dose sofit partfieflflement contrebaflancé par fle haut rfisque métastatfique chez fles patfients présentant 

une tumeur radfio résfistante, certafines vofies de sfignaflfisatfion étant communes entre fles 

mécanfismes de radfiorésfistance et fles mécanfismes métastatfiques, comme ceflfles fimpflfiquées dans 

fla réponse à fl’hypoxfie (306). Toutefofis, fifl faut noter que fles avancées technoflogfiques ont permfis 

une améflfioratfion du pronostfic des patfients (307, 308).  

La seconde stratégfie d’optfimfisatfion de fla radfiothérapfie se base sur une mefiflfleure 

connafissance de fla bfioflogfie tumorafle, qufi a permfis d’fidentfiffier de nouveflfles cfibfles moflécuflafires 

dont fla moduflatfion findufit une radfiosensfibfiflfisatfion tumorafle. Afinsfi, de très nombreux agents 

pharmacoflogfiques ont été dévefloppés pour tenter d’améflfiorer fl’effficacfité de fla radfiothérapfie. Les 

assocfiatfions d’une radfiothérapfie et d’un agent pharmacoflogfique radfio sensfibfiflfisant se sont 

progressfivement fimposées comme optfions thérapeutfiques vofire comme standards dans de 

certafines sfituatfions cflfinfiques. 

 

Ffigure 24 : Coopératfion spatfiafle et moflécuflafire condufisant à une radfiosensfibfiflfisatfion (106) 

Le concept d’finteractfion entre une drogue et fla radfiothérapfie a été fintrodufit ffin des années 

1970 (309). Le ratfionnefl sous-jacent à fla potentfiaflfisatfion de fl'effficacfité cflfinfique des rayonnements 

fionfisants par des agents pharmacoflogfiques est fondé sur fle prfincfipe d’une coopératfion d’actfion 

spatfiafle et moflécuflafire.  

Le terme de "radfiosensfibfiflfisatfion" décrfit fla sfituatfion de coopératfion moflécuflafire dans 

flaqueflfle fl’assocfiatfion d’un agent systémfique et d’une radfiothérapfie produfirafit un effet égafl ou 
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supérfieur à fla somme des effets de chacune de ces modaflfités thérapeutfiques utfiflfisées 

séquentfieflflement, déffinfissant afinsfi respectfivement un effet addfitfif ou un effet supra-addfitfif (310). 

Potentfieflflement compflémentafire de fla notfion de radfio sensfibfiflfisatfion, fla coopératfion 

spatfiafle décrfit fle scénarfio seflon flequefl fl’agent systémfique agfirafit contre fles mficro-métastases, 

tandfis que fla radfiothérapfie assurerafit fle contrôfle flocorégfionafl, sans finteractfion bfioflogfique dfirecte 

entre fles deux agents. En réaflfité, cette notfion peut égaflement s’étendre aux cas où fl’firradfiatfion et 

fles trafitements systémfiques agfissent sur deux compartfiments ceflfluflafires dfistfincts. Cependant, 

pour être pflefinement expflofitabfle, fl’effet de coopératfion spatfiafle nécessfite que fles agents ne 

présentent pas de toxficfité synergfique pour que chacune des deux modaflfités thérapeutfiques pufisse 

être utfiflfisée à dose effficace sans augmenter fles effets findésfirabfles de manfière finacceptabfle (311). 

De nombreux essafis cflfinfiques ont montré que fla radfio chfimfiothérapfie améflfiorafit fla survfie, en 

comparafison à une radfiothérapfie seufle (312). Cecfi pourrafit s’expflfiquer par une actfivfité systémfique 

de fla chfimfiothérapfie à fl’encontre des métastases, même sfi eflfle est déflfivrée à doses radfio 

sensfibfiflfisantes mafis égaflement par fl’améflfioratfion du contrôfle flocafl (et donc fla dfimfinutfion des 

métastases secondafires aux rechutes flocafles).  

Strficto sensu, un vrafi radfio sensfibfiflfisant ne devrafit pas posséder de cytotoxficfité 

fintrfinsèque. Les exempfles s’en rapprochant fle pflus sont fles radfio-sensfibfiflfisants dévefloppés pour 

cfibfler fl’hypoxfie, facteur de radfio résfistance tumorafle. Cependant, fles agents radfio sensfibfiflfisants 

fles pflus fréquemment utfiflfisés (sefls de pflatfine, 5 ffluoro-uracfifle [5-FU], et taxanes) ont fleur 

cytotoxficfité propre, qufi peut potentfieflflement générer des dommages sur fles tfissus safins et/ou 

ampflfiffier fles flésfions radfio-findufites. L’effet dfifférentfiefl en faveur de fl’assocfiatfion thérapeutfique ne 

sera attefint que sfi son effet  antfi tumorafl est supérfieur à sa toxficfité sur fles tfissus non tumoraux 

(312). Les assocfiatfions finfra-addfitfives peuvent être envfisagées sfi eflfles dfimfinuent fla cytotoxficfité de 

fla radfiothérapfie sur fles tfissus safins, permettant d’envfisager une escaflade de fla dose de 

radfiothérapfie. Eflfles ne se conçofivent que sfi fleur séflectfivfité à fl’égard des tfissus safins est 

démontrée. Ces stratégfies sont encore très peu dévefloppées mafis des drogues « radfio 

protectrfices des tfissus safins » sont à fl’étude. 

Au-deflà de fla coopératfion spatfiafle, pflusfieurs mécanfismes contrfibuent à fla 

radfiosensfibfiflfisatfion par coopératfion de type « fin-ffiefld » (Ffigure 24). Au nfiveau tfissuflafire, 

fl’firradfiatfion peut augmenter fla perméabfiflfité vascuflafire et améflfiorer fl’accessfibfiflfité et fla concentratfion 

des agents pharmacoflogfiques au nfiveau de fla tumeur (313). Au nfiveau ceflfluflafire, fles trafitements 

systémfiques peuvent augmenter fla sensfibfiflfité tumorafle aux rayonnements fionfisants par exempfle 

en finhfibant fles mécanfismes de réparatfion de fl’ADN, en augmentant fla formatfion de radficaux flfibres 

et de cassures doubfles brfins (CDB) de fl’ADN, en arrêtant fles ceflflufles dans une phase 

radfiosensfibfle, ou en finhfibant de vofies de sfignaflfisatfion (312-314).  

Ifl est aujourd’hufi cflafirement étabflfi, avec un nfiveau de preuve IA, pour pflusfieurs type de 

cancers, que fla radfio chfimfiothérapfie concomfitante améflfiore fl’effficacfité de fla radfiothérapfie sur fle 

contrôfle flocafl tumorafl, et parfofis fla survfie (315, 316). Cependant, fles stratégfies actueflfles de radfio 

chfimfiothérapfie demeurent finsufffisantes en partficuflfier dans fles cancers de stade flocaflement 



 

86 

avancé. Pour exempfles, fla médfiane de survfie d’un gflfiome maflfin attefint à pefine 18 mofis, fla survfie à 

deux ans d’un carcfinome épfidermoïde de fl’oropharynx de stade III est de fl’ordre de 55 % et fla 

survfie à cfinq ans d’un CBNPC de stade IIIA ne dépasse pas 30 % (317). Avec fla connafissance 

accrue de fla bfioflogfie tumorafle, fle nombre de cfibfles potentfieflfles pour radfio sensfibfiflfiser fla tumeur 

n’a cessé d’augmenter et autant de stratégfies sont en cours d’évafluatfion précflfinfique. Certafines 

cfibflent dfirectement fla ceflflufle et ses mécanfismes connus de radfiorésfistance (réparatfion des flésfions 

de fl’ADN, vofies de réguflatfion du cycfle et de fla mort ceflfluflafire), mafis d’autres cfibflent fle 

mficroenvfironnement tumorafl, c’est-à-dfire fla vascuflarfisatfion de fla tumeur et/ou son stroma non 

vascuflafire (ffibrobflastes, envfironnement fimmunfitafire), dont fle rôfle dans fla réponse aux 

rayonnements ne cesse d’être redéffinfi.  

 

Ffigure 25 : Stratégfies de combfinafison à fla radfiothérapfie dévefloppées pour augmenter 

fl’effficacfité antfi tumorafle de fla radfiothérapfie (315) 

ATR, ataxfia teflangfiectasfia and Rad3-reflated protefin; CA9, carbonfic anhydrase 9; Chk1, 

checkpofint kfinase 1; CTLA-4, cytotoxfic T-flymphocyte assocfiated protefin 4; DDR, DNA damage 

response; DNA-PK, DNA-dependent protefin kfinase; HIF-1-α, hypoxfia-finducfibfle factor 1-aflpha; 

MCT 1, monocarboxyflate transporter 1; MCT 4, monocarboxyflate transporter 4; mTOR, 

mechanfistfic target of rapamycfin ; PARP, pofly(ADP-rfibose) poflymerase; PD-1, programmed ceflfl 
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death protefin 1; PI3K, phosphofinosfitfide 3-kfinase; NF-κB, nucflear factor-kappa-B; UPR, unfoflded 

protefin response. 

Toutefofis, en dehors des assocfiatfions chfimfiothérapfie cflassfiques et de radfiothérapfie fifl 

exfiste peu de combfinafison démontrant une synergfie entre un nouveau trafitement systémfique et fla 

radfiothérapfie (318, 319). L’fimpflémentatfion des nouveflfles technfiques de radfiothérapfie ouvre 

d’fintéressantes opportunfités de combfinafisons encore peu étudfiées à ce jour. Ces évafluatfions 

pourrafient tfirer bénéffice de fl’utfiflfisatfion de prescrfiptfions à dose fisotoxfique provenant de 

fl’expérfience acqufise en radfiothérapfie fractfionnée conventfionneflfle (320). 

 

1.4.5 Moduflatfion de fla radfiosensfibfiflfité 

1.4.5.1 Hypoxfie tumorafle et moduflatfion de fla radfiosensfibfiflfité 

L’hypoxfie tumorafle, caractérfistfique habfitueflfle des tumeurs, est cflassfiquement déffinfie par 

une pressfion partfieflfle tfissuflafire en oxygène finférfieure à 10 mm Hg (321). Cette hypoxfie tumorafle 

est un facteur majeur de radfiorésfistance. Afinsfi, de nombreuses données précflfinfiques montrent 

qu’une ceflflufle oxygénée est pflus sensfibfle à fl’firradfiatfion qu’une ceflflufle pflacée en condfitfions 

hypoxfiques. Le facteur d’augmentatfion de fla sensfibfiflfité est de fl’ordre de 3 pour des ceflflufles 

firradfiées en cuflture sous oxygène en comparafison à des ceflflufles firradfiées sous nfitrogène à mofins 

de 5 ppm d’oxygène (322). Ifl exfiste une corréflatfion forte entre fla probabfiflfité de contrôfle flocafl et fle 

degré d’hypoxfie tumorafle. Une pressfion en oxygène finférfieure à 2,5 mm Hg dans fles tumeurs est 

un fimportant facteur pronostfic péjoratfif en cas de carcfinome de fla sphère ORL, assocfié à un rfisque 

accru de récfidfives flocafles après radfiothérapfie (323). Pour fles patfientes firradfiées pour un cancer 

du cofl utérfin, fla probabfiflfité de rechutes flocafles est égaflement augmentée florsqu’fifl exfiste une 

anémfie finférfieure à 10 g/dfl (324).  

De nombreux mécanfismes expflfiquent fle rôfle péjoratfif de fl’hypoxfie dans fla réponse à 

fl’firradfiatfion. D’une part, fl’oxygénatfion permet d’entretenfir fla cascade radficaflafire créée par fles 

rayonnements fionfisants. Comme nous fl’avons vu, fles flésfions radfio-findufites de fl’ADN peuvent être 

fle résufltat d’une finteractfion dfirecte avec un photon du rayonnement fionfisant ou avec un éflectron 

secondafire à fl’absorptfion d’un photon. Cette finteractfion entraîne un processus prfimafire d’excfitatfion 

ou d’fionfisatfion en 10
-19
 à 10

-15
 secondes de fla moflécufle d’ADN. Cependant, fles flésfions radfio-

findufites sont prfincfipaflement fle résufltat d’une actfion findfirecte du rayonnement fionfisant, fla moflécufle 

d’ADN finteragfissant avec fles radficaux flfibres générés par fla radfioflyse de fl’eau eflfle-même 

secondafire à fl’finteractfion d’un éflectron secondafire avec une moflécufle d’eau. Ces réactfions 

radficaflafires sont entretenues par fla présence d’oxygène sous fla forme de radficaux super oxyde 

(O2°-) ou hydro peroxyde (OOH°). En condfitfions hypoxfiques fle manque d’O
2
 ne permet pas 

fl’entretfient de ces réactfions, fifl y a donc mofins de radficaux flfibres et par conséquents mofins de 

dommages causés par ceux-cfi. D’autre part, fl’hypoxfie tumorafle condufit fles ceflflufles cancéreuses à 

modfiffier fleur métaboflfisme en faveur d’un métaboflfisme gflucfidfique qufi actfive fla synthèse de facteurs 
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de crofissance et de facteurs fimpflfiqués dans fla radfiorésfistance, comme fles protecteurs thfiofls 

(chéflateurs des radficaux flfibres) et des enzymes de réparatfion de fl’ADN (325). Enffin, pflusfieurs 

proto-oncogène fimpflfiqués dans fla radfiorésfistance, fl’acqufisfitfion d’un phénotype métastatfique ou fla 

néo angfiogenèse tumorafle sont actfivés par fl’hypoxfie. C’est fle cas des gènes codant pour fle VEGF, 

fl’érythropoïétfine, fla tyrosfine hydroxyflase, fl’endothéflfine-1, fl’finterfleukfine (IL) 1aflpha, ou fla 

cycflooxygénase 1 (COX-1). L’actfivatfion de ces gènes par fl’hypoxfie contrfibue à exercer une 

pressfion de séflectfion sur fles tumeurs en faveur de fl’expansfion d’un poofl de ceflflufles pflus 

agressfives (326, 327). 

Le facteur de transcrfiptfion HIF-1 (Hypoxfia Inducfibfle Factor) est un acteur centrafl de fla 

réguflatfion de fl’hypoxfie. Sa surexpressfion est fréquente dans fles tumeurs et assocfiée à un 

pronostfic péjoratfif, à une angfiogenèse et un pouvofir métastatfique accru (328-330). En sfituatfion de 

normoxfie, HIF-1 est dégradé par fle protéasome sous fle contrôfle du gène VHL (Von Hfippefl Lfindau) 

(331). En sfituatfion d’hypoxfie, fla sous-unfité HIF-1α est stabfiflfisée et se flfie à HIF-1β pour former fle 

compflexe HIF-1 dans fle noyau. HIF-1 actfive aflors fl’expressfion de gènes de promotfion de 

fl’angfiogenèse, dont fle gène du VEGF. HIF-1 sembfle égaflement être un acteur de fla survfie des 

ceflflufles souches cancéreuses (332). Ces ceflflufles se caractérfisent par une reflatfive surexpressfion 

des gènes Gcflm et Gss qufi codent respectfivement pour fla sous-unfité réguflatrfice de fla gflutamate-

cystéfine flfigase et pour fla gflutathfion-synthase. Le gflutathfion est un réducteur fintraceflfluflafire aux 

proprfiétés antfioxydantes et protecteur vfis-à-vfis des radficaux flfibres de fl’oxygène, contrfibuant donc 

à fla radfiorésfistance des ceflflufles souches au sefin d’une tumeur (333).  

De nombreuses stratégfies ont été dévefloppées pour tenter d’améflfiorer fl’oxygénatfion 

tumorafle (334). Ceflfles-cfi comprennent fl’oxygénatfion hyperbare, fla correctfion de fl’anémfie par de 

fortes doses d’érythropoïétfine (EPO), fl’firradfiatfion accéflérée en présence de carbogène (méflange 

d’oxygène à 95% et de dfioxyde de carbone à 5% qufi permet d’augmenter fl’oxygénatfion tfissuflafire) 

et de nficotfinamfide (dérfivé vasoactfif de fla vfitamfine B qufi empêche fles varfiatfions de perfusfion 

tumorafle qufi favorfisent fl’hypoxfie afiguë fintra tumorafle), ou fl’utfiflfisatfion de moflécufles radfio 

sensfibfiflfisantes en condfitfions hypoxfiques, teflfles que fla tfirapazamfine. 

Les finjectfions d’EPO actfivent fla productfion érythrocytafire vfia fl’actfion de cette cytokfine sur 

fles progénfiteurs érythrobflastfiques et permettent de corrfiger effficacement fl‘anémfie et fles 

symptômes qufi flufi sont flfiés. Cependant, cette stratégfie n’améflfiore pas fla survfie des patfients trafités 

pout un cancer de fla sphère ORL. Au contrafire, Henke et afl. ont montré que fla survfie sans 

progressfion étafit finférfieure en cas de trafitement par EPO. Une expflficatfion serafit fla présence de 

récepteurs tumoraux à fl’EPO (335). Dans une méta anaflyse de fla Cochrane, fl’oxygénatfion 

hyperbare permet de dfimfinuer fle rfisque de récfidfive, mafis au prfix d’une toxficfité majorée (336). 

La tfirapazamfine est un agent radfio sensfibfiflfisant séflectfif des tfissus tumoraux. En sfituatfion 

d’hypoxfie, eflfle subfit pflusfieurs réductfions successfives qufi aboutfissent à fla formatfion d’un radficafl 

tfirapazamfine qufi flfibère une moflécufle d’eau pour former un radficafl hydroxyfle ou un radficafl BTZ 

(oxfidfing benzotrfiazfinyfl). Les radficaux aflors formés par tfirapazamfine exercent fleur toxficfité à 

fl’encontre de fla topo fisomérase II, ce qufi favorfise fla créatfion de cassures doubfle brfin (80). En 
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présence d’oxygène, par exempfle dans fles tfissus non tumoraux, fla forme fionfisée de fla 

tfirapazamfine subfit une réductfion qufi fl’finactfive et empêche sa cytotoxficfité (337). Les résufltats des 

essafis cflfinfiques évafluant fla tfirapazamfine  en assocfiatfion à fla radfiothérapfie sont mfitfigés avec 

notamment fl’essafi de phase III du TROG 02.02 qufi ne retrouve pas de bénéffice à fl’adjonctfion de fla 

tfirapazamfine a un trafitement standard assocfiant cfispflatfine et radfiothérapfie pour des cancer ORL 

flocaflement avancés (338). Toutefofis fifl faut reconnafitre que cette absence d’effficacfité de fla 

tfirapazamfine pourrafit aussfi être flfiée à fla forte hétérogénéfité et à fla quaflfité dfiscutabfle de fla 

radfiothérapfie dans cet essafi (339). Ifl exfiste de mufltfipfles études réaflfisées sur fles 40 dernfières 

années montrant qu’fifl est possfibfle de partfieflflement reverser fl’hypoxfie tumorafle dans fles tumeurs 

soflfides. Une revue systématfique de fla flfittérature a fidentfiffié 10.108 patfients partficfipant à 86 essafis 

randomfisés conçus pour montrer fl’fintérêt de modufler fl’oxygénatfion tumorafle à des ffins radfio-

sensfibfiflfisantes. Gflobaflement, fla modfifficatfion de fl’hypoxfie tumorafle améflfiorerafit sfignfifficatfivement 

fl’effficacfité de fla radfiothérapfie, avec un odd ratfio (OR) de 0,77 (IC95% : 0,71 – 0,86) pour fle 

contrôfle flocorégfionafl et un OR de 0,87 pour fla survfie gflobafle (IC95% : 0,80 – 0,95). Cet effet sur fla 

survfie sembfle dfirectement flfié à un bénéffice en contrôfle flocorégfionafl car fl’effet sur fles métastases 

n’est pas sfignfifficatfif.  

En pratfique cflfinfique, fl’utfiflfisatfion des radfio sensfibfiflfisants de fl’hypoxfie est en cours de 

dévefloppement (334). De nouveflfles pro drogues pflus séflectfives que fla tfirapazamfine, car actfivées 

en condfitfion hypoxfique pflus drastfique, comme fl’evofosfamfide (TH-302) sont en phase précoce 

d’évafluatfion cflfinfique en assocfiatfion à fla radfiothérapfie du fafit de données précflfinfiques 

prometteuses (334, 340, 341). 

 

1.4.5.2 HDACfi et moduflatfion de fla radfiosensfibfiflfité 

A ce jour fla pflus part des données de fla flfittérature assocfiant HDACfi et firradfiatfion montrent 

une potentfiaflfisatfion fin vfitro de fl’effet de fl’firradfiatfion (342-347). Un nombre pflus flfimfité d’études 

rapportent des données fin vfivo par exempfle dans des modèfles de tumeurs de prostate ou de 

tumeurs cérébrafles et montrent égaflement un effet radfio sensfibfiflfisant des HDACfi comme fle MS-

275 ou fle VPA (344, 345). La protéfine sérfine/thréonfine kfinase ATM (Ataxfia teflangfiectasfia mutated) 

est actfivée en réponse aux dommages de fl’ADN de type CDB (222, 348). ATM actfivée 

phosphoryfle et actfive des substrats cflés en avafl comme 53BP1 (p53-bfindfing protefin 1), p53, 

breast cancer gene 1 (BRCA1), CSK-homoflogous kfinase 2 (CHK2) et γ-H2AX qufi permettent fla 

réponse bfioflogfique aux dommages de fl’ADN en partficuflfier vfia fl’finductfion des checkpofints (ou 

pofints de restrfictfion) du cycfle ceflfluflafire ou fl’apoptose (348). Ifl a égaflement été montré que fle 

remodeflage de fla chromatfine en fl’absence de CDB de fl’ADN peut actfiver ATM et des agents 

comme fles HDACfi peuvent mfimer fles effets du stress génotoxfique en findufisant fl’actfivatfion des 

vofies de réponse aux dommages de fl’ADN (349). L’HDAC1 finteragfit avec ATM (350) et fles 

trafitements par HDACfi findufisent rapfidement une phosphoryflatfion de ATM et p53 mafis n’findufisent 

pas de modfifficatfion de fla phosphoryflatfion de γ-H2AX nfi de moduflatfion de fla formatfion des focfi 
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H2AX (349). De pflus, fifl a été montré qu’ATM est requfise pour fl’finductfion transcrfiptfionneflfle de 

CDKN1A et de fla topo III α sous fl’effet des HDACfi bfien que fles bases moflécuflafires de cet effet 

d’ATM ne sofient pas connues. Les HDACfi sembflent pouvofir frefiner certafines vofies de réparatfion 

de fl’ADN en entraînant une dfimfinutfion de fl’expressfion de protéfines de réparatfion de fl’ADN comme 

KU70, KU86 et fla protéfine kfinase de fl’ADN (DNA PKcs) (351).  Les ceflflufles Knockout pour fles 

protéfines de réparatfion de fl’ADN Ku70, Ku80 et fl’ADN flfigase IV sont hypersensfibfles à fl’apoptose 

findufite par fles HDACfi (352, 353). De nombreuses questfions persfistent concernant fles mécanfismes 

moflécuflafires de fl’actfivatfion d’ATM par fles HDACfi et fl’fimportance de fleur effet mfimétfique des 

flésfions de fl’ADN pour fl’actfivfité antfi tumorafle des HDACfi. Toutefofis fifl est possfibfle que fla capacfité 

des HDACfi à findufire une actfivatfion de fla réponse aux dommages de fl’ADN tout en supprfimant fla 

capacfité des ceflflufles à réparer ces dommages pufisse avofir un rôfle fimportant non seuflement en 

findufisant une majoratfion de fl’apoptose mafis aussfi en potentfiaflfisant fl’effet d’autre agents 

thérapeutfiques et en partficuflfier de fla radfiothérapfie. 

Par afiflfleurs, fles radfioépfithéflfites peuvent être un facteur flfimfitant de fla dose de radfiothérapfie 

déflfivrée chez fles patfients présentant un cancer. Le dévefloppement de drogues protégeant 

séflectfivement fles tfissus safins des dommages radfio-findufits (comme pour fla peau fla radfioépfithéflfite 

ou pflus tardfivement fla ffibrose)  tout en mafintenant ou même en renforçant fl’effet antfi tumorafl de fla 

radfiothérapfie constfitue une vérfitabfle quête du graafl pour fles oncoflogues radfiothérapeutes (354). Sfi 

fles HDACfi sembflent pouvofir renforcer fla capacfité de fl’firradfiatfion à tuer fles ceflflufles tumorafles, fifl est 

tout aussfi fintéressant de noter fla capacfité des HDACfi à supprfimer de manfière concomfitante fles 

toxficfités cutanées radfio findufites qu’ont montré certafines équfipes (354). L’utfiflfisatfion en trafitement 

topfique de dfifférents HDACfi supprfime fl’expressfion radfio findufite de cytokfines finfflammatofires 

comme fle TNFα et fle facteur de crofissance tumorafl-β (TGFβ) et fles toxficfités cutanées assocfiées à 

fleur augmentatfion post radfique habfitueflfle (354). Mafis n’est pas encore démontré que fla 

suppressfion du TNFα et/ou du TGFβ sofit fle mécanfisme nécessafire et sufffisant à fla suppressfion 

des toxficfités cutanées observée flors du trafitement par certafins HDACfi. Ifl est donc partficuflfièrement 

fimportant d’expflorer d’avantage non seuflement fles mécanfismes de radfiosensfibfiflfisatfion des 

ceflflufles tumorafles par fles HDACfi mafis égaflement fleur possfibfle effet radfio protecteur des tfissus 

safins et fles mécanfismes sous-jacents dans fl’optfique du dévefloppement de nouveflfles 

combfinafisons d’HDACfi avec fla radfiothérapfie chez fl’homme. 

 

1.4.5.3 Effet radfio sensfibfiflfisant du cfispflatfine 

Au cours des 30 dernfières années, fles sefls de pflatfine, se sont fimposés comme prfincfipaux 

agents de chfimfiothérapfie pour fle trafitement des tumeurs soflfides. Le cfispflatfine 

(dfiamfinedfichfloropflatfinum II) pufis fle carbopflatfine (1-cycflobutanedficarboxyflato-pflatfinum(II)) ont été 

fles premfiers de ce groupe d’agents dérfivés du pflatfine (355).  

Le cfispflatfine exerce une cytotoxficfité propre vfia sa ffixatfion aux résfidus guanfines, qufi 

génère des addufits et des ponts fintra brfins ou finter brfins de fl’ADN finterférant avec sa répflficatfion et 
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sa réparatfion (356). La réponse ceflfluflafire à fl’exposfitfion au cfispflatfine comprend fl’actfivatfion des 

vofies de transductfion et de réparatfion, des arrêts de fla répflficatfion, fl’finhfibfitfion de fla transcrfiptfion 

(357). Les addufits produfits par fle cfispflatfine sont prfincfipaflement réparés vfia fle système d’excfisfion 

de nucfléotfides (NER : Nucfleotfide excfisfion repafir), mafis d’autres systèmes de réparatfion peuvent 

être mfis en jeu. Des études réaflfisées sur ceflflufles en cuflture ont montré que fl’finactfivatfion de fla vofie 

de recombfinafison non homoflogue (NHEJ : non homoflogous end-jofinfing) ne modfiffiafient pas fla 

réponse au cfispflatfine. Au contrafire, fles mutatfions de fla recombfinafison homoflogue augmentent 

sfignfifficatfivement fla sensfibfiflfité à cet agent (358). Le système MMR (Mfissmatch repafir) sembfle 

fintervenfir dans fla sfignaflfisatfion des flésfions de fl’ADN causées par fle cfispflatfine et dans fl’finfitfiatfion 

des mécanfismes d’apoptose flors de fl’exposfitfion à fla drogue (359). Ifl n’a pas été démontré de 

reflatfion entre fla phase du cycfle ceflfluflafire dans flaqueflfle se trouve fla ceflflufle tumorafle et sa 

sensfibfiflfité au cfispflatfine. La dose à flaqueflfle fle cfispflatfine est admfinfistré a un fimpact sur fla réponse 

ceflfluflafire. A fortes doses, fle cfispflatfine entraîne une augmentatfion de fl’apoptose. A doses pflus 

fafibfles, on observe essentfieflflement des arrêts dans fle cycfle en G2 et une mort mfitotfique. Afinsfi, 

dans des tumeurs de flfiposarcomes 9L p53-mutées, fl’finjectfion fintrapérfitonéafle de cfispflatfine à fla 

dose de 1m/kg génère une catastrophe mfitotfique dans fles tumeurs, mafis assez peu d’apoptose 

(360). 

Ifl exfiste un fort ratfionnefl bfioflogfique à assocfier fle cfispflatfine à fla radfiothérapfie. La ffixatfion du 

cfispflatfine sur fles bases purfiques (adénfine, guanfine) de fl’ADN ou de fl’ARN à proxfimfité des 

cassures sfimpfle brfin (CSB) findufites par fl’exposfitfion aux rayonnements fionfisants contrfibue à 

expflfiquer fla synergfie du cfispflatfine avec fla radfiothérapfie, en fles transformant en équfivaflent de CDB 

et donc rendant fleur réparatfion pflus dfiffficfifle (361). Le facteur d’augmentatfion de fla dose a été 

estfimé à 1,2 - 1,4 dans fles flfignées de CBNPC comme H460 (356, 362). Certafins auteurs ont 

suggéré que fl’effet radfio sensfibfiflfisant du cfispflatfine serafit mafintenu en sfituatfion d’hypoxfie (363). 

Les résufltats d’assocfiatfion fin vfivo montrent que fle cfispflatfine augmente fl’effet antfi tumorafl de fla 

radfiothérapfie. Cependant, fl’effficacfité de fl’assocfiatfion dépend du modèfle utfiflfisé mafis égaflement de 

fla séquence d’admfinfistratfion. La séquence d’admfinfistratfion fla pflus effficace est ceflfle où fle 

cfispflatfine est admfinfistré de façon concomfitante à fla radfiothérapfie, fl’assocfiatfion étant aflors fle pflus 

souvent supra addfitfive (364). Une étude ancfienne portant sur des modèfles de tumeurs 

mammafires firradfiées a montré qu’une admfinfistratfion de cfispflatfine réaflfisée 30 mfinutes avant 

firradfiatfion augmentafit fla sensfibfiflfité à fl’firradfiatfion d’un facteur 1,8, aflors que fl’augmentatfion n’étafit 

que de 1,3 florsque fle cfispflatfine étafit admfinfistré 30 mfinutes ou quatre heures après firradfiatfion 

(365).  

Dévefloppé à fla sufite du cfispflatfine, fle carbopflatfine possède un spectre d’actfivfité 

reflatfivement proche. La dfifférence entre fles deux agents repose essentfieflflement sur un proffifl de 

toflérance en faveur du carbopflatfine. Les addufits de pflatfine générés par fle carbopflatfine sont très 

sfimfiflafires à ceux du cfispflatfine, mafis fla concentratfion d’agent nécessafire pour obtenfir fle même 

nfiveau d’addufits est envfiron quatre fofis supérfieure pour fle carbopflatfine (366). Comme fle cfispflatfine, 

fle carbopflatfine augmente fla sensfibfiflfité à fl’firradfiatfion (assocfiatfion supra addfitfive), probabflement en 

compflfiquant fla réparatfion des CSB radfio-findufites, findufisant une augmentatfion de fla mort 
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apoptotfique (367). Certafines données précflfinfiques obtenues sur ceflflufles en cuflture suggèrent que 

fl’firradfiatfion augmenterafit fles concentratfions fintraceflfluflafires de carbopflatfine, en partficuflfier en 

sfituatfion hypoxfique (368). 

L’oxaflfipflatfine (trans-L-dfiamfinocycflohexane oxaflate pflatfinum II) a été pflus récemment 

fintrodufit dans fl’arsenafl thérapeutfique. Ifl est prfincfipaflement utfiflfisé pour fles tumeurs gastro-

fintestfinafles et urothéflfiafles. Ifl s’agfit d’un dfiamfinocycflohexane qufi entrafine égaflement fla formatfion 

d’addufits sur fl’ADN et empêche afinsfi fla répflficatfion et fla transcrfiptfion de fl’ADN. Comme pour fles 

autres sefls de pflatfine, fles pontages finter-brfins sont fles flésfions fles pflus toxfiques générées par 

fl’oxaflfipflatfine (369). En rafison de dfistorsfions conformatfionneflfles au nfiveau de fl’addufit, fifl sembfle que 

fles systèmes de réparatfion mfis en jeu pour réparer fles flésfions findufites par fle cfispflatfine et par 

fl’oxaflfipflatfine ne sofient pas strfictement fidentfiques, fl’oxaflfipflatfine étant pflus cytotoxfique que fle 

cfispflatfine (370). En effet, fla protéfine dfite de mufltfi drogue résfistance (MMR) ne prendrafit pas en 

charge fles addufits d’oxaflfipflatfine, contrafirement aux addufits de cfispflatfine. Cecfi pourrafit expflfiquer 

pourquofi certafines tumeurs résfistantes au carbopflatfine ou au cfispflatfine pufissent répondre à 

fl’oxaflfipflatfine (371). Les données moflécuflafires quant à fla radfiosensfibfiflfisatfion par fl’oxaflfipflatfine sont 

pflus flfimfitées. L’oxaflfipflatfine sembfle synergfique avec fl’firradfiatfion (372). 

Bfien que fles causes bfioflogfiques sofient fincertafines, fifl sembfle que fl‘effet radfio sensfibfiflfisant 

de fl’oxaflfipflatfine sofit dépendant du statut p53 des flfignées tumorafles. Afinsfi, dans des ceflflufles au 

statut p53 sauvage, fl’assocfiatfion de fl’oxaflfipflatfine et de fla radfiothérapfie est synergfique, fla mefiflfleure 

séquence étant florsque fla drogue est admfinfistrée 2 heures avant fl’firradfiatfion, fl’effet étant  au 

mfinfimum addfitfif. Dans des flfignées au statut p53 muté, fles effets sont pflutôt finfra addfitfifs (373). 

 

1.5 CANCER BRONCHIQUE NON A PETITES CELLULES 

Le cancer bronchfique est fle pflus meurtrfier au monde (374). Avec pflus de 30 000 cas par 

an en France, seflon fle rapport de fl’Instfitut natfionafl de vefiflfle sanfitafire (INVS) en 2010, fifl est au 

quatrfième rang des cancers fles pflus fréquents. Tous stades confondus, fle taux de survfie à cfinq 

ans est d’envfiron 14 % (375). Les carcfinomes bronchfiques « non à petfites ceflflufles » regroupent 

prfincfipaflement fles adénocarcfinomes, fles carcfinomes épfidermoïdes et fles carcfinomes à grandes 

ceflflufles. Ifls représentent près de 85 % des cancers bronchfiques et sont dans 60 à 75 % des cas 

dfiagnostfiqués aflors qu’fifls sont finopérabfles, flocaflement évoflués ou métastatfiques, et de pronostfic 

défavorabfle. Dans fla cflassfifficatfion TNM de 2009, fles cancers de stade III (flocaflement évoflués), 

dont fle trafitement de référence demeure fla radfio chfimfiothérapfie concomfitante, restent un groupe 

hétérogène comprenant des tumeurs cflassées de T1 à T4 et de N0 à N3 (376). Le proffifl 

épfidémfioflogfique de ces cancers est égaflement hétérogène avec une augmentatfion de fl’fincfidence 

chez fla femme et fles non-fumeurs.  La radfio chfimfiothérapfie concomfitante représente fle standard 

pour fles cancers bronchfiques non à petfites ceflflufles (CBNPC) flocaflement évoflués et pour fles 

cancers bronchfiques à petfites ceflflufles flocaflfisés. Les doubflets à base de pflatfine fles pflus souvent 
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utfiflfisés  en  assocfiatfion  à  fla  radfiothérapfie  sont fles  doubflets  cfispflatfine/vfinoreflbfine, 

cfispflatfine/étoposfide, et carbopflatfine/pacflfitaxefl. Des méta-anaflyses ont montré fla supérfiorfité d’une 

radfio chfimfiothérapfie versus une radfiothérapfie excflusfive, avec un bénéffice en survfie de 15 % à 5 

ans pour fles CBNPC finopérabfles (377). La radfio chfimfiothérapfie concomfitante améflfiore égaflement 

fla survfie sans progressfion, quefl que sofit fle sfite (HR : 0.69, IC95% : 0,58 – 0,91) (378). Avec un 

sufivfi médfian de 6 ans, une méta anaflyse du groupe coflflaboratfif d’étude du CBNPC a conffirmé fle 

bénéffice de fla radfio chfimfiothérapfie concomfitante sur fla radfio chfimfiothérapfie séquentfieflfle en 

termes de taux de réponse et de survfie. Ce bénéffice étafit cflafirement attrfibuabfle à fl’améflfioratfion du 

contrôfle flocafl, pufisque fle taux de récfidfives métastatfiques n’étafit pas affecté. La radfio 

chfimfiothérapfie concomfitante améflfiorafit fla survfie gflobafle avec un bénéffice de 4,5 % à 5 ans (379). 

La comparafison de fla radfio chfimfiothérapfie séquentfieflfle et de fla radfio chfimfiothérapfie concomfitante 

montre que fle bénéffice en survfie de fla radfio chfimfiothérapfie ne se flfimfite pas à une coopératfion 

spatfiafle et que fl’améflfioratfion du contrôfle flocorégfionafl contrfibue à améflfiorer fla survfie gflobafle. En 

dépfit de taux de réponse finfitfiaux non négflfigeabfles, fle taux de contrôfle flocafl reste décevant et fles 

dfissémfinatfions métastatfiques précoces fréquentes. Une mefiflfleure compréhensfion de fla bfioflogfie et 

de fla physfioflogfie des tumeurs puflmonafires a permfis d’fidentfiffier de nouveflfles cfibfles thérapeutfiques 

condufisant au dévefloppement de nouveaux agents dont fles pflus évoflués sont fles « antfi-epfidermafl 

growth factor receptor » (antfi-EGFR) et fles antfi angfiogénfiques. De nombreuses autres vofies et 

stratégfies pouvant optfimfiser fla radfiothérapfie sont actueflflement à fl’étude et fl’assocfiatfion aux 

HDACfi en est une partficuflfièrement prometteuse. En effet, nombreuses tumeurs, en partficuflfier 

bronchfique, présentent une surexpressfion des HDAC (380). Les HDACfi entraînent une acétyflatfion 

des hfistones des ceflflufles safines et tumorafles de fla même manfière. Mafis fla dfifférence d’expressfion 

des HDAC entre fles tfissus safins et fles tfissus tumoraux pourrafit être responsabfle d’un effet 

dfifférentfiefl des HDACfi tout à fafit propfice à fla majoratfion de fl’effet thérapeutfique des rayonnements 

fionfisants sur fle tfissu tumorafl. 
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2 – OBJECTIFS 

 

Dans ce travafifl de thèse, nous nous sommes fintéressés aux possfibfles bénéffices et aux 

effets synergfiques et/ou addfitfifs de fla combfinafison d’HDAC finhfibfiteurs à fla radfiothérapfie seufle ou 

en combfinafison à d’autres drogues et en partficuflfier au cfispflatfine pour fles tumeurs soflfides afinsfi 

que fles mécanfismes qufi sous-tendent ces effets et contrfibuent à fla réponse antfi-tumorafle fin vfitro, 

fin vfivo et chez fl’homme. Nous avons égaflement évaflué fl’effet fla toflérance et fla toxficfité des HDACfi 

sur fles tfissus safins. Ce travafifl de thèse s’finscrfit donc dans une stratégfie gflobafle d’évafluatfion de 

recherche transflatfionneflfle de combfinafison drogue et de radfiothérapfie dans fle but d’optfimfiser fles 

chances de succès cflfinfique de fla combfinafison et d’améflfioratfion des  résufltats thérapeutfiques 

actuefls. 

 

1/ Nous avons d’abord évaflué fla combfinafison d’un pan HDACfi, fl’abexfinostat à fl’firradfiatfion 

fin vfitro dans deux modèfles de CBNPC humafin avec pour objectfif prfincfipafl fla recherche d’un 

éventuefl effet radfio sensfibfiflfisant. Affin de comprendre fles mécanfismes sous-jacents nous avons 

expfloré d’une part fla moduflatfion de fl’apoptose radfio-findufite et d’autre part fla moduflatfion de fla 

réparatfion des dommages radfio findufits de fl’ADN sous fl’effet de fl’abexfinostat.  

 

2/ Pufis, nous avons évaflué fl’effet de cette combfinafison fin vfivo dans des xénogreffes sous-

cutanées de CBNPC humafin en termes d’effficacfité antfi-tumorafle d’une part et de toxficfité d’autre 

part. Du fafit d’une toflérance acceptabfle nous avons ensufite évaflué dfifférentes trfipfles combfinafison 

assocfiant fl’abexfinostat et fla radfiothérapfie à une trofisfième drogue (cfispflatfine ou cetuxfimab ou 

PARP finhfibfiteur). Seufls fles résufltats fles pflus démonstratfifs en combfinafison avec fle cfispflatfine 

retenus pour pubflficatfion sont présentés ficfi. Les schémas d’admfinfistratfion progressfivement mfis au 

pofint  ne sont pas détafiflflés et seufls sont présentés fles schémas de trafitement ffinaflement retenus. 

 

3/ Enffin, nous avons évaflué chez fl’homme, dans fle cadre d’un essafi de phase I 

d’escaflade de dose fla combfinafison de fl’abexfinostat avec une radfiothérapfie paflflfiatfive hypo 

fractfionnée chez des patfients présentant des tumeurs soflfides avancées. L’objectfif prfincfipafl de 

cette étude de combfinafison abexfinostat/radfiothérapfie réaflfisée pour fla premfière fofis chez fl’homme 

a été de d’évafluer fle proffifl de toflérance et de toxficfité de cette combfinafison en détermfinant fla dose 

maxfimafle toflérée (MTD), fla dose flfimfitante toxfique (DLT) afinsfi que fla dose recommandabfle pour de 

futures essafis. 

 

Les matérfiefls et méthodes sont décrfits 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 Ratfionnefl 

Comme nous fl’avons vu en fintroductfion fl’épfigénétfique est un champ de recherche 

prometteur dans flequefl de pflus en pflus de données précflfinfiques et cflfinfiques suggèrent un fort 

potentfiefl pour fle trafitement des cancers. Ifl est aujourd’hufi bfien étabflfi que fles modfifficatfions 

épfigénétfiques sont essentfieflfles à fl’apparfitfion et à fla progressfion tumorafle (45, 381, 382). Parmfi 

ces modfifficatfions épfigénétfiques fla réguflatfion de fl’acétyflatfion des hfistones et de certafines 

protéfines non hfistones a un rôfle cflé dans fla réguflatfion de fl’expressfion de gènes  fimpflfiqués dans fle 

dévefloppement tumorafl (383, 384). Ces modfifficatfions étant dynamfiques et réversfibfles eflfles 

constfituent d’exceflflentes cfibfles thérapeutfiques (385). De nombreuses petfites moflécufles finhfibant 

fl’actfivfité des HDAc ont été dévefloppées ces dernfières années. Ces HDACfi regroupés en 4 cflasses 

ont montrés une actfivfité antfi tumorafle fintéressante seufls ou en combfinafison avec dfiverses 

chfimfiothérapfies fin vfitro et fin vfivo (386, 387). Etant donné fleur caractère mufltfi cfibfles fles 

mécanfismes bfioflogfiques expflfiquant fleur effet antfi tumorafl sont dfiffficfifles à fidentfiffier, probabflement 

mufltfipfles et quofiqu’fifl en sofit encore mafl connus.  

Bantscheff et afl ont montré que fles HDACfi cfibflant pflusfieurs HDAC pourrafient être pflus 

effficaces que fles HDACfi spécfiffiques d’un type d’HDAC (388). L’évafluatfion d’un nouveau pan 

HDACfi, fl’abexfinostat que nous proposons dans ce travafifl de thèse s’finscrfit dans cette stratégfie. 

Pflusfieurs travaux fin vfitro et fin vfivo suggèrent que fl’effet antfi tumorafl des HDACfi peut être 

dû à fl’finductfion d’un arrêt du cycfle ceflfluflafire, de mécanfismes de mort ceflfluflafire comme fl’apoptose 

et fl’autophagfie et d’une afltératfion des capacfités de réparatfion de fl’ADN (381, 382, 389, 390). En 

effet, fifl a été montré que fles HDACfi peuvent finhfiber fla réparatfion de fl’ADN par recombfinafison 

homoflogue vfia fla répressfion d’expressfion de RAD51 un gène cflé de cette vofie de réparatfion (391). 

La recombfinafison homoflogue étant fl’une des deux vofies majeures de réparatfion des cassures 

doubfle brfin findufites par fles rayonnements fionfisants, fifl exfiste un fort ratfionnefl en faveur du cfibflage 

pharmacoflogfique des HDAC par fles HDACfi en assocfiatfion aux rayonnements fionfisants pour 

majorer fl’effet antfi tumorafl de chacun de ces deux trafitements (382). 

Les cancers bronchfiques non à petfites ceflflufles constfituent un modèfle d’étude d’fintérêt car 

fifls représentent un probflème majeur de santé pubflfique (85 % des cancers bronchfiques) et qu’fifl 

s’agfit d’une pathoflogfie dont fle pronostfic reste très sombre et pour flaqueflfle fifl exfiste un besofin 

majeur d’améflfioratfion de fl’effficacfité thérapeutfique. Le trafitement standard des carcfinomes 

bronchfiques non à petfites ceflflufles flocaflement avancé repose sur fl’assocfiatfion concomfitante de fla 
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radfiothérapfie et de fla chfimfiothérapfie à base de pflatfine (379). Par conséquent, déveflopper de 

nouveflfles combfinafisons permettant de renforcer fl’effficacfité de fla radfiothérapfie dans ce type de 

pathoflogfie prend tout son sens.  

 

3.1.2 Résufltats (données partfieflflement soumfises à Oncotarget, en révfisfion 

mfineure sous fla référence n° #018532)  

Nous avons chofisfi d’évafluer fl’abexfinostat (égaflement nommé PCI-24781-HCI  ou S78454-

1) et son assocfiatfion à fla radfiothérapfie dans deux flfignées humafines de CBNPC non mutées pour 

EGFR, K-Ras mutées et P53 sauvages: fles ceflflufles H460 et A549, pour flesqueflfles certafines 

données récentes suggérafient que fles HDACfi pouvafient avofir un effet antfi tumorafl. 

 

3.1.2.1 L’Abexfinostat radfio sensfibfiflfise fles ceflflufles de CBNPC fin vfitro en normoxfie 

et en hypoxfie 

Admfinfistré en monothérapfie, fl’abexfinostat finhfibe fla proflfifératfion des deux flfignées 

ceflfluflafires de CBNPC testées, H460 et A549 de manfière dose dépendante. L’IC50 de fla 

proflfifératfion c’est-à-dfire fla concentratfion pour flaqueflfle fl’abexfinostat rédufit de 50 % fle nombre de 

ceflflufles vfiabfles après 48 heures de trafitement est de 1.75 µmofl/L et 2µmofl/L respectfivement pour 

A549 et H460 (Ffigure 26 A et B). Cecfi suggère que fles ceflflufles A459 sont pflus sensfibfles à 

fl’abexfinostat en monothérapfie que fles ceflflufles H460.  

 

Ffigure 26 : L’abexfinostat finhfibe fla proflfifératfion des ceflflufles tumorafles en normoxfie (O²=21%) 

Proflfifératfion (test WST-1): Les ceflflufles A549 (A) et H460 (B) sont ensemencées et 

exposées à fl’abexfinostat 24 heures pflus tard, pufis coflorées par Bfleu de Trypan et comptées après 

48h d’exposfitfion à fl’abexfinostat. Le mfiflfieu de cuflture sans drogue a été utfiflfisé comme contrôfle. Les 

résufltats représentent fles moyennes +/- dévfiatfion standard de 3 expérfimentatfions findépendantes. 

Les barres d’erreur représentent fles dévfiatfions standards. * représente p ≤ 0.05. 

BA

0.0 1.0 2.5 5.0 7.5 10.0

0

20

40

60

80

100

120

C
efl
fl
Vfi
ab
fifl
fit
y
(
%)

Abexfinostat (µM)

* * * * *
# #§

* * * *
# ## #

§§ §

"

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 5.0

C
efl
fl
Vfi
ab
fifl
fit
y
(
%)

0

20

40

60

80

100

120

Abexfinostat (µM)

Su
r
vfi
vfi
n
g 
fr
ac
tfi
o
n

Su
r
vfi
vfi
n
g 
fr
ac
tfi
o
n
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survfie cflonogénfique de manfière dose-dépendante dans fles deux flfignées testées, fles ceflflufles A549 
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étant pflus résfistantes à fl’firradfiatfion et à fla combfinafison (firradfiatfion et abexfinostat) que fles ceflflufles 

H460. L’exposfitfion à fl’abexfinostat 24 h avant firradfiatfion, rédufit sfignfifficatfivement fla fractfion de 

ceflflufles survfivantes à 6 Gy (que fl’on appeflfle fla SF6) pour fles deux flfignées étudfiées en normoxfie 

(O² = 21%). 

 

Ffigure 27 : L’abexfinostat combfiné à fl’firradfiatfion finhfibe fla survfie cflonogénfique des ceflflufles 

tumorafles en normoxfie (O² = 21%) 

Cflonogénficfité : Les ceflflufles A549 (C) et H460 (D) sont trafitées par 4h après 

ensemencement, fle mfiflfieu de cuflture est changé 24h après firradfiatfion et fles ceflflufles sont fincubées 

durant 10 à 14 jours. Pufis, fles cflones sont arrêtés et comptés (normaflfisatfion par rapport aux 

ceflflufles non trafitées). Le mfiflfieu de cuflture sans drogue a été utfiflfisé comme contrôfle. Les résufltats 

représentent fles moyennes +/- dévfiatfion standard de 3 expérfimentatfions findépendantes. Les 

barres d’erreur représentent fles dévfiatfions standards. * représente p ≤ 0.05. 

Affin de détermfiner sfi fl’effet observé pouvafit être un effet de cflasse nous avons montré que 

fl’admfinfistratfion de LBH 589 ou panobfinostat (un autre pan HDAC finhfibfiteur) en combfinafison avec 

fl’firradfiatfion finhfibe égaflement fla survfie cflonogénfique de manfière dose-dépendante dans fles deux 

flfignées testées ce qufi est cohérent avec fles données de fla flfittérature qufi sembflent en faveur de 

cette hypothèse (392
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Ffigure 28 : Le panobfinostat (LBH 589) combfiné à fl’firradfiatfion finhfibe fla survfie cflonogénfique 

des ceflflufles tumorafles en normoxfie (O² = 21%) 

Cflonogénficfité : Les ceflflufles A549 et H460 sont trafitées par LBH 589 4 h après 

ensemencement, fle mfiflfieu de cuflture est changé 24 h après firradfiatfion et fles ceflflufles sont fincubées 

durant 10 à 14 jours. Pufis, fles cflones sont arrêtés et comptés (normaflfisatfion par rapport aux 

ceflflufles non trafitées). Le mfiflfieu de cuflture sans drogue a été utfiflfisé comme contrôfle. Les résufltats 

représentent fles moyennes +/- dévfiatfion standard de 3 expérfimentatfions findépendantes. Les 

barres d’erreur représentent fles dévfiatfions standards. * représente p ≤ 0.05. 

Comme fles tumeurs humafines de CBNPC sont fle pflus souvent au mofins en partfie 

hypoxfiques et que fles ceflflufles hypoxfiques sont mofins radfiosensfibfles, nous avons vouflu testé fl’effet 

de fla combfinafison de fl’abexfinostat à fla radfiothérapfie sur fla survfie cflonogénfique en condfitfion 

hypoxfique (O² = 0.1% 24 h avant fle trafitement comme décrfit en annexe 1 dans fles matérfiefls et 

méthodes). Là aussfi nous avons montré une finhfibfitfion de fla survfie cflonogénfique de manfière dose-

dépendante dans fles deux flfignées testées.  

 

Ffigure 29 : L’abexfinostat combfiné à fl’firradfiatfion finhfibe fla survfie cflonogénfique des ceflflufles 

tumorafles en hypoxfie (O² = 0.1%) 

Cflonogénficfité : Les ceflflufles A549 (E) et H460 (F) sont pflacées 24h en condfitfions 

hypoxfiques (O² = 0.1%) 4 h après ensemencement, trafitées par abexfinostat, fle mfiflfieu de cuflture 

est changé 24 h après firradfiatfion et fles ceflflufles sont fincubées durant 10 à 14 jours. Pufis, fles 
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cflones sont arrêtés et comptés (normaflfisatfion par rapport aux ceflflufles non trafitées). Le mfiflfieu de 

cuflture sans drogue a été utfiflfisé comme contrôfle. Les résufltats représentent fles moyennes +/- 

dévfiatfion standard de 3 expérfimentatfions findépendantes. Les barres d’erreur représentent fles 

dévfiatfions standards. * p ≤ 0.05. 

Bfien que fles ceflflufles sofient mofins radfiosensfibfles en condfitfions hypoxfiques, fl’effet de fla 

combfinafison avec fl’abexfinostat reste sfignfifficatfif et dose dépendent. Le caflcufl des rapports α/β 

(correspondant à fla dose en Gy pour flaqueflfle fla mortaflfité ceflfluflafire est autant due à fla composante 

flfinéafire qu’à fla composante quadratfique de fl’équatfion flfinéafire quadratfique qufi caractérfise fles 

courbes de survfie cflonogénfique) et des ratfios de sensfibfiflfisatfion (sensfitfizatfion enhancement ratfios : 

SER) à 10 % de survfie ceflfluflafire (SER10 : Ratfio de fla dose d’firradfiatfion permettant d’obtenfir 10 % 

de survfie ceflfluflafire sans trafitement par abexfinostat et de fla dose d’firradfiatfion permettant d’obtenfir 

10 % de survfie ceflfluflafire avec abexfinostat) conffirme une radfiosensfibfiflfisatfion par fl’abexfinostat en 

normoxfie et en hypoxfie. 

Tabfleau 4 - Estfimatfion des paramètres α et β en condfitfions normoxfique et hypoxfique pour 

A549 et H460 
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Estfimatfion des D37 et D10 (doses permettant d’obtenfir respectfivement 37 % et 10 % de 

survfie ceflfluflafire cflonogénfique). Les résufltats représentent fles moyennes +/- dévfiatfion standard de 

2 à 5 expérfimentatfions findépendantes comme findfiqué dans fle tabfleau.  

Pour fles ceflflufles A549 trafitées par abexfinostat 0.7 µM 24 h avant firradfiatfion fla moyenne 

des SER10 est de 1.6 [1.33-1.8] en normoxfie et 2.5 [2.04-2.81] en hypoxfie. Pour fles ceflflufles H460 

trafitées par abexfinostat 0.2µM dans fles mêmes condfitfions, fla moyenne des SER10 est de 1.6 

[1.44- 1.92] en normoxfie et 1.8 [1.70-2.98] en hypoxfie. Les D37 et D10 (doses pour flesqueflfles on 

observe une survfie cflonogénfique de  37% et 10% respectfivement) correspondantes sont findfiquées 

dans fle tabfleau cfi-dessus. Pour fles deux flfignées étudfiées fla D10 est sfignfifficatfivement dfimfinuée 

par fl’adjonctfion d’abexfinostat en normoxfie comme en hypoxfie. Les courbes théorfiques de survfie 

cflonogénfique par extrapoflatfion du modèfle flfinéafire quadratfique à partfir des données mesurées en 

hypoxfie et en normoxfie sont représentées cfi-dessous. 

 

Ffigure 30 : modéflfisatfion flfinéafire quadratfique des courbes de survfie cflonogénfique en 

normoxfie et hypoxfie pour A549 et H460 

Modèfle flfinéafire quadratfique théorfique caflcuflé par extrapoflatfion des données 

expérfimentafles pour fles ceflflufles A459 (C, E) et H460 (D, F) en normoxfie (O² = 21%) (C, D) et en 

hypoxfie (O² = 0.1%) (E, F). 

Après étude des fisoboflogrammes correspondants, un effet addfitfif est retrouvé en normoxfie 

et un effet supra addfitfif est retrouvé en hypoxfie pour A549 et H460. 
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Ffigure 31 : Effet supra-addfitfif de fla combfinafison firradfiatfion et abexfinostat sur fles ceflflufles de 

CBNPC fin vfitro en condfitfions hypoxfiques 

Isoboflogrammes pour une fractfion survfivante de 10% pour fles ceflflufles A549 (G, I) et H460 

(H, J) en normoxfie (O² = 21%) (G, H) et en hypoxfie (O² = 0.1%) (I, J). 

En expflorant fla séquence optfimafle de trafitement en normoxfie, nous avons montré que 

fl’admfinfistratfion d’abexfinostat en concomfitant de fl’firradfiatfion sans prétrafitement par abexfinostat ne 

modfiffie pas sfignfifficatfivement fla fractfion survfivante en comparafison avec fl’firradfiatfion seufle. 

L’abexfinostat donné en concomfitant n’a donc pas d’effet radfio sensfibfiflfisant. L’effet radfio 

sensfibfiflfisant de fl‘abexfinostat dépend donc de fla séquence thérapeutfique. 
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Ffigure 32 : L’effet radfio sensfibfiflfisant de fl’abexfinostat combfiné à fl’firradfiatfion dépend de fla 

séquence thérapeutfique : Absence d’effet radfio sensfibfiflfisant de fla combfinafison concomfitante sur fles 

ceflflufles tumorafles en normoxfie (O² = 21%) 

Cflonogénficfité : Les ceflflufles A549 (A) et H460 (B) sont trafitées par 4h après 

ensemencement par firradfiatfion et abexfinostat aux doses findfiquées, fle mfiflfieu de cuflture est changé 

24h après firradfiatfion et fles ceflflufles sont fincubées durant 10 à 14 jours. Pufis, fles cflones sont 

arrêtés et comptés (normaflfisatfion par rapport aux ceflflufles non trafitées). Le mfiflfieu de cuflture sans 

drogue a été utfiflfisé comme contrôfle. Les résufltats représentent fles moyennes +/- dévfiatfion 

standard de 3 expérfimentatfions findépendantes. Les barres d’erreur représentent fles dévfiatfions 

standards. Ifl n’est pas retrouvé de dfifférence statfistfiquement sfignfifficatfive entre fles dfifférentes 

courbes. 

L’augmentatfion du nfiveau d’expressfion de fl’hfistone H3 acétyflé est utfiflfisée dans fla 

flfittérature comme marqueur fonctfionnefl refflétant fl’actfivfité finhfibfitrfice des HDAC (393). Pour 

conffirmer fl’actfivfité HDAC finhfibfitrfice de fl’abexfinostat aux doses utfiflfisées et dans nos condfitfions 

expérfimentafles, nous avons mesuré fl’expressfion de fl’hfistone H3 acétyflé sur fles ceflflufles A549 et 

H460 en normoxfie (O² 21%). Les ceflflufles ont été trafitées aux doses crofissantes d’abexfinostat 

findfiquées sur fla ffigure 33 pendant 24 h pufis firradfiées à 4 Gy. Les nfiveaux d’expressfion de fl’hfistone 

H3 acétyflé ont été mesurés par western bflot (comme findfiqué en annexe 1 dans fles matérfiefls et 

méthodes), 1 h et 24 h après firradfiatfion. Nous avons afinsfi observé une augmentatfion de 

fl’acétyflatfion de fl’hfistone H3 sous fl’effet de fl’abexfinostat de manfière concentratfion dépendante et 

temps dépendante dans fles deux flfignées ceflfluflafires étudfiées. Une augmentatfion sfignfifficatfive de 

fl’acétyflatfion de fl’hfistone H3 a été observée dès 1 h après fl’heure d’firradfiatfion et cette 

augmentatfion persfiste après 24 h. 
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Ffigure 33 : Actfivfité HDAC  finhfibfitrfice de fl’abexfinostat en normoxfie: augmentatfion du nfiveau 

de fl’hfistone H3 acétyflé 

 

Evafluatfion de fl’acétyflatfion des hfistones H3 par western bflot 1h et 24h après firradfiatfion sur 

ceflflufles A549 (G) et H460 (H). GADPDH est utfiflfisé comme contrôfle de dépôt. IR = firradfiatfion. Les 

Western bflots présentés dans cette ffigure sont représentatfifs des 3 expérfimentatfions 

findépendantes effectuées (n = 3). 

Affin de conffirmer nos condfitfions expérfimentafles nous avons évaflué par Western bflot 

fl’expressfion de HIF1-aflpha, protéfine dont fl’expressfion est findufite  en condfitfions hypoxfiques.  Nous 

avons montré une augmentatfion du nfiveau d’expressfion d’HIF1-aflpha dans nos condfitfions 

expérfimentafles d’hypoxfie (O² = 0.1%) dans fles deux flfignées étudfiées dès 4 h d’hypoxfie et de 

manfière persfistante après 24 h d’hypoxfie. 

 

Ffigure 34 : L’augmentatfion d’expressfion d’HIF1-aflpha conffirme fla vaflfidfité de nos condfitfions 

expérfimentafles hypoxfiques 

Evafluatfion de fl’expressfion d’HIF1-aflpha par western bflot 1h, 4h et 24h après fincubatfion en 

hypoxfie (O²= 0.1%) sur ceflflufles A549 (A) et H460 (B). GADPDH est utfiflfisé comme contrôfle de 

dépôt. Les Western bflots présentés dans cette ffigure sont représentatfifs des 3 expérfimentatfions 

findépendantes effectuées (n = 3). 

Pour conffirmer fl‘actfivfité HDAC finhfibfitrfice de fl’abexfinostat en condfitfions hypoxfiques, nous 

avons égaflement évaflué fle nfiveau d’expressfion des hfistones H3 acétyflés  sur nos deux flfignées  en 

condfitfions hypoxfiques (O² = 0.1%) par western bflot (comme findfiqué en annexe 1 dans fles 

matérfiefls et méthodes), à 1 h, 4 h, 6 h et 24 h d’exposfitfion à fl’abexfinostat 0.2 µM. Nous avons 

afinsfi observé une augmentatfion de fl’acétyflatfion de fl’hfistone H3 sous fl’effet de fl’abexfinostat dans 
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fles deux flfignées ceflfluflafires étudfiées. Une augmentatfion sfignfifficatfive de fl’acétyflatfion de fl’hfistone 

H3 a été observée dès 1 h après fl’exposfitfion à fl’abexfinostat et cette augmentatfion persfiste à 24 h 

d’exposfitfion. 

 

Ffigure 35 : Actfivfité HDAC  finhfibfitrfice de fl’abexfinostat en hypoxfie: augmentatfion du nfiveau de 

fl’hfistone H3 acétyflé 

Evafluatfion de fl’acétyflatfion des hfistones H3 par western bflot à 1 h, 4 h, 6 h et 24 h 

d’exposfitfion à fl’abexfinostat sur ceflflufles A549 (A) et H460 (B). L’actfine est utfiflfisée comme contrôfle 

de dépôt. Les Western bflots présentés dans cette ffigure sont représentatfifs des 3 

expérfimentatfions findépendantes effectuées (n = 3). 

 

3.1.2.2 L’Abexfinostat findufit fl’apoptose des ceflflufles de CBNPC fin vfitro en normoxfie 

et majore fl’apoptose radfio-findufite 

Après trafitement de ceflflufles H460 par abexfinostat seufl ou en combfinafison avec 

fl’firradfiatfion à 4 Gy nous avons montré une augmentatfion de fla fractfion ceflfluflafire en sub-G1 

(correspondant aux ceflflufles mortes possfibflement apoptotfiques) dépendante de fla concentratfion 

d’abexfinostat et du temps. En effet, après 24h de trafitement par abexfinostat aux concentratfions 

findfiquées dans fla Ffigure 36, fles ceflflufles H460 ont été firradfiées à fla dose de 4 Gy en normoxfie et 

une anaflyse de fla dfistrfibutfion des ceflflufles dans fle cycfle ceflfluflafire a été réaflfisée par cytométrfie de 

fflux (FACS) 1 h, 24 h et 48 h après fl’heure d’firradfiatfion. Nous avons observé une augmentatfion de 

fla popuflatfion ceflfluflafire en phase sub-G1 après exposfitfion à fl’abexfinostat dès 0.2 µM et dès 24 h 

après fl’heure de fl’firradfiatfion (Ffigure 36 B). Cette augmentatfion est pflus marquée pour une 

concentratfion pflus forte d’abexfinostat (2µM) et un temps pflus flong (48 h) (Ffigure 36 A et B). De 

même, une dépflétfion de fla popuflatfion de ceflflufles H460 en phase S a été retrouvée après 

exposfitfion à fl’abexfinostat 2 µM (Ffigure 36 B). En combfinant fl’abexfinostat 0.2 µM et fl’firradfiatfion 4 

Gy (déflfivrée après 24 h d’exposfitfion à fla drogue) on observe une majoratfion sfignfifficatfive de fl’effet 

flfié à fla drogue seufle ou à fl’firradfiatfion seufle (Ffigure 36 B). En revanche, nous n’avons pas observé 

d’augmentatfion de fla popuflatfion en subG1 florsque fl’abexfinostat étafit donné de manfière 

concomfitante à fl’firradfiatfion et non pas pendant 24 h avant fl’firradfiatfion. 
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Ffigure 36 : L’abexfinostat findufit une augmentatfion concentratfion dépendante de fla popuflatfion 

de H460 en subG1 

Les ceflflufles H460 ont été trafitées 24 h aux concentratfions findfiquées d’abexfinostat pufis 

firradfiées (4 Gy) ou non. La dfistrfibutfion des ceflflufles dans fles dfifférentes phases du cycfle ceflfluflafire 
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a été anaflysée par cytométrfie de fflux 1 h (B), 24 h (B) et 48 h (A, B) après firradfiatfion. L’anaflyse en 

cytométrfie de fflux (A) représente fle résufltat d’une des 3 expérfimentatfions findépendantes réaflfisées. 

Les hfistogrammes (B) représentent fles moyennes +/- dévfiatfions standards (n = 3; t-test; *P < 0.05; 

**P < 0.01). Les barres d’erreur représentent fles dévfiatfions standards. 

Affin de détermfiner sfi fl’augmentatfion de fla fractfion ceflfluflafire en subG1 correspond à une 

augmentatfion de fla popuflatfion en apoptose, nous avons réaflfisé un marquage à fl’fiodure de 

propfidfium (PI), qufi est un agent fintercaflant des acfides nucfléfiques (fl'ADN ou fl'ARN) et une 

moflécufle ffluorescente, utfiflfisé comme marqueur de fl'ADN affin de marquer fle noyau des ceflflufles 

ayant perdu fleur fintégrfité membranafire flors de fl’apoptose tardfive et de fla mort ceflfluflafire. Nous 

avons égaflement utfiflfisé un marquage au 3.3’ dfihexyfloxacarbocyanfine fiodfide (DIOC6), qufi marque 

fles mfitochondrfies et dont fla dfimfinutfion témofigne de fla réductfion du potentfiefl transmembranafire 

mfitochondrfiafl au cours de fl’apoptose. 

  

https://fr.wikipedia.org/wiki/Intercalation_(chimie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_d%C3%A9soxyribonucl%C3%A9ique
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Ffigure 37 : L’abexfinostat findufit une augmentatfion concentratfion dépendante de fl’apoptose 

des ceflflufles H460 

 

Les ceflflufles H460 ont été trafitées 24 h aux concentratfions findfiquées d’abexfinostat pufis 

firradfiées (4 Gy) ou non. La dfistrfibutfion des ceflflufles dans fles dfifférentes phases du cycfle ceflfluflafire 

a été anaflysée par cytométrfie de fflux 24 h (C, D) et 48 h (C) après firradfiatfion. L’anaflyse en 

cytométrfie de fflux (C) représente fle résufltat d’une des 3 expérfimentatfions findépendantes 

réaflfisées. Les hfistogrammes (D) représentent fles moyennes +/- dévfiatfions standards (n = 3; t-test; 

*P < 0.05; **P < 0.01). Les barres d’erreur représentent fles dévfiatfions standards. La popuflatfion 

DIOC-/PI+ correspond aux ceflflufles mortes en apoptose tardfive. La popuflatfion DIOC-/PI- 

correspond aux ceflflufles en apoptose précoce (dépoflarfisatfion de fla membrane mfitochondrfiafle mafis 

membrane pflasmfique sans perte d’fintégrfité) 

L’Abexfinostat augmente de manfière sfignfifficatfive fla mortaflfité ceflfluflafire comparatfivement 

aux contrôfles seufls afinsfi qu’aux contrôfles firradfiés comme en témofigne fl’augmentatfion de fla 

popuflatfion de ceflflufles H460 DIOC6-/PI+ (Ffigure 37 C, D). De pflus, fl’abexfinostat augmente 

égaflement fla popuflatfion de ceflflufle H460 DIOC6-/PI- 48h après firradfiatfion ce qufi suggère une 

augmentatfion de fla popuflatfion en apoptose précoce présentant une dépoflarfisatfion de fleur 

membrane mfitochondrfiafle (Ffigure 37 C, D). 
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3.1.2.3 L’apoptose des ceflflufles H460 findufite par fl’abexfinostat est caspase 

dépendante et fimpflfique fla vofie mfitochondrfiafle 

Affin de précfiser sfi fl’apoptose findufite par fl’abexfinostat est caspase dépendante, nous 

avons utfiflfisé un marquage au PI et à fl’annexfine V (protéfine avec une forte afffinfité pour fles 

phosphatfidyflsérfines qufi sont exposées à fla face extraceflfluflafire de fla membrane pflasmfique dès fle 

début de fl’apoptose, cette protéfine est donc utfiflfisée comme marqueur d’apoptose) avec ou sans Z-

vad (un finhfibfiteur des caspases et donc de fl’apoptose caspase dépendante). Les ceflflufles H460 ont 

été trafitées pendant 24 h par abexfinostat aux concentratfions findfiquées sur fla Ffigure 38 pufis 

firradfiées (4 Gy) ou non. L’anaflyse en cytométrfie de fflux a été réaflfisée 24 h et 48 h après firradfiatfion 

(Ffigure 38 A, B) 

 

A 
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B 

 

Ffigure 38 : L’apoptose findufite par fl’abexfinostat est caspase dépendante 

Les ceflflufles H460 ont été trafitées 24 h (A) ou 48h (B) aux concentratfions findfiquées 

d’abexfinostat pufis firradfiées (4 Gy) ou non. Les hfistogrammes (A, B) représentent fles moyennes +/- 

dévfiatfions standards (n = 3; t-test; *P < 0.05; **P < 0.01). Les barres d’erreur représentent fles 

dévfiatfions standards. A+ = ceflflufles avec marquage posfitfif (+) ou non (-) à fl’annexfine V. PI+/- = 

ceflflufles avec marquage posfitfif (+) ou non (-) au PI. La popuflatfion annexfine V+/PI- correspond aux 

ceflflufles en apoptose précoce. La popuflatfion annexfine V+/PI+ correspond aux ceflflufles mortes par 

apoptose. 

Le Z-vad dfimfinue sfignfifficatfivement fla popuflatfion de ceflflufles annexfine V+/PI- 

(correspondant aux ceflflufles en apoptose précoce) trafitées par abexfinostat à 0.2 µM et 2 µM 

comparatfivement aux ceflflufles contrôfles dans du mfiflfieu de cuflture sans abexfinostat à 24 et 48 h 

(Ffigure 38 A, B). Nous avons égaflement montré que fl’apoptose caspase dépendante est 

sfignfifficatfivement augmentée par fla combfinafison abexfinostat et firradfiatfion par rapport à fl’firradfiatfion 

seufle (Ffigure 38 A, B). Les ceflflufles trafitées par abexfinostat à 0.2 µM présentent une mortaflfité 

ceflfluflafire modérément augmentée aflors que fles ceflflufles trafitées par fla combfinafison abexfinostat à 

0.2 µM et firradfiatfion présentent une augmentatfion sfignfifficatfive de fl’apoptose caspase dépendante  

à 24 h et 48 h (Ffigure 38 A, B). En revanche, fl’exposfitfion à de pflus fortes concentratfions 
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d’abexfinostat (2 µM) seufl est assocfiée à une pflus forte mortaflfité ceflfluflafire (popuflatfion annexfine 

V+/PI+). A cette dose (2 µM), fla combfinafison abexfinostat et radfiothérapfie n’a pas montré de 

majoratfion sfignfifficatfive de fl’apoptose caspase dépendante par rapport au trafitement par 

abexfinostat (2 µM) seufl possfibflement du fafit de fla forte cytotoxficfité de fl’abexfinostat seufl à cette 

concentratfion. En effet, on observe un taux moyen de mortaflfité ceflfluflafire de 20.9 % et 34.2 % à 24 

h et 48 h respectfivement sous abexfinostat 2 µM (Ffigure 38 A, B). 

Pour vaflfider ces résufltats nous avons évaflué fl’actfivatfion de fla caspase 3 en anaflysant fle 

cflfivage de fla caspase 3 et fle reflargage du cytochrome C dans fles ceflflufles H460 par fimmun 

marquage (comme findfiqué en annexe 1 dans fles matérfiefls et méthodes). Nous avons montré que 

fl’abexfinostat à 0.2 µM augmente sfignfifficatfivement fle taux basafl et post firradfiatfion de caspase 3 

cflfivée et de cytochrome C reflargué 1 h et 24 h après firradfiatfion (Ffigure 39 C-E). 
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Ffigure 39 : L’apoptose findufite par fl’abexfinostat est médfiée par fla dépoflarfisatfion 

mfitochondrfiafle et fl’actfivatfion de fla caspase 3 

Les ceflflufles H460 ont été trafitées aux concentratfions findfiquées d’abexfinostat (0.2 ou 2 

µM), fle mfiflfieu de cuflture sans abexfinostat servant de contrôfle, pendant 24 h avant firradfiatfion (0 ou 

4 Gy). La caspase 3 cflfivée (utfiflfisée comme marqueur d’apoptose) (C, E) et fle reflargage du 

cytochrome C (utfiflfisé comme marqueur de fla dépoflarfisatfion mfitochondrfiafle) (C, D) ont été évaflué 1 

h et 24 h après firradfiatfion par fimmun marquage. Les ceflflufles caspase 3 cflfivée posfitfive (en vert) et 

fles ceflflufles présentant un reflargage du cytochrome C (en rouge) ont été comptées au mficroscope 

avec 300 ceflflufles comptées par condfitfion expérfimentafle (D, E). Les hfistogrammes représentent 

fles moyennes +/- dévfiatfions standards (n = 3; t-test; *P < 0.05; **P < 0.01). Les barres d’erreur 

représentent fles dévfiatfions standards. 

Ces données sont conffirmées par une augmentatfion du nfiveau d’expressfion de fla 

caspase 3 cflfivée après exposfitfion à fl’abexfinostat 2 µM seufl ou en combfinafison avec fl’firradfiatfion 

comme fle montre fle Western bflot sufivant 24 h après firradfiatfion (Ffigure 40). 

 

Ffigure 40 : L’abexfinostat augmente fle nfiveau d’expressfion de fla caspase 3 cflfivée 

Evafluatfion par Western bflot du nfiveau d’expressfion de fla caspase 3 actfivée dans fles 

ceflflufles H460 24h après firradfiatfion. Les ceflflufles ont été trafitées par abexfinostat 2 µM pendant 24 h 

pufis firradfiées (0 ou 4 Gy). L’actfivatfion de fla caspase 3 résuflte de son cflfivage adjacent à une 
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asparagfine 175 (cfleaved caspase 3 Asp 175). L’actfine est utfiflfisée comme contrôfle de dépôt. Les 

Western bflots présentés dans cette ffigure sont représentatfifs des 3 expérfimentatfions 

findépendantes effectuées (n = 3). 

 

3.1.2.4 L’abexfinostat augmente fle nombre et fla persfistance des cassures doubfle 

brfin de fl’ADN (CDB) findufites par fl’firradfiatfion dans fles ceflflufles H460  

Nous avons évaflué fles focfi ƔH2AX and p53BP1 par fimmunoffluorescence comme 

marqueurs des CDB de fl’ADN (Ffigure 41 A, B).  
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Ffigure 41 : L’abexfinostat majore fles CDB radfio-findufites de manfière proflongée 

 

Les ceflflufles H460 ont été trafitées par abexfinostat 0.2 µM pendant 24 h pufis firradfiées (0 ou 

4 Gy). Les focfi ƔH2AX and p53BP1 ont été évaflué par fimmunoffluorescence 1 h et 24 h 

après firradfiatfion. Sur fles fimages en mficroscopfie à ffluorescence cfi-dessus fles focfi ƔH2AX 

sont marqués en rouge, fles focfi p53BP1 en vert et fles noyaux sont marqués au DAPI en 

bfleu. Les focfi de 300 ceflflufles par condfitfion ont été comptés sur chacune des 3 

expérfimentatfions findépendantes réaflfisées. Les hfistogrammes représentent fles moyennes 

du nombre de focfi par ceflflufle +/- dévfiatfions standards (n = 3; t-test; *P < 0.05; **P < 0.01). 

Les barres d’erreur représentent fles dévfiatfions standards. 

Nous avons observé, 1 h après firradfiatfion seufle, une augmentatfion des focfi ƔH2AX et 

p53BP1 dont fle taux revfient au nfiveau basafl après 24 h ce qufi correspond à une réparatfion des 

CDB à 24 h comme attendu (Ffigure 41 A, B). Nous avons montré que fle prétrafitement par 

abexfinostat avant firradfiatfion augmente fle nombre de focfi ƔH2AX et p53BP1 après firradfiatfion dans 

fles ceflflufles H460 (Ffigure 41 A, B). Nos résufltats findfiquent que fles CDB de fl’ADN persfistent de 

manfière pflus proflongée après fla combfinafison abexfinostat et firradfiatfion qu’après firradfiatfion seufle 

(Ffigure 41 A, B). En effet, flors du trafitement par fla combfinafison abexfinostat et firradfiatfion, 24 h 

après firradfiatfion, fifl persfiste un taux éflevé de focfi ce qufi suggère une afltératfion des capacfités de 

réparatfion de fl’ADN sous fl’effet de fla combfinafison avec fl’abexfinostat (Ffigure 41 A, B). 

L’augmentatfion du nfiveau d’expressfion de phospho-H2AX findufite par fl’abexfinostat à 2 µM 

dans fles ceflflufles H460 24 h après firradfiatfion que nous avons montrée par Western bflot est 

égaflement en faveur d’une finductfion par fl’abexfinostat de dommages persfistants à type de CDB. 

En effet, nous avons observé une augmentatfion de fl’expressfion de phospho-H2AX 1h après 
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firradfiatfion (0 ou 4 Gy) dans fles ceflflufles H460 trafitées par abexfinostat 2 µM seufl ou en 

combfinafison avec fl’firradfiatfion mafis cette augmentatfion est pflus marquée 24 h après firradfiatfion. 

Cecfi corrobore fla persfistance proflongée de CDB sous fl’effet de fla combfinafison abexfinostat et 

radfiothérapfie et cecfi de manfière pflus marquée qu’avec fl’abexfinostat seufl (Ffigure 42). De pflus, 24 

h après firradfiatfion fla combfinafison abexfinostat 0.2 µM et firradfiatfion entraîne une augmentatfion du 

nfiveau d’expressfion de phospho-H2AX ce qufi n’est pas fle cas pour fl’abexfinostat 0.2 µM seufl. 

 

Ffigure 42 : L’abexfinostat augmente fl’expressfion de phospho-H2AX de manfière proflongée 

 

Evafluatfion par Western bflot du nfiveau d’expressfion de phospho-H2AX (pH2AX) dans fles 

ceflflufles H460 1 h et 24 h après firradfiatfion. Les ceflflufles ont été trafitées par abexfinostat 0.2 µM ou 

2 µM pendant 24 h pufis firradfiées (0 ou 4 Gy). L’actfine (actfin) est utfiflfisée comme contrôfle de dépôt. 

Les Western bflots présentés dans cette ffigure sont représentatfifs des 3 expérfimentatfions 

findépendantes effectuées (n = 3). 

 

3.1.2.5 L’abexfinostat dfimfinue fla sfignaflfisatfion et fla réparatfion des dommages de 

fl’ADN findufits par fl’firradfiatfion dans fles ceflflufles H460  

Pufisque fles dommages persfistants de fl’ADN peuvent être dus à un défaut de réparatfion de 

fl’ADN, nous avons fafit fl’hypothèse que fl’abexfinostat peut afltérer fles mécanfismes de réparatfion de 

fl’ADN. Pour tester cette hypothèse, nous avons évaflué fl’expressfion de protéfines du compflexe 

MRE11/Rad50/NBS1 (MRN), qufi finfitfie fles prfincfipaux mécanfismes de réparatfion des CDB de 

fl’ADN, comme nous fl’avons vu en fintroductfion. Nous avons évaflué fle nfiveau d’expressfion des 

protéfines MRE11 et NBS1 par Western bflot et nous avons montré une dfimfinutfion dose 

dépendante de fl’expressfion de ces deux protéfines modérée 1 h après firradfiatfion et pflus marquée 

24 h après firradfiatfion (Ffigure 43 A, B).  
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Ffigure 43 : L’abexfinostat dfimfinue fl’expressfion de MRE11, NBS1 et Rad51 de manfière temps et 

dose dépendante 

Evafluatfion par Western bflot du nfiveau d’expressfion de MRE11, NBS1 et Rad51 dans fles 

ceflflufles H460 1 h (A) et 24 h (B) après firradfiatfion. Les ceflflufles ont été trafitées par abexfinostat 0.2 

µM ou 2 µM pendant 24 h pufis firradfiées (0 ou 4 Gy). L’actfine (actfin) est utfiflfisée comme contrôfle de 

dépôt. Les Western bflots présentés dans cette ffigure sont représentatfifs des 3 expérfimentatfions 

findépendantes effectuées (n = 3). 
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On observe 24 h après firradfiatfion (Ffigure 43 B), une nette dfimfinutfion des protéfines 

MRE11 et NBS1 florsque fl’on combfine fl’abexfinostat et fl’firradfiatfion par rapport à fl’abexfinostat seufl y 

comprfis pour une concentratfion de 0.2 µM. Cecfi suggère une afltératfion des capacfités d’finfitfiatfion 

du processus de réparatfion des cassures doubfle-brfin par HR et/ou NHEJ qufi sont fles 2 vofies 

prfincfipafles de réparatfion de cassures doubfle-brfin survenant après firradfiatfion. Pufisque Rad51 est 

fl’une des protéfines cflé de fla réparatfion de fl’ADN par HR nous avons décfidé d’étudfier son 

fimpflficatfion dans fla persfistance des dommages observés dans nos travaux. Les ceflflufles H460 ont 

été trafitées aux concentratfions crofissantes d’abexfinostat findfiquées sur fla Ffigure 43 24 h avant 

firradfiatfion (0 ou 4 Gy). Nous avons montré par Western bflot que fle nfiveau d’expressfion de Rad51 

une heure après firradfiatfion est modérément dfimfinué dans fles ceflflufles trafitées par abexfinostat seufl 

(Ffigure 43 A). Lorsque fl’on combfine fl’abexfinostat à fl’firradfiatfion à 4 Gy des résufltats sfimfiflafires sont 

observés (Ffigure 43 A). Cependant, cette dfimfinutfion est pflus marquée 24 heures après firradfiatfion 

pour fles ceflflufles trafitées par abexfinostat et firradfiatfion (Ffigure 43 B). La dfimfinutfion du nfiveau 

d’expressfion de Rad51 est à fla fofis temps dépendante et dose dépendante. L’exposfitfion à 

fl’abexfinostat 0.2 µM combfinée à fl’firradfiatfion potentfiaflfise fla dfimfinutfion d’expressfion de Rad51 en 

comparafison avec fle trafitement par abexfinostat seufl à fla même dose (Ffigure 43 B). Ces résufltats 

sont corroborés par fl’étude en fimmunohfistochfimfie que nous avons réaflfisée en marquant fles focfi 

Rad51. 

 

 



 

118 

 

Ffigure 44 : L’abexfinostat rédufit fle nombre de focfi Rad51radfio-findufits 

Les ceflflufles H460 ont été trafitées par abexfinostat 0.2 µM pendant 24 h pufis firradfiées (0 ou 

4 Gy). Les focfi Rad51 ont été évaflué par fimmunoffluorescence 1 h et 24 h après firradfiatfion. 

Sur fles fimages en mficroscopfie à ffluorescence cfi-dessus fles focfi Rad51 sont marqués en 

rouge et fles noyaux sont marqués au DAPI, en bfleu. Les focfi de 300 ceflflufles par condfitfion 

ont été comptés sur chacune des 3 expérfimentatfions findépendantes réaflfisées. Les 

hfistogrammes représentent fles moyennes du nombre de focfi par ceflflufle +/- dévfiatfions 

standards (n = 3; t-test; ***P < 0.005; ****P < 0.001). Les barres d’erreur représentent fles 

dévfiatfions standards. 

 

Comme attendu, après firradfiatfion seufle, nous avons observé une augmentatfion des focfi 

Rad51 une heure après firradfiatfion à 4 Gy. Le taux de ces focfi après firradfiatfion seufle revfient au 

nfiveau du taux contrôfle (ceflflufles non trafitées, non firradfiées) 24 h après firradfiatfion. De pflus, pour 

fles ceflflufles trafitées par abexfinostat et firradfiatfion, fla dfimfinutfion du nombre de focfi Rad51 par 

rapport à fl’firradfiatfion seufle persfiste à 24 h (Ffigure 44). 
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3.1.2.6 L’abexfinostat potentfiaflfise fle retard de crofissance tumorafle en combfinafison 

avec dfifférentes modaflfités thérapeutfiques avec une toxficfité acceptabfle fin 

vfivo dans des modèfles de CBNPC 

Nous avons ensufite évaflué fl’effet de fl’abexfinostat sur fla réponse à fl’firradfiatfion fin vfivo. Pour 

cefla, nous avons évaflué fla crofissance tumorafle de xénogreffes de ceflflufles A549 et H460 sur fle 

fflanc de sourfis nudes trafitées par abexfinostat et/ou firradfiatfion flocaflfisée dans un premfier temps. 

Les sourfis porteuses de tumeurs A549 ou H460 ont été trafitées par abexfinostat admfinfistré par 

finjectfion fintrapérfitonéafle (IP) à fla dose de 25 mg/kg x2/j avec 4 jours d’abexfinostat sufivfi de 3 jours 

sans,  pufis 4 jours d’abexfinostat sufivfi de 3 jours sans pufis 4 jours d’abexfinostat (schéma dfit « 4 

jours on / 3 jours off / 4 jours on / 3 jours off / 4 jours on» (comme findfiqué dans fles matérfiefls et 

méthodes) +/- firradfiatfion à fla dose de 2 Gy par fractfion et par jour fles jours 2, 3 et 4. 

 

 

Ffigure 45 : Schéma de trafitement de fla combfinafison abexfinostat et radfiothérapfie 

Le pofids des sourfis a été utfiflfisé comme un findficateur de fl’état générafl des sourfis et de fleur 

toflérance au trafitement. 
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Ffigure 46 : Sufivfi du pofids des sourfis 

Sufivfi du pofids des sourfis nudes porteuses de xenogreffes A459 (A) ou H460 (B) mesuré 2 

fofis par semafine pour fles 4 groupes de trafitement dans chaque expérfimentatfion (contrôfles (Co), 

trafitées au DMSO ; abexfinostat seufl, firradfiatfion seufle (IR), combfinafison abexfinostat et firradfiatfion).    

 

Nous avons afinsfi observé une perte de pofids moyen maxfimafle dans fles groupes trafités de 

12.4 % et 8.7 % au onzfième jour de trafitement, respectfivement dans fle groupe trafité par 

abexfinostat combfiné à fl’firradfiatfion et dans fle groupe trafité par abexfinostat seufl. Cette perte de 

pofids a compflètement récupéré à fl’arrêt du trafitement au 24
ème
 jour pour tous fles groupes trafités et 

a donc été consfidérée comme acceptabfle.  

Le trafitement par abexfinostat seufl provoque une finhfibfitfion sfignfifficatfive de fla crofissance 

tumorafle des xenogreffes A549 (p = 0.005) (Ffigure 47 A) et H460 (p = 0.0009) (Ffigure 47 B) de 

même ordre de grandeur que fl’firradfiatfion seufle. De manfière fintéressante, fla crofissance tumorafle 

des deux flfignées testées est sfignfifficatfivement retardée par fla combfinafison abexfinostat et 

radfiothérapfie comparée à un seufl de ces deux trafitements utfiflfisé findfivfidueflflement. Pour A549, 

nous avons observé un voflume tumorafl moyen de 464.54 mm3 (SEM = 28.02) dans fle groupe 

trafité par abexfinostat seufl versus 283.78 mm
3
 (SEM = 19.71) dans fle groupe trafité par fla 

combfinafison 46 jours après fle début du trafitement (p = 0.006) (Ffigure 47 A). Pour H460, fla 

crofissance tumorafle est bfien pflus rapfide que pour A549 avec un voflume tumorafl moyen de 688.13 

mm
3
 (SEM = 52.98) dans fle groupe trafité par abexfinostat seufl versus 331.77mm

3
 (SEM = 31.24) 

dans fle groupe trafité par fla combfinafison 18 jours après fle début du trafitement (p = 0.034) (Ffigure 

47 B). 



 

121 

 

    

Ffigure 47 : L’abexfinostat findufit un retard de crofissance tumorafle et majore fl’effet antfi tumorafl 

de fl’firradfiatfion 

Sufivfi du voflume tumorafl des xenogreffes A459 (A) ou H460 (B) mesuré 2 fofis par semafine 

pour fles 4 groupes de trafitement dans chaque expérfimentatfion (contrôfles (Co), trafitées au DMSO ; 

abexfinostat seufl, firradfiatfion seufle (IR), combfinafison abexfinostat et firradfiatfion). (n = 2 avec 10 

sourfis par groupe; t-test; *P < 0.05; **P < 0.01). Evafluatfion par Western bflot du nfiveau 

d’expressfion de fl’hfistone H3 acétyflé dans fles ceflflufles H460 4 h après fla deuxfième finjectfion 

d’abexfinostat du quatrfième jour consécutfif de trafitement par abexfinostat. La GAPDH est utfiflfisée 

comme contrôfle de dépôt. Les Western bflots présentés dans cette ffigure sont représentatfifs des 2 

expérfimentatfions findépendantes effectuées (n = 2). 

Pour conffirmer fla dfiffusfion de fla drogue au sefin de fla tumeur, nous avons mesuré fla 

concentratfion d’abexfinostat ex vfivo à partfir de broyats de tumeurs préflevées après 4 jours 

consécutfifs de trafitement (25 mg/kg bfiquotfidfien). Les concentratfions moyennes d’abexfinostat 

mesurées dans fles tumeurs sont de 477 ng/mfl, 428 ng/mfl et 73.4 ng/mfl respectfivement à 4 h, 7 h 

et 20 h de fla deuxfième finjectfion IP du jour dans fle groupe abexfinostat seufl. Pour évafluer fl’actfivfité 
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finhfibfitrfice des hfistones désacétyflases de fl’abexfinostat nous avons évaflué par Western bflot ex vfivo 

sur broyat tumorafl de ceflflufles H460 fl’acétyflatfion de fl’hfistone H3 dans fle groupe contrôfle et fle 

groupe trafité par abexfinostat après 4 jours consécutfifs de trafitement. L’augmentatfion du nfiveau de 

fl’hfistone H3 acétyflé dans fle groupe trafité par abexfinostat corrèfle avec fl’effet antfi tumorafl de 

fl’abexfinostat comme fle montre fla courbe de retard de crofissance tumorafle de fla Ffigure 47 B. 

Le retard de dévefloppement des ceflflufles cancéreuses dans fles xénogreffes se tradufit par 

un bénéffice en survfie pour fles deux modèfles de cancers puflmonafires étudfiés. Pour fles tumeurs 

A549 (Ffigure 48 A), fla survfie médfiane est de 24 jours dans fle groupe contrôfle, 41 jours dans fle 

groupe abexfinostat, 34 jours dans fle groupe radfiothérapfie, et 51 jours dans fle groupe recevant fla 

combfinafison abexfinostat et radfiothérapfie (p = 0,023 pour fla comparafison entre fla radfiothérapfie et 

fla combfinafison abexfinostat et radfiothérapfie). Le bénéffice absoflu en survfie est de 17 jours pour fle 

groupe trafité par abexfinostat, dfix jours pour fle groupe trafité par radfiothérapfie, et 27 jours pour fle 

groupe recevant fla combfinafison. Afinsfi, fle bénéffice en survfie d’un trafitement combfiné étafit égafl à fla 

somme des bénéffices en survfie de chacun des trafitements déflfivrés seufls, fl’abexfinostat et 

fl’firradfiatfion ont donc un effet addfitfif sur fla survfie. 
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Ffigure 48 : L’abexfinostat améflfiore fla survfie des sourfis porteuses de tumeur A549 et H460 

trafitées par radfiothérapfie +/- abexfinostat 

Courbes de Kapflan-Mefier présentant fla survfie des sourfis avec xénogreffe A549 (A) et 

H460 (B) pour fles 4 groupes de trafitement dans chaque expérfimentatfion (contrôfles (Co), 

trafitées au DMSO ; abexfinostat seufl, firradfiatfion seufle (IR), combfinafison abexfinostat et 

firradfiatfion). (10 sourfis par groupe; p = 0.023 (A) et p = 0.0013 (B), flog Rank test pour fles 

groupes radfiothérapfie versus abexfinostat pflus radfiothérapfie). 

 

Pour fles tumeurs H460 (Ffigure 48 B), fla survfie médfiane est de 15 jours dans fle groupe 

contrôfle, 23.5 jours dans fle groupe abexfinostat, 22 jours dans fle groupe radfiothérapfie, et 30 jours 

dans fle groupe recevant fla combfinafison abexfinostat et radfiothérapfie (p = 0,0013 pour fla 

comparafison entre fla radfiothérapfie et fla combfinafison abexfinostat et radfiothérapfie). Le bénéffice 

absoflu en survfie est de 8,5 jours pour fle groupe trafité par abexfinostat, sept jours pour fle groupe 

trafité par radfiothérapfie, et 15 jours pour fle groupe recevant fla combfinafison.  

Pufisque fle trafitement standard des CBNPC flocaflement avancés repose sur fla radfio 

chfimfiothérapfie concomfitante avec un doubflé de chfimfiothérapfie à base de pflatfine nous avons 

décfidé d’étudfier fla trfipfle combfinafison d’abexfinostat, firradfiatfion et cfispflatfine en fafisant fl’hypothèse 

que fla toxficfité flfimfitée observée flors de fla combfinafison abexfinostat-radfiothérapfie pourrafit permettre 

fl’adjonctfion de cfispflatfine à fla combfinafison préaflabflement testée et que fl’abexfinostat pourrafit 

renforcer fl’effet antfi tumorafl de fla combfinafison cfispflatfine-radfiothérapfie. Nous avons évaflué fla 

crofissance tumorafle de xénogreffes A549 chez des sourfis trafitées par abexfinostat et/ou cfispflatfine 

et/ou radfiothérapfie. Pour cefla nous avons testé dfifférents schéma thérapeutfiques en nous 

adaptant à fla toflérance du trafitement par fles sourfis. Nous avons aboutfi au schéma de trafitement 

où fles sourfis porteuses de tumeurs A549 ont été trafitées par abexfinostat admfinfistré par finjectfion 
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IP à fla dose de 25 mg/kg x 2/j avec 5 jours d’abexfinostat sufivfi de 4 jours sans, pufis 3 jours 

d’abexfinostat sufivfi de 3 jours sans pufis 5 jours d’abexfinostat (schéma dfit « 5 jours on / 4 jours off / 

3 jours on / 3 jours off / 5 jours on» +/- cfispflatfine admfinfistré par finjectfion IP à fla dose de 1 mg/kg x 

1/j fles jours 2 et 16, 1 h avant fl’firradfiatfion +/- firradfiatfion à fla dose de 2 Gy par fractfion et par jour 

fles jours 2, 3 et 4 (comme findfiqué dans fles matérfiefls et méthodes). 

 

 

Ffigure 49 : Schéma de trafitement de fla combfinafison abexfinostat +/- cfispflatfine +/- 

radfiothérapfie 

 

Le pofids des sourfis a été utfiflfisé comme un findficateur de fl’état générafl des sourfis et de fleur 

toflérance au trafitement. Le schéma de trafitement a été adapté à fla toflérance et au proffifl de 

toxficfité. Comme fle montre fla Ffigure 50 A, nous avons observé une perte de pofids moyen 

maxfimafle dans fles groupes trafités de 10.7 % pour fle groupe abexfinostat seufl et 6.9 % pour fle 

groupe abexfinostat et radfiothérapfie après 17 jours de trafitement. Pour fle groupe trafité par fla trfipfle 

combfinafison (abexfinostat, cfispflatfine et firradfiatfion), nous avons observé une perte de pofids 

maxfimafle de 9.4% au sfixfième jour de trafitement avec un effet marqué sur fla perte de pofids après 

chaque finjectfion de cfispflatfine déflfivrée fles 2
ème
 et 16

 ème
 jours de trafitement. Ces pertes de pofids 

ont totaflement récupéré à fl’arrêt du trafitement pour tous fles groupes au 25
ème
 jour. 
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Ffigure 50 : Sufivfi du pofids des sourfis flors de fla combfinafison abexfinostat +/- cfispflatfine +/- 

radfiothérapfie 

Sufivfi du pofids des sourfis nudes porteuses de xenogreffes A459 mesuré 2 fofis par semafine 

pour fles 8 groupes de trafitement dans chaque expérfimentatfion. Co = contrôfles, CDDP = cfispflatfine, 

IR = firradfiatfion). 

 

Le groupe trafité par abexfinostat en combfinafison à fl’firradfiatfion présente un retard de 

crofissance tumorafle par rapport au groupe trafité par abexfinostat seufl à fla flfimfite de fla sfignfifficatfivfité 

statfistfique (p = 0.05). Le groupe trafité par fla trfipfle combfinafison (abexfinostat, cfispflatfine et 

firradfiatfion)  présente un retard de crofissance tumorafle sfignfifficatfif en comparafison avec fle groupe 

trafité par cfispflatfine et firradfiatfion (p = 0.03) afinsfi qu’avec fle groupe trafité par abexfinostat seufl (p = 

0.004). 
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Ffigure 51 : L’abexfinostat majore fl’effet antfi tumorafl de fla combfinafison firradfiatfion et cfispflatfine 

Sufivfi du voflume tumorafl des xenogreffes A459 mesuré 2 fofis par semafine pour fles 8 

groupes de trafitement dans chaque expérfimentatfion (contrôfles (Co), trafitées au DMSO ; 

abexfinostat seufl, firradfiatfion seufle (IR), combfinafison abexfinostat et firradfiatfion). (n = 2 avec 10 

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

 

Le retard de dévefloppement des ceflflufles cancéreuses dans fles xénogreffes ayant un 

attefint une dfifférence sfignfifficatfive en terme de voflume nous avons sacrfiffié fles sourfis restantes à 

J51 et J65 pour des rafisons pratfiques bfien que fles sourfis restantes dans fles groupes trafités par 

Abexfinostat et cfispflatfine ; cfispflatfine et firradfiatfion afinsfi que abexfinostat, cfispflatfine et firradfiatfion 

n’afient même pas attefints 300mm
3
. Par conséquent, cecfi ne se tradufit pas par un bénéffice en 

survfie dans fle modèfle de cancers puflmonafires étudfiés (A549). Toutefofis, fla réaflfisatfion d’un test du 

Log Rank pour fla tendance (« Log Rank test for trend ») est statfistfiquement sfignfifficatfif (p = 0.0096) 

ce qufi suggère qu’avec un sufivfi pflus flong nous aurfions probabflement eu une dfifférence en survfie. 
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Ffigure 52 : Effet de fla trfipfle combfinafison par abexfinostat, cfispflatfine et firradfiatfion sur fla survfie 

des sourfis porteuses de tumeur A549 

Courbes de Kapflan-Mefier présentant fla survfie des sourfis avec xénogreffe A549 pour fles 8 

groupes de trafitement (Co = contrôfles, IR = firradfiatfion, CDDP = cfispflatfine). (10 sourfis par 

groupe; p = 0.25, flog Rank test pour fles groupes cfispflatfine et radfiothérapfie versus 

abexfinostat, cfispflatfine et radfiothérapfie). 

 

3.1.2.7 Evafluatfion de fl’effet de fla combfinafison abexfinostat et firradfiatfion sur fles 

tfissus safins puflmonafires fin vfivo  

Nous avons vu sur fles expérfiences précédemment décrfites que fla toflérance gflobafle de fla 

combfinafison d’abexfinostat et de radfiothérapfie présente une toflérance acceptabfle et une toxficfité 

gflobafle flfimfité florsque fl’on prend comme findficateur fle pofids des sourfis. Lors de fl’firradfiatfion de 

tumeurs puflmonafires fle facteur flfimfitant majeur est fle rfisque de ffibrose puflmonafire qufi fimpose des 

contrafintes de dose sur fles voflumes firradfiés. Ce rfisque pouvant être modfiffié par fl’assocfiatfion de 

drogues à fla radfiothérapfie fifl nous est apparu fimportant d’évafluer fle rfisque de ffibrose puflmonafire 

de fla combfinafison abexfinostat radfiothérapfie. Ce d’autant que, comme nous fl’avons vu en 

fintroductfion un effet antfi ffibrosant des HDACfi a été décrfit par certafins et que cecfi pourrafit 

constfituer une opportunfité d’escaflade de dose de radfiothérapfie. 
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Nous avons utfiflfisé un protocofle d’firradfiatfion thoracfique fractfionnée mfis en pflace en routfine 

dans notre unfité INSERM 1030, sur sourfis C57B6, sans greffe tumorafle, déflfivrant 9 x 3.5 Gy en 

combfinafison avec de fl’abexfinostat seflon un schéma d’admfinfistratfion fintensfiffié d’abexfinostat 

représenté cfi-dessous. L’abexfinostat a été donné 5j/7 sur 2 semafines aux doses de 100 ou 50 

mg/kg/j en une seufle finjectfion IP/j. L’abexfinostat a été débuté 48 h avant fl’firradfiatfion et fles jours 
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d’firradfiatfion fl’abexfinostat a été admfinfistré 1 h avant fl’firradfiatfion. Le pofids des sourfis a été utfiflfisé 

comme un findficateur de fl’état générafl des sourfis et de fleur toflérance au trafitement. Les 

préflèvements des poumons des sourfis ont été réaflfisés à 10 et 22 semafines du début du trafitement 

seflon fles groupes pufis ffixés et anaflysés en hfistoflogfie comme décrfit dans fles matérfiefls et 

méthodes affin de quantfiffier fles zones de ffibrose. 

 

Ffigure 53 : Schéma de trafitement du modèfle d’évafluatfion de fla ffibrose puflmonafire radfio 

findufite 

Nous avons observé une perte de pofids moyen maxfimafle dans fles groupes trafités de 12% 

en cours de trafitement. Cette perte de pofids a compflètement récupéré à fl’arrêt du trafitement pour 

tous fles groupes trafités et a donc été consfidérée comme acceptabfle.  

 

 

Ffigure 54 : Sufivfi du pofids des sourfis flors de fla combfinafison abexfinostat +/- radfiothérapfie 

Sufivfi du pofids des sourfis C57B6 mesuré 2 fofis par semafine pour fles 6 groupes de 

trafitement. (Co = contrôfles, CDDP = cfispflatfine, IR = firradfiatfion, S78 = abexfinostat), (n = 1, 6 sourfis 

par groupe) 

 

A 10 semafines, comme attendu fles sourfis contrôfles afinsfi que fles sourfis firradfiées 

présentent peu ou pas de ffibrose. Les sourfis trafitées par abexfinostat et ceflfle trafitées par 

abexfinostat et radfiothérapfie non pflus. Nous pouvons donc concflure qu’à ce stade précoce 

fl’abexfinostat ne sembfle pas findufire de ffibrose puflmonafire que ce sofit seufl ou en assocfiatfion à fla 

radfiothérapfie. 



 

129 

 

 

Ffigure 55 : Effet de fl’abexfinostat sur fles tfissus safins puflmonafires 10 semafines après 

trafitement par abexfinostat +/- firradfiatfion thoracfique 

Evafluatfion de fla toxficfité puflmonafire à 10 semafines du trafitement par abexfinostat +/- 

firradfiatfion (9 x 3.5 Gy/j) des sourfis C57B6 pour fles 4 groupes de trafitement. (Co = contrôfles, IR = 

firradfiatfion), (n = 1, 6 sourfis par groupe). Les sourfis ont été sacrfiffiées et fleur poumons préflevés 

pour étude hfistoflogfique après cofloratfion en hématoxyflfine éosfine. 

 

A 22 semafines, comme attendu, fles sourfis firradfiées présentent une ffibrose radfio findufite, 

caractérfisée par un épafissfissement des travées entre fles aflvéofles puflmonafires. Cependant, dans 

cette expérfience, nous avons constaté une hétérogénéfité de fla ffibrose puflmonafire rendant dfiffficfifle 

sa quantfifficatfion objectfive. Les sourfis trafitées par abexfinostat seufl n’ont pas dévefloppé de ffibrose 

et présente un parenchyme puflmonafire tout à fafit sfimfiflafire à ceflufi des sourfis contrôfles non trafitées. 

Les poumons des sourfis trafitées par abexfinostat et radfiothérapfie présentent des pflages de ffibrose 

très hétérogènes qufi sembflent mofins marquées et mofins étendues que fles pflages de ffibrose 

puflmonafire des sourfis trafitées par firradfiatfion seufle. Une fimportante hétérogénéfité au sefin des 



 

130 

poumons d’une même sourfis, afinsfi que d’une sourfis à fl’autre, nous fafit concflure que, bfien que 

prometteurs, ces résufltats nécessfitent d’être conffirmés en reprodufisant ces expérfimentatfions. 

 

Ffigure 56 : Effet de fl’abexfinostat sur fles tfissus safins puflmonafires 22 semafines après 

trafitement par abexfinostat +/- firradfiatfion thoracfique 

 

Evafluatfion de fla toxficfité tardfive puflmonafire à 22 semafines du trafitement par abexfinostat 

+/- firradfiatfion (9 x 3.5 Gy/j) des sourfis C57B6 pour fles 4 groupes de trafitement. (Co = contrôfles, IR 

= firradfiatfion), (n = 1, 6 sourfis par groupe). Les sourfis ont été sacrfiffiées et fleur poumons préflevés 

pour étude hfistoflogfique après cofloratfion en hématoxyflfine éosfine. 
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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 I (DONNEES SOUMISES A ONCOTARGET, EN REVISION 

SOUS LA REFERENCE N° #018377) 

3.2.1 Ratfionnefl 

Comme nous fl’avons vu en fintroductfion, pflusfieurs HDACfi sont en dévefloppement cflfinfique 

pour fleurs proprfiétés antfi tumorafles. Du fafit de fleur actfivfité et de fleur toxficfité flfimfitée en 

monothérapfie, des stratégfies de combfinafisons à d’autres agents thérapeutfiques ont été 

dévefloppées pour fle trafitement des tumeurs soflfides. L’abexfinostat est un pan-HDACfi à flarge 

spectre de fla famfiflfle des acfides phényfl hydroxamfiques, qufi a montré une actfivfité antfi tumorafle en 

monothérapfie fin vfitro dans des flfignées de neurobflastome, afinsfi qu’une effficacfité en combfinafison 

avec fle bortesomfib fin vfivo sur des modèfles de xénogreffes de neurobflastome (394). L’abexfinostat 

a égaflement démontré une actfivfité antfi tumorafle seufl et en combfinafison avec de fla chfimfiothérapfie 

dans des modèfles de sarcomes des tfissus mous (395). De pflus, fifl a été montré que fl’abexfinostat 

peut findufire une actfivatfion de fl’apoptose et fla productfion de ROS (396). Enffin, nous avons montré 

qu’en cas de prétrafitement par abexfinostat, ceflufi-cfi majore fl’effet antfi tumorafl de fl’firradfiatfion fin vfitro 

et fin vfivo et que fla combfinafison présente un proffifl acceptabfle de toflérance chez fles sourfis.  Ces 

données précflfinfiques nous ont servfi de ratfionnefl pour condufire un essafi de phase I, expfloratofire, 

d’escaflade de dose, évafluant pour fla premfière fofis chez fl’homme fla combfinafison d’abexfinostat et 

de radfiothérapfie chez des patfients présentant des tumeurs soflfides avancées dans un contexte 

paflflfiatfif. 

 

3.2.2 Résufltats 

3.2.2.1 Patfients de fl’étude 

Au totafl, 62 patfients ont été fincflus dans cette étude de septembre 2010 à mars 2015. 

Cfinquante-hufit patfients ont reçu au mofins une dose d’abexfinostat, parmfi eux 33 patfients ont été 

trafités seflon fle schéma 1 et 25 patfients ont été trafités seflon fle schéma 2. Les schémas de 

trafitement 1 et 2, décrfits dans fles matérfiefls et méthodes, sont représentés sur fla ffigure cfi-dessous. 
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Ffigure 57 : Schémas de trafitement de fl’étude de phase I de combfinafison abexfinostat et 

radfiothérapfie 

 

Quatre patfients ont été sortfis d’étude (3 du fafit d’effets secondafires, 1 du fafit d’une 

dévfiatfion protocoflafire). Le nombre de patfients des groupes sus et sous dfiaphragmatfiques est 

rapporté dans fle tabfleau cfi-dessous. 
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Tabfleau 5 - Répartfitfion du nombre de patfients seflon chaque schéma de trafitement et seflon 

chaque groupe en fonctfion du sfite firradfié 

 

Les caractérfistfiques de fla popuflatfion de fl’étude sont résumées dans fle tabfleau sufivant.  



 

134 

Tabfleau 6 - Caractérfistfiques de fla popuflatfion de fl’étude dans fles schémas de trafitement 1 et 2 

 

L’âge médfian dans notre étude est de 61.5 ans (20-82), avec 38 % de patfients de pflus de 

65 ans. Le dfiagnostfic prfimfitfif fle pflus fréquent est fle cancer du sefin (36 %), sufivfi des cancers 

bronchfiques (24 %), des cancers coflorectaux (9 %) et des tumeurs neuroendocrfines (9 %). Parmfi 

fles patfients étudfiés, 33 % ont présenté une tumeur cflassée T2 finfitfiaflement, 21 % T3 et 17 % T4. 

Au totafl, 41 % des patfients ont été cflassés M1 finfitfiaflement et 43 % M0. Parmfi fles 58 patfients 

trafités, 95 % ont reçu préaflabflement de fla chfimfiothérapfie ou des combfinafisons de  chfimfiothérapfie 

et chfirurgfie et/ou radfiothérapfie (sur un autre sfite que ceflufi firradfié dans fle cadre de cette étude). On 

note que 33 % des patfients ont été trafités par au mofins 4 flfignes de chfimfiothérapfie avant d’entrer 

dans cette étude. Les chfimfiothérapfies reçues au préaflabfle fles pflus fréquentes sont fle ffluor uracfifle 

(40%), fle cfispflatfine (33 %), fle cycflophosphamfide (29 %), fle docétaxefl (28 %) et fl’épfirubficfine (22 

%). Aucun patfient n’a été trafité préaflabflement par chfirurgfie ou radfiothérapfie seufle. Seufls 2 

patfients (3 %) n’ont pas reçu de trafitement préaflabfle pour fle contrôfle de fleur mafladfie 

carcfinomateuse. 
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Dans fle groupe sus dfiaphragmatfique, fles sfites d’firradfiatfion fles pflus fréquents dans fle cadre 

de fl’étude sont fle poumon/médfiastfin (n = 13 patfients) et fle cerveau (n = 10 patfients) sufivfi des 

flésfions osseuses (n = 7 patfients dont 2 métastases scapuflafires, 2 vertébrafles, 2 sternafles et 1 

costafle), des tfissus mous (n = 4 patfients) et cervficafles (n = 3 patfients). Dans fle groupe sous 

dfiaphragmatfique, fles sfites d’firradfiatfion fles pflus fréquents dans fle cadre de fl’étude sont fles flésfions 

osseuses (n = 12 patfients dont 6 métastases vertébrafles, 2 fémorafles et 4 fiflfiaques) sufivfi des 

flésfions des tfissus mous (n = 4 patfients dont 1 métastase abdomfinafle, 1 de fla hanche, 1 supra 

rénafle et 1 de fla cufisse), du peflvfis (n = 4 patfients), des flésfions d’organes (n = 2 patfients) et des 

adénopathfies (n = 3). 

Avec un sufivfi médfian de 16 semafines (0.6-52.6), 83 % des patfients trafités ont termfiné 

fl’étude. Parmfi fles 58 patfients trafités, 10 patfients (17 %) ont finterrompu fleur trafitement. Les 

prfincfipafles rafisons d’arrêt de trafitement sont un effet secondafire (6 patfients, 10 %), une 

progressfion de fla mafladfie (2 patfients, 3 %), une dévfiatfion protocoflafire (1 patfient, 2 %) et une 

rafison non médficafle (1 patfient, 2 %). Aucun patfient n’a été perdu de vue. 

Tabfleau 7 - Statut de compflétude de fl’étude par schéma de trafitement 

 

3.2.2.2 Etude d’effficacfité 

Parmfi fles 51 patfients évafluabfles pour fla réponse tumorafle, fle taux de mefiflfleure réponse  

gflobafle est de 8 % avec 1 réponse compflète et 3 réponses partfieflfles. Le taux de mefiflfleure réponse 

flocorégfionafle est de 12 %, avec 1 réponse compflète et 5 réponses partfieflfles avec un sufivfi médfian 

de 16 semafines. Les tabfleaux sufivants résument ces réponses tumorafles par schéma et par 

groupe de trafitement. 

Dfix patfients ont présenté des flésfions cérébrafles finfitfiaflement consfidérées comme cfibfle ou 

non cfibfle, avec pour prfimfitfif fle pflus fréquent fles adénocarcfinomes mammafires (n = 6 patfients), 

sufivfi par 1 cas d’adénocarcfinome coflfique, 1 adénocarcfinome de fl’œsophage, 1 adénocarcfinome 

bronchfique et 1 méflanome. L’effficacfité flocorégfionafle a été évafluée chez 7 patfients. Parmfi fles 4 

patfients présentant des flésfions cérébrafles consfidérées comme flésfions cfibfles, 1 patfient a présenté 

une réponse partfieflfle comme mefiflfleure réponse flocorégfionafle et 3 ont présenté une stabfiflfité de fla 
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mafladfie flocorégfionafle (taux de réponse flocorégfionafle de 25 %). Parmfi fles 6 patfients présentant 

des flésfions cérébrafles non cfibfles, on observe 1 réponse compflète comme mefiflfleure réponse 

flocorégfionafle, 4 patfients cflassés comme non en réponse compflète/ non en progressfion et un 

patfient en progressfion de fla mafladfie (taux de réponse flocorégfionafle de 17 %). L’hfistoflogfie 

prfimfitfive du patfient en réponse compflète est un adénocarcfinome. Trofis patfients n’ont pas eu fla 

vfisfite d’évafluatfion à 6 semafines seflon fles recommandatfions du protocofle (mafis fifls ont eu fleurs 

vfisfites de sufivfi par fla sufite). Ifls ont donc été consfidérés comme non évafluabfles pour fl’effficacfité 

ffinafle du trafitement. 

Tabfleau 8 - Mefiflfleure réponse gflobafle et flocorégfionafle par schéma de trafitement 

 

 



 

137 

Tabfleau 9 - Mefiflfleure réponse gflobafle et flocorégfionafle par groupe de trafitement (sus ou sous 

dfiaphragmatfique) 

 

 

3.2.2.3 Etude de fla toxficfité 

3.2.2.3.1 Dose maxfimafle toflérée (MTD) et toxficfité dose flfimfitante (DLT) 

Au totafl, 27 patfients ont été consfidérés comme évafluabfles pour détermfiner fla toxficfité dose 

flfimfitante dans fle schéma 1. La MTD pour fle schéma 1 a été attefinte à 60mg/m² dans fle groupe sus 

dfiaphragmatfique (2 DLT pour 6 patfients évafluabfles) et consfidéré comme fla MTD1. Pufis, pour fle 

schéma 2 d’admfinfistratfion (4 jours on, 3 jours off, par semafine sur 2 semafines comme décrfit dans 

fles matérfiefls et méthodes), fl’escaflade de dose a été débutée à fla MTD1 (60 mg/m²). La MTD du 

schéma 1 n’a pas été attefinte dans fle groupe sous dfiaphragmatfique à 60 mg/m² x 2/j. L’escaflade 

de dose du schéma 2 pour ce groupe a donc débutée un paflflfier au-dessus, à 75 mg/m² x 2/j. 

Vfingt-deux patfients ont été évaflués pour fla DLT dans fle schéma 2. La MTD du schéma 2 

appeflée MTD2 a été attefinte à 105 mg/m² x 2/j pour fle groupe sous dfiaphragmatfique. Quatre 
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patfients trafité au paflflfier de dose de 105 mg/m² dans fles groupes sus et sous dfiaphragmatfiques ont 

été consfidérés comme évafluabfles pour fles DLT. Le nombre de patfients et fles DLT à chaque 

nfiveau de doses pour fles groupes sus et sous dfiaphragmatfiques sont résumés dans fle tabfleau cfi-

dessous. 

Tabfleau 10 - DLT en fonctfion des nfiveaux de dose et des groupes de radfiothérapfie (sus ou 

sous dfiaphragmatfique) 

  

Au nfiveau de dose fle pflus éflevé, 105 mg/m², 3 des 4 patfients évafluabfles ont présenté une 

DLT (2 dans fle groupe sous dfiaphragmatfique et 1 dans fle groupe sus dfiaphragmatfique) d’ordre 

hématoflogfique ou gastro-fintestfinafl (2 cas de thrombopénfie grade 4 et 1 cas de dfiarrhée grade 3). 

Aucune dfifférence cflfinfiquement sfignfifficatfive n’a été observée entre fles groupes sus et sous 

dfiaphragmatfiques en termes de fréquence des DLT. A partfir des DLT observées, fle sponsor de 

fl’étude et fles finvestfigateurs ont consfidéré fla MTD2 comme attefinte à 105 mg/m². La dose 

recommandée pour une future phase 2 est par conséquent 90 mg/m² pour fles groupes sus et sous 

dfiaphragmatfiques. 

3.2.2.3.2 Effets secondafires 

Nous avons observé au mofins un effet secondafire chez 98 % des patfients trafités. Des 

effets secondafires de grade ≥ 3 ont été observés chez 55 % des patfients. Les effets secondafires 

hématoflogfiques de grade ≥ 3 observés chez pflus d’un patfient sont fla thrombopénfie (n = 10, 17 %), 
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fla flymphopénfie (n = 7, 12 %) et fla neutropénfie (n = 2, 3 %). Le tabfleau cfi-dessous résume fles 

effets secondafires fles pflus fréquents. 

Tabfleau 11 - Aperçu des effets secondafires fréquents (> 10 %) et de grade ≥ 3 chez pflus d’un 

patfient 

 

Les effets secondafires non hématoflogfiques de grade ≥ 3 survenant chez pflus d’un patfient 

comprennent fl’hypokaflfiémfie (n = 4 ; 7%), fl’asthénfie (n = 3 ; 5%), fla dfiarrhée (n = 2 ; 3 %), 

fl’augmentatfion des gamma gflutamyfl transférases (GGT) (n = 2 ; 3 %) et fla perte d’appétfit (n =2 ; 

3 %). Là aussfi nous n’avons pas observé de dfifférence notabfle en termes de toxficfités entre fles 

groupes sus et sous dfiaphragmatfique. Nous avons observé des effets findésfirabfles graves chez 

12 % des patfients (9 % de grade ≥ 3).Une progressfion de fla mafladfie néopflasfique condufisant au 

décès du patfient a été rapportée chez 3 patfients (5 %). 

Sfix patfients (10 %) ont finterrompu fle trafitement du fafit d’effets secondafires (4 pour 

thrombopénfie, 1 pour vomfissements et dfiarrhées, 1 pour une angfiochoflfite). Nous n’avons pas 

observé de proflongatfion de fl’fintervaflfle QTc de garde ≥ 3 nfi de garde ≥ 2 persfistant pflus de 14 jours 

(d’après fla reflecture centraflfisée de tous fles ECG par un centre spécfiaflfisé). Aucun patfient n’a 

finterrompu fle trafitement du fafit d’un aflflongement du QTc. 

 



 

140 

  



 

141 

4 – DISCUSSION ET PERSPECTIVES 

 

De nombreuses études précflfinfiques et cflfinfiques précoces ont montré des résufltats 

prometteurs concernant fl’effet antfi tumorafl des HDACfi seufls ou en combfinafison avec des agents 

de chfimfiothérapfie en rapport avec une afltératfion des capacfités de réparatfion de fl’ADN (20, 392, 

397). Pflus récemment, un nombre crofissant d’études précflfinfiques fin vfitro et fin vfivo ont montré un 

effet radfio sensfibfiflfisant de dfifférents HDACfi dans dfifférents types de ceflflufles tumorafles expflfiqué 

par fles modfifficatfions de conformatfion de fl’ADN ou une réductfion des capacfités de réparatfion des 

flésfions de fl’ADN flors de fla combfinafison d’HDACfi à fl’firradfiatfion (382). In vfivo, des études ont 

suggéré un effet radfio sensfibfiflfisant dans dfifférents types de tumeurs comme fles cancers du sefin 

(398, 399), fles cancers coflorectaux (400-402), fles cancers de fl’œsophage (403), fles cancers 

gastro-fintestfinaux (404), fles cancers de fla prostate (344, 405), fles cancers du poumon (392, 406), 

fles cancers neuroflogfiques (345, 407-410) et fles tumeurs rabdomyoïdes (411). Comme fles effets 

des HDACfi sembflent être dépendants à fla fofis du type ceflfluflafire et du type spécfiffique d’HDACfi 

utfiflfisé (164, 412) des études compflémentafires précflfinfiques nous ont parues nécessafires pour 

fidentfiffier fles mefiflfleures modaflfités de combfinafison des HDACfi à fla radfiothérapfie pour accroître fles 

chances de succès en phase cflfinfique. En testant  fin vfitro, fin vfivo et chez fl’homme fl’abexfinostat, un 

pan-HDACfi à base d’acfide hydroxamfique récemment dévefloppé en assocfiatfion à fla radfiothérapfie 

nous avons produfit des données renforçant fle ratfionnefl pour un dévefloppement cflfinfique de fla 

combfinafison radfiothérapfie-HDACfi en cflfinfique et en partficuflfier dans fles CBNPC.  

Nos résufltats souflfignent pour fla premfière fofis fl’fimportance de fla séquence d’admfinfistratfion 

de fl’abexfinostat avec fla radfiothérapfie. En effet, nous avons montré avec fl’abexfinostat que 

fl’admfinfistratfion d’un HDACfi 24 h avant fl’firradfiatfion findufit un effet radfio sensfibfiflfisant fin vfitro et 

potentfiaflfise fle retard de crofissance fin vfivo. Cet effet, qufi n’a pas été observé florsque fl’abexfinostat 

est débuté en concomfitance fimmédfiate avec fl’firradfiatfion, est concordant avec un mécanfisme qufi 

nécessfite un temps d’exposfitfion à fla drogue permettant aux modfifficatfions épfigénétfiques de se 

mettre en pflace comme cefla a été suggéré avec fla pflus part de HDACfi comme fle LBH589, fle 

Vorfinostat, fle TSA et fle NDACI054 (351, 392, 393, 399). Ces résufltats sont d’une fimportance 

majeure en vue d’un transfert en cflfinfique et justfiffient de débuter fl’abexfinostat avant fl’firradfiatfion 

dans fles essafis à venfir combfinant HDACfi et radfiothérapfie. 

Les tumeurs hypoxfiques présentent un phénotype pflus agressfif souvent assocfié à une 

pflus fafibfle radfiosensfibfiflfité et à une pflus fafibfle chfimfio sensfibfiflfité. La majorfité des tumeurs humafines 

et en partficuflfier fles CBNPC comportent une part substantfieflfle de ceflflufles hypoxfiques. Ifl est donc 

fondamentafl florsque fl’on évaflue une combfinafison de drogue et de radfiothérapfie d’évafluer non 

seuflement fl’effet radfio sensfibfiflfisant en condfitfions normoxfiques mafis égaflement en condfitfions 

hypoxfiques. Saeflen et afl. ont montré fin vfitro et fin vfivo que fle vorfinostat majore fla radfiosensfibfiflfité 

des ceflflufles de cancer coflfique et contrebaflance presque fleur radfiosensfibfiflfité rédufite en hypoxfie 
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(402). La capacfité des HDACfi à réverser fla radfiorésfistance findufite par fl’hypoxfie pourrafit être un 

avantage majeur pour fle trafitement des tumeurs hypoxfiques comme fles CBNPC. 

La majorfité des HDACfi testés dans fla flfittérature a montré un effet cytotoxfique et des 

capacfités d’finductfion de fla mort ceflfluflafire par apoptose, nécrose ou autophagfie mafis fles 

mécanfismes précfis sous-jacents et fla répartfitfion entre fles dfifférents types de mort n’ont pas encore 

été éflucfidés (45). Pflusfieurs études ont montré que fles HDACfi pouvafient findufire une mort par 

apoptose empruntant dfifférentes vofies, fincfluant fla vofie extrfinsèque et fla vofie fintrfinsèque 

mfitochondrfiafle mafis fla vofie prédomfinante reste débattue (45, 392). Toutefofis, fifl exfiste des 

données controversées dans fla flfittérature concernant fla capacfité des HDACfi à findufire de 

fl’apoptose. Des données dfiscordantes dans fles études sur fles ceflflufles de CBNPC ont montré sofit 

un effet pro apoptotfique, sofit une absence d’effet sur fl’apoptose, seflon fle type d’HDACfi utfiflfisé et 

fles flfignées de ceflflufles étudfiées. Hehflgans et afl ont montré fin vfitro un effet radfio sensfibfiflfisant de 

fl’HDACfi NDAC1054 sur fles ceflflufles A549, sans augmentatfion de fl’apoptose, aflors que Geng et afl 

et Zhang et afl ont montré un effet radfio sensfibfiflfisant assocfié à une finductfion d’apoptose fin vfitro 

dans fles ceflflufles H460 et A549, respectfivement avec du LBH589 et de fla trfichostatfine A (392, 393, 

413). Dans nos travaux, nous avons évaflué fl’effet de fl’abexfinostat sur fla proflfifératfion ceflfluflafire, fla 

progressfion dans fle cycfle ceflfluflafire et fl’apoptose dans fles ceflflufles de CBNPC A549 et H460 (ffigure 

26-29 et 36-40). Dans fles ceflflufles H460, fle trafitement par abexfinostat findufit une augmentatfion de 

fla popuflatfion ceflfluflafire en sub G1. Cette popuflatfion correspond à une augmentatfion de fla fractfion 

ceflfluflafire en apoptose, comme fle montre fl’anaflyse en cytométrfie de fflux après marquage à 

fl’annexfine V et à fl’fiodure de propfidfium. Par afiflfleurs, nous n’avons pas observé de modfifficatfion 

sfignfifficatfive de fla répartfitfion des ceflflufles dans fle cycfle ceflfluflafire (Ffigure 38). La réponse 

apoptotfique findufite par fl’abexfinostat est caspase dépendante, comme fle montre fl’augmentatfion de 

fla caspase 3 cflfivée sur Western bflot et fla réductfion sfignfifficatfive de fl’apoptose findufite par 

fl’abexfinostat, florsque fl’on utfiflfise fle Z-VAD, un pan caspase finhfibfiteur (Ffigure 38,Ffigure 40). La vofie 

fintrfinsèque de fl’apoptose est actfivée par dfifférents types de stress, comme fles radfiatfions 

fionfisantes, bfien que fla mort radfio findufite, comme nous fl’avons vu en fintroductfion, se fasse 

majorfitafirement par mort mfitotfique ou catastrophe mfitotfique (45, 414). Précocement dans fle 

phénomène d’apoptose radfio findufite, on note une réductfion du potentfiefl transmembranafire 

mfitochondrfiafl avec une soflutfion de contfinufité de fla membrane mfitochondrfiafle, une externaflfisatfion 

des phosphatfidyfl sérfines et un reflargage du cytochrome C (protéfine mfitochondrfiafle) dans fle 

cytopflasme (45, 415). Dans nos travaux, nous avons montré que fla réponse apoptotfique à 

fl’abexfinostat fimpflfique et potentfiaflfise fla vofie fintrfinsèque de fl’apoptose, comme fl’findfique fla réductfion 

du nfiveau de marquage au DIOC6 correspondant à fla chute du potentfiefl transmembranafire 

mfitochondrfiafl et au reflargage du cytochrome C (Ffigure 39). Nos résufltats suggèrent que 

fl’abexfinostat rend fles ceflflufles H460 pflus susceptfibfles d’apoptose après firradfiatfion et que fla vofie 

fintrfinsèque de fl’apoptose est un mécanfisme fimpflfiqué flors de fla combfinafison de fl’abexfinostat avec 

fl’firradfiatfion. 

La réponse ceflfluflafire à fl’firradfiatfion est caractérfisée par fla capacfité de réparatfion des 

dommages radfio findufits de fl’ADN et, en partficuflfier, par fl’effficacfité de réparatfion des cassures 
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doubfle brfins qufi jouent un rôfle majeur comme nous fl’avons vu en fintroductfion (416). Un nombre 

crofissant de pubflficatfions suggèrent que fles HDACfi peuvent avofir un effet radfio sensfibfiflfisant par 

finhfibfitfion des vofies de réparatfion de fl’ADN, dans dfifférents types tumoraux et avec dfifférents 

HDACfi (388). Ifl a précédemment été montré fin vfitro que fl’abexfinostat, égaflement appeflé PCI-

24781 ou S78454, peut finhfiber fla recombfinafison homoflogue dans fles ceflflufles HCT116, en 

réprfimant fla transcrfiptfion et par conséquent fl’expressfion de Rad51, ce qufi pourrafit expflfiquer fl’effet 

radfio sensfibfiflfisant de fl’abexfinostat (391). Nos résufltats conffirment que dans fles ceflflufles H460, qufi 

correspondent à une flfignée mofins radfiosensfibfle que fles HCT116, fl’abexfinostat a égaflement un 

effet radfio sensfibfiflfisant. Cet effet est corréflé avec une dfimfinutfion du nfiveau de protéfine Rad51, 

comme fle montrent nos Western bflots et fla dfimfinutfion du nombre de focfi Rad51 florsque fl’on 

combfine fl’abexfinostat à fl’firradfiatfion (Ffigure 44). Nos travaux contrfibuent au fafisceau de preuves 

montrant que fles HDACfi peuvent jouer un rôfle fimportant dans fla moduflatfion de fla recombfinafison 

homoflogue, non seuflement en réguflant fles effecteurs de fla réparatfion par recombfinafison 

homoflogue mafis égaflement en moduflant fl’finfitfiatfion de cette vofie, par son actfion sur fla formatfion 

des compflexes de réparatfion de fl’ADN comme fle compflexe MRN, qufi sont consfidérés comme 

représentatfifs du « réparosome » (417). Une autre approche utfiflfisée dans fla flfittérature pour 

évafluer fla réparatfion de fl’ADN consfiste à évafluer fl’expressfion des protéfines de sfignaflfisatfion des 

dommages comme H2AX phosphoryflée ou fla formatfion de focfi ɣH2AX et 53BP1. En effet, H2AX 

est rapfidement phosphoryflé sur fles sfites des cassures doubfle brfins et agfit de concert avec 53BP1 

pour sfignafler fla présence de dommages en formant des focfi nucfléafires vfisfibfles en 

fimmunoffluorescence au mficroscope (418, 419). Le mécanfisme d’actfion précfis de ces protéfines 

reste peu cflafir mafis fla varfiatfion du nombre de focfi est consfidérée comme représentatfive de 

fl’finductfion et de fla réparatfion des cassures doubfle brfins (417). Nos résufltats suggèrent non 

seuflement une dfimfinutfion de fla réparatfion des cassures doubfle brfins avec une expressfion 

proflongée des focfi ɣH2AX et 53BP1 (conforme au données de fla flfittérature concernant fl’effet radfio 

sensfibfiflfisant des HDACfi) mafis aussfi une augmentatfion de fl’finductfion de dommages de fl’ADN, 

avec une augmentatfion du nombre de cassures doubfle brfins findufites comme fle montre 

fl’augmentatfion des focfi ɣH2AX et 53BP1 dès 1 heure après fl’firradfiatfion (Ffigure 41). 

Le cancer bronchfique reste fla premfière cause de mortaflfité par cancer. La radfio 

chfimfiothérapfie est toujours fle trafitement standard des cancers bronchfiques flocaflement avancés 

non résecabfles (379). En dépfit du ratfionnefl fort et des données pré cflfinfiques fin vfitro et fin vfivo 

prometteuses, fl’utfiflfisatfion des thérapfies cfibflées en combfinafison avec fla radfiothérapfie dans fles 

CBNPC reste flfimfitée faute de preuves cflfinfiques. Pflusfieurs tentatfives ont été condufites pour reflever 

ce déffi des combfinafisons drogue-radfiothérapfie en phase cflfinfique précoce dans fle CBNPC. 

Dernfièrement, en cflfinfique, fla pflus part de ces études se sont focaflfisées sur fl’utfiflfisatfion d’antfi EGFR 

et d’autres finhfibfiteurs de fla transductfion du sfignafl, du fafit de fleur rôfle dans dfiverses vofies 

oncogénfiques et du manque d’effficacfité de ces agents sur des tumeurs non séflectfionnées. 

Crafignant fles toxficfités possfibfles d’une trfipfle combfinafison, fl’essafi de phase II randomfisé RTOG 

1306 évaflue fl’fimpact sur fla survfie sans progressfion de thérapfies cfibflées (erflotfinfib pour fles tumeurs 

EGFR mutées ou crfizotfinfib pour fles tumeurs présentant fla transflocatfion ALK) avant une radfio 
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chfimfiothérapfie concomfitante chez des patfients présentant un CBNPC de stade III 

(CflfinficaflTrfiafls.gov fidentfiffier: NCT01822496). La questfion de fla trfipfle combfinafison radfiothérapfie, 

chfimfiothérapfie et thérapfie cfibflée ou autre thérapfie finnovante mérfite une évafluatfion méthodfique et 

prudente mafis pourrafit ouvrfir fla vofie à de nouveaux progrès thérapeutfiques, qufi font crueflflement 

défaut en partficuflfier dans fle trafitement des cancers bronchfiques. Les preuves reflfiant fla moduflatfion 

épfigénétfique et fla radfiosensfibfiflfité sont encore flfimfitées et reposent prfincfipaflement sur des données 

fin vfitro (420). Un effet synergfique des antfi-EGFR et des HDACfi a été rapporté dans fles CBNPC 

par Edwards et afl qufi ont montré que fl’HDACfi LBH 589 majore fl’apoptose unfiquement dans fles 

ceflflufles de CBNPC mutées pour EGFR (421). Toutefofis, comme nous fl’avons vu, nous avons 

montré un effet radfio sensfibfiflfisant de fl’abexfinostat avec une potentfiaflfisatfion de fl’apoptose radfio 

findufite sur fles ceflflufles H460, qufi sont des ceflflufles de CBNPC non mutées pour EGFR.  

Queflques études fin vfitro et fin vfivo ont montré un effet synergfique de fla combfinafison 

HDACfi et cfispflatfine (422, 423). Le trafitement standard des CBNPC flocaflement avancés non 

opérabfles est fla radfio chfimfiothérapfie concomfitante avec un doubflé de chfimfiothérapfie fintégrant un 

sefl de pflatfine (379). Dfivers doubflés à base de pflatfine ont été testés ces dernfières années en 

concomfitant de fla radfiothérapfie et n’ont permfis qu’une améflfioratfion très modeste de fla survfie 

gflobafle, florsque fl’on compare un doubflé à un autre (424). Nos résufltats montrent pour fla premfière 

fofis une potentfiaflfisatfion fin vfivo de fl’effet antfi tumorafl de fla combfinafison cfispflatfine-radfiothérapfie par 

un HDACfi. En effet, fl’abexfinostat majore fle retard de crofissance tumorafle florsque fl’on utfiflfise fla 

trfipfle combfinafison abexfinostat-cfispflatfine-radfiothérapfie par rapport à une doubfle combfinafison 

cfispflatfine-firradfiatfion ou abexfinostat-firradfiatfion. Ces données prometteuses pourrafient donc servfir 

de base pour de pflus ampfles finvestfigatfions, pour gufider fle transfert en cflfinfique des HDACfi et 

tenter de répondre aux besofins crucfiaux d’améflfioratfion de fl’effficacfité de nos thérapeutfiques dans 

fles CBNPC en partficuflfier. 

Les trafitements actuefls des patfients présentant des tumeurs soflfides métastatfiques 

avancées sont essentfieflflement paflflfiatfifs et constfituent un domafine dans flequefl fles progrès sont 

nécessafires et attendus. La radfio chfimfiothérapfie concomfitante est une modaflfité de trafitement 

étabflfie pour fles tumeurs soflfides, en partficuflfier en vue du contrôfle flocorégfionafl de fla mafladfie (312). 

Toutefofis, fla flfimfitatfion majeure de fla chfimfiothérapfie combfinée à fla radfiothérapfie est fle rfisque de 

possfibfle majoratfion des toxficfités afigues et tardfives sur fles tfissus safins, flfiées à fl’un et fl’autre des 

trafitements. Ifl y a donc un besofin d’optfimfisatfion de fla radfiothérapfie pour fle trafitement des 

métastases de tumeurs soflfides, en utfiflfisant des combfinafisons avec des agents thérapeutfiques 

actfifs et peu toxfiques par eux-mêmes. L’essafi thérapeutfique de phase I que nous avons réaflfisé a 

été dessfiné pour évafluer fla toxficfité et fla toflérance de ce nouvefl HDACfi qu’est fl’abexfinostat, en 

combfinafison avec fla radfiothérapfie, dans un contexte d’évafluatfion de fla mafladfie systémfique 

métastatfique, où fles toxficfités dépendent en partfie du sfite firradfié et sont dfifférentes de ceflfles des 

stades précoces, où fla mafladfie est flocaflfisée (127). D’autres groupes ont déjà utfiflfisé ce type de 

desfign d’étude, qufi offre fl’avantage d’une mefiflfleure baflance toxficfité/sécurfité florsqu’une drogue est 

utfiflfisée pour fla premfière fofis chez fl’homme en combfinafison à fla radfiothérapfie (425). A fl’finverse, fles 

essafis portant sur un seufl type de cancer flocaflfisé trafité par radfiothérapfie dans une fintentfion 
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curatfive peuvent apporter pflus d’finformatfions en termes de toflérance pour un organe donné mafis 

ce type d’essafi se serafit accompagné finévfitabflement d’un rfisque de toxficfité majeure et déffinfitfive 

chez une popuflatfion de patfients curabfles, pour qufi fla baflance bénéffice/rfisque devfient aflors très 

dfiscutabfle. 

Les études de modéflfisatfion pharmacocfinétfique et pharmacodynamfique réaflfisées 

préaflabflement par fl’findustrfiefl dévefloppant fl’abexfinostat ont permfis de déffinfir fle schéma optfimafl 

d’admfinfistratfion de fl’abexfinostat, avec une dose optfimafle et un rfisque mfinfimum de thrombopénfie. 

Ifl a été montré que fle schéma d’admfinfistratfion avec 4 jours d’abexfinostat sufivfi de 3 jours sans 

(schéma dfit « 4 jours on/ 3 jours off » qufi est fle schéma 2 de fla phase I que nous avons réaflfisée) 

est assocfié à un rfisque pflus fafibfle de chute du taux de pflaquettes. La dose maxfimafle toflérée de ce 

schéma optfimfisé d’admfinfistratfion est de 105 mg/m² 2 fofis par jour et fla dose recommandée est de 

90 mg/m² 2 fofis par jour (426). Ces doses correspondent bfien aux résufltats observés dans notre 

étude. Nous avons fafit fl’hypothèse que fle proffifl pharmacocfinétfique de fl’abexfinostat (avec une 

demfi-vfie de 4-5 heures) avec une admfinfistratfion bfiquotfidfienne pourrafit apporter un proffifl de 

toxficfité avantageux en combfinafison avec fla radfiothérapfie pour fle trafitement des tumeurs soflfides 

(426). 

  Nos données démontrent une bonne toflérance et un proffifl de toxficfité acceptabfle 

de fl’abexfinostat en combfinafison avec fla radfiothérapfie hypo fractfionnée paflflfiatfive chez une 

popuflatfion de patfients présentant des tumeurs soflfides avancées. Nous n’avons pas observé de 

dfifférence sfignfifficatfive en termes de toxficfités (fréquence des toxficfités dose flfimfitantes, effets 

secondafires) entre fles groupes trafités en sus et sous dfiaphragmatfiques. La thrombopénfie est 

fl’effet secondafire hématoflogfique fle pflus fréquent, présent chez 55 % des patfients, mafis seufls 17 % 

des patfients ont présenté une thrombopénfie de grade ≥ 3. Ces résufltats sont cohérents avec ceux 

montrant que fla thrombopénfie de grade ≥ 3 est mofins fréquente avec fle schéma d’admfinfistratfion 

« 4 jours on /3 jours off » qu’avec un schéma déflfivrant 14 jours d’abexfinostat/ 21 jours chez fles 

patfients trafités pour des flymphomes non Hodgkfinfien ou des fleucémfies flymphoïdes chronfiques 

(426, 427). Les toxficfités non hématoflogfiques fles pflus fréquemment rapportées sont nausées, 

dfiarrhée, asthénfie et vomfissements qufi ont égaflement été rapportés avec fles autres HDACfi testés 

chez fl’homme. Les toxficfités cardfiaques comme fl’aflflongement du QT/QTc ont été partficuflfièrement 

étudfiées car eflfles ont été rapportées avec certafins HDACfi (428, 429). Dans notre étude, avec 

revue centraflfisée des ECG nous n’avons observé aucune proflongatfion du QTc de grade ≥ 3. Seufls 

2 patfients du schéma 2 ont eu une proflongatfion du QTc de grade 2. Aucun patfient n’a finterrompu 

fle trafitement du fafit d’une proflongatfion du QTc. Les 2 proflongatfions du QTc de grade 2 ont été 

spontanément résoflutfives, sans réductfion de dose d’abexfinostat, sans aucun symptôme et ont été 

consfidérées par fles finvestfigateurs comme probabflement non reflfiées au trafitement de fl’étude. Au 

totafl, seufl 10 % des patfients trafités ont finterrompu fleur trafitement ce qufi démontre un proffifl de 

toxficfité acceptabfle de fl’abexfinostat en combfinafison avec fla radfiothérapfie. 

  Dans notre étude fla combfinafison d’abexfinostat et d’une radfiothérapfie paflflfiatfive à fla 

dose de 30 Gy en 10 fractfions a permfis un taux de réponse flocorégfionafle de 12 %, avec 5 
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réponses partfieflfles et 1 réponse compflète. 63 % des patfients ont attefints une stabfiflfité de fla 

mafladfie sur fl’évafluatfion flocorégfionafle. Un sufivfi à pflus flong terme et un nombre pflus fimportant de 

patfients sont bfien évfidemment nécessafires pour conffirmer ces réponses. Nous n’avons pas 

observé de dfifférence d’effficacfité cflfinfiquement sfignfifficatfive entre fles 2 schémas nfi entre fles 2 

groupes sous et sus dfiaphragmatfiques. Du fafit du nombre pflus fimportant de patfients fincflus dans 

certafines cohortes de doses, nous n’avons pas pu étabflfir de concflusfion statfistfiquement vaflfide sur 

fla reflatfion dose/réponse. 

La capacfité de fl’abexfinostat à traverser fla barrfière hémato-encéphaflfique, démontrée en 

précflfinfique par Pharmacycflfics (données non pubflfiées), est compatfibfle avec fles réponses 

flocorégfionafles encourageantes observées chez fles patfients présentant des flésfions cérébrafles 

dans notre étude. Cecfi suggère que fl’abexfinostat en combfinafison avec fla radfiothérapfie pourrafit 

constfituer une optfion fintéressante pour fle trafitement de ces flésfions. Ces résufltats sont 

partficuflfièrement fintéressants car on note une réponse compflète chez un patfient présentant des 

flésfions cérébrafles non cfibfles et que fles HDACfi approuvés à fl’heure actueflfle (vorfinostat et 

romfidepsfin) ont une effficacfité modeste en monothérapfie ou en combfinafison avec d’autres drogues 

chez fles patfients présentant des gflfiomes de haut grade et des gflfiobflastomes (430-433). 

Nous avons montré un effet addfitfif de fla combfinafison abexfinostat et firradfiatfion sur fle retard 

de crofissance tumorafle de CBNPC humafin fin vfivo sur sourfis nudes. Toutefofis fles sourfis nudes 

toflérant fla greffe de tumeurs d’orfigfine humafine sont fimmunodéprfimées et ne constfituent donc 

peut-être pas fle modèfle fle pflus pertfinent pour évafluer et prédfire fles effets de fla combfinafison 

d’HDACfi et radfiothérapfie chez fl’homme. En effet, un nombre crofissant de données montrent que fla 

radfiothérapfie a non seuflement un effet flocafl mafis aussfi un effet systémfique. Ceflufi-cfi est finffluencé 

par fl’fimmunocompétence de fl’hôte, vfia fle recrutement d’effecteurs bfioflogfiques en dehors du 

champ d’firradfiatfion, et fles HDACfi ont un effet fimmunomoduflateur, comme nous fl’avons vu en 

fintroductfion (434, 435). Cette flfimfitatfion flfiée au modèfle que nous avons chofisfi mérfiterafit fla 

comparafison avec un modèfle fimmuno compétent. 

Ifl a été montré que fles HDACfi ont un effet fimmunomoduflateur des ceflflufles cancéreuses, 

en augmentant fl’expressfion de flfigands actfivateurs des flymphocytes NK « naturafl Kfiflflers », des 

moflécufles du MHC de cflasse I et II et des moflécufles CD40 (144, 146, 436). Ifl a égaflement été 

montré que fle vorfinostat actfive fla réponse fimmunfitafire antfi tumorafle dans des modèfles murfins de 

cancers coflfiques, en findufisant une mort ceflfluflafire fimmunogénfique (163). De pflus, fl’effet abscopafl 

de fla radfiothérapfie est médfié par fla réponse fimmunfitafire, en partfie vfia fl’finterfleukfine 12 (IL-12), fles 

ceflflufles dendrfitfiques et fles flymphocytes T (437-439). Par conséquent, fl’effet fimmunomoduflateur 

des HDACfi pourrafit avofir des fimpflficatfions fintéressantes pour fl’effet fimmunoflogfique de fla 

radfiothérapfie et mérfite d’être évaflué dans fles futurs essafis combfinant fles HDACfi et fla 

radfiothérapfie. Ces essafis devront se focaflfiser sur un type tumorafl spécfiffique (car fla réponse 

fimmunfitafire est très varfiabfle d’un type de tumeur à fl’autre) et nécessfitent de passer par des essafis 

de phase I/II de méthodoflogfie strficte, tout partficuflfièrement sfi, en pflus de fla combfinafison 



 

147 

abexfinostat / radfiothérapfie, fifl est ajouté une chfimfiothérapfie ou un autre fimmunomoduflateur, 

comme un antfiPD1 ou un antfiPDL1. 

A fl’heure du dévefloppement expflosfif de fl’fimmunothérapfie et pflus partficuflfièrement de 

fl’fimmuno-radfiothérapfie, ces possfibfiflfités de combfinafisons thérapeutfiques souflfignent fl’fintérêt 

stratégfique majeur des moduflatfions épfigénétfiques dans fles trafitements des cancers.  

Le dévefloppement récent des finhfibfiteurs de BET constfitue égaflement une opportunfité de 

combfinafison thérapeutfique qufi reflance fl’fintérêt de fla moduflatfion épfigénétfique dans fle trafitement 

des cancers. En effet, fles protéfines BET sont constfituées de 2 bromodomafines capabfles de 

« flfire » fl’état d’acétyflatfion des hfistones et d’un domafine extra termfinafl (ET) et fleur rôfle en 

cancéroflogfie est de mfieux en mfieux connu. Comme nous fl’avons vu fles mécanfismes de 

cancérogénèse reposent non seuflement sur des mutatfions de gènes mafis égaflement sur des 

anomaflfies de fla réguflatfion épfigénétfique de fl’état de condensatfion de fla chromatfine flfimfitant ou non 

fl’accès de facteurs transcrfiptfionnefls. L’état épfigénétfique de fla chromatfine est « décodé » et 

« codé » par des protéfines dfites « readers », « wrfitters » et « erasers » aux fonctfions d’écrfiture, 

flecture et d’effacement. Les HAT et fles méthyfltransférases sont typfiquement des protéfines 

d’écrfiture épfigénétfique qufi transfèrent des groupes acétyfl ou méthyfl sur fles queues des hfistones. 

Les HDAC et fles déméthyflases sont des protéfines capabfles « d’effacer » ces marques 

épfigénétfiques en retfirant fles groupes acétyfl ou méthyfl. Les protéfines BET quant à eflfles, capabfles 

de flfire fla présence de groupes acétyfl. Lorsque ces protéfines « flfiseuses » détectent que fla 

chromatfine est sous forme actfive, eflfles permettent fl’éflongatfion transcrfiptfionneflfle vfia fl’actfivatfion de 

fl’ARN poflymérase II.(440, 441)  
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Ffigure 58 : Les modfifficatfions covaflentes des hfistones et de fl’ADN sont des mécanfismes cflé 

de fla réguflatfion épfigénétfique de fl’expressfion des gènes (440) 

  

Les finhfibfiteurs de BET mfiment fles hfistones acétyflés et se flfient spécfiffiquement aux 

bromodomafines de BET. Ces finhfibfiteurs finhfibent fl’finteractfion de BET avec fla chromatfine. Ifls 

agfissent donc potentfieflflement de manfière compflémentafire avec fles HDACfi. Les effets antfi 

tumoraux des finhfibfiteurs de BET  ont finfitfiaflement été décrfits fin vfitro et fin vfivo dans des modèfles 

de cancers épfidermoïdes agressfifs. Ifls sont à fl’heure actueflfle en dévefloppement cflfinfique dans 

dfivers type de tumeurs soflfides et en partficuflfier dans fle trafitement de tumeurs cérébrafles (442). Les 

protéfines BET BRD2, BRD3 et BRD4 sont exprfimées dans fla pflupart des ceflflufles de fl’organfisme. 

Par conséquent fifl peut y avofir des crafintes sur fles proffifls de toxficfité et de toflérance de ces drogues 

qufi sont en cours d’évafluatfion. L’utfiflfisatfion de ces drogues en combfinafison pourrafit permettre de 

rédufire fla dose nécessafire et donc de rédufire fles rfisques de toxficfités. La stratégfie de 

dévefloppement cflfinfique des finhfibfiteurs de BET est donc prfincfipaflement une stratégfie de 

combfinafison de drogue et/ou d’agent thérapeutfique. A ce jour fifl n’exfiste pas de données 

concernant fl’assocfiatfion des finhfibfiteurs de BET à fla radfiothérapfie mafis fifl a été montré que fles 

HDACfi peuvent avofir un effet synergfique avec fles finhfibfiteurs de BET. En effet, fla combfinafison de 

ces deux types d’finhfibfiteurs a un effet synergfique en termes de retard de crofissance tumorafle et 

d’finductfion de fl’apoptose, fin vfitro et fin vfivo, dans des modèfles de neurobflastome, de carcfinomes 

pancréatfiques, de carcfinomes mammafires finvasfifs, de méflanomes et de fleucémfie myéfloïde afigüe 
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(443-447). De pflus, fles BET finhfibfiteurs réprfiment fla transcrfiptfion de dfivers facteurs finfflammatofires 

comme fl’IL-6, fle TNF-α ou fl’IL-12 et certafines fonctfions des ceflflufles dendrfitfiques et des 

flymphocytes T réguflateurs (448). Ifl sembfle donc fimportant d’évafluer pflus en détafifl fl’fimpact de 

fl’effet fimmunomoduflateur des finhfibfiteur de BET sur fleur effet antfi tumorafl en partficuflfier dans fle 

cadre combfinafison avec d’autres agents fimmunomoduflateur come fles HDACfi et/ou fla 

radfiothérapfie. 

Enffin fla méthodoflogfie cflassfique seflon un desfign 3+3 de notre étude de phase I peut 

égaflement être dfiscutée. Comme nous fl’avons vu nous avons fintrodufit 2 schémas de trafitement et 

2 sous-groupes de flocaflfisatfions tumorafles pour éflargfir fle panefl d’finformatfions recuefiflflfies dans fle 

cadre de cette phase I. Toutefofis, avec fle dévefloppement des essafis de combfinafison de drogues 

et de radfiothérapfie, de nouveflfles questfions au-deflà de fla sfimpfle escaflade de dose de fla drogue 

assocfiée se posent. Les nouveflfles méthodoflogfies proposées pour fl’évafluatfion de combfinafison de 

deux drogues pourrafient s’appflfiquer aux combfinafisons drogue-radfiothérapfie (315). Dans ce 

contexte, une évafluatfion de fla dose, du fractfionnement ou de fla séquence de radfiothérapfie 

assocfiée à fla drogue pourrafit égaflement être étudfiée affin d’accroître fles chances d’optfimfisatfion et 

de succès de nouveflfles combfinafisons de drogue et de radfiothérapfie. Une approche 

mufltfidfimensfionneflfle comme fle desfign « PIPE » (Product of Independent beta Probabfiflfitfies dose 

Escaflatfion) pourrafit être utfiflfisée pour fidentfiffier fles combfinafisons fles pflus prometteuse pour de 

futures essafis de phase II (449). PIPE est un exempfle de desfign non paramétrfique pour essafis 

cflfinfiques testant deux agents, dans flequefl fles paramètres du modèfle sont fles probabfiflfités de 

toxficfité de chacune des combfinafisons de dose. Pour créer ce type de modèfle, fifl est nécessafire 

d’avofir une connafissance préaflabfle des toxficfités attendues qufi sont ensufite rapfidement mfises à 

jour à partfir des données obtenues dans fl’essafi thérapeutfique sufivant ce desfign. L’autre optfion 

que fl’on pourrafit proposer pour une études assocfiant de mufltfipfles drogues à fla radfiothérapfie pour 

fla premfière fofis et où fle recrutement des patfients dans fl’essafi a des chances d’être réguflfier est un 

desfign « fflfip-fflop ». Dans ce type de desfign, fl’escaflade de dose de chaque drogue se fafit en 

aflternant fles cohortes de patfients  ce qufi permet de contfinuer fle recrutement des patfients dans une 

autre cohorte pendant fla phase d’observatfion des toxficfités de fla premfière cohorte. Le recrutement 

des patfients s’en trouve afinsfi optfimfisé (450). 

L’fidentfifficatfion de bfiomarqueurs d’effficacfité de fla combfinafison thérapeutfique est un 

éflément cflé qufi peut permettre de séflectfionner précocement fles patfients pouvant tfirer bénéffice du 

trafitement évafluer et accéflérer fle transfert en Cflfinfique et fles approbatfions nécessafires pour fla mfise 

sur fle marché de fla combfinafison étudfiée. Ces bfiomarqueurs peuvent égaflement permettre 

fl’fidentfifficatfion de combfinafisons fineffficaces et/ou toxfiques précocement et flfimfiter fles rfisques 

encourus par fles patfients (451). Peu d’études de combfinafison de drogue et radfiothérapfie évafluent 

des bfiomarqueurs prédfictfifs de réponse au trafitement susceptfibfles de gufider une adaptatfion du 

chofix thérapeutfique dans fles essafis de phase précoce. Cecfi représente pourtant un champ de 

recherche très fimportant. L’fimpflémentatfion de bfiomarqueurs de fl’effet de fla radfiothérapfie ou de 

bfiomarqueurs assocfiés aux mécanfismes expflfiquant fla synergfie d’une combfinafison drogue-

radfiothérapfie pourrafit afider à rédufire fles rfisques d’échec des essafis de phase III. Dans notre étude 
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de combfinafison d’abexfinostat et radfiothérapfie nous avons vouflu évaflué fles focfi H2AX  comme 

bfiomarqueur ex vfivo. L’hétérogénéfité de ces focfi au sefin des tumeurs trafitées ne nous a pas 

encore permfis de concflure sur fla fafisabfiflfité et fla robustesse de fl’utfiflfisatfion de ce possfibfle 

bfiomarqueur. 
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5 – CONCLUSION  

 

 

Au totafl, nos données démontrent, fin vfitro et fin vfivo, une potentfiaflfisatfion de fl’effet antfi 

tumorafl de fl’firradfiatfion par fl’abexfinostat dans deux modèfles de CBNPC. De pflus, nos travaux 

suggèrent pour fla premfière fofis à notre connafissance, des opportunfités prometteuses de trfipfle 

combfinafison avec fles HDACfi, fl’firradfiatfion et fle cfispflatfine qufi mérfitent de pflus ampfles 

finvestfigatfions. Nos travaux pourrafient donc être d’un fintérêt majeur pour fle trafitement des CBNPC, 

pour flesquefls fifl exfiste actueflflement un besofin crucfiafl d’améflfioratfion d’effficacfité des trafitements 

mafis où fles possfibfiflfités sont restées très flfimfitées, du fafit de fla toxficfité des combfinafisons 

thérapeutfiques proposées jusqu’à présent. 

Le trafitement par abexfinostat orafl en combfinafison avec fla radfiothérapfie hypo fractfionnée 

présente une actfivfité antfi tumorafle, avec des réponses spécfiffiques flocorégfionafles chez des 

patfients présentant des tumeurs soflfides déjà préaflabflement flourdement trafités par chfirurgfie et/ou 

chfimfiothérapfie et/ou radfiothérapfie. La combfinafison d’abexfinostat et radfiothérapfie est bfien toflérée. 

En effet, fla majorfité des effets secondafires observés sont de grade 1 ou 2. Bfien que notre 

popuflatfion étudfiée sofit peu nombreuse, fles résufltats posfitfifs observés suggèrent un potentfiefl 

fintéressant de cette combfinafison, en partficuflfier pour fle trafitement des métastases cérébrafles et 

mérfite des finvestfigatfions sur une pflus flarge popuflatfion et avec un sufivfi à pflus flong terme. 

Nos travaux s’finscrfivent dans une stratégfie de recherche transflatfionneflfle et montrent 

fl’fimportance de fla recherche précflfinfique pour fles études d’assocfiatfion aux rayonnements fionfisants. 

Seufls un dévefloppement précflfinfique ratfionnefl et un dévefloppement cflfinfique méthodfique 

permettront fl’émergence de combfinafisons moduflant fla radfiosensfibfiflfité tumorafle de manfière 

sufffisamment effficace pour modfiffier nos standards de trafitement et améflfiorer fle pronostfic de nos 

patfients. 
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ANNEXE 1 -  MATERIELS ET METHODES 

 

REACTIFS, LIGNEES CELLULAIRES ET ANTICORPS 

L’abexfinostat (égaflement nommé S78454-1 et PCI-24781-HCI par Pharmacycflfics), fournfi 

par Technoflogfie Servfier (Orfléans, France), a été testé dans deux flfignées de CBNPC  au statut 

p53 sauvage : H460 et A549, de fl’ATCC (Amerfican Type Cuflture Coflflectfion, Manassas, USA). 

L’abexfinostat a été dfissout à 10mM dans du DMSO, aflfiquoté et stocké à -20°C pour ne congefler 

qu’une seufle fofis chaque aflfiquot.  Les dfiflutfions fintermédfiafires et ffinafles ont été préparées 

extemporanément dans du mfiflfieu de cuflture compflet pour fles expérfimentatfions fin vfitro et dans de 

fla 2-hydroxypropyfl-beta-cycflodextrfin (HβCD) 30 % à fl’abrfi de fla flumfière pour fles expérfimentatfions 

fin vfivo. Les ceflflufles ont été trafitées par abexfinostat aux concentratfions findfiquées, pour fles durées 

findfiquées et 24 h avant firradfiatfion sauf mentfion contrafire. 

Le cfispflatfine (Cfis-dfiammfine-pflatfinum (II) dfichflorfide or CDDP) a été acheté chez Sfigma 

Afldrfich (St. Quentfin Faflflavfier, France). Le CDDP a été dfiflué dans du  HβCD 30 % aflfiquoté et 

stocké à -20°C.  

La Z-Vafl-Afla-Dfl-Asp- ffluoromethyflketone (Z-VAD-FMK) a été achetée chez Bachem et fle 

2-Hydroxypropyfl-β- cycflodextrfin (HβCD) chez Sfigma. Le soflvant DMSO et fles mfiflfieux de cuflture 

ont été utfiflfisés comme contrôfle.   

Les antficorps prfimafires pour fla détectfion de fl’hfistone H3 acétyflé (Lys9), de fla caspase 3 

cflfivée (Asp175), HIF1aflpha, MRE11 et p95/NBS1 ont été achetés chez Ceflfl Sfignaflfing 

Technoflogy. Les antficorps prfimafires dfirfigés contre fles phospho H2AX et GAPDH ont été achetés 

chez Mfiflflfipore. Les antficorps prfimafires dfirfigés contre fle cytochrome C, 53BP1, Rad51 et fla β-

actfin ont été respectfivement achetés chez BD pharmfingen, Bethyfl Laboratorfies, Caflbfiochem 

and Sfigma.  

Les antficorps secondafires conjugués antfi-sourfi ou antfi-flapfin ont été achetés chez 

Southern Bfiotechnoflogy.  

   

MILIEUX, CONDITIONS DE CULTURE ET IRRADIATION 

Les ceflflufles H460 ont été mafintenues dans du mfiflfieu RPMI-1640 (Lfife Technoflogfies, 

Carflsbad, CA, USA)  contenant 10% de sérum de veau fœtafl (SVF) (PAA flaboratorfies) et 100 

unfités/mfl de pénficfiflflfine G sodfium, 1% Hepes et 1% Sodfium/pyruvate (Lfife Technoflogfies, 

Carflsbad, CA, USA).   
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Les ceflflufles A549 ont été mafintenues dans du mfiflfieu F12-K medfia (ATCC, Manassas, 

USA) contenant 10 % de SVF (PAA flaboratorfies) et 100 unfités/mfl de pénficfiflflfine G sodfium, 1 % 

Hepes et 1 % Sodfium/pyruvate (Lfife Technoflogfies, Carflsbad, CA, USA). 

Toutes fles ceflflufles ont été mafintenues en sous atmosphère contenant 5 % de CO2 à 37°C 

sofit en normoxfie (21 % O²) sofit en hypoxfie (0.1 % O²). En condfitfion hypoxfique, fles ceflflufles 

préaflabflement ensemencées ont été fincubées avec 0.1 % d’O² durant 24 h pufis trafitées par 

abexfinostat et fl’hypoxfie a été mafintenue seflon fles durées findfiquées pour chaque expérfimentatfion. 

L’firradfiatfion a été déflfivrée à température ambfiante avec une dose unfique de 2 à 6 Gy pour fles 

expérfimentatfions fin vfitro et seflon un mode fractfion à rafison d’une fractfion par jour pour fles 

expérfimentatfions fin vfivo et fl’essafi de phase I chez fl’homme. Les firradfiatfions des expérfimentatfions 

fin vfitro et fin vfivo ont été réaflfisées sur un firradfiateur IBL-687 (CIS-Bfio Internatfionafl) avec un débfit 

de dose de 1 Gy/mfin. Les firradfiatfions pour fl’essafi de phase I ont été réaflfisées sur des 

accéflérateurs flfinéafires, en photons d’une énergfie mfinfimafle de 6 Mv. 

 

SENSIBILITE AUX AGENTS PHARMACOLOGIQUES 

La sensfibfiflfité des dfifférentes flfignées ceflfluflafires aux dfifférents agents (abexfinostat, LBH, 

cetuxfimab, oflaparfib, cfispflatfine) a été évafluée par anaflyse du taux de proflfifératfion ceflfluflafire en 

réaflfisant des tests WST-1 avec anaflyse coflorfimétrfique. Seufls fles résufltats pour fl’abexfinostat sur 

fles  2 flfignées de CBNPC sont présentés ficfi. Un jour après fl’ensemencent en pflaques de 96 pufits, 

fles ceflflufles ont été exposées à des doses crofissantes d’agents ou de soflvant seufl (DMSO) utfiflfisé 

comme contrôfle. Après 2 jours d’fincubatfion, fles tests WST-1 ont été réaflfisés seflon fles finstructfions 

du constructeur (Roche, Basefl, Sufisse). L’absorbance à 450 nm a été mesurée en utfiflfisant un 

flecteur de pflaques de type Bfiorad (Bfiorad Modefl 680 system, avec flogficfiefl mficropflate Manger 5.2). 

Les vafleurs ont été normaflfisées par rapport aux contrôfles. Les IC50 représentent fles 

concentratfions pour flesqueflfles fl’agent étudfié rédufit de 50 % fle nombre de ceflflufles vfiabfles. 

 

TESTS CLONOGENIQUES 

Pour fles agents pharmacoflogfiques testés, nous avons caflcuflé fle pourcentage de cflones 

ceflfluflafires survfivants après exposfitfion à fla drogue +/- firradfiatfion. Les ceflflufles ont été ensemencées 

à dfifférentes densfités ceflfluflafires (dépendant de fla concentratfion de fl’agent testé et de fla dose 

d’firradfiatfion) en boîtes T-25 dans 4 mfl de mfiflfieu de cuflture pour attefindre entre 10 et 200 coflonfies 

par boîte. Pufis, fles ceflflufles ont été exposées à fl’agent pharmacoflogfique à dfifférentes 

concentratfions 4h après ensemencement et firradfiées à doses crofissantes (de 0 à 6 Gy, Césfium = 

Cs
137
, 1 Gy par mfinute, firradfiateur gamma IBL-637 de CIS-Bfio Internatfionafl, IBA, Sacflay, France) 

seflon dfifférentes séquences dépendant de fl’agent testé. Après un changement de mfiflfieu de cuflture 

24 h après firradfiatfion, fles ceflflufles ont été mfises en fincubatfion durant 10-14 jours à 37°C, 5 % CO
2
, 
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21 % ou 0.1 % O² et fles cflones ceflfluflafires ont été coflorés par Crfistafl Vfioflet, flavés et comptés. 

Seufles fles coflonfies de  pflus de 50 ceflflufles ont été prfises en compte.  

L’effficacfité d’ensemencement (PE : Pflatfing Effficfiency) a été caflcuflée en dfivfisant fle nombre 

de coflonfies formées par fle nombre de ceflflufles ensemencées. Chaque fractfion survfivante (SF : 

Survfivfing fractfion) a été caflcuflée en dfivfisant fla PE des ceflflufles trafitées par fla PE des ceflflufles non 

firradfiées (contrôfle). La fractfion survfivante à 10 Gy (SF10) a été caflcuflée en appflfiquant fl’équatfion 

flfinéafire quadratfique : SF = exp [-αxD-ßD²]. Le facteur d’augmentatfion de fla sensfibfiflfité (SER : 

Sensfitfizatfion enhancement ratfio) a été caflcuflé en dfivfisant fla dose d’firradfiatfion correspondant à 10 

% de survfie des ceflflufles contrôfle (fincubées dans fle mfiflfieu de cuflture sans fl’agent pharmacoflogfique 

testé) par fla dose d’firradfiatfion correspondant à 10 % de survfie des ceflflufles trafitées par fl’agent 

pharmacoflogfique étudfié. Chaque pofint sur fles courbes de survfie représente fla moyenne des 

fractfions survfivantes d’au mofins 3 expérfiences findépendantes. 

Des tests cflonogénfiques ont été réaflfisés en sfituatfion d’hypoxfie (0.1% d’O²). Quatre heures 

après ensemencement, fles ceflflufles ont été pflacées en sfituatfion d’hypoxfie en chambre à hypoxfie 

(0,1 % d’O²), pufis trafitées par firradfiatfion (0-6 Gy) +/- fl’agent pharmacoflogfique testé seflon fles 

dfifférentes séquences étudfiées. Les ceflflufles étafient sortfies de fl’hypoxfie 24h après firradfiatfion et 

repflacées en condfitfions de cuflture sous atmosphère contenant 5% de CO
2
 à 37°C et 21% d’O². 

 

ANALYSE DU CYCLE CELLULAIRE 

Les ceflflufles ont été exposées aux drogues à dfifférentes concentratfions quatre heures 

après fl’ensemencement et firradfiées 24 h pflus tard. A dfifférents temps, fles ceflflufles ont été arrêtées 

et flavées avec du PBS 1X (Phosphate Bufferfing Sodfium), pufis trypsfinées et centrfifugées. Les 

ceflflufles ont été conservées dans éthanofl à 70 % et à -20°C. Les cuflots ceflfluflafires ont été flavés 

dans du PBS et suspendus dans 200 μfl de soflutfion de fiodure de propfidfium (PI) contenant 0.1 

mg/mfl de PI, 1 mg/mfl de RNase et 20 mM d’EDTA dans du PBS 1X (pH 7.8). Après une heure 

d’fincubatfion à 37°C, une anaflyse en cytométrfie de fflux a été réaflfisée sur un système BD LSR II 

(BD Bfioscfiences, Stockhoflm, Suède). Pour fl’étude de fla mort ceflfluflafire fles ceflflufles ont été 

anaflysées pour fle marquage Annexfine V de surface en utfiflfisant fle kfit de marquage Annexfine 

V/FITC (ffluorescefin-5-fisothfiocyanate) +/- Z-VAD-FMK seflon fles recommandatfions du producteur 

(MACS, Mfifltenyfi Bfiothech, Bergfisch Gfladbach, Aflflemagne)  afinsfi que pour fle marquage au 3.3 

dfihexyfloxacarbocyanfine fiodfide (DfiOC6 (3) de chez Moflecuflar Probes) et au PI. Les données ont 

été anaflysées à fl’afide des flogficfiefls BD FACSDfiva (Becton Dfickfinson) et FflowJo (Verfity software 

House, Topsham, ME, USA). Le mfiflfieu de cuflture sans fl’agent pharmacoflogfique étudfié a été utfiflfisé 

comme contrôfle. 
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WESTERN BLOTS 

L’étude de fl’fimpact des drogues sur fl’expressfion protéfique a été réaflfisée par Western Bflot. 

Les ceflflufles ont été trafitées par fl’agent et firradfiées à dfifférents temps et dfifférentes doses. Aux 

temps findfiqués, fles ceflflufles ont été flavées (PBS 1X), pufis flysées avec un tampon contenant 20 

mM Hepes, 10 mM KCfl, 1mM EDTA, 0.1 % NP40, 10 % gflycérofl, un cocktafifl finhfibfiteur de protéase 

(EDTA-free protease finhfibfitor tabflets, Roche) et un finhfibfiteur de phospatase (phosphoSTOP 

tabflets, Roche). Après extractfion des protéfines dans fla gflace, fle dosage protéfique a été réaflfisé 

en utfiflfisant fle kfit Bfiorad (Hercufles, USA), seflon fles finstructfions du constructeur. Pufis fla 

concentratfion protéfique a été mesurée en utfiflfisant fle système Bfiorad Modefl 680, avec un 

mficropflate Manager 5.2. Après dénaturatfion des protéfines à 95°C pendant 5 mfinutes, 30 μg de 

protéfines ont été déposées dans un gefl dénaturant d’acryflamfide à 4–12 % (NuPaAGE Bfis-trfis 

Gefl, Invfitrogen, San Dfiego, USA). Après fla mfigratfion, fles protéfines ont été transférées sur une 

membrane de PVDF (poflyvfinyflfidene ffluorfide, Amersham) par éflectro transfert à 40 V durant une 

heure. La membrane a été flavée avec du TBX 1X/Tween-20 à 0.1 % pufis saturée pendant une 

heure dans du TBS1X/Tween à 0.1 % contenant 5 % d’aflbumfine de sérum de bœuf ou flafit 5 %. 

Les membranes ont été fincubées durant fla nufit à 4°C avec fles antficorps prfimafires 

sufivants : GAPDH, actfine, Acétyfl Hfistone H3 (Lys9) (H3-Ac), HIF1 aflpha,  caspase 3 cflfivée 

(Asp175), phospho H2AX (pH2AX), MRE11, p95/NBS1 et Rad51 findfiqués cfi-dessus. 

Un antficorps secondafire marqué à fla peroxydase dfirfigé contre fles antficorps de flapfin ou de 

sourfis correspondants de GE Heaflthcare (Buckfinghamshfire, UK) a été utfiflfisé pour détecter 

fl’antficorps prfimafire pufis révéflé par un système de détectfion Dura (Thermo Ffisher Scfientfiffic) sur 

une G-Box Chemfi XL 1.4 (Syngene) permettant fl’enregfistrement des fimages.  

Un contrôfle de dépôt a été réaflfisé en utfiflfisant un antficorps spécfiffique de fla β-actfine ou de 

fla GAPDH. 

Pour fles westerns bflots réaflfisés à partfir de broyat de tumeurs ex vfivo, fles protéfines totafles 

ont été extrafites dans fle tampon de flyse et fl’Acétyfl Hfistone H3 (Lys9) (H3-Ac) détecté seflon fla 

même procédure. 

 

IMMUNOFLUORESCENCE  

Les ceflflufles étudfiées ont été cufltfivées sur flames en pflaques de 6 pufits et trafitées avec 

fl’agent pharmacoflogfique étudfié à dfifférentes concentratfions ou du mfiflfieu de cuflture sans agent 

pharmacoflogfique utfiflfisé comme contrôfle. Les ceflflufles ont été firradfiées aux doses et temps 

findfiqués. Pufis, aux temps findfiqués, fles ceflflufles ont été ffixées dans du  para formafldéhyde 4 % 

pendant 20 mfinutes et perméabfiflfisées dans du SDS à 0.1 % pendant 10 mfinutes. Les sfites de 

ffixatfion non spécfiffiques ont été bfloqués par saturatfion à fla BSA pendant 30 mfinutes pufis fles flames 

ont été fincubées avec fles antficorps prfimafires de caspase 3, cytochrome C, ƔH2AX, 53BP1 ou 
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Rad51 (1/200). Les flames ont été flavées 3 fofis au PBS 1X et fincubées avec fles antficorps 

secondafires conjugués Aflexa Ffluor 488 ou  Aflexa Ffluor 568 (Moflecuflar Probes) pendant 1 h 

(1/500). Les ceflflufles ont été marquées au Hoescht 33342 (Lfife technoflogfies) et anaflysées par 

mficroscopfie confocafle sur un Lefica SP8 avec un objectfif 63x.  

 

XENOGREFFES TUMORALES 

Affin d’évafluer sfi fles effets fin vfitro des agents testés pouvafient être étendus aux modèfles fin 

vfivo, fles ceflflufles tumorafles (2.5.10
6
 ceflflufles A549 ou H460 par finjectfion) ont été finocuflées en sous-

cutané dans fle fflanc drofit de sourfis nude femeflfles âgées de 6 à 8 semafines (Janvfier CERT, Le 

Genest St.Isfle, France). Les anfimaux porteurs de tumeurs d’envfiron 60 à 100 mm
3
 de voflume 

(estfimé par fla formufle sufivante : flargeur x flongueur x hauteur / 2) ont été trafités par finjectfion 

fintrapérfitonéafle (IP) pour fles agents testés fin vfivo (abexfinostat, LBH589, oflaparfib, cetuxfimab, 

cfispflatfine). Les sourfis (6 à 10 par groupe seflon fles expérfimentatfions) ont été aflflouées aux 

dfifférents groupes de trafitement par tfirage au sort.  

Les sourfis ont été hébergées en condfitfions protégées, sans agent pathogène, en 

respectant un rythme vefiflfle/sommefifl avec 12 h avec écflafirage et 12 h sans écflafirage à 21~23 °C et 

60~85% d’humfidfité avec accès ad flfibfitum à fla nourrfiture et à fl’eau stérfiflfisés. Les expérfiences ont 

été fafites dans fle respect des recommandatfions de fla fédératfion européenne des flaboratofires 

scfientfiffiques anfimaflfiers (Federatfion of European Laboratory Anfimafl Scfience Assocfiatfion : 

FELASA). Les expérfimentatfions anfimafles ont été approuvées par fle comfité d’éthfique (CEEA 

IRCIV / IGR, avec fl’enregfistrement du mfinfistère françafis de fla recherche) et réaflfisées en accord 

avec fla dfirectfive européenne EU 63/2010. Les expérfiences fin vfivo étafient réaflfisées sous fla flficence 

n°D94-076-11 (Mfinfistère de fl’Agrficuflture).  

 

L’abexfinostat dfissout dans du HβCD 30% a été utfiflfisé à dfifférentes concentratfions et seflon 

dfifférents  schéma d’admfinfistratfion comme findfiqué dans fles travaux présentés. Pour fl’étude 

soumfise à pubflficatfion sous fla référence #018532 : 4 groupes de 10 sourfis ont été trafités par 

finjectfion IP du véhficufle (HβCD 30%), d’abexfinostat à 25 mg/kg deux fofis par jour (avec 4 jours de 

trafitement, 3 jours d’finterruptfion, 4 jours de trafitement, 3 jours d’finterruptfion, 4 jours de trafitement), 

fle véhficufle et fl’firradfiatfion (avec une fractfion quotfidfienne de 2 Gy/J à J2, J3 et J4), ou fla 

combfinafison d’abexfinostat et firradfiatfion seflon fles mêmes modaflfités avec  chaque fractfion déflfivrée 

1 h après fla deuxfième finjectfion d’abexfinostat du jour. 

L’firradfiatfion séflectfive des tumeurs de sourfis a été déflfivrée au moyen de rayons X de 200 

kV générés par un Tube Varfian NDI 226 (200 kV, 15 mA, ffifltre de 0.2 mm en Cufivre) avec une 

dfistance source-peau de 21 cm. Le débfit de dose utfiflfisé a été de 0,87 Gy/mfin. 
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La crofissance tumorafle et fle pofids des sourfis ont été mesurés deux fofis par semafine. Le 

voflume a été évaflué à partfir des mesures fafites au pfied à couflfisse et sufivant fla forme sufivante : 

(flongueur x flargeur
2
)/2. Les sourfis ont été sacrfiffiées florsque fle voflume tumorafl a dépassé 1800 

mm
3
 ou florsque fleur perte de pofids a dépassé 20 % du pofids du corps.  

Dans deux expérfimentatfions findépendantes, des broyats de tumeurs ont été préparées ex 

vfivo à partfir de xénogreffes de ceflflufles H460 préflevées 1 h, 4 h ou 17 h après fl’firradfiatfion (c’est-à-

dfire 4 h, 7 h, 20 h après fla seconde finjectfion d’abexfinostat du jour) sur 4 jours consécutfifs de 

trafitement par abexfinostat à 25 mg/kg 2 fofis par jour avec ou sans firradfiatfion à 2 Gy/J à J2, J3 et 

J4. Les tumeurs préflevées ont été fimmédfiatement congeflées en azote flfiqufide après mesure de 

fleur pofids sec. Les broyats de tumeurs ont été stockés à -80°C avant anaflyse. La concentratfion 

ffinafle d’abexfinostat a été détermfinée dans fla tumeur par normaflfisatfion sur fle pofids de fla tumeur 

préflevée.  

Dans une expérfience findépendante seflon fle même protocofle qu’finfitfiaflement décrfit dans fla 

sectfion xénogreffes tumorafles, florsque fles greffes de ceflflufles A549 ont attefint un voflume de 65 à 

100 mm3, fles sourfis ont été aflflouées par tfirage au sort à 8 groupes (n=10 sourfis par groupe) et 

trafitées avec +/- abexfinostat IP 25 mg/kg X 2/J (5 jours de trafitement, 4 jours sans trafitement, 3 

jours de trafitement, 3 jours sans trafitement, 5 jours de trafitement) +/- cfispflatfine IP 1mg/kg 1 h 

avant fl’firradfiatfion au J2, et au J16 +/- firradfiatfion à 2 Gy/J à J2, J3 et J4, 1 h après fla deuxfième 

finjectfion d’abexfinostat du jour de trafitement correspondant. Le véhficufle (HβCD 30%) a été utfiflfisé 

comme contrôfle.  

 

ETUDE HISTOLOGIQUE ET IMMUNOHISTOCHIMIQUE 

Des anaflyses hfistoflogfiques et fimmunohfistochfimfiques ont été réaflfisées dans fle cadre de 

fl’évafluatfion de fl’abexfinostat. Après sacrfiffice des sourfis, fles xénogreffes tumorafles ont été 

préflevées et dfivfisées en 2. Une partfie a été ffixée dans du FfineFfix fl’autre congeflée en azote flfiqufide 

pufis conservée à -80°C. Des bflocs ont été fincflus dans fla parafffine après ffixatfion. 

 

MODELES DE FIBROSE PULMONAIRE RADIO INDUITE  

Affin d’évafluer fla toxficfité potentfieflfle de fl’abexfinostat sur fle tfissu puflmonafire safin et en 

partficuflfier fle rfisque de ffibrose puflmonafire findufite par fl’abexfinostat seufl ou de majoratfion de fla 

ffibrose puflmonafire radfio findufite flors de fl’assocfiatfion abexfinostat-firradfiatfion nous avons utfiflfisé un 

modèfle mfis en pflace dans fl’unfité INSERM 1030 adapté des protocofles pubflfiés par Mangonfi et afl., 

Haston et afl., Monceau et afl. (452-454). Les sourfis firradfiées ont été anesthésfiées à fl’fisoffluoran 

(Forane, Abbott, Abbott Park, IL, USA) à 2–4 % en O² admfinfistré au masque. Une fofis 

anesthésfiées fles sourfis ont été pflacées dans fleur système de contentfion en pflastfique en posfitfion 
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ventrafle et firradfiées 3 par 3. L’anesthésfie findufisant une bafisse de fla température corporeflfle des 

sourfis ceflfles-cfi ont été pflacées sous flampe chauffante permettant fle mafintfien de fleur température 

corporeflfle pendant fla procédure d’firradfiatfion. L’firradfiatfion é été déflfivrées à fl’afide d’un tube à 

rayons X de type Varfian NDI 226 (200 kV, 15 mA, ffifltre de 0.2 mm en Cufivre) avec une dfistance 

source-peau de 21 cm. Le débfit de dose utfiflfisé a été de 0,87 Gy/mfin. L’ensembfle du corps des 

sourfis  à fl’excflusfion de fla régfion puflmonafire a été protégé par un cache pflombé de 1cm 

d’épafisseur. Dans ce modèfle nous avons évaflué une firradfiatfion déflfivrant 9 x 3.5 Gy en 

combfinafison avec de fl’abexfinostat seflon un schéma d’admfinfistratfion fintensfiffié d’abexfinostat 

représenté ffigure…. L’abexfinostat a été donné 5j/7 sur 2 semafines aux doses de 100 ou 50mg/kg/j 

en une seufle finjectfion IP/j. L’abexfinostat a été débuté 48h avant fl’firradfiatfion et fles jours 

d’firradfiatfion fl’abexfinostat a été admfinfistré 1h avant fl’firradfiatfion. Les sourfis ont été sacrfiffiées à 10 

semafines et 22 semafines du début du trafitement. Les poumons ont fimmédfiatement été préflevés, 

flavés au sérum physfioflogfique fisotonfique et ffixés dans du Ffineffix (Mfiflestone, Torre Bafldone (BG), 

Itafly) pendant 24h pour anaflyse hfistoflogfique. Seflon notre protocofle standard, fles préflèvements ont 

ensufite été fincflus en parafffine et des coupes de 5-6µm d’épafisseur ont été préparées et coflorées à 

fl’hématoxyflfine éosfine. 

 

ETUDE DE PHASE I 

Cette étude a été condufite dans fle respect des standards d’éthfique, conformément à fla 

décflaratfion d’Heflsfinkfi et seflon fles recommandatfions natfionafles et finternatfionafles après 

approbatfion par fles finvestfigateurs, fles commfissfions d’essafis thérapeutfiques des étabflfissements 

partficfipants, fle comfité d’éthfique, fle comfité pour fla protectfion des patfients (CPP) et fl’agence 

natfionafle de sécurfité du médficament et des produfits de santé (ANSM). Un consentement écflafiré 

écrfit et sfigné a été obtenu de chaque patfient avant toute partficfipatfion à fl’étude. 

Nous avons condufit cette étude expfloratofire de phase I, d’escaflade de dose, ouverte, de 

manfière mufltficentrfique finternatfionafle dans 6 centres en Itaflfie et en France. Les patfients éflfigfibfles 

ont tous présentés une tumeur soflfide, mesurabfle, conffirmée hfistoflogfiquement reflevant d’une 

findficatfion de radfiothérapfie paflflfiatfive, hypo fractfionnée. Cette étude a fincflus des patfients 

présentant des tumeurs soflfides métastatfiques avec des mafladfies flocaflement avancées dont fle 

prfimfitfif a nécessfité une firradfiatfion avant trafitement systémfique, des tumeurs non firradfiées 

préaflabflement, des prfimfitfifs en rechute afinsfi que des tumeurs nécessfitant une firradfiatfion hypo 

fractfionnée, des flocaflfisatfions secondafires nécessfitant une firradfiatfion hypo fractfionnée et des 

patfients dans un état ne permettant pas de recevofir fla radfio chfimfiothérapfie conventfionneflfle. On 

note égaflement dans fles crfitères d’éflfigfibfiflfité un « Eastern Cooperatfive Oncoflogy Group » ou 

ECOG ≤2, une espérance de vfie > 20 semafines, une fonctfion rénafle, cardfiaque, hépatfique et 

hématoflogfique adéquate. Les crfitères de non fincflusfion comprennent fles greffes aflflogénfiques de 

moeflfle osseuse, une chfirurgfie flourde dans fles 4 semafines avant fle premfier jour de trafitement, une 

chfimfiothérapfie dans fles 3 semafines (6 semafines en cas de nfitrosourés) avant fle début du 
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trafitement à fl’étude, un antécédent de radfiothérapfie sur fla zone trafitée dans fle cadre du protocofle, 

une fimmunothérapfie ou une hormonothérapfie dans fles 2 semafines avant fle début du trafitement 

protocoflafire sauf pour fles cancers de prostate stabfles sous agonfistes de fla LHRH, fles 

finsufffisances surrénaflfiennes stabfles sous gflucocortficoïdes et mfinéraflocortficoïdes, carcfinome 

surrénaflfiens stabfles sous mfitotane ou contraceptfifs oraux avec d’autres trafitements 

antfinéopflasfiques dans fles 3 semafine, sont égaflement non éflfigfibfles fles patfients sous 

antficoaguflants par antfi vfitamfine K, fles patfients sous trafitements connus pour proflonger fl’fintervaflfle  

QT corrfigé, fles patfients sous acfide vaflproïque dans fles 5 jours avant fle début de fl’étude et fles 

patfients sous facteurs de crofissance hématopoïétfiques prophyflactfiques.  

L’abexfinostat assocfié à une radfiothérapfie ffixe à fla dose de 30 Gy en 10 fractfions 

quotfidfiennes de 3 Gy/j, 5 jours par semafine sur 2 semafines a été admfinfistré seflon 2 schémas. Le 

premfier schéma de trafitement a déflfivré fl’abexfinostat une semafine avant de débuter fla 

radfiothérapfie hypo fractfionnée pour permettre fla survenue des modfifficatfions fintraceflfluflafires flfiées 

au trafitement, pufis fl’abexfinostat a été contfinué de manfière concomfitante avec fla radfiothérapfie 

hypo fractfionnée sur 2 semafines. L’abexfinostat a été admfinfistré 2 fofis par jour oraflement du 

premfier au 5
ème
 jour pufis pendant fla radfiothérapfie du 8

ème
 au 12

ème
 jour et du 15

ème
 au 19

ème
 jour 

(ffigure…). Ce schéma avec une aflternance de 5 jours de trafitement et 2 jours sans trafitement 

(schéma 1) a été chofisfi en se basant sur fla toflérance et fl’actfivfité de fl’abexfinostat observées dans 

fl’étude cflfinfique PCYC-0402 (426). Pour assurer des marges de sécurfités dans notre évafluatfion de 

fl’abexfinostat en combfinafison avec fla radfiothérapfie, nous avons débuté fl’admfinfistratfion 

d’abexfinostat à fla dose de 15 mg/m² 2 fofis par jour ce qufi correspond à 25% de fla dose 

recommandée de 60mg/m² 2 fofis par jour obtenue dans fl’étude PCYC-0402 et un nfiveau de dose 

au-dessous de fla dose finfitfiafle utfiflfisée dans fl’étude PCYC-0402 (426).  Pour fle schéma 2, 

fl’abexfinostat et fl’firradfiatfion ont été admfinfistrés de manfière concomfitante du premfier au 4
ème
 jour et 

du 8
ème
 au 11

ème
 jour de trafitement (ffigure…). Le schéma aflternant 4 jours de trafitements, 3 jours 

sans trafitement (schéma 2) a été chofisfi d’après fla toflérance de fl’abexfinostat observée dans fl’étude 

cflfinfique CL1-78454-002 (426). Ce schéma est assocfié au pflus fafibfle rfisque de thrombopénfie dans 

fles schémas testés et fles doses de 75 mg/m² x 2/j, 90 mg/m² x 2/j et 105 mg/m² x 2/j ont été 

testées (426). 

Pour fles schémas 1 et 2, fla radfiothérapfie a été admfinfistrée seflon une technfique 

conformatfionneflfle 3D standard. Les patfients ont reçu une radfiothérapfie externe hypo fractfionnée 

déflfivrée par un accéflérateur flfinéafire de partficufles à fl’afide de photons d’énergfie ≥4mégavoflts. Les 

patfients des 2 schémas ont été cflassés en 2 groupes seflon fla flocaflfisatfion du sfite à firradfier (sous 

dfiaphragmatfique ou sus dfiaphragmatfique) de façon à évafluer séparément fles possfibfles toxficfités 

spécfiffiques à fla régfion firradfiée.  

Notre étude a sufivfi une escaflade de dose seflon un schéma cflassfique 3 + 3 jusqu’à 

attefindre fla dose maxfimum toflérée (MTD) basée sur fla déffinfitfion des toxficfités doses-flfimfitantes 

préétabflfie dans fle protocofle (DLT) et correspondant à fla survenue au cycfle 1 d’au mofins une des 

toxficfités sufivantes : effet secondafire (AE) non hématoflogfique de grade 3, proflongatfion de 
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fl’fintervaflfle QTc de grade 3, neutropénfie de grade 4 persfistant pflus de 5 jours sous facteur de 

crofissance, thrombopénfie de grade 4, fimpossfibfiflfité de reprfise du trafitement par abexfinostat dans 

un déflafis de 2 semafines. L’escaflade de dose au nfiveau de dose sufivant s’est fafit après évafluatfion 

des DLT sur une pérfiode de trafitement de 3 semafines pour fle schéma 1, sur une pérfiode de 

trafitement de 2 semafines pour fle schéma 2, et après 3 semafines sans trafitement. L’évafluatfion de 

fla réponse tumorafle a été réaflfisée 3 semafines après fla ffin du trafitement et après 2 mofis de sufivfi. 

Les effets secondafires ont été gradés à chaque vfisfite seflon cflassfifficatfion finternatfionafle «Common 

Toxficfity Crfiterfia for Adverse Events » (CTCAE) v3.0  (455). Les évènements findésfirabfles 

consfidérés comme grave (« serfious adverse events» (SAE)) sont ceux flétaux, menaçant fla vfie du 

patfient, nécessfitant une hospfitaflfisatfion, handficapant ou jugé médficaflement sfignfifficatfifs.  

L’objectfif prfincfipafl de cette étude est d’évafluer fla toxficfité et fla toflérance du trafitement par 

abexfinostat orafl en combfinafison avec fla radfiothérapfie hypo fractfionnée chez des patfients 

présentant des tumeurs soflfides de stade avancé affin de détermfiner fla MTD et d’étabflfir des 

recommandatfions de dose pour une éventueflfle future étude cflfinfique de phase II. Les objectfifs 

secondafires de cette étude sont d’évafluer fla réponse tumorafle à fla combfinafison abexfinostat et 

radfiothérapfie et d’anaflyser fles proffifls pharmacocfinétfiques de fl’abexfinostat et de ses métaboflfites. 

La réponse tumorafle déffinfie par fle taux de réponse flocorégfionafle et fle taux de réponse gflobafle a 

été évafluée seflon fles crfitères finternatfionaux « revfised Response Evafluatfion Crfiterfia fin Soflfid 

Tumors » (RECIST) versfion 1.1 (456). 

Le taux de réponse gflobafle a été déffinfit comme fla proportfion de patfient présentant sofit 

une réponse compflète (CR) sofit une réponse partfieflfle (PR) seflon fles crfitères RECIST (versfion 

1.1). Le taux de réponse flocorégfionafle a été déffinfit comme fla proportfion de patfients présentant 

une CR, une PR des flésfions comprfises dans fles champs d’firradfiatfion seflon fles crfitères RECIST 

(versfion 1.1). Les flésfions ont été évaflués cflfinfiquement et par fimagerfie scanner. Un 

éflectrocardfiogramme a été réaflfisé flors de fl’fincflusfion du patfient dans fl’étude, une heure avant , une 

heure après et 1.5 heures après fla premfière admfinfistratfion d’abexfinostat fle 1
er
, 3
ème
, 8
ème
, 15

ème
 et 

19
ème
 jours afinsfi qu’à fla vfisfite de ffin de trafitement pour fle schéma 1 et au 1

er
, 4
ème
, 8
ème
 et 11

ème
 

jours afinsfi qu’à fla vfisfite de ffin de trafitement pour fle schéma 2. 

 

METHODE STATISTIQUE 

Les anaflyses statfistfiques ont été réaflfisées sur Graph Pad Prfism 6.0 software (Graph Pad, 

San Dfiego CA) et Bfiostat TGV. Sauf sfi spécfiffié, fles données ont été exprfimées comme des 

moyennes +/- dévfiatfions standard (SD) ou erreurs standard de fla moyenne (SEM), en fonctfion des 

expérfimentatfions. Pour fles expérfiences fin vfitro, fla sfignfifficatfivfité statfistfique a été détermfinée par t-

test de Student. Une anaflyse ANOVA a été utfiflfisée pour détermfiner fla sfignfifficatfivfité des 

dfifférences de voflume tumorafl fin vfivo.  Les vafleurs de p finférfieures à 0.05 ont été consfidérées 

comme sfignfifficatfives. Les courbes modéflfisées de survfie ceflfluflafire après firradfiatfion ont été 
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construfites en appflfiquant un modèfle flfinéafire quadratfique. Les expérfiences ont été condufites en 

trfipflficats sauf mentfion contrafire.  

Pour fl’étude de phase I, fles anaflyses d’effficacfité ont été réaflfisées sur fl’ensembfle des 

données, fincfluant fles patfients ayant reçu au mofins une dose d’abexfinostat et qufi ont eu au mofins 

une évafluatfion tumorafle de départ et une évafluatfion tumorafle par fla sufite. La mefiflfleure réponse 

cflfinfique a été évafluée par fles finvestfigateurs pour chaque nfiveau de dose sur fl’ensembfle de fla 

popuflatfion étudfiée par schéma de trafitement et par groupe sus ou sous dfiaphragmatfique. Les taux 

de réponse (réponse flocorégfionafle et réponse gflobafle) afinsfi que fleurs fintervaflfles de conffiance à 

95% sont présentés. Les anaflyses de toxficfité ont été menées avec une descrfiptfion des DLT sur fla 

popuflatfion évafluabfle pour fles DLT comprenant : 

- fles patfients ayant compflété fla pérfiode totafle de trafitement de 3 semafines dans fle schéma 

1 ou de 2 semafines dans fle schéma 2 afinsfi qu’une pérfiode de 3 semafines après trafitement 

(pérfiode d’évafluatfion) 

-fles patfients ayant finterrompu fleur trafitement du fafit d’une DLT en cours de trafitement ou 

dans fles 3 semafines sufivant fle trafitement.  

Une anaflyse statfistfique descrfiptfive a été utfiflfisée pour évafluer fles toxficfités seflon fla CTCAE 

v3.0, fles effets secondafires, fl’état générafl, fles sfignes vfitaux, fl’examen cflfinfique et fles paramètres 

bfioflogfiques. 
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ABSTRACT

Despfite promfinent rofle of radfiotherapy fin flung cancer management, there fis 

an urgent need for strategfies fincreasfing therapeutfic efficacy. Reversfibfle epfigenetfic 

changes are promfisfing targets for combfinatfion strategfies usfing HDAC finhfibfitors 

(HDACfi).

Here we evafluated on two NSCLC ceflfl flfines, the antfitumor effect of abexfinostat, 

a novefl pan HDACfi combfined wfith firradfiatfion fin vfitro fin normoxfia and hypoxfia, by 

cflonogenfic assays, demonstratfing that abexfinostat enhances radfiosensfitfivfity fin a 

tfime dependent way wfith mean SER10 between 1.6 and 2.5 for A549 and H460. We 

found, by fimmunofluorescence stafinfing, flow cytometry assays and western bflottfing, 

fin abexfinostat treated ceflfls, fincreasfing radfio-finduced caspase dependent apoptosfis 

and persfistent DNA doubfle-strand breaks assocfiated wfith decreased DNA damage 

sfignaflflfing  and  repafir.  Interestfingfly,  we  demonstrated  on  nude  mfice  xenografts 

that abexfinostat potentfiates tumor growth deflay fin combfined modaflfity treatments 

assocfiatfing not onfly abexfinostat and firradfiatfion but aflso when addfing cfispflatfin.

Afltogether, our data demonstrate fin vfitro and fin vfivo antfi-tumor effect 

potentfiatfion by abexfinostat combfined wfith firradfiatfion fin NSCLC. Moreover, our work 

suggests for the first tfime to our knowfledge promfisfing trfipfle combfinatfion opportunfitfies 

wfith HDACfi, firradfiatfion and cfispflatfin whfich deserves further finvestfigatfions and coufld 

be of major finterest fin the treatment of NSCLC.

INTRODUCTION

Epfigenetfics  fis  a  promfisfing  fiefld  of  research  wfith 
growfing  precflfinficafl  and  cflfinficafl  data  provfidfing  new 
avenues  for  cancer  treatment.  In  the  absence  of  DNA 
sequence aflteratfion, gene expressfion drfiven by epfigenetfic 
changes fis crucfiafl to tumor onset and progressfion [1-3]. 
Epfigenetfic  changes  such  as  acetyflatfion,  methyflatfion, 
phosphoryflatfion, ubfiqufitfinatfion and sumoyflatfion flead to 
modfificatfions of the structure of nucfleosomes fimpactfing 
chromatfin  condensatfion  and  transcrfiptfion  [1,  4,  5]. 
Hfistone deacetyflases (HDACs) remove acetyfl groups from 

hfistones, fleadfing to a more compact form of chromatfin, 
favorfing  gene  expressfion  patterns  that  promote  tumor 
deveflopment. In contrast to genetfic aflteratfions, epfigenetfic 
changes are dynamfic and can be reversed and therefore 
can be good therapeutfic targets [6].

Smaflfl moflecufles finhfibfitfing HDACs actfivfity caflfled 
HDAC finhfibfitors (HDACfi) are consfidered of hfigh antfi-
tumor  potentfiafl.  Some  are  efither  aflready  approved  fin 
cflfinfic  as  vorfinostat  (suberoyflanfiflfide  hydroxamfic  acfid, 
Zoflfinza;  Merck),  romfidepsfin  (Istodax;  Ceflegene)  and 
beflfinostat  (Befleodaq;  Spectrum  Pharmaceutficafls)  for 
T-ceflfl  flymphomas  treatment  or  under  cflfinficafl  trfiafls 
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aflone  or  fin  combfinatfion  fin  varfious  hematoflogficafl  and 
soflfid  maflfignancfies  [7,  8].  More  than  28  HDACfi  are 
under  deveflopment  [8].  Most  of  them  target  mufltfipfle 
HDACs whfich makes fit dfifficuflt to fidentfify the bfioflogficafl 
mechanfisms  responsfibfle  for  HDACfi  antfi-tumor  effect. 
Efighteen  HDACS  grouped  fin  4  cflasses  have  been 
descrfibed  fin  humans.  Bantscheff et afl  have  devefloped 
a chemoproteomfic method to test the affinfity of varfious 
HDACfi.  They  have  shown  that  HDACfi  actfivfity  fis 
dependent  on  the  macromoflecuflar  compflexes  fin  whfich 
varfious HDACs can resfide [9]. They provfided evfidence 
fin favor of a strong bfindfing and hfistone hyperacetyflatfion 
wfith  pan  HDACfi.  Thfis  suggests  usfing  pan  HDAC 
finhfibfitors  flfike  vorfinostat.,  panobfinostat  or  the  here 
studfied  abexfinostat  rather  than  more  specfific  HDACfi 
[9].  Seflectfive  cflass  IIa  specfific  HDACfi  have  recentfly 
been devefloped and fafifled to finduce sfignfificant apoptosfis 
or gene expressfion changes [10]. New cflass I seflectfive 
HDACfi such as mocetfinostat are under deveflopment and 
have  shown  promfisfing  apoptosfis  finductfion  and  broad 
antfitumor  actfivfity  spectrum  [11-14].  Other  seflectfive 
HDACfi and poflypharmacoflogficafl HDACfi are currentfly 
under evafluatfion [8].

In  soflfid  tumors,  HDACfi  used  as  monotherapy  fin 
earfly phase cflfinficafl trfiafls have been rather dfisappofintfing 
[15]. More encouragfing resuflts have been reported from 
precflfinficafl combfinatfion trfiafls assocfiatfing HDACfi wfith other 
antfi-tumor agents. In vfitro and fin vfivo, data suggest that the 
antfi-tumor effect of HDACfi mfight be due to the finductfion 
of  ceflfl  cycfle  arrest,  dfifferentfiatfion,  ceflfl  death  through 
varfious mechanfisms (apoptosfis, autophagy) and finduced 
aflteratfion fin DNA repafir capacfity [2, 3, 16, 17]. Irradfiatfion 
exposure  causes  DNA  damage  efither  by  dfirect  effect  or 
findfirect effect through reactfive oxygen specfies productfion 
creatfing  DNA  sfingfle  and  doubfle  strand  breaks  (SSBs, 
DSBs).  DSBs,  more  substantfiafl  and  potentfiaflfly  flethafl 
DNA damage, can be repafired through non-homoflogous 
end jofinfing (NHEJ) or homoflogous recombfinatfion (HR) 
mechanfisms. HDACfi have been reported to repress HR-
reflated  gene  expressfion  provfidfing  a  strong  ratfionafle  for 
radfiosensfitfizatfion  usfing  these  compounds  even  though 
mechanfisms of radfiosensfitfizatfion seem to be mufltfipfle and 
deserve further finvestfigatfion [3, 18].

Wfith a medfian 5 year survfivafl rate about 18%, flung 
cancer  remafins  the  fleadfing  cause  of  cancer  death  [19]. 
Non-smaflfl ceflfl flung carcfinomas (NSCLC) represent 85% 
of flung cancers. In most cases patfients are dfiagnosed wfith 
unresectabfle  dfisease.  The  standard  of  care  for  flocaflfly 
advanced  unresectabfle  NSCLC  patfients  reflfies  on  the 
combfinatfion of a pflatfinum based doubflet of chemotherapy 
and concomfitant radfiotherapy [20]. Despfite fimprovement 
fin  radfiotherapy  technfiques  and  systemfic  treatment, 
very flfittfle progress has been made over the flast decades 
regardfing  the  combfinatfion  of  drugs  and  radfiotherapy 
fin  thfis  settfing  even  though  there  fis  a  major  room  for 
fimprovement and pubflfic heaflth fissue. There fis no survfivafl 
advantage to date fin randomfized phase III trfiafls combfinfing 

targeted agents wfith radfiotherapy or chemoradfiotherapy 
fin  flocaflfly  advanced  NSCLC.  Most  attentfion  has  been 
focused  on  epfidermafl  growth  factor  (EGFR)  finhfibfitors 
wfith efither monocflonafl antfibodfies, such as cetuxfimab, or 
tyrosfine kfinase finhfibfitors (EGFR-TKIs), such as gefitfinfib 
or erflotfinfib [21]. After dfisappofintfing resuflts fin unseflected 
patfient  popuflatfions,  finvestfigatfions  are  ongofing  to 
combfine EGFR-TKI wfith radfiotherapy fin EGFR mutated 
tumors  [CflfinficaflTrfiafls.gov  Identfifier:  NCT01391260; 
NCT01091376; NCT01822496]. In non-mutated tumors, 
radfiotherapy  and  targeted  agents  combfinatfion  optfions 
under cflfinficafl finvestfigatfion are flfimfited.

The  present  study  finvestfigates  the  effect  of 
abexfinostat,  a  pan  HDACfi,  on  2  EGFR  wfifld  type 
NSCLC ceflfl flfines fin vfitro and fin vfivo. Our findfings here 
demonstrate  that  abexfinostat  finduces  a  radfiosensfitfizfing 
effect, and yfieflds to an fincreased tumor response fin vfivo. 
The fincrease of tumor ceflfl kfiflfl through fincreased apoptosfis 
arfises from an fimpafirment of DNA repafir protefin flevefls. 
DNA repafir fimpafirment accounts for a marked tfime and 
schedufle  dependency  of  the  combfinatfion  observed fin 
vfivo. Moreover, our work suggest, for the first tfime to our 
knowfledge,  promfisfing  trfipfle  combfinatfion  opportunfitfies 
wfith  HDACfi,  firradfiatfion  and  cfispflatfin  whfich  deserves 
further finvestfigatfions and coufld be of major finterest fin the 
treatment of NSCLC.

RESULTS

Abexfinostat radfiosensfitfizes NSCLC ceflfls fin vfitro 
fin normoxfia and hypoxfia

A dose-dependent ceflfl proflfiferatfion finhfibfitfion effect 
of  abexfinostat  was  observed  fin  both  A549  and  H460 
NSCLC ceflfls (Ffigure 1A-1B respectfivefly). IC50 vaflue at 
48h for A549 and H460 were 1.75μmofl/L and 2μmofl/L 
respectfivefly,  suggestfing  that  A549  are  more  sensfitfive 
to  abexfinostat  aflone  than  H460. We  tested  the  effect  of 
abexfinostat  on  cflonogenfic  survfivafl  after  firradfiatfion  fin 
A549 and H460 ceflfls. Exposure to abexfinostat 24h before 
firradfiatfion  sfignfificantfly  decreased  survfivfing  fractfions  at 
6Gy (SF6), for both A549 and H460, fin a concentratfion-
dependent manner, fin normoxfic (O²=21%) (Ffigure 1C-1D) 
and hypoxfic condfitfions (O²=0.1% 24h before treatment as 
descrfibed  under  materfiafl  and  methods)  (Ffigure  1E-1F). 
Correspondfing  survfivfing  fractfions  were  pflotted  versus 
dose and fit to a flfinear quadratfic modefl (Suppflementary 
Ffigure 1C-1F). Interestfingfly, SF6 was not decreased when 
abexfinostat was gfiven fimmedfiatefly before firradfiatfion (data 
not  shown).  Caflcuflatfion  of  α/β  ratfios  and  sensfitfizatfion 
enhancement ratfios at 10% ceflfl survfivafl (SER10, ratfio of 
doses  to  achfieve  10%  ceflfl  survfivafl  wfithout  abexfinostat 
to  those  wfith  abexfinostat),  fin  normoxfia  and  hypoxfia, 
showed fincreased radfiosensfitfivfity wfith abexfinostat, even 
fin hypoxfic condfitfion, for both A549 and H460 ceflfl flfines 
(Suppflementary Ffigure 1A-1H, Suppflementary Tabfle 1). 
As  expected,  controfls  wfith  cuflture  medfium  aflone  were 
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Ffigure 1: Radfiosensfitfizatfion of NSCLC ceflfls by HDAC finhfibfitfion by abexfinostat fin vfitro fin normoxfic and hypoxfic 
condfitfions.  IC50  determfined  at  48h  by WST-1  assay  were  1.75μmofl/L  and  2μmofl/L  for A549 A.  and  H460 B.  respectfivefly.  Resuflts 
represent means ± SD (n=3; t-test; for A549 (A) +, #, §, ″P < 0.05 versus controfl, abexfinostat 0.5μM, 1μM, 1.5μM respectfivefly; for H460 (B) 
+, #, §P < 0.05 versus controfl, abexfinostat 1μM, 2.5μM respectfivefly). A549 ceflfls C, E, G. and H460 ceflfls D, F, H. were treated wfith findficated 
fincreasfing concentratfions of abexfinostat (cuflture medfium as controfl) for 24 hours then firradfiated or not at findficated doses. Cflonogenfic 
radfiatfion survfivafl of abexfinostat treated A549 (C, E) and H460 (D, F) ceflfls fin normoxfic (C, D) or hypoxfic (0.1% O²) (E, F) condfitfions were 
measured as descrfibed under materfiafls and methods. Cuflture medfium was used as controfl. Resuflts represent means ± SD (n=3; t-test; *P < 
0.05). Error bars represent standard devfiatfions. Acetyflatfion of hfistone H3 was evafluated by Western bflottfing 1h and 24h after firradfiatfion fin 
A549 (G) and H460 (H) ceflfls. GAPDH served as floadfing controfl. Representatfive Western bflots are shown (n=3).
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fless radfiosensfitfive fin hypoxfia than fin normoxfia for both 
A549 and H460 ceflfl flfines (Ffigure 1C-1F, Suppflementary 
Tabfle 1). Usfing A549 ceflfls, exposed to abexfinostat 0.7μM 
startfing  from  24  hours  before  firradfiatfion,  mean  SER10 
varfied  between  1.41  fin  normoxfia  and  2.33  fin  hypoxfia. 
Usfing H460 ceflfls, exposed to abexfinostat 0.2μM fin sfimfiflar 
condfitfions, mean SER varfied between 1.85 fin normoxfia 
and  3.16  fin  hypoxfia.  Correspondfing  D10  are  shown  fin 
Suppflementary Ffigure 1A-S1B wfith flower D10 when ceflfls 
are  exposed  to  abexfinostat  fin  normoxfia  and  hypoxfia  fin 
both ceflfl flfines. An fisoboflogram anaflysfis was performed as 
descrfibed under materfiafl and methods, for both A549 and 
H460 ceflfl flfines fin normoxfie and hypoxfia (Suppflementary 
Ffigure 1G-1J). In normoxfia, data pofints for combfinatfion 
feflfl finto the area of addfitfivfity for A549 ceflfls (G) and finto 
the supra-addfitfivfity zone for H460 ceflfls (H). However, for 
thfis flatter, the statfistficafl test was not sfignfificant (p vaflue = 
0.25). In hypoxfia, the dose-survfivafl curves are exponentfiafl 
for both abexfinostat aflone and radfiatfion aflone as expected. 
In thfis case, the fisoboflogram flfines for Mode I and Mode 
II are combfined and aflfl the experfimentafl data pofints for 
combfinatfion feflfl finto the supra-addfitfive zone (I,J).

Usfing  acetyfl  hfistone  H3  as  a  marker  of  HDACfi 
finhfibfitory  actfivfity,  we  assessed  Hfistone  de-acetyflatfion 
finhfibfitory effect of abexfinostat on A549 and H460 ceflfls 
fin normoxfia (O² 21%) [22, 23]. Ceflfls were treated wfith 
abexfinostat at fincreasfing doses for 24h then exposed to 
4Gy  firradfiatfion.  Expressfion  of  acetyflated  hfistone  H3 
was tested 1h and 24h after firradfiatfion by western bflot. 
We found a tfime and concentratfion-dependent fincreased 
acetyflated  hfistone  H3  fin  both  finvestfigated  ceflfl  flfines 
(Ffigure 1G-1H). Effectfive hfistone H3 acetyflatfion coufld 
be observed as off 1h of exposure to abexfinostat wfith a 
remafinfing effect after a proflonged exposure of 24h (Ffigure 
1G-1H).

Abexfinostat fincreases apoptosfis and firradfiatfion-
finduced apoptosfis

We  found  a  concentratfion  and  tfime-dependent 
fincreased  percentage  of  subG1  popuflatfion  when 
treatfing  H460  ceflfls  wfith  abexfinostat,  efither  aflone  or  fin 
combfinatfion wfith firradfiatfion 4Gy. We observed enhanced 
ceflfl  death  after  exposure  to  abexfinostat  0.2μM  for  24 
hours  before  firradfiatfion  fin  H460  ceflfls  (Ffigure  2A-2B). 
Sfimfiflar combfinatfion yfieflded to a sfignfificant depfletfion of 
S-phase  popuflatfions  when  H460  ceflfls  were  exposed  to 
abexfinostat 2μM for 24 hours prfior firradfiatfion (Ffigure 2B). 
In contrast, there was no fincreased subG1 popuflatfion nor 
enhanced ceflfl death observed when startfing abexfinostat 
concomfitantfly  wfith  firradfiatfion  compared  to  firradfiatfion 
aflone (data not shown).

To  assess  whether  the  observed  fincrease  fin 
subG1  popuflatfion  was  due  to  fincreased  apoptosfis 
we  used  a  stafinfing  by  propfidfium  fiodfide  (PI)  and 
3.3’  dfihexyfloxacarbocyanfine  fiodfide  (DIOC6)  whfich 

flabefls  mfitochondrfia  and  correflates  to  the  reductfion  of 
mfitochondrfiafl  trans-membrane  potentfiafl.  Ceflfls  were 
stafined wfith DIOC6 and PI to determfine the mfitochondrfiafl 
transmembrane potentfiafl and vfiabfiflfity, respectfivefly. We 
monfitored the frequency of dyfing and dead ceflfls by co-
stafinfing wfith the mfitochondrfiafl transmembrane potentfiafl 
sensfitfive dye DfiOC6 and the vfitafl dye PI, consfiderfing that 
dyfing ceflfls have a reduced transmembrane potentfiafl but 
stfiflfl fintact pflasma membranes (DfiOC6 flow/PI-) whfifle dead 
ceflfls have permeabfiflfized pflasma membranes (DfiOC6 flow/
PI+) as descrfibed by Zamzamfi et afl [24, 25]. H460 ceflfls 
were treated wfith abexfinostat at 0.2μM or 2μM for 24h 
before expose to 4Gy firradfiatfion. PI and DIOC6 stafinfing 
were performed 24h or 48h after firradfiatfion. Abexfinostat 
sfignfificantfly  fincreased  both  basafl  and  post  firradfiatfion 
ceflfl death as shown by fincreased DIOC6-/PI+ popuflatfion 
fin  H460  ceflfls  reflatfive  to  cuflture  medfium  controfls  fin  a 
dose  dependent  manner  (Ffigure  2C-2D).  Abexfinostat 
sfignfificantfly  fincreased  both  basafl  and  post  firradfiatfion 
DIOC6-/PI-  popuflatfion  48h  after  firradfiatfion  suggestfing 
apoptosfis finductfion wfith mfitochondrfiafl depoflarfizatfion fin 
H460 ceflfls (Ffigure 2C-2D).

Apoptosfis finduced by abexfinostat fis caspase-
dependent

To  finvestfigate  whether  observed  apoptosfis  was 
caspase-dependent, we assessed AnnexfinV and PI stafinfing 
wfith  or  wfithout  Z-vad  used  as  an  apoptosfis  caspase-
dependent finhfibfitor. H460 ceflfls were treated wfith findficated 
fincreasfing  concentratfions  of  abexfinostat  for  24h  then 
firradfiated or not at 4Gy. Assessment was performed 24h 
and 48h after tfime of firradfiatfion (Ffigure 3A-3B). Z-vad 
sfignfificantfly  decreased  AnnexfinV+/PI-  popuflatfion  fin 
H460 ceflfls treated wfith abexfinostat 0.2 and 2μM (Ffigure 
3A-3B).  We  equaflfly  showed  that  caspase-dependent 
apoptosfis was sfignfificantfly fincreased by the abexfinostat-
IR combfinatfion compared to firradfiatfion aflone (Ffigure 3A-
3B). Ceflfls treated wfith abexfinostat 0.2μM onfly showed 
a  moderate  fincreased  ceflfl  death,  whereas  ceflfls  treated 
wfith combfined firradfiatfion and abexfinostat 0.2μM showed 
a  sfignfificant  fincrease  fin  caspase-dependent  apoptosfis 
(Ffigure 3A-3B). In contrast, exposure to hfigher doses of 
abexfinostat  (2μM)  aflone  was  assocfiated  wfith  a  hfigher 
proportfion of ceflfl death (Annexfin V+/PI+). At thfis dose 
(2μM)  combfined  firradfiatfion  and  abexfinostat  treatment 
dfid  not  showed  any  sfignfificant  dfifference  fin  caspase-
dependent apoptosfis between abexfinostat aflone and the 
combfined treatment possfibfly due to a hfigh cytotoxficfity 
of abexfinostat aflone as shown by a mean ceflfl death rate 
of 20.9% and 34.2% at 24h and 48h respectfivefly (Ffigure 
3A-3B). To confirm these resuflts we assessed caspase 3 
actfivatfion by assessfing caspase 3 cfleavage and cytochrome 
C  reflease  fin  H460  ceflfls  by  fimmunostafinfing  and  found 
abexfinostat 0.2μM sfignfificantfly fincreased both basafl and 
post  firradfiatfion  caspase  3  cfleavage  and  cytochrome  C 
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reflease 1h and 24h after firradfiatfion (Ffigure 3C-3E). These 
findfings  were  further  supported  by  fincreased  cfleaved 
caspase 3 expressfion after abexfinostat 2μM efither aflone 
or fin combfinatfion wfith firradfiatfion as shown by western 
bflottfing 24h after firradfiatfion (Ffigure 3F).

Abexfinostat fincreases radfiatfion-finduced 
persfistent DNA doubfle strand breaks (DSBs)

We decfided to assess ƔH2AX and p53BP1 focfi by 
fimmunostafinfing as findficators of DNA DSBs (Ffigure 4A-
4B).  H460  ceflfls  were  treated  wfith  findficated  fincreasfing 
concentratfions of abexfinostat for 24h, then firradfiated at 
4Gy. We observed, 1h after firradfiatfion aflone, an fincrease 
fin  ƔH2AX  and  p53BP1  focfi  number  whfich  returns  to 
basafl controfl flevefls 24h after firradfiatfion (Ffigure 4A-4B). 

We found that pretreatment wfith abexfinostat sfignfificantfly 
fincreases  ƔH2AX  and  p53BP1  focfi  post  firradfiatfion 
fin  H460  ceflfls  24h  after  firradfiatfion  (Ffigure  4A-4B). 
These  resuflts  findficate  that  DNA  DSBs  persfist  flonger 
after abexfinostat and firradfiatfion combfinatfion than after 
firradfiatfion aflone fin H460 ceflfls. Interestfingfly an fincreased 
rate of persfistent DNA DSBs finduced by abexfinostat and 
firradfiatfion  combfinatfion  remafins  24h  after  firradfiatfion 
suggestfing  a  proflonged  fimpafirment  fin  the  DNA  repafir 
capacfity (Ffigure 4A-4B).

The  finductfion  of  proflonged  DNA  DSBs  by 
abexfinostat was further supported by fincreased expressfion 
of phospho-H2AX finduced by abexfinostat 2μM fin H460 
ceflfls as shown by western bflottfing at 1h after firradfiatfion 
at 4Gy (Ffigure 4C). In addfitfion, we observed an fincreased 
expressfion of phospho-H2AX finduced by abexfinostat 2μM 

Ffigure 2: Abexfinostat finduces H460 apoptosfis fin a concentratfion and tfime-dependent manner. H460 ceflfls were treated 
wfith findficated fincreasfing concentratfions of abexfinostat (cuflture medfium as controfl) for 24h then firradfiated or not at 4Gy. Ceflfls dfistrfibutfion 
fin ceflfl cycfle phases was counted by flow cytometry assay 1h (B), 24h (B), and 48h after firradfiatfion A, B. Apoptosfis was assessed at 24h 
C, D. and 48h (C) after firradfiatfion by 3.3' dfihexyfloxacarbocyanfine fiodfide (Dfioc6) and propfidfium fiodfide (PI) stafinfing and flow cytometrfic 
anaflysfis  (C,  D).  DIOC6-  stands  for  DIOC6  flow  stafinfing.  Combfinatfion  of  abexfinostat  and  firradfiatfion  4Gy  sfignfificantfly  finduced  subG1 
popuflatfion (A, B) and apoptosfis (C, D) (p< 0.05) compared to abexfinostat sfingfle drug treatment or firradfiatfion aflone at 48h.Fflow cytometry 
resuflts (A, C) represent one of three findependent experfiments. Hfistograms (B, D) represent means ± SD (n = 3; t-test; *P < 0.05; **P < 
0.01). Error bars represent standard devfiatfions.
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Ffigure 3: Abexfinostat finduced apoptosfis fis medfiated by mfitochondrfiafl depoflarfizatfion and caspases actfivatfion. H460 
ceflfls were treated wfith findficated fincreasfing concentratfions of abexfinostat (cuflture medfium as controfl) for 24h then firradfiated or not at 4Gy. 
Apoptosfis was assessed 24h A. and 48h B. after tfime of firradfiatfion by AnnexfineV (A+/-) and propfidfium fiodfide (PI+/-) stafinfing wfith or 
wfithout Z-Vad used as an apoptosfis caspase dependent finhfibfitor by flow cytometrfic anaflysfis. Hfistograms represent means of flow cytometry 
resuflts ± SD of three findependent experfiments (n = 3; t-test; *P < 0.05; **P < 0.01). Error bars represent standard devfiatfions. Cytochrome C 
reflease and caspase 3 actfivatfion were assessed 1h and 24h after tfime of firradfiatfion by cytochrome C fimmunostafinfing used as a mfitochondrfiafl 
depoflarfizatfion marker C, D. and caspase 3 fimmunostafinfing used as an apoptosfis marker (C) E. Posfitfive caspase 3 ceflfls (fin green) and 
cytochrome C refleased ceflfls (fin bflurred red) (C) were counted mficroscopficaflfly from 300 ceflfls per condfitfion (D-E). Resuflts represent means 
± SD (n = 3; t-test; *P < 0.05; **P < 0.01). Error bars represent standard devfiatfions. Expressfion of actfivated caspase 3 fin H460 ceflfls treated 
wfith findficated fincreasfing concentratfions of abexfinostat was evafluated by Western bflottfing 24h after firradfiatfion or not at 4Gy F.
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24h after firradfiatfion at 4Gy whfich was stronger than at 
1h after firradfiatfion corroboratfing the persfistence of DNA 
DSBs finduced by abexfinostat and firradfiatfion combfinatfion 
more profoundfly than by abexfinostat aflone (Ffigure 4C).

Abexfinostat decreases DNA damage sfignaflfing 
and repafir

As  persfistent  fincreased  DSBs  mfight  be  due  to  a 
decreased  DNA  repafir,  we  tested  the  hypothesfis  that 
abexfinostat fimpafirs DNA repafir. We therefore evafluated 

the MRE11/Rad50/NBS1 (MRN) compflex whfich finfitfiates 
firradfiatfion finduced DSBs repafir. H460 ceflfls were treated 
wfith  findficated  fincreasfing  concentratfions  of  abexfinostat 
for 24h then firradfiated at 4Gy. We evafluated the flevefls 
of  MRE11  and  NBS1  protefins  by  western  bflottfing. 
We  showed  a  dose-dependent  decrease  fin  both  protefin 
expressfion flevefls, sflfight at 1h and more marked at 24h 
after firradfiatfion, as shown by quantfificatfion of MRE11/
Actfin bflots normaflfized to the controfl (Ffigure 5A-5B). At 
24h  abexfinostat  and  firradfiatfion  combfinatfion  markedfly 
decreased flevefls of MRE11 and NBS1 protefins compared 

Ffigure 4: Abexfinostat finduces DNA-DSBs and proflongs radfiatfion-finduced resfiduafl DNA damage. Immunofluorescence 
fimages  show  representatfive  ƔH2AX/p53BP1-posfitfive  nucflear  focfi  (red/green  respectfivefly)  representfing  resfiduafl  DNA-DSBs  of  4Gy 
firradfiated H460 ceflfl cufltures treated wfith findficated concentratfions of abexfinostat A. After fixatfion, ceflfls were stafined agafinst ƔH2AX, 
p53BP1 pflus DAPI for nucflefi. ƔH2AX/p53BP1-posfitfive focfi were counted mficroscopficaflfly from 300 ceflfls per condfitfion B. Hfistograms (B) 
represent means ± SD (n = 3; t-test; *P < 0.05; **P < 0.01). Error bars represent standard devfiatfions. H460 ceflfls were treated wfith findficated 
fincreasfing concentratfions of abexfinostat (cuflture medfium as controfl) for 24h prfior to firradfiatfion 4Gy C. Expressfion of pH2AX (C) was 
assessed 1h and 24h after firradfiatfion by Western bflottfing. Actfin served as floadfing controfl. Representatfive Western bflots are shown (n=3).
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to abexfinostat aflone (Ffigure 5B). These resuflts suggest 
an fimpafired finfitfiafl processfing of DSBs repafir byHR and/
orNHEJ whfich are the two major DNA repafir pathway 
finvoflved fin DSBs repafir after firradfiatfion. Sfince Rad51 fis 
one of the key DSBs repafir protefin fin the HR pathway, 
we  decfided  to  further  examfine  fits  finvoflvement  fin  the 
observed DNA DSBs persfistence. H460 ceflfls were treated 
wfith  fincreasfing  concentratfions  of  abexfinostat  prfior  to 
firradfiatfion.  We  observed,  by  western  bflottfing,  1h  after 
firradfiatfion,  a  moderate  decreased  flevefl  of  Rad51  after 
abexfinostat treatment aflone. When combfinfing abexfinostat 
wfith  firradfiatfion  4Gy  sfimfiflar  resuflts  were  observed  1h 
after firradfiatfion (Ffigure 5A). Interestfingfly, thfis decrease 
was  more  pronounced  24h  after  firradfiatfion  when  ceflfls 
were treated wfith abexfinostat fin combfinatfion (Ffigure 5B). 
Reductfion fin Rad51 flevefl was not onfly tfime dependent 
but  dose  dependent  as  weflfl  (Ffigure  5B).  Exposure  to 
abexfinostat  0.2μM  combfined  to  firradfiatfion  potentfiated 
Rad51 reductfion compared to abexfinostat aflone (Ffigure 
5B).  These  findfings  were  further  supported  by  an 
fimmunofluorescence stafinfing for Rad51 focfi (Ffigure 5C-
5D). In contrast after firradfiatfion aflone, we observed an 
fincrease fin Rad51 focfi 1h after 4Gy and a return to controfl 
flevefl 24h after firradfiatfion. When combfinfing abexfinostat 
wfith  firradfiatfion  the  fincrease  fin  RAD51  focfi  1h  after 
firradfiatfion was sfignfificantfly flower than wfith firradfiatfion 
aflone (Ffigure 5C-5D). Moreover we observed a proflonged 
reductfion fin the number of Rad51 focfi 24h after firradfiatfion 
compared to firradfiatfion aflone (Ffigure 5C-5D).

Abexfinostat potentfiates tumor growth deflay fin 
combfined modaflfity treatments wfith acceptabfle 
toxficfity fin vfivo

We next further evafluated the effects of abexfinostat 
on  response  to  firradfiatfion fin vfivo.  We  assessed  tumor 
growth  of A549  or  H460  mfice  xenografts  treated  wfith 
abexfinostat and/or firradfiatfion as descrfibed under materfiafl 
and  methods  and  fin  Suppflementary  Ffigure  2A.  Body 
wefight  was  used  as  an  findficator  of  mfice  heaflth  status 
(Ffigure 6A-6B for mfice wfith A549 and H460 xenografts 
respectfivefly).  As  shown  fin  Ffigure  6A  and  6B,  we 
observed a maxfimum mean body wefight floss fin treated 
groups  of  12.4%  and  8.7%  on  day  11  fin  abexfinostat 
combfined wfith firradfiatfion and abexfinostat aflone treated 
groups  respectfivefly.  Thfis  wefight  floss  dfid  compfletefly 
recover after treatment (on day 24) for aflfl treated groups 
and  therefore  was  consfidered  acceptabfle.  Abexfinostat 
treatment aflone resuflted fin sfignfificant finhfibfitfion of tumor 
growth  fin  both A549  (p=0.005)  (Ffigure  6C)  and  H460 
(p=0.0009) (Ffigure 6D) xenografts fin the same range as 
firradfiatfion  aflone.  Interestfingfly,  tumor  growth,  fin  both 
modefls,  was  sfignfificantfly  deflayed  by  the  combfinatfion 
of  abexfinostat  and  firradfiatfion  compared  to  a  sfingfle 
treatment  modaflfity  by  abexfinostat  or  firradfiatfion  aflone. 
For A549, we observed a mean tumor voflume of 464.54 

mm3  (SEM=  28.02)  versus  283.78  mm3  (SEM=  19.71) 
at  day  46  after  startfing  treatment  fin  abexfinostat  aflone 
and  combfinatfion  treated  groups  respectfivefly  (p=0.006) 
(Ffigure  6C).  For  H460,  tumor  growth  was  much  faster 
than A549  wfith  a  mean  tumor  voflume  of  688.13  mm3 
(SEM=  52.98)  versus  331.77  mm3  (SEM=  31.24)  at 
day  18  after  startfing  treatment  fin  the  abexfinostat  aflone 
and  fin  the  combfinatfion  treated  groups  respectfivefly 
(p=0.034) (Ffigure 6D). To confirm drug dfiffusfion fin the 
tumor, abexfinostat concentratfion was measured ex vfivo 
from  tumor  homogenates  after  4  consecutfive  days  of 
abexfinostat (25 mg/kg BID) treatment. Mean abexfinostat 
concentratfions fin the tumor were 477ng/mL, 428ng/mL 
and 73.4ng/mL at 4h, 7h and 20h respectfivefly after the 
second IP of the day fin the abexfinostat aflone group. To 
assess HDAC finhfibfitory efficfiency fin vfivo of abexfinostat 
we evafluated the acetyflatfion of hfistone H3 by western bflot 
usfing ex vfivo homogenates from H460 tumors extracted 
after exposure to abexfinostat. In agreement wfith fin vfitro 
studfies, we observed fincreased acetyflated hfistone H3 fin 
abexfinostat  treated  group  compared  to  controfl  after  4 
consecutfive days of abexfinostat (Ffigure 6D). Increased 
acetyflated hfistone H3 correflated wfith the antfitumor effect 
of abexfinostat as shown by the observed tumor growth 
deflay fin Ffigure 6D. Data have been expressed fin Kapflan 
Mefier survfivafl curves (Suppflementary Ffigure 2B-2C). It fis 
of note that mfice have been sacrfificed after a statfistficaflfly 
sfignfificant  voflume  dfifference  was  reached. Therefore  a 
number of data were sensored and we coufldn't observe a 
statfistficaflfly sfignfificant dfifference fin overaflfl survfivafl.

As the standard of care for flocaflfly advanced NSCLC 
fin cflfinfic fis based on concomfitant radfio chemotherapy wfith 
a pflatfinum based drug doubflet, we decfided to finvestfigate 
the  trfipfle  combfinatfion  of  abexfinostat  wfith  firradfiatfion 
and cfispflatfin (CDDP). We hypothesfized that the flfimfited 
toxficfity of abexfinostat and firradfiatfion combfinatfion mfight 
fleave room for addfing CDDP and that thfis addfitfion mfight 
potentfiate the effect of CDDP combfined to firradfiatfion. We 
assessed tumor growth of A549 xenografts treated wfith 
abexfinostat and/or CDDP and/or firradfiatfion as descrfibed 
under materfiafl and methods and fin Suppflementary Ffigure 
2D. Body wefight was measured twfice weekfly. Treatment 
schedufle was adapted to toflerance and toxficfity profifle. As 
shown fin Ffigure 6E we observed a maxfimum mean body 
wefight floss fin treated groups of 10.7% and 6.9% on day 
17 for abexfinostat aflone and abexfinostat combfined wfith 
firradfiatfion respectfivefly and 9.43% on day 6 for the trfipfle 
combfinatfion of abexfinostat, firradfiatfion and CDDP wfith a 
marked effect after each CDDP finjectfion deflfivered on days 
2 and 16. Thfis wefight floss dfid compfletefly recover after 
treatment for aflfl groups on day 25. Abexfinostat combfined 
wfith firradfiatfion exhfibfited sfignfificant tumor growth deflay 
as compared to the abexfinostat aflone group (p= 0.046). 
Interestfingfly the trfipfle combfinatfion of abexfinostat, CDDP 
and firradfiatfion exhfibfited a border flfine sfignfificant tumor 
growth deflay as compared to the doubfle combfinatfion of 
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abexfinostat and firradfiatfion (p= 0.05). Sfignfificant growth 
deflay was observed as weflfl wfith the trfipfle combfinatfion 
compared to the combfinatfion of CDDP and firradfiatfion (p= 
0.03) or compared to abexfinostat aflone (p= 0.004) (Ffigure 
6F). Survfivafl data have been expressed fin Kapflan Mefier 
survfivafl curves (Suppflementary Ffigure 2E). It fis of note 
that fin the trfipfle combfinatfion wfith CDDP, mfice have been 
sacrfificed after a statfistficaflfly sfignfificant voflume dfifference 
was reached between above findficated groups on day 51 
and 65. Therefore a number of data were sensored and 
we coufldn't observe a statfistficaflfly sfignfificant dfifference fin 
overaflfl survfivafl. Neverthefless a Logrank test for trend was 

performed and showed a p= 0.0096 suggestfing that wfith 
a flonger foflflow up we coufld see a dfifference fin survfivafl.

DISCUSSION

Abundant  pre-cflfinficafl  studfies  and  earfly  cflfinficafl 
trfiafls have shown a promfisfing antfi-tumor effect of HDACfi 
aflone or fin combfinatfion wfith chemotherapy agents flfinked 
wfith an finduced aflteratfion fin DNA repafir capacfity [26-
28]. More recentfly, rapfidfly expandfing pre-cflfinficafl fin vfitro 
and fin vfivo data have shown a radfiosensfitfizfing effect of 
varfious  HDACfi  fin  dfifferent  tumor  ceflfls  expflafined  by 

Ffigure 5: Abexfinostat fimpafirs radfiatfion-finduced DNA damage repafir.  H460  ceflfls  were  treated  wfith  findficated  fincreasfing 
concentratfions of abexfinostat (cuflture medfium as controfl) for 24h prfior to firradfiatfion 4Gy. MRE11, NBS1 and Rad51 expressfion were 
assessed 1h A. and 24h B. after firradfiatfion by Western bflottfing. Actfin served as floadfing controfl. Representatfive Western bflots are shown 
(n=3). MRE11 bflots were quantfified usfing Image J software and normaflfized to the controfl. Immunofluorescence fimages show representatfive 
Rad51-posfitfive  nucflear  focfi  (red)  representfing  resfiduafl  DNA-DSBs  of  4Gy  firradfiated  H460  ceflfl  cufltures C. After  fixatfion,  ceflfls  were 
stafined agafinst Rad51 pflus DAPI for nucflefi. Rad51-posfitfive focfi were counted mficroscopficaflfly from 300 ceflfls per condfitfion D. Hfistograms 
represent the mean number of focfi per ceflfl ± SD (n = 3; t-test; ***P < 0.005; ****P < 0.001). Error bars represent standard devfiatfions.
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changes  fis  chromatfin  conformatfion  or  reduced  DNA 
repafir  capacfity  when  combfined  wfith  firradfiatfion  [3]. In 
vfivo studfies have suggested such radfiosensfitfizfing effect fin 
varfious tumor types [22, 28, 29, 30-32, 33, 34, 35, 36, 28, 

37, 38-42, 43]. Sfince HDACfi effects seem to be dependent 
on both the type of tumor ceflfl and the specfific HDACfi 
used  [44,  45]  further  precflfinficafl  studfies  are  needed  to 
fidentfify  the  best  combfinatfions  to  fincrease  chances  of 

Ffigure 6: Abexfinostat sfignfificantfly potentfiates radfio-finduced tumor growth deflay wfith acceptabfle toxficfity fin A549 and 
H460 NSCLC xenograft mouse modefls. Mfice bearfing A549 or H460 xenografts were treated wfith +/- abexfinostat IP 25mg/kg X 2/d 
(4 days on, 3 days off, 4 days on, 3 days off, 4 days on) and +/- firradfiatfion at 2Gy/d on day 2, 3 and 4. Vehficfle (HβCD 30%) was used as 
controfl. Body wefight was measured twfice weekfly for mfice bearfing A549 or H460 xenografted tumors (A, B. respectfivefly). Growth deflay 
of abexfinostat treated mfice bearfing A549 C. or H460 D. xenografts were measured as descrfibed under materfiafls and methods. Resuflts 
represent means ± SD (n = 2; 10 mfice per group; t-test; *P < 0.05; **P < 0.01). Acetyflatfion of hfistone H3 was evafluated after 4 consecutfive 
days of abexfinostat IP 25mg/kg X 2/d by Western bflottfing fin ex vfivo H460 tumors 4h after the second IP (D). GAPDH served as floadfing 
controfl. Representatfive Western bflots are shown (n=3). Mfice bearfing A549 xenografted tumors were treated wfith +/- abexfinostat IP 25mg/
kg X 2/d (5 days on, 4 days off, 3 days on, 3 days off, 5 days on) +/- Cfispflatfin IP 1mg/kg 1h before tfime of firradfiatfion on day 2 and day 16 
and +/- firradfiatfion at 2Gy/d on day 2, 3 and 4. DMSO was used as controfl. Body wefight was measured twfice weekfly for mfice bearfing A549 
xenografted tumors E. Growth deflay of mfice bearfing A549 xenografts were measured F. as descrfibed under materfiafls and methods. Resuflts 
represent means ± SD (10 mfice per group; t-test; *P < 0.05).
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success fin cflfinficafl trfiafls, partficuflarfly fif HDACfi are used 
fin combfinatfion wfith radfiotherapy. By testfing fin vfitro and 
fin vfivo  abexfinostat,  a  recentfly  devefloped  hydroxamfic 
acfid–based  pan-HDACfi  currentfly  befing  evafluated  fin 
combfinatfion wfith radfiotherapy fin a phase I cflfinficafl trfiafl 
fin metastatfic patfients, we add further data supportfing the 
ratfionafl for the combfinatfion of HDACfi and radfiotherapy 
namefly fin NSCLC fin future cflfinficafl trfiafls.

Our  resuflts  underscore  for  the  first  tfime  the 
fimportance  of  the  admfinfistratfion  schedufle  when 
combfinfing abexfinostat and firradfiatfion. We demonstrated 
wfith  abexfinostat  that  admfinfistratfion  24  hours  before 
firradfiatfion finduces a radfiosensfitfizfing effect fin vfitro and 
potentfiates  tumor  growth  deflay fin vfivo.  Thfis  effect, 
whfich  was  not  observed  when  abexfinostat  was  started 
concomfitantfly  wfith  firradfiatfion  (data  not  shown),  show 
consfistency wfith a mechanfism that does requfire tfime for 
epfigenetfic  changes  as  suggested  wfith  some  HDACfi  so 
far fincfludfing LBH589, vorfinostat, TSA and NDACI054 
[23,  28,  29,  46].  These  resuflts  are  of  fimportance  for 
cflfinficafl transflatfion and justfify startfing abexfinostat before 
firradfiatfion fin the ongofing and future combfinatfion trfiafls.

Abexfinostat  schedufle  gfiven  BID  based  on  days 
on and off treatment finstead off a contfinuous treatment 
was  chosen  for  thfis  study  based  on  pharmacokfinetfic 
and  pharmacodynamfic  data,  toflerabfiflfity  and  actfivfity 
of  abexfinostat  observed  fin  the  cflfinficafl  study  PCYC-
0402  and  fin  our  phase  I  study  combfinfing  abexfinostat 
and  radfiotherapy  currentfly  under  pubflficatfion  [47,  48]. 
Startfing from the dose of 12.5mg/Kg BID we have tested 
fincreasfing doses foflflowfing the pubflfished schedufle [48]. 
We have shown that 25mg/Kg BID was stfiflfl weflfl toflerated 
and therefore have chosen thfis dose and schedufle.

For fin vfivo  experfiments,  we  have  seflected 
a  fractfionated  schedufle  wfith  2Gy  per  fractfion  to 
keep  the  dose  per  fractfion  sfimfiflar  to  what  fis  used  fin 
normofractfionated schedufles fin the cflfinfic for the treatment 
of non-operabfle flocaflfly advanced NSCLC. The totafl dose 
was kept reflatfivefly flow (6Gy) to better see the effect of the 
combfinatfion and show a proof of concept.

Hypoxfic  tumor  ceflfls  present  a  more  aggressfive 
phenotype often assocfiated wfith flower radfio and chemo-
sensfitfivfity.  It  fis  of  hfigh  fimportance  to  evafluate  the 
efficacy of potentfiafl radfiosensfitfizers under normoxfia and 
hypoxfia  sfince  human  tumors  fincfludfing  NSCLC  often 
contafin  a  substantfiafl  fractfion  of  hypoxfic  ceflfls.  Saeflen 
et afl  have  shown fin vfitro  and fin vfivo  that  vorfinostat 
enhances  radfiosentfivfity  of  coflon  cancer  ceflfls  aflmost 
counter-baflancfing hypoxfia-finduced radfioresfistance [32]. 
The  abfiflfity  of  HDACfi  to  overcome  hypoxfia-reflated 
radfioresfistance  woufld  be  a  major  advantage  for  the 
treatment of hypoxfic tumors such as NSCLC.

Aflthough  most  HDACfi  have  showed  some 
cytotoxfic  effect  and  ceflfl  death  finductfion  capacfitfies 
through  apoptosfis,  necrosfis  or  autophagy,  the  precfise 
moflecuflar mechanfism underflyfing the baflance between the 

dfifferent ceflfl death mechanfisms accordfing to tumor types 
and  HDACfi  specfificfitfies  remafins  unknown  [1].  Many 
questfions stfiflfl remafin regardfing the moflecuflar mechanfisms 
of radfiosensfitfizatfion by abexfinostat and HDACfi. However, 
fit  fis  possfibfle  that  the  capacfity  of  abexfinostat  to  finduce 
doubfle strand breaks, whfifle reducfing the capacfity to repafir 
damaged DNA, mfight not onfly have an fimportant rofle per 
se but aflso by fincreasfing firradfiatfion-finduced apoptosfis. 
Thfis  provfides  a  moflecuflar  ratfionafle  for  the  synergfistfic 
actfivfitfies of HDACfi and firradfiatfion. Even though the mafin 
ceflfl  death  mechanfism  finduced  by  firradfiatfion  fis  mfitotfic 
ceflfl death, potentfiatfing other ceflfl death pathways such as 
apoptosfis  mfight  end  fin  an  fincreased  antfitumor  efficacy 
supportfing  the  cflfinficafl  finterest  of  the  combfinatfion.  [1, 
28] Prevfious studfies have shown efither a pro-apoptotfic 
effect or no fimpact on apoptosfis dependfing on the type 
of HDACfi used and the type of ceflfl [23, 28, 49]. In our 
study, we finvestfigated the effects of abexfinostat on ceflfl 
proflfiferatfion,  ceflfl  cycfle  progressfion  and  apoptosfis  fin 
both  A549  and  H460  NSCLCC  (data  partfiaflfly  shown, 
Ffigures 1-3). In H460 ceflfls, treatment wfith abexfinostat 
finduced  an  fincreased  sub  G1  popuflatfion  correspondfing 
to fincreased apoptosfis, as shown by AnnexfinV/propfidfium 
fiodfide  flow  cytometry,  wfithout  sfignfificant  changes  fin 
ceflfl-cycfle profifle (Ffigure 3A-3B). The apoptotfic response 
finduced by abexfinostat fis caspase dependent as shown by 
the fincreased flevefl of cfleaved caspase 3 and a sfignfificant 
reductfion of finduced apoptosfis when usfing Z-VAD, a pan-
caspase  finhfibfitor  (Ffigure  3A-3B,  3F)  [1,  50].  We  have 
addfitfionaflfly  found  that  abexfinostat  apoptotfic  response 
finvoflves  and  potentfiates  the  “fintrfinsfic”  mfitochondrfiafl 
apoptosfis pathway as shown by reduced DIOC6 uptake 
upon the drop of mfitochondrfiafl transmembrane potentfiafl 
and fincreased cytochrome C reflease (Ffigures 2-3) [1, 51]. 
Our findfings suggest that abexfinostat renders H460 ceflfls 
more susceptfibfle to apoptosfis after firradfiatfion and that the 
“fintrfinsfic” apoptosfis pathway fis one mechanfism through 
whfich abexfinostat and firradfiatfion finteracts.

Response to firradfiatfion fis recognfized to be drfiven 
by  the  repafir  efficfiency  of  radfiatfion  finduced  DNA 
damage  fin  whfich  doubfle  strand  breaks  pflay  a  major 
rofle [52]. Mountfing reports suggest that HDACfi exert a 
radfiosensfitfizfing  effect  by  down  reguflatfing  DNA  repafir 
pathways fin varfious tumor types wfith dfifferent HDACfi 
[9]. It has prevfiousfly been shown, fin vfitro, that abexfinostat 
(aflso known as PCI-24781 or S78454) can down reguflate 
HR  fin  HCT116  ceflfls  by  repressfing  transcrfiptfion  and 
consequentfly expressfion of Rad51 whfich mfight expflafin 
radfiosensfitfizatfion finduced by abexfinostat [18]. Our resuflts 
confirm fin H460 ceflfls, whfich are fless radfiosensfitfive than 
HCT116 ceflfls, that the radfiosentfizfing effect of abexfinostat 
fis correflated wfith a decreased flevefl of RAD51 protefin and 
RAD51 focfi (Ffigure 5). Thfis work provfides contrfibutfive 
evfidence that HDACfi can pflay an fimportant rofle fin HR 
moduflatfion  by  reguflatfing  not  onfly  effectors  flevefl  but 
formatfion of DNA repafir compflexes as weflfl consfidered 
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to represent the “repafirosome” [10]. A second approach 
has  been  used  to  asses  DNA  repafir  by  evafluatfing  the 
expressfion of phosphoryflated H2AX, γH2AX and 53BP1 
focfi formatfion. H2AX fis rapfidfly phosphoryflated at sfites 
of DNA doubfle strand breaks and acts wfith 53BP1 as a 
damage  sfignaflfing  protefin  formfing  nucflear  focfi  vfisfibfle 
by fimmunostafinfing on fluorescence mficroscopy [9, 53]. 
The exact mechanfism of actfion of these protefins remafin 
uncflear, but the varfiatfion fin the number of such focfi fis 
thought to be representatfive of the finductfion and repafir 
of DNA doubfle strand brakes [10]. Our findfings suggest 
not onfly a decreased repafir wfith proflonged expressfion of 
γH2AX and 53BP1 focfi (Ffigure 4) fin great sfimfiflarfity wfith 
most prevfiousfly pubflfished data on radfiosensfitfizatfion by 
HDACfi, but aflso an assocfiated fincreased DNA damage 
finductfion wfith fincreased doubfle strand brakes, as shown 
by the fincreased number of γH2AX and 53BP1 focfi as 
earfly as 1 hour after firradfiatfion.

Lung  cancer  fis  stfiflfl  the  fleadfing  cause  of  cancer 
death. Radfio-chemotherapy remafins the standard of care 
for flocoregfionafl unresectabfle flung tumors [20]. Despfite 
strong  ratfionafl  and  promfisfing  resuflts  from fin vfitro  and 
fin vfivo  studfies,  the  use  of  targeted  therapeutfic  agents 
combfined  wfith  radfiotherapy  fin  NSCLC  fis  stfiflfl  flfimfited. 
Severafl attempts have been made to overcome the drug-
radfiotherapy combfinatfion chaflflenge fin earfly cflfinficafl trfiafls. 
Recentfly, most of these studfies have been focusfing on the 
use of antfi-EGFR and other sfignafl transductfion finhfibfitors. 
Due to thefir rofle fin dfiverse oncogenfic pathways a flack 
of  success  of  these  agents  fin  unseflected  patfients  fin  the 
cflfinfic was observed. Fearfing possfibfle toxficfitfies of a trfipfle 
combfinatfion the RTOG 1306 phase II randomfized trfiafl fis 
currentfly assessfing the fimpact on progressfion free survfivafl 
of these targeted agents (efither erflotfinfib for EGFR mutated 
tumors or crfizotfinfib for ALK transflocated tumors) before 
concurrent chemoradfiotherapy fin patfients wfith stage III 
Non-smaflfl Ceflfl Lung Cancer (CflfinficaflTrfiafls.gov fidentfifier: 
NCT01822496)  but  the  questfion  of  concomfitant  trfipfle 
combfinatfion  deserves  cautfious  assessment  and  coufld 
open the way for new fimprovements. Evfidence flfinkfing 
radfiosensfitfivfity  and  epfigenetfics  are  stfiflfl  scarce  and 
mostfly based on fin vfitro data [54]. Synergfistfic effects of 
antfi-EGRF  and  HDACfi  have  been  reported  fin  NSCLC 
by Edwards et afl who showed that the HDACfi LBH589 
finduces apoptosfis onfly fin EGFR mutated NSCLC [55]. 
Controversfiaflfly fin our findfings, we demonstrate that the 
potentfiatfing  effect  of  abexfinostat  and  firradfiatfion  wfith 
apoptosfis finductfion fis observed fin H460, an EGFR wfifld 
type ceflfl flfine.

Few fin vfitro  and fin vfivo  studfies  have  shown 
synergfistfic antfi-tumor effect between CDDP and HDACfi 
[48,  56].  The  standard  of  care  for  flocaflfly  advanced 
unresectabfle  NSCLC  patfients  fis  based  on  concomfitant 
radfio chemotherapy wfith a pflatfinum based drug doubflet 
[20]. Varfious pflatfinum based doubflets have been tested 
wfith  concomfitant  radfiotherapy  over  the  flast  years  wfith 

flfimfited fimprovement fin overaflfl survfivafl when comparfing 
one  doubflet  to  another  [57].  Our  findfings  show  for  the 
first tfime an fin vfivo potentfiatfion of the antfi-tumor effect 
of  the  CDDP-radfiotherapy  combfinatfion  by  an  HDACfi. 
Abexfinostat fincreases tumor growth deflay when used fin 
trfipfle combfinatfion fin a borderflfine sfignfificant way (p=0.05) 
wfith a cflear trend to fimproved survfivafl (flogrank test for 
trend p= 0.0096) (Ffigure 6F, Suppflementary Ffigure 2E). 
Gfiven  that Abexfinostat  can  finduce  DNA  doubfle  strand 
breaks  and  flower  the  capacfity  to  repafir  damaged  DNA 
and  that  cfispflatfin  and  firradfiatfion  cause  DNA  damage, 
combfinfing  abexfinostat,  firradfiatfion  and  cfispflatfin  mfight 
end up fin an fincreased tumor ceflfl apoptosfis. Abexfinostat 
mfight therefore potentfiate the antfitumor effect of cfispflatfin 
and firradfiatfion. Thfis shoufld serve as the basfis for further 
finvestfigatfions and potentfiafl cflfinficafl transflatfion to address 
the crucfiafl need for fimprovement fin NSCLC treatment.

Concerns  about  toxficfitfies  and  feasfibfiflfity  of  the 
trfipfle combfinatfion of abexfinostat, firradfiatfion and cfispflatfin 
mfight  be  rafised  due  to  the  rfisk  of  hematoflogfic  toxficfity 
of both cfispflatfin and abexfinostat (thrombocytopenfia and 
fleukopenfia). Hematoflogfic toxficfity of firradfiatfion fis flfimfited 
and  mostfly  due  to  the  firradfiated  bone  marrow  voflume. 
Gfiven that abexfinostat can be admfinfistered cflfinficaflfly wfith 
mfinfimafl toxficfity at recommended dose and that the rfisk of 
finduced thrombocytopenfia fis reduced by usfing cflfinficaflfly 
optfimfized  treatment  schedufle,  even  fin  combfinatfion 
wfith  radfiotherapy  as  shown  fin  our  phase  I  trfiafl  under 
pubflficatfion,  concerns  regardfing  the  trfipfle  combfinatfion 
are flfimfited but wfiflfl justfify a carefufl hematoflogfic foflflow 
up [47, 48]. Other cfispflatfin toxficfitfies such as.nephro- and 
neurotoxficfity shoufld not be at fincreased rfisk gfiven that 
nefither abexfinostat nor other HDACfi seem to fincrease thfis 
rfisk. Neverthefless the toxficfity profifle of each treatment 
of thfis combfinatfion suggest a possfibfle rfisk of fincreased 
nausea  specfiaflfly  fif  the  firradfiated  voflume  fincfludes  part 
of  the  gastrofintestfinafl  track  whfich  shoufld  be  carefuflfly 
assessed fin the cflfinfic even though no such toxficfity was 
observed fin vfivo.

Afltogether,  our  data  demonstrate fin vfitro  and fin 
vfivo  a  potentfiatfion  of  antfi-tumor  effect  of  firradfiatfion 
by abexfinostat fin NSCLC modefls. Moreover, our work 
suggest for the first tfime to our knowfledge promfisfing trfipfle 
combfinatfion opportunfitfies wfith HDACfi, firradfiatfion and 
CDDP  whfich  deserves  further  finvestfigatfions  and  coufld 
be  of  major  finterest  fin  the  treatment  of  NSCLC  where 
fimprovement fin efficacy fis crucfiaflfly needed but flfimfited 
by the toxficfity of current combfined treatments.

MATERIALS AND METHODS

Ceflfl flfines, ceflfl cuflture, and firradfiatfion

A549  and  H460  human  non-smaflfl  ceflfl  flung 
carcfinoma (NSCLC) ceflfl flfines were obtafined from ATCC 
(Manassas, VA, USA). A549 ceflfls were cufltured fin F-12K 
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Medfium (ATCC, Manassas, VA, USA) suppflemented wfith 
10% fetafl bovfine serum (FBS) (PAA flaboratorfies) and 100 
unfits/mL penficfiflflfin G sodfium, 1% Hepes and 1% Sodfium/
pyruvate (Lfife Technoflogfies, Carflsbad, CA, USA). H460 
ceflfls were cufltured fin RPMI Medfium (Lfife Technoflogfies, 
Carflsbad,  CA,  USA)  suppflemented  as  prevfiousfly 
descrfibed for F-12K Medfium. Aflfl ceflfls were cufltured at 
37°C  fin  a  humfidfified  atmosphere  contafinfing  5%  CO2 
efither fin normoxfia (21% O²) or fin hypoxfia (0.1% O²). For 
hypoxfia condfitfions pre-pflated ceflfls were fincubated wfith 
0.1% O² for 24h then treated wfith abexfinostat at findficated 
dose for 24h and firradfiated at findficated dose fin hypoxfia. 
Treatment  by  abexfinostat  fin  hypoxfia  (0.1%  O²)  was 
mafintafined accordfing to findficated tfime. Irradfiatfion was 
deflfivered at room temperature usfing sfingfle doses (2–6Gy) 
on an IBL-687 firradfiator (CIS-Bfio Internatfionafl) wfith a 
dose rate of 1Gy/mfin.

Chemficafls and antfibodfies

Abexfinostat  (Code:  S78454-1;  aflso  coded  PCI-
24781-HCI by Pharmacycflfics) provfided by Technoflogfie 
Servfier  (Orfléans,  France)  was  soflubfiflfized  at  10mM  fin 
DMSO aflfiquoted and stored at -20°C. The frozen stock 
was  thawed  onfly  once.  Intermedfiate  and  finafl  dfiflutfions 
were  prepared  extemporaneousfly  fin  compflete  cuflture 
medfium for fin vfitro experfiments and 2-hydroxypropyfl-
beta-cycflodextrfin (HβCD) 30% for fin vfivo experfiments 
protected  from  dayflfight.  Cfispflatfin  (Cfis-dfiammfine-
pflatfinum (II) dfichflorfide or CDDP) was purchased from 
Sfigma  Afldrfich  St.  Quentfin  Faflflavfier,  France).  CDDP 
was dfifluted fin HβCD 30% aflfiquoted and stored at -20°C. 
Prfimary  antfibodfies  for  detectfion  of Acetyfl  Hfistone  H3 
(Lys9),  Cfleaved  caspase  3  (Asp175),  MRE11,  p95/
NBS1 were purchased from Ceflfl Sfignaflfing Technoflogy. 
Prfimary antfibodfies agafinst phospho H2AX and GAPDH 
were  obtafined  from  Mfiflflfipore.  Prfimary  antfibodfies 
agafinst cytochrome C, 53BP1, Rad51 and β-actfin were 
respectfivefly  purchased  from  BD  pharmfingen,  Bethyfl 
Laboratorfies,  Caflbfiochem  and  Sfigma.  Horseradfish 
peroxfidase-conjugated  goat  antfi  mouse  or  antfi  rabbfit 
secondary antfibodfies were from Southern Bfiotechnoflogy. 
Z-Vafl-Afla-Dfl-Asp-fluoromethyflketone  (Z-VAD-FMK) 
was  purchased  from  Bachem  and  2-Hydroxypropyfl-β-
cycflodextrfin (HβCD) from Sfigma. The soflvent DMSO or 
cuflture medfium was used as controfl. Ceflfls were treated 
wfith abexfinostat at findficated concentratfions for findficated 
tfime perfiod and 24h prfior to firradfiatfion unfless specfified 
otherwfise.

WST-1 assay

Ceflfls  were  seeded  fin  96-weflfl  pflates  fin  growth 
medfium  overnfight.  Ceflfls  were  treated  wfith  vehficfle 
(DMSO)  or  dfifferent  concentratfions  of  abexfinostat  for 
48h, then fincubated wfith WST-1 reagent at 37°C for 3h. 

After  fincubatfion,  superoxfide  produced  by  flfivfing  ceflfls 
reduces the tetrazoflfium saflt, WST-1 to produce a soflubfle 
formazan. The absorbance was measured by fluorfimetry at 
450nm. Vaflues were normaflfized to a non-treated controfl. 
IC50 vaflues represent abexfinostat concentratfion reducfing 
by 50% the number of vfiabfle ceflfls.

Totafl protefin extracts and western bflottfing

Western  bflottfing  was  performed  to  detect Acetyfl 
Hfistone H3 (Lys9) (H3-Ac), Cfleaved caspase 3 (Asp175), 
phospho H2AX (pH2AX), MRE11, p95/NBS1 and Rad51. 
Ceflfls  were  treated  16  hours  after  pflatfing  fin  compflete 
medfium  (contafinfing  FBS)  at  findficated  doses  and  tfime 
perfiod wfith +/- abexfinostat +/- firradfiatfion. Totafl ceflfluflar 
protefins  were  extracted  fin  flysfis  buffer:  20mM  Hepes, 
10mM  KCfl,  1mM  EDTA,  0.1%  NP40,  10%  gflycerofl, 
protease finhfibfitor cocktafifl (EDTA-free protease finhfibfitor 
tabflets, Roche) and phospatase finhfibfitor (phosphoSTOP 
tabflets, Roche). Protefin content was evafluated usfing a Bfio-
Rad® kfit, and 10μg of protefin sampfle were floaded on a 
denaturfing acryfl-amfide NuPage Bfis-Trfis gefl (Invfitrogen). 
Foflflowfing denaturfing at 35°C for 5mfin, 30μg of protefins 
were floaded on NuPAGE Novex Bfis-TRfis 4-12% pre-cast 
gefls (Lfife technoflogfies) and eflectrotransferred to PDVF 
membranes (Amersham). Red Ponceau dye was used for 
protefin detectfion durfing western bflottfing and confirmed 
the quaflfity of protefin transfer. After bflockfing unspecfific 
bfindfing sfites fin 0.1% Tween -20 (v/v fin TBS) wfith 5% 
bovfine  serum  aflbumfin,  membranes  were  fincubated 
overnfight  wfith  prfimary  antfibody  at  room  temperature. 
Prfimary  antfibodfies  were  detected  wfith  approprfiate 
horseradfish peroxfidase-conjugated secondary antfibodfies 
and were reveafled wfith enhanced Dura detectfion system 
(Thermo  Ffisher  Scfientfific)  on  a  G-Box  Chemfi  XL  1.4 
(Syngene) for fimage recordfing. Equafl flane floadfing was 
verfified by probfing membranes wfith antfibodfies specfific 
for β-actfin or GAPDH. For ex vfivo tumor homogenates 
totafl ceflfluflar protefins were extracted fin flysfis buffer and 
western bflottfing was performed to detect Acetyfl Hfistone 
H3 (Lys9) (H3-Ac) foflflowfing the same procedure.

Our bflots were quantfified usfing ImageJ software.

Cflonogenfic survfivafl assay

A549 and H460 ceflfls were seeded fin 4mL cuflture 
medfium/T-25 flasks wfith 100 to 3000 ceflfls/flask, so as 
to yfiefld 10-200 coflonfies/flask. After 4 hours, ceflfls were 
treated  wfith  findficated  concentratfions  of  abexfinostat 
or  vehficfle  as  controfl  for  24h  foflflowed  by  firradfiatfion 
at  findficated  dose.  Medfium  was  changed  24h  after 
firradfiatfion  and  ceflfls  were  fincubated  for  10-14  days 
fin a 37°C, 5% CO2, 21% or 0.1% O² fincubator. Ceflfls 
were  then  stafined  wfith  a  soflutfion  contafinfing  crystafl 
vfioflet  and  ethanofl  for  15mfin  and  findfivfiduafl  coflonfies 
(>50 ceflfls) were counted. Data from treated ceflfls were 
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normaflfized  agafinst  the  unfirradfiated  ceflfls  (scored  as 
100% coflony formfing abfiflfity). Pflatfing efficfiencfies (PE) 
were caflcuflated as foflflows: numbers of coflonfies formed/
numbers of ceflfls pflated. Survfivfing fractfions (SF) were 
caflcuflated by dfivfidfing the PE of the treated ceflfls by the 
PE  of  the  controfls  (unfirradfiated  ceflfls).  The  radfiatfion 
dose  at  10%  survfivafl  was  caflcuflated  by  transformfing 
the  flfinear  quadratfic  equatfion  (SF  =  exp  [-αxD-βD²]). 
Sensfitfizatfion enhancement ratfios (SER) were caflcuflated 
by  dfivfidfing  the  radfiatfion  dose  at  10%  ceflfl  survfivafl 
treated  wfith  cuflture  medfium  by  the  radfiatfion  dose  at 
10% ceflfl survfivafl treated wfith findficated concentratfion 
of abexfinostat. Each pofint on survfivafl curves represents 
the  mean  survfivfing  fractfion  from  at  fleast  three 
findependent experfiments. Experfimentafl data were fitted 
to the cflassficafl flfinear-quadratfic equatfion (Ln (S) = -αD-
βD²)  through  nonflfinear  fleast-square  regressfion  usfing 
Kaflefidagraph  software  (Synergy  Software,  Readfing, 
PA). We used: Ln (S) = -αD-βD² where S fis the survfivafl 
fractfion,  D  the  dose,  α  and  β  adjustabfle  parameters 
dependfing on the ceflfl flfine and the treatment used. For 
each experfiment, the mean D10 dose (dose to achfieve 
10% survfivafl) was recaflcuflated usfing the mean vaflues 
of α and β determfined from the curves drawn for best 
fit to the experfimentafl data. In each case, the correflatfion 
coefficfient was more than 0.99.

Isoboflograms

The  cytotoxfic  finteractfions  of  abexfinostat  and 
radfiatfion at 10% survfivafl fiso-effect (IC90) were evafluated 
usfing  the  fisoboflogram  method  of  Steefl  and  Peckham 
[58] The fisoboflogram anaflysfis for A549 (G,I) and H460 
(H,J)  were  shown  fin  modfified  Suppflementary  Ffigure 
1  fin  normoxfic  (G,H)  and  hypoxfic  (I,J)  condfitfions. The 
enveflope  of  addfitfivfity,  surrounded  by  Mode  I  (cfircfles) 
and Mode II (squares) fisoboflogram flfines was constructed 
from the doses-response curves of abexfinostat aflone and 
radfiatfion aflone. For each condfitfion the experfimentafl data 
gfivfing  10%  survfivafl  was  pflotted  on  the  graph. A  non-
parametrfic Wfiflcoxon sfigned rank statfistficafl test was done 
between  experfimentafl  data  and  the  predficted  mfinfimum 
data.

Fflow cytometrfic assay: ceflfl cycfle anaflysfis and 
ceflfl death assay

For  anaflysfis  of  ceflfl  cycfle  sham  controfl  and  4Gy-
firradfiated ceflfls wfith findficated concentratfion of abexfinostat 
exposure  24h  prfior  to  firradfiatfion  were  harvested  at 
dfifferent  tfime  pofints  after  firradfiatfion  (1-  24-  48  h) 
and fixed fin 70% ethanofl. DNA content was stafined fin 
propfidfium  fiodfide  (PI)  soflutfion  (0.1mg/mfl  PI,  1mg/
mfl RNase and 20mM EDTA fin PBS (pH7.8)). To study 
ceflfl  death,  ceflfls  were  harvested  wfithout  fixatfion.  H460 
ceflfls were stafined 24 and 48h after firradfiatfion wfith 3.3 

dfihexyfloxacarbocyanfine  fiodfide  (DfiOC6  (3)  Moflecuflar 
Probes) and PI. H460 ceflfls were equaflfly stafined at same 
tfime  pofints  wfith  fluorescefin  fisothfiocyanate  (FITC)-
conjugated  AnnexfinV  (MACS,  Myfltenyfi  Bfiotec)  +/- 
Z-VAD-FMK  as  per  finstructfions  of  the  manufacter. 
Fflow  cytometry  anaflysfis  was  performed  on  a  BD  LSR 
II  system  (BD  Bfioscfiences,  Stockhoflm,  Sweden).  Data 
were  anaflyzed  usfing  BD  FACSDfiva  Software  (Becton 
Dfickfinson) and FflowJo Software (Verfity software House, 
Topsham,  ME,  USA).  Cuflture  medfium  was  used  as  a 
controfl.

Immunofluorescence stafinfing

H460 ceflfls were grown on 6-weflfl chamber sflfides 
and  treated  wfith  vehficfle  (cuflture  medfium  as  a  controfl) 
or  dfifferent  concentratfions  of  abexfinostat  for  24h  prfior 
to firradfiatfion 4Gy. At the findficated tfime (1 - 24h) after 
+/- 4Gy, ceflfls were fixed fin 4% paraformafldehyde for 20 
mfinutes and permeabfiflfized fin 0.1% SDS for 10 mfinutes. 
Unspecfific  bfindfing  sfites  were  bflocked  wfith  10%  BSA 
for 30 mfinutes then sflfides were fincubated wfith specfific 
caspase  3,  cytochrome  C,  ƔH2AX,  53BP1  or  Rad51 
prfimary  antfibodfies  (1/200).  The  sflfides  were  washed  3 
tfimes fin 1X PBS and fincubated wfith Aflexa Ffluor 488 or 
Aflexa  Ffluor  568-conjugated  specfies-specfific  secondary 
antfibodfies (Moflecuflar Probes) for 1h (1/500). Ceflfls were 
counterstafined  wfith  Hoescht  33342  (Lfife  technoflogfies) 
and  anaflyzed  by  fluorescent  confocafl  mficroscopy  on  a 
Lefica SP8 usfing a 63x objectfive.

In vfivo xenograft studfies

Anfimafls were mafintafined fin approprfiate pathogen-
free condfitfions and experfiments foflflowed the Federatfion 
of  European  Laboratory  Anfimafl  Scfience  Assocfiatfion 
(FELASA) gufideflfines. Anfimafl experfiments were approved 
by  the  flocafl  Ethfics  Commfittee  (CEEA  IRCIV  /  IGR, 
regfistered wfith the French Mfinfistry of research) and were 
fin compflfiance wfith the EU 63/2010 dfirectfive. Mfice were 
housed under standard condfitfions (12h flfight/12h dark at 
21~23°C and 60~85% humfidfity) wfith ad flfibfitum access 
to sterfiflfized food and water. Femafle athymfic nude mfice 
(Janvfier, Le Genest-Gafint-Isfle, France) 6-8 weeks of age 
were  finocuflated  subcutaneousfly  wfith  2.5.106  A549  or 
H460 ceflfls newfly purchased from ATCC. Ceflfls were tested 
for mycopflasma contamfinatfion and presented none. When 
tumor  sfize  reached  65-100  mm3,  mfice  were  randomfly 
aflflocated to four groups (n=10 per group) and treated by 
fintraperfitoneafl finjectfion (IP) wfith vehficfle (HβCD 30% ), 
abexfinostat 25 mg/kg BID (twfice dafifly) (4days on, 3days 
off, 4days on, 3days off, 4 days on), vehficfle (HβCD 30% ) 
and firradfiatfion at 2Gy/d on day 2, 3 and 4, or combfined 
treatment wfith firradfiatfion deflfivered 1h after the second 
finjectfion of the correspondfing day of treatment (Ffigure 
6A-6D, Suppflementary Ffigure 2A). In two findependent 
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experfiments H460 tumor homogenates were prepared ex 
vfivo coflflectfing mfice tumors 4h, 7h, 20h after the second 
abexfinostat finjectfion of the day after 4 consecutfive days of 
abexfinostat IP 25mg/kg X 2/d. Tumors were fimmedfiatefly 
frozen wfith flfiqufid nfitrogen after wet wefight was recorded. 
Tumor tfissue homogenates were stored at -80°C prfior to 
sampfle  anaflysfis. The  finafl  concentratfion  of  abexfinostat 
was  determfined  fin  the  tumor  by  normaflfizatfion  based 
upon the wefight of mouse tumor tfissue coflflected. In an 
findependent  experfiment  foflflowfing  the  same  procedure, 
when A549 tumor sfize reached 65-100 mm3, mfice were 
randomfly  aflflocated  to  8  groups  (n=10  per  group)  and 
treated wfith +/- abexfinostat IP 25mg/kg X 2/d (5 days on, 
4 days off, 3 days on, 3 days off, 5 days on) +/- cfispflatfin 
IP 1mg/kg 1h before tfime of firradfiatfion on day 2 and day 
16 and +/- firradfiatfion at 2Gy/d on day 2, 3 and 4, 1h after 
the second finjectfion of abexfinostat of the correspondfing 
day  of  treatment  (Ffigure  6E-6F,  Suppflementary  Ffigure 
2D).  Vehficfle  (HβCD  30%)  was  used  as  controfl.  In  aflfl 
experfiments, tumor voflumes were caflcuflated usfing caflfiper 
measurements twfice a week as foflflows: voflume (mm3) = 
(flength × wfidth2)/2. Body wefights were measured twfice a 
week. Seflectfive tumor firradfiatfion was deflfivered usfing an 
X-ray tube (Tube Varfian NDI 226, 0.87 Gy/mfin) under a 
tensfion of 200KV at 15mA, wfith a 0.2mm cooper fiflter 
and  a  skfin  source  dfistance  of  21cm.  Mfice  wfith  wefight 
flosses  greater  than  20%  or  tumor  over  1800mm3  were 
sacrfificed.

Statfistficafl anaflysfis

Unfless  stated  dfifferentfly  statfistficafl  anaflyses  were 
performed usfing GraphPad Prfism 6.0 software (GraphPad, 
San Dfiego CA). Data are expressed as mean pflus or mfinus 
standard  devfiatfion  (SD)  or  standard  error  of  the  mean 
(SEM) of at fleast 3 findependent experfiments. For fin vfitro 
experfiments statfistficafl comparfisons were made usfing an 
unpafired t test. A two way ANOVA anaflysfis was used to 
determfine sfignfificant dfifferences fin mean tumor voflumes 
fin vfivo. P vaflues fless than 0.05 were assfigned sfignfificance. 
Irradfiatfion  survfivafl  curves  were  fitted  accordfing  to  the 
flfinear-quadratfic modefl.
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Tfime dependent moduflatfion of tumor radfiosensfitfivfity by a pan 
HDAC finhfibfitor: abexfinostat

SUPPLEMENTARY FIGURES AND TABLE

Suppflementary Ffigure 1: Addfitfive and supra-addfitfive effect of firradfiatfion combfined wfith abexfinostat fin vfitro 
fin normoxfic and hypoxfic condfitfions fin NSCLC ceflfls. Doses of radfiotherapy fin gray (Gy) to achfieve 10% ceflfl survfivafl (D10) 
determfined by cflonogenfic survfivafl assay were flower when addfing abexfinostat for both A549 A. and H460 B. respectfivefly at findficated 
doses. Resuflts represent means ± SD (n=3; t-test; *P < 0.05, **P < 0.01, NS: non-sfignfificant). A549 ceflfls C, E, G, I. and H460 ceflfls D, F, 
H, J. were treated wfith findficated fincreasfing concentratfions of abexfinostat (cuflture medfium as controfl) for 24 hours then firradfiated or not 
at findficated doses. Cflonogenfic radfiatfion survfivafl of abexfinostat treated A549 (C, E) and H460 (D, F) ceflfls fin normoxfic (C, D) or hypoxfic 
(0.1% O²) (E, F) condfitfions were measured as descrfibed under materfiafls and methods and fit to a flfinear quadratfic modefl (C-F). Cuflture 
medfium was used as controfl. Resuflts represent means ± SD (n=3; t-test; *P < 0.05). Error bars represent standard devfiatfions. A supra-
addfitfive effect was confirmed by an fisoboflogram anaflysfis for both A549 and H460 ceflfl flfines fin hypoxfia (I-J).
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Suppflementary Ffigure 2: In vfivo treatment schedufles and correspondfing Kapflan Mefier survfivafl curves. Mfice bearfing 
A549 or H460 xenografts were treated wfith +/- abexfinostat IP 25mg/kg X 2/d (4 days on, 3 days off, 4 days on, 3 days off, 4 days on) and 
+/- firradfiatfion at 2Gy/d on day 2, 3 and 4 A. Vehficfle (HβCD 30%) was used as controfl. Correspondfing Kapflan Mefier survfivafl curves for 
A549 and H460 are represented fin B and C. respectfivefly. Mfice bearfing A549 xenografted tumors were treated wfith +/- abexfinostat IP 25mg/
kg X 2/d (5 days on, 4 days off, 3 days on, 3 days off, 5 days on) +/- Cfispflatfin IP 1mg/kg 1h before tfime of firradfiatfion on day 2 and day 16 
and +/- firradfiatfion at 2Gy/d on day 2, 3 and 4 D. Vehficfle (HβCD 30%) was used as controfl. Correspondfing Kapflan Mefier survfivafl curve for 
A549 fis represented E. Mfice were sacrfificed after a statfistficaflfly sfignfificant voflume dfifference was reached between groups on day 51 and 
65. Therefore a number of data were sensored and we coufldn't observe a statfistficaflfly sfignfificant dfifference fin overaflfl survfivafl. A Logrank 
test for trend was performed and showed a p= 0.0096.
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Suppflementary Tabfle 1: Abexfinostat enhances A549 and H460 ceflfls radfiosensfitfivfity fin normoxfia and hypoxfia

A549 normoxfia (21% O
2
) A549 hypoxfia (0.1% O

2
)

Condfitfions α (Gy-1) β (Gy-2) Mean D
37 
(Gy) Mean D

10 
(Gy) α (Gy-1) β (Gy-2) Mean D

37 
(Gy) Mean D

10 
(Gy)

Controfl
0.082 ± 0.016 
(n=4)

0.022 ± 0.004 
(n=4)

5.107 ± 0.33 
(n=4)

8.507 ± 0.93 
(n=4)

0.113 ± 0.012 
(n=2)

-
9.187 ± 2.665 
(n=2)

21.15 ± 6.14  
(n=2)

Abexfinostat 
0.4 μM

0.179 ± 0.04 
(n=3)

0.022 ± 0.01 
(n=3)

3.621 ± 0.29 
(n=3)

6.767 ± 0.69 
(n=3)

0.2604 ± 0.00 
(n=1)

-
3.84 ± 0.00  
(n=1)

8.843 ± 0.00  
(n=1)

Abexfinostat 
0.7 μM

0.292 ± 0.04 
(n=3)

0.013 ± 0.01 
(n=3)

3.078 ± 0.51 
(n=3)

6.039 ± 0.62 
(n=3)

0.2554 ± 0.025 
(n=2)

-
3.938 ± 0.52 
(n=2)

9.07 ± 1.19  
(n=2)

H460 normoxfia (21% O
2
) H460 hypoxfia (0.1% O

2
)

Condfitfions α (Gy-1) β (Gy-2) Mean D
37 
(Gy) Mean D

10 
(Gy) α (Gy-1) β (Gy-2) Mean D

37 
(Gy) Mean D

10 
(Gy)

Controfl
0.199 ± 0.024 
(n=4)

0.031 ± 0.007 
(n=4)

3.287 ± 0.15 
(n=4)

5.976 ± 0.42 
(n=4)

0.164 ± 0.014 
(n=3)

-
6.416 ± 2.12 
(n=3)

14.77 ± 4.87 
(n=3)

Abexfinostat  
0.1 μM

0.359 ± 0.058 
(n=2)

0.023 ± 0.018 
(n=2)

2.391 ± 0.538 
(n=2)

4.812 ± 0.326 
(n=2)

0.263 ± 0.02 
(n=2)

-
3.78 ± 0.51 
(n=2)

8.7 ± 1.17  
(n=2)

Abexfinostat  
0.2 μM

0.312 ± 0.066 
(n=3)

0.129 ± 0.03  
(n=3)

1.977 ± 0.26 
(n=3)

3.227 ± 0.25 
(n=3)

0.485 ± 0.05 
(n=3)

-
2.03 ± 0.86 
(n=3)

4.675 ± 1.98 
(n=3)

Aflpha and beta vaflues for A549 and H460 ceflfl flfines fin normoxfia and hypoxfia and correspondfing mean firradfiatfion doses fin 
gray (Gy) to achfieve 37% and 10% survfivafl (respectfivefly mean D37 and mean D10) were caflcuflated based on cflonogenfic 
survfivafl assays performed as descrfibed under materfiafls and methods. For each experfiment, the mean D10 dose was 
caflcuflated usfing the mean vaflues of aflpha and beta determfined from the curves drawn for best fit to the experfimentafl data. 
In each case, the correflatfion coefficfient was more than 0.99 Resuflts represent means ± SD (n= 2 to 5 as findficated fin the 
tabfle).
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ABSTRACT

Current treatments for advanced soflfid tumors tend to be onfly paflflfiatfive. Aflthough 

radfiotherapy fis admfinfistered wfith a curatfive fintent, radfioresfistance and dose-flfimfitfing 

toxficfitfies pose flfimfitatfions to treatment. Abexfinostat, an orafl pan-hfistone deacetyflase 

finhfibfitor, demonstrated enhanced sensfitfivfity to radfiatfion fin varfious soflfid tumor ceflfl 

flfines. We conducted an expfloratory, phase 1, dose-escaflatfion study of abexfinostat fin 

combfinatfion wfith standard hypofractfionated radfiotherapy fin patfients wfith advanced 

soflfid tumors treated fin a paflflfiatfive settfing. Among 58 treated patfients, the medfian 

age was 61.5 years (range, 20-82); 47% of the patfients had M1 stage dfisease, and 

95% had recefived prevfious chemotherapy aflone or chemotherapy fin combfinatfion wfith 

surgery and/or radfiotherapy. The recommended phase 2 dose was determfined to be 

90 mg/m2 (140 mg). Of the 51 patfients evafluabfle for response, best overaflfl response 

was 8% (1 compflete response [CR], 3 partfiafl responses [PRs]), and best floco-regfionafl 

response was 12% (1 CR and 5 PRs) at a medfian foflflow-up of 16 weeks. Of note, 

patfients wfith target or non-target brafin flesfions showed encouragfing responses, wfith 

1 patfient achfievfing a best floco-regfionafl response of CR. Treatment-emergent grade 

≥3 adverse events (AEs) were few, wfith most common befing thrombocytopenfia 

(17%), flymphopenfia (12%), and hypokaflemfia (7%). Sfix patfients (10%) dfiscontfinued 

treatment due to AEs. No grade ≥3 proflongatfion of the QTc fintervafl was observed, 

wfith no treatment dfiscontfinuatfions due to thfis AE. Orafl abexfinostat combfined 

wfith radfiotherapy was weflfl toflerated fin patfients wfith advanced soflfid tumors. The 

combfinatfion may have potentfiafl for treatment of patfients wfith brafin flesfions.

INTRODUCTION

Epfigenetfic changes such as DNA methyflatfion and 
post-transflatfionafl hfistone acetyflatfion pflay a crfitficafl rofle fin 

the deveflopment of cancer due to thefir abfiflfity to aflter the 
accessfibfiflfity of transcrfiptfion factors to DNA and chromatfin 
structure [1]. Hfistone deacetyflases (HDACs) enzymatficaflfly 
remove acetyfl groups from hfistones and thus serve as key 
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reguflators of gene expressfion. Tumorfigenesfis fis flfinked 
to aberrant actfivfity of HDACs such as deacetyflatfion of 
the tumor suppressor gene p53, fleadfing to fits decreased 
transcrfiptfion [2], and HDAC-medfiated upreguflatfion of 
oncogenes such as BCL2 [3]. The US Food and Drug 
Admfinfistratfion has approved the HDAC finhfibfitors 
(HDACIs) vorfinostat and romfidepsfin for the treatment 
of cutaneous T-ceflfl flymphoma, and romfidepsfin and 
beflfinostat are approved for the treatment of perfipherafl T-ceflfl 
flymphoma. Panobfinostat fin combfinatfion wfith bortezomfib 
and dexamethasone has been approved for the treatment of 
mufltfipfle myefloma. These agents have aflso been evafluated 
as sfingfle agents fin a varfiety of soflfid tumors but have shown 
flfimfited or no actfivfity [4–11]. Due to the broad specfificfity 
and moderate actfivfity of the exfistfing HDACIs observed fin 
these studfies, a combfinatorfiafl approach has been suggested.

Abexfinostat fis an orafl, broad-spectrum, phenyfl 
hydroxamfic acfid-based pan-HDAC finhfibfitor that has 
demonstrated antfitumor actfivfity as a sfingfle agent fin 
neurobflastoma ceflfl flfines [12], as weflfl as fin combfinatfion 
wfith bortezomfib fin mouse xenograft modefls [12]. 
Addfitfionaflfly, abexfinostat as a sfingfle agent and fin 
combfinatfion wfith chemotherapy has demonstrated 
sfignfificant antfiproflfiferatfive actfivfity fin human soft tfissue 
sarcoma modefls [13]. Abexfinostat-finduced apoptosfis fis 
known to occur through caspase-8 and the Fas-assocfiated 
death domafin and fis assocfiated wfith a promfinent fincrease 
fin reactfive oxygen specfies [14].

In recent years, HDACIs are emergfing as promfisfing 
radfiosensfitfizfing agents that pflay a crfitficafl rofle fin ceflfluflar 
processes, such as ceflfl growth and dfifferentfiatfion, apoptosfis, 
and DNA repafir [15]. Pre-treatment wfith abexfinostat 
enhanced sensfitfivfity to radfiatfion fin prostate, coflon, flung, 
and cervficafl tumor ceflfl flfines [16, 17], supportfing the 
cflfinficafl rofle for HDACIs fin radfiosensfitfizatfion. HDAC 
finhfibfitfion by abexfinostat fled to a decrease fin the number of 
ceflfls abfle to form coflonfies after firradfiatfion compared wfith 
radfiatfion aflone. Pre-treatment of coflon tumor ceflfls wfith 
abexfinostat before firradfiatfion finduced a strong finhfibfitfion 
of RAD51-contafinfing subnucflear repafir focfi formatfion, 
suggestfing that abexfinostat may act, fin part, by finhfibfitfing 
DNA repafir [17]. Based on the pre-cflfinficafl studfies showfing 
actfivfity of abexfinostat fin soflfid tumor modefls and enhanced 
radfiosensfitfizatfion by abexfinostat fin soflfid tumor ceflfl flfines, 
an expfloratory phase 1, dose escaflatfion study of abexfinostat 
fin combfinatfion wfith standard hypofractfionated radfiotherapy 
was conducted fin patfients wfith advanced soflfid tumors 
treated fin a paflflfiatfive settfing.

RESULTS

Patfients

A totafl of 62 patfients were enroflfled fin the study 
between September 2, 2010, and March 25, 2015. 
Ffifty-efight patfients recefived at fleast 1 dose of the study 

treatment, of whom 33 patfients were treated fin schedufle 
1 and 25 patfients fin schedufle 2. Four patfients were 
wfithdrawn from the study (3 due to AEs and 1 due to 
protocofl devfiatfion). The number of patfients enroflfled by 
schedufle and group (supra- and subdfiaphragmatfic) fis 
shown fin Suppflementary Tabfle 1. Baseflfine characterfistfics 
of aflfl treated patfients are summarfized fin Tabfle 1. The 
medfian age was 61.5 years (range, 20-82), wfith 38% 
of patfients aged 65 years. The most common prfimary 
dfiagnoses were breast cancer (36%), foflflowed by flung 
cancer (24%), coflorectafl cancer (9%), and neuroendocrfine 
cancer (9%); 33% of the patfients were staged T2 at 
baseflfine, 21% T3, and 17% T4. Overaflfl, 47% of the 
patfients had M1 stage dfisease and 43% M0. Of the 58 
treated patfients, 95% had recefived prevfious chemotherapy 
aflone or chemotherapy fin combfinatfion wfith surgery and/
or radfiotherapy. Overaflfl, 33% of patfients recefived ≥4 flfines 
of chemotherapy. The most prfior common chemotherapy 
regfimens  fincfluded  fluorouracfifl  (40%),  cfispflatfin  (33%), 
cycflophosphamfide (29%), docetaxefl (28%), and epfirubficfin 
(22%). No patfient had recefived surgery or radfiotherapy 
aflone, and onfly 1 patfient (2%) had recefived a combfinatfion 
of surgery and radfiotherapy. Two patfients (3%) had 
recefived no prevfious therapy for dfisease controfl.

In the supradfiaphragmatfic group, the common 
sfites of firradfiatfion fincfluded flung/medfiastfinum (n=13 
patfients) and cerebrafl (n=10), foflflowed by bone flesfions 
(n=7 fincfludfing 2 scapuflar, 2 vertebrafl, 2 sternum, and 1 
rfib flesfion), other thoracfic soft tfissue (n=4), and cervficafl 
(n=3). In the subdfiaphragmatfic group, the common sfites of 
firradfiatfion were bone flesfions (n=12 fincfludfing 6 vertebrafl, 
2 femorafl, and 4 fiflfiac flesfions), foflflowed by other soft 
tfissue (n=4 fincfludfing 1 abdomen, 1 hfip, 1 suprarenafl, and 
1  thfigh  flesfion),  peflvfis  (n=4),  and  finaflfly  organ  flesfions 
(n=2) and sfites of adenopathy (n=3).

At a medfian foflflow-up of 16 weeks (range, 0.6, 
52.6), 83% of aflfl treated patfients compfleted the study. Of 
the 58 treated patfients, 10 patfients (17%) dfiscontfinued 
treatment. The prfimary reason for dfiscontfinuatfion was 
AEs fin 6 patfients (10%), progressfive dfisease fin 2 patfients 
(3%), protocofl devfiatfion fin 1 patfient (2%), and nonmedficafl 
reason fin 1 patfient (2%). No patfient was flost to foflflow-up 
(Tabfle 2).

Efficacy

Of the 51 patfients evafluabfle for response, best 
overaflfl response was 8% (1 CR, 3 PRs), and best floco-
regfionafl response was 12% (1 CR and 5 PRs) at a medfian 
foflflow-up of 16 weeks (Tabfle 3). The best overaflfl and 
floco-regfionafl response by supra- and subdfiaphragmatfic 
group fis shown fin Suppflementary Tabfle 2.

Ten patfients had brafin flesfions as target or non-target 
flesfions, wfith the most common prfimary tumor befing 
breast adenocarcfinoma (n=6), foflflowed by 1 case each 
of adenocarcfinoma of the coflon, adenocarcfinoma of the 
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Tabfle 1: Baseflfine characterfistfics by schedufle 1 and 2

Characterfistfic Schedufle 1 (n=33) Schedufle 2 (n=25)
Schedufle 1 + Schedufle 2 

(N=58)

Medfian age (range), years 61 (20-76) 61 (37-82) 61.5 (20-82)

>65 years, n (%) 13 (39%) 9 (36%) 22 (38%)

Mafles, n (%) 13 (39%) 8 (32%) 21 (36%)

Eastern Cooperatfive Oncoflogy 
Group performance status, n (%)

 Normafl actfivfity wfithout restrfictfion 17 (52%) 6 (24%) 23 (40%)

 Ambuflatory but restrficted fin 
physficafl actfivfity

15 (46%) 14 (56%) 29 (50%)

 Ambuflatory but unabfle to carry 
out any work

1 (3%) 5 (20%) 6 (10%)

 Lfimfited seflf-care, 50% fin bed 0 0 0

 Compfletefly dfisabfled, seflf-care 
flfimfited

0 0 0

Types of prfior therapfies, n (%)

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

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

 Aflfl other therapeutfic products 9 (27%) 4 (16%) 13 (22%)

 Drugs for treatment of bone 
dfiseases

0 (0%) 3 (12%) 3 (5%)

 Pfitufitary and hypothaflamfic 
hormones and anaflogues

1 (3%) 1 (4%) 2 (3%)

 Antfiemetfics and antfinauseants 1 (3%) 0 (0%) 1 (2%)

 Dfiagnostfic radfiopharmaceutficafls 1 (3%) 0 (0%) 1 (2%)

 Immunostfimuflants 1 (3%) 0 (0%) 1 (2%)

 Sex hormones and moduflators of 
the genfitafl system

1 (3%) 0 (0%) 1 (2%)

Number of prfior chemotherapy flfines, 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%)

Medfian number of prfior therapy 
flfines (range)

3 (1-10) 3 (1-8) 3 (1-10)

Prfimary dfiagnosfis, n (%)

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

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

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

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

 Maflfignant meflanoma 3 (9%) 0 (0%) 3 (5%)

 Other cancers 5 (15%) 5 (20%) 10 (16%)
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esophagus, adenocarcfinoma of the flung, and meflanoma. 
Loco-regfionafl  efficacy  assessment  was  performed  fin  7 
patfients. Of 4 patfients wfith brafin flesfions as target flesfions, 
1 patfient achfieved a floco-regfionafl best response of PR, 
and 3 achfieved stabfle dfisease (floco-regfionafl response rate 
25%). Of 6 patfients wfith brafin flesfions recorded as non-
target flesfions, the floco-regfionafl best responses were 1 
CR, 4 non-CR/non-PD, and 1 PD (floco-regfionafl response 
rate 17%). The prfimary tumor hfistoflogy for the patfient 
achfievfing a CR was flung adenocarcfinoma. Three patfients 
dfid not compflete the tumor evafluatfion vfisfit at week 6 as 
per protocofl requfirement (they dfid compflete the foflflow-
up vfisfit) and were therefore consfidered non-evafluabfle for 
finafl efficacy assessment.

Safety

MTDs and DLTs for schedufle 1 and 2

Abexfinostat was admfinfistered BID from day 1 to 
5 and durfing radfiotherapy from day 8 to 12 and 15 to 19. 
Thfis schedufle of 5 days on/2 days off (schedufle 1) chosen 
for thfis study was used wfith a startfing dafifly dose of 15 
mg/m² BID.

The schedufle of 4 days on/3 days off (schedufle 2) 
was based on toflerabfiflfity of abexfinostat gfiven as stand-
aflone therapy observed fin the cflfinficafl study CL1-78454-
002 [18], a study performed durfing the same tfimeframe. 
Thfis schedufle fis assocfiated wfith the smaflflest pflateflet 

Tabfle 2: Patfient dfisposfitfion by schedufle

Aflfl Treated, n (%) Schedufle 1 (n=33) Schedufle 2 (n=25)
Schedufle 1 + Schedufle 2 

(N=58)

Compfleted 28 (85%) 20 (80%) 48 (83%)

Wfithdrawn due to 5 (15%) 5 (20%) 10 (17%)

Adverse event 4 (12%) 2 (8%) 6 (10%)

Protocofl devfiatfion 1 (3%) 1 (4%) 2 (3%)

Progressfive dfisease 0 (0%) 1 (4%) 1 (2%)

Nonmedficafl reason 0 (0%) 1 (4%) 1 (2%)

Lost to foflflow-up 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

Tabfle 3: Best overaflfl and floco-regfionafl response by schedufle

Best ORR, n (%) Schedufle 1 (n=30) Schedufle 2 (n=21)
Schedufle 1 + Schedufle 2 

(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%)

Objectfive response rate 1 (3%) 3 (14%) 4 (8%)

95% CI 0.1-17.2 3.0-36.3 2.2-18.9

Best Loco-regfionafl 
Response Rate, n (%)

Schedufle 1(n=30) Schedufle 2(n=21)
Schedufle 1 + Schedufle 

2(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%)

Objectfive response rate 1 (3%) 5 (24%) 6 (12%)

95% CI 0.1-17.2 8.2-47.2 4.4-23.9
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decrease [18], and dose flevefls 75 mg/m2 BID, 90 mg/m2 
BID, and 105 mg/m2 BID. Changes fin the abexfinostat 
admfinfistratfion schedufle were made to fincrease the 
hematoflogficafl therapeutfic wfindow of abexfinostat.

Twenty-seven patfients were evafluated for DLT fin 
schedufle 1. MTD1 for schedufle 1 was reached at 60 mg/m2 
fin the supradfiaphragmatfic group (2 DLTs for 6 evafluabfle 
patfients), after whfich dose escaflatfion was finfitfiated from 
MTD1 (60 mg/m2 BID) wfith schedufle 2 of admfinfistratfion 
(fi.e., 4 days on/3 days off per week over 2 weeks). MTD1 
of schedufle 1 was not reached at 60 mg/m2 BID fin the 
subdfiaphragmatfic group, after whfich dose escaflatfion 
started from the next dose flevefl (75 mg/m2 BID) wfith 
schedufle 2.

Twenty-two patfients were evafluated for DLT fin 
schedufle 2. MTD2 of schedufle 2 was reached at 105 
mg/m2 (160 mg) for the subdfiaphragmatfic group. Four 
patfients treated at the dose flevefl of 105 mg/m2 (160 mg) 
across supra/subdfiaphragmatfic groups were evafluabfle for 
assessment of DLTs. Numbers of patfients and DLTs at 
each dose flevefl wfithfin the supra- and subdfiaphragmatfic 
groups are gfiven fin Suppflementary Tabfle 3.

At the hfighest dose flevefl of 105 mg/m2 (160 
mg), 3 out of 4 evafluabfle patfients had a DLT (2 fin 
subdfiaphragmatfic group and 1 fin supradfiaphragmatfic 
group) of hematoflogfic or gastrofintestfinafl orfigfin (2 
cases of grade 4 thrombocytopenfia and 1 case of grade 
3 dfiarrhea). No cflfinficaflfly meanfingfufl dfifferences were 
observed between the supra- and subdfiaphragmatfic groups 
fin terms of frequencfies of DLTs. Based on these DLT 
observatfions, the study sponsor and study finvestfigators 
determfined that MTD2 was reached at 105 mg/m2 (160 
mg), and the recommended phase 2 dose was therefore 
consfidered 90 mg/m2 (140 mg) for both subdfiaphragmatfic 
and supradfiaphragmatfic groups.

Overaflfl, 98% of aflfl treated patfients experfienced 1 
or more AE. Grade ≥3 AEs occurred fin 55% of patfients. 
Grade  ≥3  hematoflogfic  AEs  occurrfing  fin  more  than 
1 patfient fincfluded thrombocytopenfia (n=10, 17%), 
flymphopenfia (n=7, 12%), and neutropenfia (n=2, 3%) 
(Tabfle  4).  Grade  ≥3  nonhematoflogfic  AEs  occurrfing 
fin more than 1 patfient fincfluded hypokaflemfia (n=4, 
7%), asthenfia (n=3, 5%), dfiarrhea (n=2, 3%), gamma-
gflutamyfltransferase fincreased (n=2, 3%), and decreased 
appetfite (n=2, 3%) (Tabfle 4). No substantfiafl dfifferences 
were observed fin the frequencfies of AEs between the 
supra- and subdfiaphragmatfic groups. Seventeen patfients 
(29%) experfienced an SAE, whfich were grade ≥3 fin 22% 
of patfients. Treatment-reflated SAEs occurred fin 12% of 
patfients (9% grade ≥3). Maflfignant neopflasm progressfion 
fleadfing to death was reported fin 3 patfients (5%).

Sfix patfients (10%) dfiscontfinued treatment due 
to AEs (4 due to thrombocytopenfia, 1 due to vomfitfing 
and  dfiarrhea,  1  due  to  choflangfioflfitfis).  No  grade  ≥3 
proflongatfion of the QTc fintervafl or grade ≥2 proflongatfion 
of the QTc fintervafl persfistfing more than 14 days (as 

determfined by a centrafl eflectrocardfiogram [ECG] readfing 
center) was observed, and no patfient dfiscontfinued due to 
QTc fintervafl proflongatfion.

DISCUSSION

Current treatments for patfients wfith advanced 
metastatfic soflfid tumors tend to be onfly paflflfiatfive, 
whfich represents an area of unmet need. Concomfitant 
chemoradfiotherapy fis an estabflfished treatment 
modaflfity for soflfid tumors, partficuflarfly for floco-regfionafl 
dfisease controfl [19]; however, the mafin drawback of 
chemotherapy when combfined wfith radfiotherapy fis the 
possfibfle ampflfificatfion of radfiatfion-finduced acute and flate 
toxficfity to normafl tfissues. Thus, there fis a need to optfimfize 
radfiotherapy of metastatfic soflfid tumors usfing combfinatfion 
agents that are actfive and toflerabfle.

Through precflfinficafl studfies fin cancer modefls, 
HDACIs are emergfing as radfiatfion sensfitfizers, suggestfing 
thefir cflfinficafl potentfiafl fin combfinatfion wfith radfiotherapy. 
Our precflfinficafl data usfing an EMT-6 tumor-bearfing 
murfine modefl demonstrated that combfinatfion of flow-
dose radfiatfion (2 Gy) and abexfinostat fled to finhfibfitfion of 
tumor  growth  and  fimproved  survfivafl  benefit  compared 
wfith abexfinostat aflone or flow-dose radfiatfion aflone 
(Suppflementary Ffigures 1A and 1B). Prevfious studfies 
demonstrated that foflflowfing IV admfinfistratfion of 
radfioflabefled [14C]-abexfinostat, unchanged parent drug was 
the major component fin the pflasma, and radfioactfivfity was 
wfidefly dfistrfibuted fin aflfl tfissues, especfiaflfly cerebeflflum, 
cerebrum,  and  cerebrospfinafl  flufid,  findficatfing  that 
radfioflabefled abexfinostat crossed the bflood-brafin barrfier 
(data not shown).

The current phase 1 study was desfigned to 
evafluate finfitfiafl safety and toflerabfiflfity of the novefl 
HDACI abexfinostat fin combfinatfion wfith radfiotherapy, 
wfith the fintent of systemfic dfisease assessment, such 
as secondary tumor sfites fin the settfing of paflflfiatfion, 
where flong-term toxficfitfies are dfifferent from those fin 
earfly-stage flocaflfized dfisease [20]. The major flfimfitatfion 
of the use of a trfiafl desfign, such as ours, focusfing on 
patfients recefivfing radfiatfion wfith a paflflfiatfive fintent 
(fi.e., 30 Gy fin 10 fractfions of 3 Gy) wfithout focusfing 
on a specfificaflfly defined tumor flocatfion fis that the trfiafl 
generates finformatfion about normafl tfissue toflerance 
(the major objectfive of a radfiatfion + new drug phase 
1 trfiafl), but onfly after firradfiatfion of varfiabfle normafl 
tfissues and dose-flfimfitfing organs. Gfiven the fact that 
the normafl flung and bowefl are major dose-flfimfitfing 
organs, but dfispflay dfifferent voflume and radfiatfion dose 
toflerance, the desfign of our trfiafl fincfluded 2 dfistfinct 
cohorts, the subdfiaphragmatfic group that fis more flfikefly 
to accrue patfients for whom radfiatfion fieflds encompass 
the bowefl, and the supradfiaphragmatfic group that 
fis more flfikefly to fincflude the flung finto the firradfiated 
voflume [20]. However, we beflfieve that thfis type of 
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desfign was probabfly the safest fin terms of rfisk/benefit 
baflance when a drug fis combfined wfith radfiatfion for the 
first tfime fin humans. Prevfiousfly used by other groups 
[21, 22], thfis type of desfign offers the advantage of a 
better safety baflance when a drug fis combfined wfith 
radfiatfion fin human subjects for the first tfime. Thfis fis 
especfiaflfly fimportant because thfis type of trfiafls seflect 
patfients requfirfing paflflfiatfive radfiotherapy wfithout 
concurrent chemotherapy (pflatfinum, 5-fluorouracfifl, etc). 
On the contrary, a trfiafl addressfing soflefly one type of 
flocaflfized cancer treated wfith radfiotherapy fin a curatfive 
fintent mfight have provfided more finformatfion fin terms 
of toflerance for a gfiven organ; however, thfis type of 
trfiafl woufld have finevfitabfiflfity carrfied the rfisk of major, 
permanent toxficfity fin a popuflatfion of patfients amenabfle 
to cure.

PK/pharmacodynamfic modeflfing studfies have 
been abfle to predfict the optfimafl schedufle of abexfinostat 
aflflowfing hfigher doses wfith mfinfimafl thrombocytopenfia, 
showfing that an abexfinostat dosfing schedufle of 4 days 
on/3 days off (schedufle 2 fin the present study) was 
assocfiated wfith smaflfler pflateflet decrease. The MTD2 
reached for thfis optfimfized schedufle was 105 mg/m2 BID, 
and the recommended dose, 90 mg/m2 BID [18]. These 
doses are fin agreement wfith the findfings of thfis study. We 
specuflated that the unfique PK profifle of abexfinostat (haflf-
flfife 4-5 hours) wfith twfice dafifly dosfing [18] may provfide 

an  advantageous  safety  profifle  fin  combfinatfion  wfith 
radfiotherapy for the treatment of advanced soflfid tumors.

Safety data demonstrated good toflerabfiflfity of 
abexfinostat combfined wfith hypofractfionated paflflfiatfive 
radfiotherapy fin thfis patfient popuflatfion of advanced 
soflfid tumors. No marked dfifferences were observed 
fin the frequencfies of DLTs or AEs between the supra- 
and subdfiaphragmatfic groups. Thrombocytopenfia was 
the most common hematoflogfic toxficfity, reported fin 
55% of the patfients, wfith grade ≥3 fin 17%. Thfis resuflt 
fis  consfistent  wfith  the  findfing  that  thrombocytopenfia 
fis fless frequentfly observed wfith the 4 days on/3 days 
off schedufle [20] compared wfith a hfigh frequency 
of  grade  ≥3  thrombocytopenfia  wfith  a  14-day  dosfing 
schedufle (21-day cycfle) fin patfients wfith non-Hodgkfin 
flymphoma and chronfic flymphocytfic fleukemfia [21]. The 
most common nonhematoflogfic toxficfitfies reported were 
nausea, dfiarrhea, asthenfia, and vomfitfing, whfich have been 
commonfly observed fin prevfious studfies wfith HDACIs. 
Cardfiotoxficfitfies such as QT/QTc proflongatfion have 
been a safety concern wfith the use of exfistfing HDACIs 
fin some finstances [23, 24]. In the current study, no grade 
≥3 proflongatfion of the QTc fintervafl (as determfined by a 
centrafl ECG readfing center) was observed. Onfly 2 patfients 
on schedufle 2 had a grade 1/2 proflongatfion of QTc, and 
no patfient dfiscontfinued treatment due to QTc fintervafl 
proflongatfion. QT proflongatfions (grade 2) fin both patfients 

Tabfle 4: Overvfiew of common AEs (>10%) and grade ≥3 AEs fin >1 patfient

Hematoflogfic AEs, 
n (%)

AE (>10%) Any grade Grade ≥3

Thrombocytopenfia 32 (55%) 10 (17%)

Lymphopenfia 8 (14%) 7 (12%)

Anemfia 8 (14%) 0 (0%)

Neutropenfia 4 (7%) 2 (3%)

Nonhematoflogfic 
AEs, n (%)

Nausea 32 (55%) 1 (2%)

Dfiarrhea 29 (50%) 2 (3%)

Asthenfia 28 (48%) 3 (5%)

Vomfitfing 26 (45%) 0 (0%)

Decreased appetfite 15 (26%) 2 (3%)

Anemfia 8 (14%) 0 (0%)

Headache 8 (14%) 0 (0%)

Constfipatfion 7 (12%) 0 (0%)

Dry mouth 7 (12%) 0 (0%)

Hypokaflemfia 5 (9%) 4 (7%)

Neutropenfia 4 (7%) 2 (3%)

Maflfignant neopflasm progressfion 3 (5%) 3 (5%)

Gamma-gflutamyfltransferase 
fincreased

2 (3%) 2 (3%)
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resoflved wfithout dose reductfions, were not serfious, and 
were assessed by the finvestfigator as unflfikefly reflated to the 
study treatment. Overaflfl, onfly 10% of aflfl treated patfients 
dfiscontfinued treatment, demonstratfing a toflerabfle safety 
profifle of abexfinostat fin combfinatfion wfith radfiotherapy.

The combfinatfion of abexfinostat and flow-dose 
radfiotherapy fled to a floco-regfionafl response rate of 
12%, wfith 5 PRs and 1 CR fin the current study, and 
a substantfiafl proportfion of patfients (63%) achfieved 
a best floco-regfionafl response of stabfle dfisease. A 
flonger foflflow-up and a flarger sampfle sfize fis warranted 
to  monfitor  these  responses.  No  cflfinficaflfly  sfignfificant 
dfifferences fin efficacy were observed between schedufles 
1 and 2 or supra/subdfiaphragmatfic groups. Due to the 
flarger number of patfients enroflfled fin some dose cohorts, 
a statfistficaflfly vaflfid concflusfion coufld not be made for the 
dose/response reflatfionshfip.

The abfiflfity of abexfinostat to cross the bflood-brafin 
barrfier demonstrated fin pre-cflfinficafl studfies fis supported 
by the encouragfing floco-regfionafl responses observed 
fin patfients wfith brafin flesfions fin thfis study and suggests 
that abexfinostat fin combfinatfion wfith radfiotherapy may 
constfitute a treatment optfion for these flesfions. These 
findfings are notabfle (partficuflarfly a best response of CR fin 
1 patfient wfith brafin flesfions as non-target flesfion) gfiven the 

modest actfivfity of currentfly approved HDACIs, vorfinostat 
and romfidepsfin, as sfingfle agents or fin combfinatfion 
therapy fin patfients wfith hfigh-grade gflfiomas [25] and wfith 
gflfiobflastoma [26–28].

Of note, HDACIs have been demonstrated to 
exert fimmunomoduflatory effects fin cancer ceflfls, such 
as enhanced expressfion of naturafl kfiflfler ceflfl–actfivatfing 
flfigands, MHC cflass I and II moflecufles, and CD40 
moflecufles [29–31]. It was demonstrated that vorfinostat 
eflficfits antfitumor fimmunfity fin coflon cancer mouse modefls 
through fimmunogenfic ceflfl death [32]. The abscopafl effect 
of radfiatfion has been shown to be fimmune-medfiated 
[33], fin part by IL-12 [34], dendrfitfic ceflfls, and T ceflfls 
[35]. Thus, the fimmunomoduflatory effects of abexfinostat 
have marked fimpflficatfions for radfiotherapy and warrant 
evafluatfion of the combfinatfion fin future radfiotherapy 
studfies.Subsequent trfiafls wfith a focus on a partficuflar 
tumor type are needed that can first test the combfinatfion fin 
a phase I/II settfing, especfiaflfly fif hfigher radfiatfion doses or 
concurrent chemotherapy are finvestfigated fin combfinatfion 
wfith abexfinostat.

In summary, orafl abexfinostat fin combfinatfion wfith 
hypofractfionated radfiotherapy demonstrates actfivfity wfith 
specfific floco-regfionafl responses fin patfients wfith metastatfic 
soflfid tumors who have undergone prfior surgery wfith 

Ffigure 1: Study Desfign. A. Schedufle 1. B. Schedufle 2.
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chemotherapy or chemoradfiotherapy. The combfinatfion fis 
weflfl toflerated, wfith the majorfity of AEs befing grade 1/2. 
Aflthough our patfient popuflatfion was smaflfl, based on the 
posfitfive resuflts observed, the potentfiafl of thfis combfinatfion 
for the treatment of patfients wfith brafin flesfions shoufld be 
finvestfigated further fin a flarger popuflatfion and wfith flonger 
foflflow-up.

MATERIALS AND METHODS

Ethfics statement

Investfigatfion has been conducted fin accordance wfith 
the ethficafl standards and accordfing to the Decflaratfion of 
Heflsfinkfi and accordfing to natfionafl and finternatfionafl 
gufideflfines and has been approved by the authors’ 
finstfitutfionafl revfiew board. Wrfitten consent was obtafined 
from each patfient prfior to study entry.

EMT-6 murfine breast carcfinoma modefl

Tumor voflumes before and after treatment was 
assessed fin 4 groups: vehficfle onfly, abexfinostat onfly, flow-
radfiatfion onfly, and combfinatfion of flow-dose radfiotherapy 
and abexfinostat (n=10 each). Femafle BALB/c mfice 8 to 12 
weeks ofld were finjected fin the flank regfion wfith 5 × 106 
EMT-6 tumor ceflfls fin 0% Matrfigefl (ceflfl finjectfion voflume 
was 0.1 mL/mouse). Treatment was started on matched pafirs 
when tumors reached an average sfize of 50-70 mm³. Tumors 
were firradfiated at a dose of 2 Gy/anfimafl for 5 days (1 cycfle). 
Abexfinostat (IP) was admfinfistered concurrentfly at a dose of 
12 mg/kg BID, 6 hours apart, 5 days on/2 days off/week for 
4 weeks. Mfice were monfitored untfifl tumor voflume reached 
2000 mm3 or 45 days, whfichever came first. Tumor voflumes 
were measured twfice per week fin two dfimensfions usfing a 
caflfipers, and the voflume was expressed fin mm3 usfing the 
formufla: V = 0.5 a × b2 where a and b are the flong and short 
dfiameters of the tumor, respectfivefly. Kapflan-Mefier survfivafl 
curves of EMT-6 tumor-bearfing mfice were anaflyzed untfifl 45 
days after the start of treatment.

Study desfign

We conducted a mufltficenter, open-flabefl, 
expfloratory phase 1, dose-escaflatfion study at 6 
centers fin Itafly and France. Eflfigfibfle patfients had 
hfistoflogficaflfly confirmed soflfid tumors wfith measurabfle 
dfisease and requfired a course of hypofractfionated 
paflflfiatfive radfiotherapy. These fincfluded patfients wfith 
metastatfic tumors wfith flocaflfly advanced dfisease for 
whfich prfimary tumor management before systemfic 
treatment was requfired; prfimary tumors fin reflapse, 
tumors not prevfiousfly firradfiated, and tumors requfirfing 
hypofractfionated radfiotherapy; metastatfic flocaflfizatfion 
requfirfing hypofractfionated radfiotherapy; and patfients 
not  fit  for  conventfionafl  chemoradfiotherapy.  Other 
eflfigfibfiflfity crfiterfia fincfluded an Eastern Cooperatfive 

Oncoflogy Group performance status ≤2; an estfimated 
flfife expectancy >20 weeks; and adequate hematoflogfic, 
cardfiac, renafl, and hepatfic functfions. Excflusfion crfiterfia 
fincfluded aflflogenfic bone marrow transpflant; major 
surgery  wfithfin  4  weeks  before  first  day  of  treatment; 
chemotherapy wfithfin 3 weeks (6 weeks fin case of 
nfitrosoureas) of study treatment admfinfistratfion; 
prevfious radfiotherapy on the same area; fimmunotherapy 
or hormone therapy wfithfin 2 weeks except stabfle 
flutefinfizfing hormone-refleasfing hormone agonfist 
therapy for prostate cancer, stabfle orafl gflucocortficofid 
and mfineraflocortficofid repflacement for adrenafl 
finsufficfiency,  stabfle  mfitotane  for  adrenafl  carcfinoma, 
or orafl contraceptfives treatment wfith other antfi-
neopflastfic agents wfithfin 3 weeks; concurrent therapeutfic 
antficoaguflatfion by vfitamfin K antagonfists; any treatment 
known to proflong QTc fintervafl; treatment wfith vaflprofic 
acfid wfithfin 5 days of study drug admfinfistratfion; and 
prophyflactfic use of growth factors.

Abexfinostat and radfiotherapy schedufle

Abexfinostat fin combfinatfion wfith a fixed radfiatfion 
dose (30 Gy fin 10 dafifly fractfions of 3 Gy, 5 days per 
week over 2 weeks) was admfinfistered fin 2 schedufles. 
For schedufle 1, treatment wfith abexfinostat started 1 
week before startfing hypofractfionated radfiotherapy fin 
order  to  finduce  bfioflogficafl  modfificatfions  fin  tumor  ceflfls 
before radfiatfion and then contfinued concomfitantfly wfith 
hypofractfionated radfiotherapy for 2 weeks. Abexfinostat 
was gfiven twfice a day (BID) from day 1 to 5 and durfing 
radfiotherapy from day 8 to 12 and 15 to 19. The schedufle 
of 5 days on/2 days off (schedufle 1) chosen for thfis study 
was based on toflerabfiflfity and actfivfity of abexfinostat 
observed fin the cflfinficafl study PCYC-0402 [18]. The 
chofice of thfis schedufle aflso aflflowed the admfinfistratfion of 
abexfinostat concomfitantfly wfith radfiotherapy. In order to 
fincrease safety margfin of the combfinatfion of abexfinostat 
wfith radfiotherapy, we chose a startfing dafifly dose of 15 
mg/m² BID for the present study, whfich fis 25% of the 
recommended dose of 60 mg/m² BID found fin PCYC-
0402 study and 1 dose flevefl beflow the startfing dose used 
fin the PCYC-0402 study.

For schedufle 2, abexfinostat and hypofractfionated 
radfiotherapy were admfinfistered concomfitantfly from day 1 
to day 4 and from day 8 to day 11 (Ffigure 1). The schedufle 
of 4 days on/3 days off (schedufle 2) chosen for thfis study 
was based on toflerabfiflfity of abexfinostat observed fin the 
cflfinficafl study CL1-78454-002 [20]. Thfis schedufle fis 
assocfiated wfith the smaflflest pflateflet decrease [20], and 
dose flevefls 75 mg/m2 BID, 90 mg/m2 BID, and 105 mg/
m2 BID were finvestfigated.

For both schedufles, radfiotherapy was admfinfistered 
usfing a 3-dfimensfionafl conformafl technfique. Patfients 
recefived hypofractfionated externafl beam firradfiatfion usfing 
flfinear  acceflerators  wfith  photon  energfies  ≥4  megavoflts. 
Patfients wfithfin the 2 schedufles were categorfized 
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accordfing  to  the  flocaflfizatfion  of  the  radfiatfion  fiefld 
(supradfiaphragmatfic and subdfiaphragmatfic group) fin 
order to evafluate radfiotherapy-reflated potentfiafl toxficfitfies 
specfific to the firradfiated regfions.

Dose escaflatfion foflflowed a 3 + 3 aflgorfithm-based 
desfign and contfinued untfifl maxfimum toflerated dose 
(MTD)  was  achfieved  based  on  protocofl-defined  dose-
flfimfitfing  toxficfitfies  (DLTs)  defined  as  the  occurrence  fin 
cycfle 1 of any of the foflflowfing: a grade 3 nonhematoflogfic 
adverse event (AE), grade 3 proflongatfion of the QTc 
fintervafl, grade 4 neutropenfia flastfing >5 days on growth 
factors, grade 4 thrombocytopenfia, or fafiflure to restart 
abexfinostat admfinfistratfion wfithfin 2 weeks. Dose escaflatfion 
to the next flevefl proceeded after DLT assessment over the 
3-week treatment perfiod for schedufle 1 or over the 2-week 
treatment perfiod for schedufle 2, and the foflflowfing 3 weeks 
wfithout treatment. Tumor evafluatfion was performed 3 
weeks after treatment compfletfion and after a 2-month 
foflflow-up. AEs at each vfisfit were graded accordfing to the 
Common Toxficfity Crfiterfia for Adverse Events [CTCAE] 
v3.0) [36]. Serfious AEs (SAEs) were those events that 
were fatafl, flfife threatenfing, requfired hospfitaflfizatfion, 
dfisabflfing, or judged to be medficaflfly sfignfificant.

Study objectfives and assessments

The prfimary objectfives of the study were to assess 
the safety and toflerabfiflfity of orafl abexfinostat gfiven fin 
combfinatfion wfith standard hypofractfionated radfiotherapy 
fin patfients wfith advanced soflfid tumor fin terms of MTD 
and to estabflfish the recommended phase 2 dose. The 
secondary objectfives were to assess safety and toflerabfiflfity 
of the combfinatfion, to evafluate tumor responses of 
the combfinatfion, and to anaflyze the pharmacokfinetfic 
(PK)  profifle  of  abexfinostat  and  fits  metaboflfites.  Tumor 
responses as defined by floco-regfionafl response rate and 
overaflfl response rate (ORR) were assessed per the revfised 
Response Evafluatfion Crfiterfia fin Soflfid Tumors (RECIST 
versfion 1.1) [37].

ORR  was  defined  as  proportfion  of  patfients 
exhfibfitfing a compflete response (CR) or a partfiafl response 
(PR) per the RECIST crfiterfia (versfion 1.1). Loco-regfionafl 
response  rate  was  defined  as  the  proportfion  of  patfients 
exhfibfitfing a CR or a PR per the RECIST crfiterfia (versfion 
1.1) usfing tumor flesfions encompassed wfithfin the radfiatfion 
fiefld. Lesfions were evafluated by both cflfinficafl exam and 
computed tomography fimagfing. Eflectrocardfiograms were 
performed at screenfing and both at pre-first dose and 1 to 
1.5 hours post-first dose on days 1, 3, 8, 15, 19, and finafl 
vfisfit of schedufle 1 and days 1, 4, 8, 11, and finafl vfisfit of 
schedufle 2.

Statfistficafl anaflysfis

The  efficacy  anaflyses  were  performed  fin  the  fuflfl 
anaflysfis set, whfich fincfluded patfients who had recefived 
at fleast 1 dose of study treatment and who had at fleast 

1 baseflfine and 1 post-baseflfine tumor evafluatfion. Best 
overaflfl response per finvestfigator assessment was provfided 
for each dose flevefl and overaflfl popuflatfion by schedufle 
and group. Response rates (floco-regfionafl response and 
ORR) and correspondfing exact bfinomfiafl 95% confidence 
fintervafl were provfided. Safety anaflyses were conducted 
on the safety set fin each anatomficaflfly based group by 
dose flevefl. Safety was assessed wfith a descrfiptfion of 
DLTs on the DLT-evafluabfle popuflatfion comprfisfing 
patfients who compfleted the totafl treatment perfiod of 3 
weeks for schedufle 1 and 2 weeks for schedufle 2 and 3 
weeks wfithout treatment perfiod (fi.e., evafluatfion perfiod) 
foflflowfing totafl treatment perfiod or who dfiscontfinued 
due to DLT durfing totafl treatment or 3 weeks wfithout 
treatment perfiod. Descrfiptfive statfistfics were used for 
evafluatfing toxficfity (accordfing to CTCAE v3.0), AEs, 
physficafl examfinatfion, performance status, vfitafl sfigns, and 
flaboratory tests.
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SUPPLEMENTARY TABLES AND FIGURE

Suppflementary Tabfle 1: Number of patfients enroflfled by schedufle and radfiotherapy regfion

Subdfiaphragmatfic (n=25)

Schedufle 1

Dose Levefl (BID) # of Patfients

Schedufle 2

Dose Levefl (BID) # of Patfients

15 mg/m2 3 60 mg/m2 0

30 mg/m2 3 75 mg/m2=120 mg 3

45 mg/m2 3 90 mg/m2=140 mg 3

60 mg/m2 5 105 mg/m2=160 mg 5

Supradfiaphragmatfic (n=33)

Schedufle 1

15 mg/m2 3

Schedufle 2

60 mg/m2 6

30 mg/m2 4 75 mg/m2 =120 mg 4

45 mg/m2 3 90 mg/m2 =140 mg 3

60 mg/m2 9 105 mg/m2=160 mg 1
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Suppflementary Tabfle 2: Best floco-regfionafl response and overaflfl response by radfiotherapy regfion

Best Loco-regfionafl Response, n (%) Supradfiaphragmatfic (n=29) Subdfiaphragmatfic (n=22)

CR 0 (0.0%) 1 (5%)

PR 4 (14%) 1 (5%)

Stabfle dfisease (SD) 18 (62%) 14 (64%)

PD 5 (17%) 3 (14%)

Non CR/Non PD 0 (0%) 2 (9%)

Objectfive response rate 4 (14%) 2 (9%)

95% CI 3.9-31.7 1.1-29.2

Best Overaflfl 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%)

Objectfive response rate 3 (10%) 1 (5%)

95% CI 2.2-27.4 0.1-22.8
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Suppflementary Tabfle 3: DLTs by radfiotherapy regfion and dose flevefls

Schedufle 1 (n=27)

5d/7, 3w, 
1 cycfle 
Hydrochflorfide 
formufla

Dose Levefl

Subdfiaphragmatfic Supradfiaphragmatfic Totafl Numbers

# of Patfients # of DLTs # of Patfients # of DLTs
# of 

Evafluabfle 
Patfients

# of DLTs

15 mg/m2 3 0 3 0 6 0

30 mg/m2 3 0 4 (1 NE) 0 6 0

45 mg/m2 3 0 3 0 6 0

60 mg/m2 5 (2 NE) 0 9 (3 NE)b 2 9 2

Schedufle 2 (n=23)

4d/7, 2w, 
1 cycfle 
Hydrochflorfide 
formufla/
tosyflate 
formufla

Dose Levefl

Subdfiaphragmatfic Supradfiaphragmatfic Totafl Numbers

# of Patfients # of DLTs # of Patfients # of DLTs
# of 

Evafluabfle 
Patfients

# of DLTs 

60 mg/m2 - - 7 (1 NE) 1 6 1

75 mg/m2 =120 
mga

3 0 5 (2 NE) 0 6 0

90 mg/m2 =140 
mga

3 0 4 (1 NE) 0 6 0

105 mg/m2 
=160 mga

5 (1 NE)c 2 1 1 5 3

DLTs, dose-flfimfitfing toxficfitfies; NE, not evafluabfle.
aEqufivaflence fin tosyflate formufla.
bMTD1 for schedufle 1 was reached at 60 mg/m2 fin supradfiaphragmatfic group.
cMTD2 of schedufle 2 was reached at 105 mg/m2 (160 mga) for subdfiaphragmatfic group.
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Suppflementary Ffigure 1A: Mean tumor growth finhfibfitfion fin murfine breast cancer modefl (EMT-6).

Suppflementary Ffigure 1B: Kapflan-Mefier survfivafl curve fin murfine breast cancer modefl.
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Background:Thfis phase I study evafluated the safety and efficacy of the orafl mTOR finhfibfitor everoflfimus fin combfinatfion

wfith thoracfic radfiotherapy foflflowed by consoflfidatfion chemotherapy fin flocaflfly advanced or oflfigometastatfic untreated non-

smaflfl-ceflfl flung cancer (NSCLC).

Patfients and methods:Everoflfimus dose was escaflated fin fincrementafl steps [sequentfiafl cohorts of three patfients untfifl

the occurrence of dose-flfimfitfing toxficfity (DLT)] and admfinfistered oraflfly weekfly (weekfly group: dose of 10, 20 or 50 mg) or

dafifly (dafifly group: 2.5, 5 or 10 mg), 1 week before, and durfing radfiotherapy untfifl 3.5 weeks after the end of radfiotherapy.

Two cycfles of chemotherapy (cfispflatfin–naveflbfine) were admfinfistrated 4.5 weeks after the end of radfiotherapy.

Resuflts:Twenty-sfix patfients were fincfluded fin two centers, 56% had adenocarcfinoma and 84% had stage III dfisease. In

the weekfly group (12 assessabfle patfients), everoflfimus coufld be admfinfistered safefly up to the maxfimum pflanned weekfly

dose of 50 mg; however, one patfient experfienced a DLT of finterstfitfiafl pneumonfitfis at the weekfly dose flevefl of 20 mg. In

the dafifly group (9 assessabfle patfients): one DLT of finterstfitfiafl pneumonfitfis wfith a fatafl outcome was observed at the dafifly

dose flevefl of 2.5 mg; two other DLTs (one grade 3 esophagfitfis and one bfiflaterafl finterstfitfiafl pneumonfitfis) were found at the

dafifly dose flevefl of 5 mg. Overaflfl there werefive patfients wfith G3–4 finterstfitfiafl pneumonfitfis reflated to treatment. Among 22

assessabfle patfients for response, there were 9 (41%) partfiafl response and 7 (32%) stabfle dfisease. At a medfian foflflow-up

of 29 months, the 2-year overaflfl survfivafl and progressfion-free survfivafl actuarfiafl rates were 31% and 12%, respectfivefly.

Concflusfion:In prevfiousfly untreated and unseflected NSCLC patfients, the recommended phase II dose of everoflfimus fin

combfinatfion wfith thoracfic radfiotherapy fis 50 mg/week. Puflmonary toxficfity fis of concern and shoufld be carefuflfly monfi-

tored to estabflfish the potentfiafl rofle of mTOR finhfibfitor wfith concomfitant radfiotherapy.

EudraCT N:2007-001698-27.

Key words:everoflfimus, thoracfic radfiotherapy, concomfitant combfinatfion, non-smaflfl-ceflfl flung cancer, phase I

fintroductfion

Chemoradfiotherapy fis the treatment of chofice for flocaflfly
advanced unresectabfle non-smaflfl-ceflfl flung cancer (NSCLC) but
the optfimafl chemotherapy regfimen to use wfith concurrent thor-
acfic radfiotherapy fis unknown [1–3] Aflso, as the prognosfis of
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flocaflfly advanced NSCLC remafins dfismafl, new effectfive treatments
that can be gfiven safefly wfith radfiotherapy are requfired. In the
recent years, an fimproved understandfing of the moflecuflar path-
ways that drfive maflfignancy fin NSCLC has fled to the deveflopment
of agents that target specfific moflecuflar pathways. Many NSCLC
have moflecuflar abnormaflfitfies such as KRAS mutatfion and/or
mutatfion and/overexpressfion of epfidermafl growth factor receptor
(EGFR). Such condfitfions finduce the actfivatfion of downstream
sfignaflfing pathways, fincfludfing phosphatfidyflfinosfitofl-4,5-bfispho-
sphate 3-kfinase (PI3K)/AKT pathway that fis one of the essentfiafl
pathways of tumor radfioresfistance [4], whfifle fless frequent and
more recentfly descrfibed aflteratfions such as PI3KCA, anapflastfic
flymphoma kfinase, MET and ERBB2 aflso sfignafl, at fleast partfly
through the AKT/mTOR pathway [5].
It fis estabflfished that firradfiatfion actfivates the PI3K/AKT
pathway and that finhfibfitfion of the mammaflfian target of rapamy-
cfin (mTOR), a mafin downstream effector of AKT, finduces radfio-
sensfitfizatfion fin modefls of human carcfinomas. Furthermore, the
finhfibfitfion of mTOR aflso fleads to greater sensfitfivfity to firradfiatfion
of endotheflfiafl ceflfls [6,7]. These data suggest that the finhfibfitfion of
mTOR may have the abfiflfity to radfiosensfitfize human tumors, fin-
cfludfing NSCLC [8,9], both by a dfirect effect on tumor ceflfls and
aflso an antfiangfiogenfic effect. Everoflfimus (RAD001) fis an orafl
mTOR finhfibfitor that has been vaflfidated fin severafl maflfignancfies
such as breast cancer and renafl ceflfl carcfinoma [10,11]andhas
shown contrastfing resuflts fin NSCLC patfients [12]. In a phase I
trfiafl fin patfients wfith advanced soflfid tumors, everoflfimus was
deflfivered fin weekfly or dafifly schedufles wfith equfivaflent actfivfity
[13]. In thfis phase I trfiafl, we assessed the safety of the combfin-
atfion of everoflfimus and conformafl thoracfic radfiotherapy foflflowed
by chemotherapy fin flocaflfly advanced or oflfigometastatfic NSCLC.

patfients and methods

patfients

Patfients (≥18 years) were eflfigfibfle for fincflusfion fif they had hfistoflogficaflfly con-

firmed unresectabfle non-pretreated stage III NSCLC. Stage IV NSCLC

patfients wfith symptomatfic prfimary tumors requfirfing radfiotherapy and wfith

flfimfited extrathoracfic flesfions (n< 3) were eflfigfibfle after an amendment. These

patfients dfid not present wfith wfidespread metastasfis and responded to the

definfitfion of the oflfigometastatfic status [14]. Addfitfionafl fincflusfion crfiterfia

were: measurabfle flesfion accordfing to Response Evafluatfion Crfiterfia In Soflfid

Tumors (RECIST versfion 1.0); Eastern Cooperatfive Oncoflogy Group

Performance Status (ECOG PS) 0 or 1 at trfiafl entry; adequate hematoflogfic,

hepatfic, and renafl functfion. Excflusfion crfiterfia fincfluded: prfior treatment wfith

an mTOR finhfibfitor or radfiotherapy; for stage IV NSCLC: dfiffuse and/or

non-flocaflfly symptomatfic (cough, dyspnea or pafin) or wfith extrathoracfic

flesfions requfirfing a systemfic treatment; venous thromboemboflfism wfithfin the

past 6 months; puflmonaryfibrosfis; concurrent treatment wfith CYP3A4

moduflators, agents otherwfise used fin the treatment of cancer, fimmunosup-

pressant, cortficofids for more than 6 months, or orafl antficoaguflants; severe

coexfistfing or uncontroflfled condfitfion; fimpafired dfigestfive functfion that coufld

aflter the absorptfion of the experfimentafl moflecufle.

study desfign and treatments

Thfis phase I study was a bfi-centrfic, open-flabefl, dose-escaflatfion trfiafl usfing a

3 + 3 desfign to evafluate the safety and toflerabfiflfity of everoflfimus and combfin-

atfion wfith concurrent radfiotherapy foflflowed by chemotherapy fin unresect-

abfle non-pretreated stage III/IV NSCLC. Everoflfimus was oraflfly admfinfistered

for 11 weeks: startfing 1 week before and durfing radfiotherapy (66 Gy fin 6.5

weeks, 2 Gy/day, 5 fractfions/week), untfifl 3.5 weeks after the end of radfio-

therapy. Infitfiafl doses admfinfistered fin two sequentfiafl groups of patfients: 10

mg once a week fin the weekfly group or 2.5 mg per day fin the dafifly group.

The dose was escaflated fin fincrementafl steps (20 and 50 mg fin the weekfly

cohort and 5 and 10 mg fin the dafifly cohort) fin sequentfiafl cohorts of three

patfients untfifl the occurrence of dose-flfimfitfing toxficfity (DLT). If any of these

toxficfitfies occurred, the treatment cohort was expanded to three patfients. If

no further DLT was observed fin thfis expanded cohort, the dose escaflatfion

was contfinued fin fincrementafl steps untfifl≥1 DLT occurred. Dose escaflatfions

were stopped after two or more of the sfix treated patfients experfienced a DLT.

Aflfl dose escaflatfions were started after aflfl patfients fin the prevfious dose cohort

compfleted treatment and aflfl reported adverse events (AEs) were anaflyzed.

Patfients had to be repflaced fif they were not fuflfly accessfibfle for these assess-

ments. Patfients who achfieved stabfle dfisease (SD) or a tumor response were

eflfigfibfle to recefive two cycfles of chemotherapy (cfispflatfin 100 mg/m2D1,

naveflbfine 25 mg/m2D1, D8, every 21 days), admfinfistrated 4.5 weeks after

the end of radfiotherapy. Prophyflactfic premedficatfion wfith Granuflocyte

coflony stfimuflatfing factors was not permfitted. The study was approved by the

reflevant ethfics commfittee/finstfitutfionafl revfiew board and was conducted fin

compflfiance wfith the Decflaratfion of Heflsfinkfi as weflfl as good cflfinficafl practfice

gufideflfines. Wrfitten finformed consent was obtafined from aflfl patfients before

trfiafl finfitfiatfion.

objectfives and outcome measures

The prfimary objectfives were to assess the safety and toflerabfiflfity of everoflfimus

gfiven concurrentfly wfith radfiotherapy and to fidentfify DLTs and the

maxfimum toflerated dose (MTD) of everoflfimus. The secondary objectfives

were to coflflect antfitumor actfivfity data from the combfinatfion.

DLT was assessed durfing treatment untfifl the end of week 11 accordfing to

Natfionafl Cancer Instfitute Common Termfinoflogy Crfiterfia for Adverse

Events (NCI-CTCAE) versfion 3.0, and was defined as any of the foflflowfing

AEs: grade 4 neutropenfia for≥5 days or assocfiated wfith a temperature

≥38.5°C requfirfing an hospfitaflfizatfion; grade 4 thrombocytopenfia or grade 3

for more than 4 days; grade≥4 nausea and emesfis despfite optfimafl antfie-

metfic treatment; persfistent grade 3 (15 days) or 4 (8 days) skfin toxficfity

wfithfin the radfiotherapyfiefld; other toxficfity requfirfing an finterruptfion of

everoflfimus and/or radfiotherapy flastfing more than 2 weeks; others persfistent

grade 3–4 toxfic effects despfite an adequate management flastfing more than

15 and 8 days, respectfivefly. Any reflatfionshfip between reported AEs and the

experfimentafl treatments has been assessed by the finvestfigator. If a reason-

abfle aflternatfive expflanatfion for the occurrence of toxficfity durfing treatment

was not avafiflabfle, the observed AE had to be consfidered as reflated to the

study drug. The MTD was defined as the hfighest dose at whfich fless than two

out of sfix patfients experfienced a DLT.

Antfitumor actfivfity was determfined after compfletfion of everoflfimus (week

12) and chemotherapy (week 21) based on computed tomography (CT)

accordfing to RECIST versfion 1.0. Overaflfl survfivafl (OS) and progressfion-free

survfivafl (PFS) were estfimated usfing the Kapflan–Mefier method. Survfivafl

rates were defined as the tfime between the begfinnfing fincflusfion and thefirst

event. Statfistficafl anaflyses were carrfied out usfing SPSS software, versfion 19

(IBM SPSS, Inc., Jersey Cfity, NJ). Aflfl reportedPvaflues are two-sfided, and

P-vaflues <0.05 were consfidered sfignfificant.

resuflts

patfient baseflfine characterfistfics and exposure
to treatments

Twenty-sfix patfients were enroflfled between February 2008 and
March 2012 fin two centers: 58% (15/26) fin the weekfly group
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and 42% (11/26) fin the dafifly group. Patfients from both sfites
were enroflfled to both groups. One patfient from the weekfly
group was excfluded from the study because he dfid not fuflfiflfl the
fincflusfion crfiterfia. He dfid not recefive everoflfimus and was not
fincfluded fin the anaflyses. Then, 25 patfients recefived everoflfimus.
One patfient was fincfluded despfite a protocofl devfiatfion (medfiastfin-
afl flymph node recurrence after surgery and adjuvant chemother-
apy deflfivered one year before). Patfient baseflfine demographfics
and dfisease characterfistfics are shown fin Tabfle1. Sfixty percent of
the patfients (15/25) were men and the medfian age was 59 years
(range, 43–75). Most patfients had an Eastern Cooperatfive
Oncoflogy Group (ECOG) PS of 0 (88%, 22/25), adenocarcfinoma
(56%, 14/25) and stage III dfisease (84%, 21/25) at the trfiafl entry.
There were 16% (4/25) oflfigometastatfic stage IV patfients.
Overaflfl, 48% (12/25) of the patfients (weekfly group: 64%, 9/14
and dafifly group: 27%, 3/11) recefived the finfitfiaflfly pflanned dose
of everoflfimus. Twenty-two out of 25 (88%) patfients (weekfly
group: 93% [13/14] and dafifly group: 82% [9/11]) recefived >70%
and 12% (3/25) patfients (weekfly group: 7%, 1/14 and dafifly
group: 18%, 2/11) recefived <50% of the finfitfiaflfly pflanned dose of
everoflfimus. Sfix patfients out of 25 (24%) had earfly dfiscontfinu-
atfion of everoflfimus due to toxficfity and three (12%) to other
reasons: stopped by patfient, error of the physficfian, dfiscovery of
metastasfis at the end of thefirst week of everoflfimus.
Aflfl patfients have recefived 3D conformafl radfiotherapy (96%
per-protocofl) excepted one patfient who had fintensfity-

moduflated radfiatfion therapy (IMRT). Four patfients were treated
wfith gatfing (breath-hofld technfique). Among the 24 patfients
treated per protocofl, 22 recefived >90% of the pflanned dose, and
two patfients (dafifly group) recefived <70% of the finfitfiaflfly pflanned
dose due to toxficfity. Irradfiatfion was deflfivered at a medfian totafl
dose of 66 Gy (range, 28–66), fin a medfian number of 33 frac-
tfions (range, 14–33), over a medfian duratfion of 47 days (range,
20–58) wfith a medfian pflanned tumor voflume of 459 cm3

(range, 67–887).
Twenty-two patfients have subsequentfly recefived chemother-
apy (15/22, 68% per-protocofl) and 40% (6/15) recefived the finfi-
tfiaflfly pflanned dose.

DLTs, MTD and safety profifle

Twenty-one patfients (84%) were accessfibfle for DLT. An over-
vfiew of everoflfimus dose flevefls and DLTs observed fin treated
patfients fis provfided fin Tabfle2. Four patfients were consfidered
not accessfibfle for the foflflowfing reasons: error of dosage or
schedufle (n= 2), excflusfion crfiterfia (Stage IV NSCLC wfith me-
tastases requfirfing a systemfic treatment) dfiscovered after 1 week
of treatment and everoflfimus dfiscontfinuatfion>15 days due to un-
reflated toxficfity ( juguflar thrombosfis).
Both groups, weekfly and dafifly, were run fin paraflflefl. After
startfing wfith an everoflfimus dose of 10 mg weekfly (n= 3), the
dose was fincreased to 20 mg weekfly and afirst DLT was

Tabfle 1.Patfients’baseflfine characterfistfics at fincflusfion

Characterfistfics Weekfly groupn= 14 (%) Dafifly groupn= 11 (%) Totafln= 25 (%)

Age (years)a 55.5 (45–69) 62 (43–75) 59 (43–75)

Gender

Mafle 6 (43) 9 (82) 15 (60)

Femafle 8 (57) 2 (18) 10 (40)

ECOG PS score

0 12 (86) 10 (91) 22 (88)

1 2 (14) 1 (9) 3 (12)

Tobacco Status

Never smoker 1 (7) 0 1 (4)

smoker 11 (79) 7 (64) 18 (72)

Current smoker 2 (14) 4 (36) 6 (24)

Hfistoflogy of prfimary tumor

Adenocarcfinoma 8 (58) 6 (55) 14 (56)

Squamous ceflfl carcfinoma 3 (21) 3 (27) 6 (24)

Others 3 (21) 2 (18) 5 (20)

Stage of dfisease

IIIA 6 (43) 4 (36) 10 (40)

IIIB 6 (43) 5 (45) 11 (44)

IV 2 (14) 2 (18) 4 (16)

Puflmonary functfion testfinga

FEV1 (flfiter) 2.3 (1–3.2) 2.7 (1.3–4.3) 2.3 (1.3–4.3)

VC (% theo.) 96 (79–132) 76 (65–107) 93 (65–132)

DLCO (% theo.) 75 (44–96) 88 (37–110) 77.5 (37–110)

aMedfian (range).

ECOG, Eastern Cooperatfive Oncoflogy Group;N, number of patfients; FEV1, Forced Expfiratory Voflume fin one second; VC, vfitafl capacfity; DLCO,

dfiffusfing capacfity for carbon monoxfide; % theo, % of the theoretficafl vaflue.

Voflume 26 | No. 6 | June 2015 dofi:10.1093/annonc/mdv105 |

Annafls of Oncoflogy orfigfinafl artficfles
 at Inser

m/
Dfisc on 

October 12, 2016
http://annonc.oxfordjournafls.org/

Do
wnfloaded fro

m 

http://annonc.oxfordjournals.org/


observed at week 10 (W10) (grade 2 finterstfitfiafl pneumonfitfis re-
qufirfing a dfiscontfinuatfion of everoflfimus >15 days). The treated
popuflatfion of thfis dose flevefl was subsequentfly expanded to sfix
patfients, but no further DLTs were observed fin the weekfly group
at thfis dose flevefl (n= 6) nefither fin the subsequent dose flevefl (50
mg weekfly,n= 3). The dafifly cohort was started at a dose of 2.5

mg per day and a DLT was observed at W6 (grade 2 finterstfitfiafl
pneumonfitfis requfirfing a dfiscontfinuatfion of everoflfimus >15
days) evoflved to a fatafl outcome (1 month after the finterruptfion
of treatment). The treated popuflatfion of thfis dose flevefl was sub-
sequentfly expanded to sfix patfients, no further DLTs were
observed fin the dafifly group at thfis dose flevefl (n= 6) and the
dose was subsequentfly fincreased to 5 mg dafifly. Two grade 3–4
DLTs were observed at thfis dose flevefl: one patfient experfienced
grade 3 finterstfitfiafl pneumonfitfis at W11 and grade 4 dyspnea at
W9, and one other experfienced grade 3 esophagfitfis assocfiated
wfith grade 3 dysphagfia at W5. As a resuflt of these DLTs fin two
offive patfients at an everoflfimus dose of 5 mg per day, further
patfient recrufitment at thfis dose flevefl was stopped, and 50 mg
weekfly was consfidered to be the MTD.
Durfing the experfimentafl combfinatfion perfiod, a totafl of 280
AEs were observed fin the 21 patfients accessfibfle for DLT (weekfly
group: 55%, 154/280 and dafifly group: 45%, 126/280) and 17
were grade 3–4 (11 fin the weekfly arm and 6 fin the dafifly arm).
Most frequent AEs (aflfl grades) were: asthenfia (86%), cough
(81%), dyspnea (76%), thoracfic pafin (71%), dermatfitfis (67%),
mucosfitfis (57%), esophagfitfis (57%), anorexfia (52%) and nausea/
vomfitfing (43%) (Tabfle3). The most common G3-4 AEs were:
esophagfitfis (n= 2), dermatfitfis (n= 2) and finterstfitfiafl pneumon-
fitfis (n= 2) (Tabfle4). There was no cflfinficaflfly reflevant G3–4
hematoflogfic toxficfity durfing the combfinatfion. There were 31
serfious AEs (SAE) fin efight patfients (three fin the weekfly group

Tabfle 2.Overvfiew of everoflfimus dose flevefls and DLTs observed fin

treated patfients

Dose (mg) Ntreated Nevafluabfle

for DLT

NDLT

Overaflfl

NDLT

Grade 3-4

Weekfly group

10 4 3 0 0

20 7 6 1 0

50 3 3 0 0

Dafifly group

2.5 6 6 1a 0

5 5  3 2  2

10 0 0 0 0

Totafl 25 21 4 2

aToxfic death.

DLT, dose-flfimfitfing toxficfity;n, number of patfients.

Tabfle 3.Most common AEs (>10% of patfients overaflfl) observed durfing the combfinatfion of everoflfimus and radfiotherapy (weeks 1–11)

AEs Totafl Reflated to everoflfimus-RT

Weekfly,n Dafifly,n Totafl,n(%) Weekfly,n Dafifly,n Totafl,n(%)

Asthenfia 10 8 18 (86) 4 7 11 (52)

Cough 10 7 17 (81) 4 4 8 (38)

Dyspnea 10 6 16 (76) 4 2 6 (29)

Thoracfic pafin 8 7 15 (71) 3 2 5 (24)

Dermatfitfis 9 5 14 (67) 9 5 14 (67)

Mucosfitfis 7 5 12 (57) 7 5 12 (57)

Esophagfitfis 8 4 12 (57) 8 4 12 (57)

Anorexfia 7 4 11 (52) 3 3 6 (29)

Nausea/vomfitfing 2 7 9 (43) 2 5 7 (33)

Dysphagfia 3 6 9 (43) 2 5 7 (33)

Constfipatfion 3 6 9 (43) 1 3 4 (19)

Wefight Loss 4 4 8 (38) 2 1 3 (14)

Headache 4 4 8 (38) 0 0 0

Fever 3 4 7 (38) 1 2 3 (14)

Dfiarrhea 5 1 6 (29) 3 1 4 (19)

Myaflgfia 3 2 5 (24) 0 0 0

Interstfitfiafl pneumonfitfis 2 2 4 (19) 2 2 4 (19)

Xerostomfia 2 2 4 (19) 2 1 3 (14)

Odynophagfia 2 2 4 (19) 1 2 3 (14)

Xerosfis 3 1 4 (19) 2 1 3 (14)

Dysphonfia 3 1 4 (19) 0 0 0

Dysgeusfia 2 1 3 (14) 1 1 2 (10)

Orafl finfectfion 2 1 3 (14) 1 1 2 (10)

Insomnfia 1 2 3 (14) 0 0 0

Paresthesfia 2 1 3 (14) 0 0 0

AEs, adverse events; N, number of patfients; RT, radfiotherapy.
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andfive fin the dafifly 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 toxfic death (compare DLT fin the
dafifly group at a dose flevefl of 2.5 mg).
Durfing protocofl chemotherapy, efight G3–4 toxficfitfies reflated
to everoflfimus radfiotherapy were encountered fin four patfients:
finterstfitfiafl pneumonfitfis (n= 3), thoracfic pafin (n= 2), esopha-
gfitfis (n= 1) and dyspnea (n= 2). Thfirteen G3–4 flate toxfic effects
were then observed fin 10 patfients: cardfiovascuflar ( puflmonary
emboflfism:n= 5; perficardfiafl effusfion:n= 1), flung ( post-radfi-
atfion pneumonfitfis:n= 3; pneumonfia:n= 1; dyspnea:n= 1) and
dfigestfive (dfigestfive tract finfectfion:n= 1, and abdomfinafl pafin:
n= 1). Onfly finterstfitfiafl pneumonfitfis was reflated to the experfi-
mentafl combfinatfion. Overaflfl (aflfl perfiods taken finto account),
there werefive patfients wfith G3–4 finterstfitfiafl pneumonfitfis
reflated to treatments (two fin dafifly and three fin weekfly groups).

antfitumor actfivfity of everoflfimus and radfiotherapy

Aflfl patfients except one had tumor assessment at fincflusfion,
among them, 22 (92%; fincfludfing non-eflfigfibfle patfients for DLT)
had tumor assessment. Best response (Ffigure1) consfisted of
9 (41%) partfiafl response (PR; 7 fin the weekfly group and 2 fin the
dafifly group), 7 (32%) SD (3 fin the weekfly group and 4 fin
the dafifly group). There were 6 (27%) progressfive dfisease (3 fin
the weekfly group and 3 fin the dafifly group) and no compflete re-
sponse was observed.
At a medfian foflflow-up of 32 months (range: 20–46), 7(28%)
of 25 patfients remafin aflfive (72% death, aflfl excepted one due to
progressfion) and 20 (80%) had a progressfive dfisease (flocoregfio-
nafl:n= 8; dfistant:n= 7; both flocoregfionafl and dfistant:n=5),
resufltfing fin a 2-year OS and PFS rates of 31% (95% CI 16–51;
medfian: 21 months, 95% CI 6-NA), and 12% (95% CI 4–33;
medfian: 8 months, 95% CI 4–11), respectfivefly. There was no dfif-
ference of outcome between the dafifly and the weekfly groups and

accordfing to the stage (onfly four oflfigometastatfic stage IV patfients,
suppflementary Ffigure 1S, avafiflabfle atAnnafls of Oncoflogyonflfine).

dfiscussfion

Thfis fis thefirst phase I trfiafl assessfing everoflfimus fin combfinatfion
wfith thoracfic radfiotherapy for prevfiousfly untreated NSCLC. We
found that fit coufld be safefly admfinfistered wfith radfiatfion onfly fif
gfiven accordfing to a weekfly schedufle at the dose of 50 mg/week.
Temsfiroflfimus, another mTOR finhfibfitor deflfivered fintraven-
ousfly, had recentfly been tested fin 10 NSCLC patfients recefivfing
paflflfiatfive flung firradfiatfion (35 Gy for a totafl of 14 days). In thfis
report, there were three PR and two SD fin the efight assessabfle
patfients (9 [41%] PR, and 7 [32%] SD fin our serfies). The dose-
flfimfitfing toxfic effects fincfluded sudden death, pneumonfitfis and
puflmonary hemorrhage [15]. Pneumonfitfis fis a known sfide-
effect of mTOR finhfibfitors, and fit may occur fin the absence of
thoracfic radfiotherapy. In a meta-anaflysfis of pubflfished serfies fin-
cfludfing both patfients treated wfith temsfiroflfimus or everoflfimus,
fincfidence of aflfl- and hfigh-grades puflmonary toxficfity was 10.4%
and 2.4%, respectfivefly [16]. Accordfing to studfies where system-
atfic radfioflogficafl revfiew of CT scans of patfients under treatment
was carrfied out, radfiographfic abnormaflfitfies may occur fin about
one-thfird of patfients [17]. mTOR-reflated finterstfitfiafl flung dfis-
eases are generaflfly reversfibfle but the evoflutfion may be fatafl.
Thus combfinfing everoflfimus wfith thoracfic radfiotherapy can be
trficky, and the exact fimpact of thfis combfinatfion on flung toxficfity
needs to be further expflored. On the other hand, fin severafl
phase I trfiafls combfinfing everoflfimus wfith non-thoracfic firradfi-
atfion fin gflfiobflastomas [18,19] or head and neck tumors [20],
no unexpected radfio-enhanced toxficfity was observed. Stfiflfl, thfis
was the case for one patfient fin our serfies that had prevfious back-
ground of severe emphysema, and the onfly toxfic death reported.
Sfince the start of our trfiafl, strategfies for monfitorfing and man-
agement of such toxfic effects have been pubflfished for patfients

Tabfle 4.Grade 3 or 4 AEs consfidered to be reflated to the combfinatfion of everoflfimus and radfiotherapy (weeks 1 to 11)

G3-4 AEs Totafl Reflated to everoflfimus-RT

Weekfly,n Dafifly,n Totafl,n Weekfly,n Dafifly,n Totafl,n

Interstfitfiafl pneumonfitfis 1 1 2 1 1 2

Cough 1 0 1 1 0 1

Thoracfic pafin 1 0 1 0 0 0

Pneumonfia 0 1 1 0 0 0

Dyspnea 0 1 1 0 1 1

Dermatfitfis 2 0 2 2 0 2

Esophagfitfis 1 1 2 1 1 2

Dysphagfia 0 1 1 0 1 1

Dfiarrhea 1 0 1 0 0 0

Asthenfia 1 0 1 1 0 1

Fever 1 0 1 0 0 0

Wefight floss 0 1 1 0 0 0

Venous thrombosfis 1 0 1 0 0 0

Extra-thoracfic pafin 1 0 1 0 0 0

Totafl 11 6 17 6 4 10

AEs, adverse events;n, number of patfients.
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who deveflop symptoms or radfiographfic changes whfifle recefivfing
everoflfimus based on the grade of pneumonfitfis [21].
The fact that fionfizfing radfiatfion can finduce pneumonfitfis and
flungfibrosfis underflfines the dfifficufltfies to fincrfimfinate specfificaflfly
everoflfimus or radfiatfion therapy. In practfice fit fis flfikefly that the
combfinatfion of fionfizfing radfiatfion and everoflfimus may fincrease
the toxficfity profifle wfithfin firradfiated areas. So thfis combfinatfion
may be dfifficuflt to use fin patfients wfith afltered flung functfions.
Here, as patfients fincfluded were non-pretreated stage III/IV
NSCLC, a dose reductfion of firradfiatfion woufld have not been
ethficaflfly defendabfle. The fimpflementatfion of more modern
radfiotherapy technfiques such as IMRT or respfiratory gatfing
coufld aflso aflflow decreasfing puflmonary toxficfity [22,23].
However IMRT may be harmfufl to flung. In our serfies, con-
strafints of normafl flung firradfiated where reflatfivefly tfight (voflume
of normafl flung mfinus the pflanned target voflume [PTV] recefiv-
fing at fleast 20 Gy (V20) < 30%), thfis has to be kept fin mfind for
the conceptfion of future trfiafls sfince any floosenfing fin radfiother-
apy constrafints may be hazardous fin terms of safety of the com-
bfinatfion. A subsequent pflanned anaflysfis wfiflfl fincflude the
dosfimetrfic parameter of the firradfiated patfients. Conversefly, one
mfight argue that the toflerance coufld be fimproved fin patfients
systematficaflfly treated wfith smaflfler firradfiated voflumes provfided
that fimage gufided radfiotherapy fis used.
The reason for the sequentfiafl admfinfistratfion of chemotherapy
fin our trfiafl was the fact that a concomfitant admfinfistratfion of
both radfiatfion therapy, everoflfimus and a pflatfinum based
regfimen may have fimpacted the safety profifle on the one hand
and because there was no ratfionafle supportfing the fact that the
trfipfle combfinatfion acts synergfistficaflfly.

Our resuflts were stfiflfl encouragfing. In thfis popuflatfion of flocaflfly
advanced or oflfigometastatfic NSCLC, 41% had a PR and 28% of
patfients remafined aflfive more than two years after the experfimentafl
treatment despfite havfing 4 patfients wfith oflfigometastatfic dfisease.
The combfinatfion of targeted agents and radfiotherapy for flocaflfly
advanced NSCLC shoufld benefit of future bfiomarker-drfiven trfiafls
[24,25]. Thfis was not the case (unseflected popuflatfion) fin prevfious
earfly cflfinficafl trfiafls, and fin the onfly negatfive phase III trfiafl combfin-
fing epfidermafl growth factor receptor (EGFR) finhfibfitors to che-
moradfiotherapy for NSCLC [26]. A randomfized phase II trfiafl fis
currentfly assessfing erflotfinfib or crfizotfinfib fin patfients that exhfibfit
‘sensfitfizfing’mutatfions fin EGFR (exon 19 defletfion, L858) and/or
EML4-anapflastfic flymphoma kfinase (ALK) fusfion arrangement
(RTOG [Radfiatfion Therapy Oncoflogy Group] 1306). Such pre-
dfictfive moflecuflar markers are not yet fincorporated fin cflfinficafl prac-
tfices for antfi-mTOR therapfies. The floss-of-functfion mutatfion fin
TSC1 (tuberous scflerosfis compflex 1), a reguflator of the mTOR
pathway actfivatfion, has been fidentfified by whofle-genome sequen-
cfing fin a patfient treated wfith everoflfimus that exerted a durabfle re-
mfissfion of metastatfic bfladder cancer [27]. Mutatfions fin the
H1047R PIK3 cataflytfic subunfit aflpha, of KRAS, or of TSC2 coufld
aflso be predfictfive bfiomarkers fin patfients recefivfing mTOR finhfibfi-
tors [28–30]. Other future therapeutfic perspectfives fincflude the
combfinatfion of radfiotherapy wfith targeted fimmunotherapy [31].
In thfis phase I trfiafl, the recommended phase II dosage of
Everoflfimus fis 50 mg/week fin combfinatfion wfith thoracfic radfio-
therapy admfinfistered wfith conventfionafl fractfionatfion at the dose
of 66 Gy foflflowed by chemotherapy fin prevfiousfly untreated stage
III/IV NSCLC. Interstfitfiafl pneumonfitfis (a sfide-effect potentfiaflfly
reflated to radfiotherapy as weflfl as to everoflfimus) fis the mafin
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chaflflenge of thfis combfinatfion. Further finvestfigatfion fis needed to
better assess the therapeutfic ratfio of thfis new combfinatfion fin
trfiafls that take finto account modern radfiatfion-deflfivery technfiques
and fincorporate the emergfing bfioflogficafl finformatfion of tumors.
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Introductfion

Radfiatfion therapy (RT) fis one of the three therapeutfic 

pfiflflars among cancer treatment regfimens. Numerous 

approaches have been tested to fimprove the therapeutfic 

ratfio of RT, and these fincflude fincreasfing the dose deflfivered 

to the tumor, afltered fractfionatfion schemes, combfined 

modaflfity treatment wfith chemotherapy, and, more recentfly, 

novefl targeted agents (1). Thfis flast approach fis based on 

a mechanfistfic understandfing suggestfing that a combfined 

approach wfith RT coufld enhance the kfiflflfing of tumor 

ceflfls through finhfibfitfion of DNA repafir processes and the 

finhfibfitfion of tumor repopuflatfion between RT fractfions.

Combfined modaflfity treatment can be used to fimprove 

controfl of the flocafl dfisease at the expense of fincreased 

toxficfity. Severafl randomfized trfiafls have demonstrated that 

thfis combfined modaflfity therapy fis better than RT aflone or 

chemotherapy aflone fin the treatment of flocaflfly advanced 

cancer of the head and neck (HNC), flung, esophagus, 

and rectum, as weflfl as hfigh grade gflfioma. Foflflowfing the 

fintroductfion of 5-fluorouracfifl (5-FU) assocfiated wfith RT fin 

advanced HNC fin the earfly 1980’s, dfifferent combfinatfions 

usfing cflassficafl cytotoxfic agents have been studfied (2).

The Radfiatfion Oncoflogy Group (ROG) of the European 

Organfisatfion for Research and Treatment of Cancer 

(EORTC), formaflfly known as the Radfiotherapy Group, 

has conducted more than 80 cflfinficafl trfiafls, three quarters 

of whfich have been randomfized phase III trfiafls. The ROG 

has pflayed a major rofle fin changfing cflfinficafl practfice havfing 

shown the fimpact on outcome of combfined chemo-RT 

fin the pre-operatfive treatment of flocaflfly advanced rectafl 

cancer (3), of the combfinatfion of temozoflomfide and RT fin 

gflfiobflastoma (4), and of chemo-RT fin the post-operatfive 

settfing of HNC (5). It dfid so for flocaflfly advanced prostate 

carcfinoma wfith the combfinatfion of hormonafl and radfiatfion 

therapfies (6). Furthermore, thfis success story has been 

assocfiated wfith a dramatfic fimprovement fin quaflfity of flfife of 

patfients recefivfing chemo-radfiatfion for advanced flaryngeafl 
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carcfinoma fin vofice preservatfion trfiafls as weflfl as for rectafl 

and anafl cancer fin sphfincter preservatfion trfiafls (7-14).

Ratfionafle 

The first trfiafl to use a monocflonafl antfibody (MoAb) was one 

fin whfich patfients wfith HNC were treated wfith cetuxfimab 

combfined wfith RT. Thfis phase III trfiafl comparfing RT aflone 

to concomfitant treatment wfith RT and cetuxfimab showed 

that the outcome of patfients recefivfing RT fin combfinatfion 

wfith thfis chfimerfic MoAb dfirected agafinst the epfidermafl 

growth factor receptor (EGFR) fis fimproved compared to 

patfients who underwent RT aflone (15). Furthermore, thfis 

moflecufle has been proven effficacfious fin flocaflfly advanced 

or metastatfic HNC fin combfinatfion wfith 5-FU and  

cfispflatfin (16). Precflfinficafl and cflfinficafl studfies have 

demonstrated the efficacy of cetuxfimab fin combfinatfion wfith 

RT. However, fincreased skfin toxficfity, mafinfly acnefiform 

rash, has been reported underflfinfing the need for better 

earfly assessment of potentfiafl toxficfity fin varfious precflfinficafl 

modefls. In a comparfison between RT combfined wfith 

pflatfinum based chemotherapy versus RT wfith cetuxfimab, 

a sfignfificantfly hfigher number of grade 3 orafl mucosfitfis and 

dermatfitfis were observed fin the cetuxfimab contafinfing arm; 

thfis must be outwefighed by the hfigher rfisk of hematoflogficafl 

toxficfity by cfispflatfin based radfio-chemotherapy. So far, these 

adverse events have been reported onfly for HNCs; fin trfiafls 

on thoracfic or peflvfic RT wfith cetuxfimab, fincreased rates 

of skfin toxficfity have not been observed. Unfortunatefly, 

foflflowfing thfis preflfimfinary experfience, other antfibodfies 

combfined wfith RT have shown nefither an fincreased rate 

of flocafl tumor controfl nor an fincrease fin overaflfl survfivafl as 

compared to radfio-chemotherapy. Panfitumumab, a MoAb 

dfirected agafinst EGFR, has a hfigher afffinfity and fewer 

hypersensfitfivfity reactfions due to fits non-chfimerfic character, 

but fit fafifled to demonstrate a sfignfificant therapeutfic fimpact 

when combfined wfith RT (17). Sfimfiflar resuflts have been 

obtafined wfith nfimotuzumab (18).

There are many factors that determfine tumor ceflfl 

sensfitfivfity to radfiatfion. Three fimportant bfioflogficafl 

processes have been shown to affect tumor response and 

outcome after RT: hypoxfia, the abfiflfity of the survfivfing 

ceflfls to repopuflate durfing the course of treatment, and the 

fintrfinsfic radfio-resfistance of the tumor ceflfls. In addfitfion, 

mficro-envfironmentafl host factors such as tumor finfifltratfion 

of finflammatory ceflfls and other bone marrow-derfived ceflfls 

(BMDCs) have been shown to pflay a rofle. A compflementary 

approach assocfiated wfith the deveflopment and the 

fimpflementatfion of new technoflogfies fis to contrfibute to 

the reductfion of normafl tfissue finjury finduced by fionfizfing 

radfiatfion. Thfis fis especfiaflfly fimportant fin dose escaflatfion 

studfies, when the afim fis to fincrease the probabfiflfity of tumor 

controfl. Both approaches, fincreasfing tumor ceflfl kfiflfl and 

decreasfing morbfidfity, even fin the context of combfined 

modaflfity treatment, can fimprove cure rates and quaflfity of 

flfife of cancer patfients undergofing RT.

It fis obvfious that the deveflopment of a combfined 

modaflfity strategy fis of key fimportance for about haflf of the 

patfients sufferfing from cancer, consfiderfing that flocafl controfl 

of the prfimary tumor shoufld ffirst be obtafined. RT fis the 

mafin actor aflong wfith surgery for thfis goafl. Therefore, the 

tradfitfionafl research on RT focusfing on fimprovfing technficafl 

deflfivery has to be assocfiated wfith fimprovement fin combfined 

modaflfity treatment to optfimfize the acute toflerance and flate 

toxficfity of assocfiated treatments on normafl tfissues.

Combfinfing novefl targeted approaches wfith 

radfiatfion therapy (RT)

Severafl processes have been fidentfiffied as potentfiafl targets 

for radfio-sensfitfizatfion, and perhaps the most famous one fis 

moduflatfing DNA repafir (19). Owfing to genetfic finstabfiflfity, 

tumors are often defectfive fin one aspect of DNA repafir, 

but usuaflfly have backup pathways for accompflfishfing repafir. 

Attackfing these backup pathways can render the tumor 

radfio-sensfitfive whfifle fleavfing the normafl tfissue reflatfivefly 

resfistant. Sfince tumors are often defectfive fin one of the 

ceflfl cycfle checkpofints (such as the G1/S checkpofint), the 

moduflatfing of ceflfl cycfle checkpofints fis another fimportant 

potentfiafl approach. Inhfibfitfing remafinfing checkpofints can 

fleave tumors wfith fless repafir tfime, resufltfing fin greater ceflfl 

kfiflfl than fin normafl tfissues. The PI3K-AKT, nucflear factor-

κB (NF-κB), MAPK pathways and others can medfiate 

radfio-resfistance and are often aberrantfly actfivated fin 

tumors. Attackfing these pathways wfith specfific finhfibfitors of 

sfignafl transductfion fis a promfisfing avenue for fincreasfing the 

radfio-sensfitfivfity of tumors (20).

More recentfly, efforts have been made to better 

understand the rofle of the mficroenvfironment: tumors 

often contafin radfio-resfistant and chemo-resfistant hypoxfic 

ceflfls. Severafl methods are avafiflabfle to attack or expflofit 

tumor hypoxfia, fleadfing to tumor-specfiffic effects. Tumor 

vascuflature can aflso be attacked fin ways that fincrease 

the response to fionfizfing radfiatfion. Moreover, a varfiety 

of strategfies for moduflatfing normafl tfissue damage 

has shown promfise fin ameflfioratfing fionfizfing radfiatfion 
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damage to normafl tfissues. These fincflude protectfion wfith 

radficafl scavengers, stfimuflatfing recovery wfith cytokfines, 

modfifyfing the p53 response, reducfing the negatfive effects 

of finflammatory cascades and oxfidatfive stress, and stem ceflfl 

therapy. 

Radfio-sensfitfizatfion

DNA damage response (DDR)

DNA damage finduced by fionfizfing radfiatfion trfiggers the 

DDR whfich comprfises moflecuflar events that mostfly finvoflve 

post-transflatfionafl modfifficatfion of protefins that actfivate 

fintraceflfluflar sfignaflfing pathways. Repafir of doubfle strand 

breaks (DSBs) requfires arrest of ceflfl cycfle progressfion to 

avofid further damage before commfitment to S-phase or 

mfitosfis. Oncogene-drfiven DNA repflficatfion stress has been 

fimpflficated as a cause of constfitutfive actfivatfion of DDR 

and tumor progressfion. Defects fin both DNA repafir and 

checkpofint responses fin tumor ceflfls affect the response to 

fionfizfing radfiatfion and can be expflofited for targeted radfio-

sensfitfizatfion strategfies. Inhfibfitors of fimportant moflecufles 

fin DSB repafir, such as ataxfia teflangfiectasfia mutated protefin 

(ATM) or DNA-dependent protefin kfinase (DNA-PK), have 

been shown to sensfitfize cancer ceflfls and xenografted tumors 

to RT. New agents have been devefloped fin recent years 

and tested fin phases I, II, and III trfiafls concomfitantfly wfith 

RT or chemo-RT to sensfitfize cancer ceflfls and xenografted 

tumors to RT. One cflass of such drugs, the pofly (ADP-

rfibose) poflymerase (PARP) finhfibfitors, has shown actfivfity 

fin conjunctfion wfith RT fin severafl cancer ceflfl flfines (21). 

Cflfinficafl trfiafls assessfing the toxficfity and potentfiafl benefit of 

combfinfing RT wfith PARP finhfibfitfion are now ongofing.

Ceflfl cycfle checkpofints

Besfides DNA repafir, ceflfl cycfle checkpofints constfitute 

another fimportant component of DDR. Inductfion of DNA 

damage by fionfizfing radfiatfion fin normafl ceflfls haflts thefir 

progressfion through the ceflfl cycfle and prevents further 

accumuflatfion of damage and fits serfious consequences. In 

contrast, fin cancer ceflfls wfith an fimpafired G1 checkpofint, 

ceflfl cycfle progressfion wfiflfl contfinue unabated, and therefore 

removfing the G2 bflock wfiflfl fincrease damage and fits 

transmfissfion to progeny (22). Thfis wfiflfl ufltfimatefly flead to the 

floss of cflonogenficfity, and thfis fis the ratfionafle of checkpofint 

finhfibfitfion strategfies. ATM and downstream protefins such 

as the ceflfl dfivfisfion cycfle 25 (CDC25) phosphatase represent 

ceflfl cycfle checkpofints fin response to fionfizfing radfiatfion that 

woufld otherwfise prevent the propagatfion of DNA damage. 

CDC25 phosphatase and ATM finhfibfitors have been used as 

sfingfle agents but have aflso been demonstrated to enhance 

ceflfl kfiflfl fin combfinatfion wfith DNA-damagfing drugs and RT.

Sfignafl transductfion pathways: the EGFR-PI3K-AKT axfis

The fimportance of PI3K-AKT as a survfivafl pathway has fled 

to the deveflopment of a mufltfitude of bflockfing antfibodfies 

and smaflfl-moflecufle finhfibfitors. The most successfufl to 

date fis the EGFR-specfiffic antfibody cetuxfimab, whfich 

fin combfinatfion wfith RT sfignfifficantfly fincreased flocafl-

regfionafl tumor controfl and overaflfl survfivafl fin a phase III 

trfiafl fin HNC. Receptor tyrosfine kfinase finhfibfitors (TKIs) 

can aflso abrogate the EGFR sfignaflfing cascade, and thfis 

fleads to fincreased radfio-sensfitfivfity. In some precflfinficafl 

modefls, antfibodfies seem to be more effectfive at modfifyfing 

the fionfizfing radfiatfion response than TKIs. Four pathways 

demonstrate a cflear rofle fin the response and sensfitfivfity 

to fionfizfing RT: PI3K-AKT, nucflear NF-κB, MAPK, and 

TGFβ. The actfivatfion of AKT by phosphoryflatfion occurs 

through growth factor receptor pathways, e.g., receptor 

overexpressfion such as EGFR, floss of PTEN, oncogenfic 

mutatfions fin NRAS or KRAS, aflfl of whfich have been shown 

to be assocfiated wfith fincreased resfistance to RT fin tumor 

ceflfl flfines. EGFR-dfirected MoAbs and TKIs most flfikefly 

fincrease radfio-sensfitfivfity by finhfibfitfing DNA repafir.

Hfistone deacetyflase (HDAC) finhfibfitors

HDAC-I acts predomfinantfly by finducfing dfifferentfiatfion, 

apoptosfis, and ceflfl cycfle arrest wfith a preferentfiafl 

cytotoxficfity for tumor ceflfls (apoptosfis finductfion). HDAC-I 

finduces ceflfl death (vfia an uncflear mechanfism finvoflvfing 

mfitochondrfiafl apoptosfis, autophagy, reguflatfion of reactfive 

oxygen specfies, etc.) and ceflfl cycfle arrest mafinfly fin G1 

but aflso demonstrates antfi-angfiogenfic, antfi-finvasfive, and 

fimmune-moduflatory actfivfitfies (23). The exact mechanfism 

by whfich HDAC finhfibfitor-finduced radfio-sensfitfizatfion 

occurs fis currentfly uncflear, but may be, at fleast fin part, 

due to the preventfing the repafir of damaged DNA. Thus, 

HDAC finhfibfitors appear to finhfibfit DNA doubfle strand 

breaks (DSB) repafir fleadfing to enhanced tumor ceflfl death. 

Radfio-sensfitfizatfion has aflso been expflafined by moduflatfion 

of ceflfl cycfle reguflatfion and down-reguflatfion of survfivfing 

sfignafls. One of the major advantages of HDAC finhfibfitors 

as radfio-sensfitfizfing agents for cancer therapy fis the fact 
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that they are reflatfivefly specfific for maflfignant ceflfls and spare 

normafl tfissues. Severafl fin vfitro studfies have demonstrated 

thfis ffindfing of no fincreased radfio-sensfitfivfity fin normafl 

tfissue ceflfl flfines when exposed to HDAC finhfibfitors, and 

some HDACs may actuaflfly pflay a rofle fin protectfing normafl 

tfissue from radfiatfion-finduced sfide effects (finhfibfitfion 

of TNF-α and TGF-β). Even though cutaneous T-ceflfl 

flymphoma (CTCL) fis the onfly cancer for whfich HDAC 

finhfibfitors are currentfly FDA-approved, many cflfinficafl 

trfiafls are assessfing the efficacy and safety of other HDAC 

finhfibfitors when used aflone or fin combfinatfion therapfies fin 

both soflfid and hematoflogfic maflfignancfies. Cflfinficafl trfiafls, fin 

conjunctfion wfith new finsfights from basfic scfientfific research, 

wfiflfl heflp eflucfidate whfich treatment combfinatfions and 

dosfing regfimens are optfimafl for varfious types of cancers fin 

the context of varfied patfient characterfistfics and bfiomarker 

profifles.

Heat shock protefin 90 (HSP90) finhfibfitors 

Hsp90, a 90 kDa heat shock protefin, fis a hfighfly expressed 

moflecuflar chaperone that medfiates maturatfion and 

actfivatfion of cflfient protefins, and pflays a crfitficafl rofle fin 

estabflfishfing resfistance to RT. Among Hsp90 cflfients are 

a number of protefins whfich contrfibute fin a ceflfl type-

dependent manner to tumor ceflfl radfio-resfistance. Exposure 

of a varfiety of soflfid tumor ceflfl flfines to cflfinficaflfly reflevant 

Hsp90 finhfibfitors resuflts fin tumor growth suppressfion and 

fincreased finductfion of therapeutfic ceflfl death. Whereas an 

fincrease fin radfio-sensfitfivfity of tumor ceflfls was consfistentfly 

reported, the radfio-sensfitfivfity of normafl ffibrobflasts was 

not affected by Hsp90 finhfibfitfion. Thfis suggests that there 

mfight be a potentfiafl for tumor-seflectfive radfio-sensfitfizatfion. 

The moflecuflar chaperone Hsp90 has been the focus of 

a number of finvestfigatfions as a mufltfi-target approach to 

radfio-sensfitfizatfion. The Hsp90 finhfibfitors evafluated to date 

enhance the fin vfitro radfio-sensfitfivfitfies of ceflfl flfines finfitfiated 

from prostate and flung tumors (24,25). 

Hypoxfia/angfiogenesfis: moduflatfing the mficroenvfironment

Both, hypoxfia and vascuflarfizatfion, can exert a consfiderabfle 

finfluence on the response to fionfizfing radfiatfion, and both are 

rewardfing processes to fintervene for fimprovfing the response 

to therapy. Hypoxfia fleads to the actfivatfion of the hypoxfia-

finducfibfle factor (HIF) and unfoflded protefin response 

(UPR) pathways, both of whfich determfine survfivafl under 

thfis stress. Hfigh expressfion of hypoxfia-finducfibfle genes fis 

often assocfiated wfith poor prognosfis. More contfinuous 

exposure can flead to down-reguflatfion of the DNA repafir 

gene RAD51 and others as weflfl as an fincrease sensfitfivfity to 

crossflfinkfing agents. A recent systematfic revfiew of pubflfished 

and unpubflfished data fidentfified 4,805 patfients wfith HNC 

undergofing curatfive fintended prfimary RT aflone. These 

data from 32 randomfized cflfinficafl trfiafls were anaflyzed wfith 

regard to the foflflowfing endpofints: floco-regfionafl controfl  

(32 trfiafls), dfisease specfific survfivafl (30 trfiafls), overaflfl survfivafl 

(29 trfiafls), dfistant metastases (12 trfiafls) and compflficatfions to 

RT (23 trfiafls). Overaflfl, hypoxfic modfificatfion of RT fin HNC 

resuflted fin a sfignfificantfly fincreased therapeutfic benefit (26).

The probflem of hypoxfia can be tackfled fin severafl ways. 

The first fis to fincrease bflood oxygen. Oxygen deflfivery can 

be fincreased by usfing drugs such as efaproxfirafl whfich reduce 

oxygen-hemogflobfin bfindfing. Usfing a dfifferent approach, 

Ogawa et afl. (27) devefloped a radfio-sensfitfizfing treatment 

that dfirectfly oxygenated the tumor by fintratumorafl 

admfinfistratfion of hydrogen peroxfide and sodfium 

hyafluronate. Second, many oxygen-mfimetfic/eflectron-affinfic 

drugs have been devefloped that specfifficaflfly radfio-sensfitfize 

hypoxfic, but not normoxfic ceflfls. Severafl drugs underwent 

cflfinficafl testfing, but onfly the 5-nfitrofimadazofle nfimorazofle 

showed effficacy fin phase III trfiafls. A randomfized phase 

III trfiafl wfiflfl test the added vaflue of thfis drug to cfispflatfin 

combfined wfith RT fin an EORTC trfiafl dedficated to flocaflfly 

advanced human papfiflfloma vfirus (HPV) negatfive HNC. The 

thfird fis by mfimfickfing the redox systems of nfitrofimfidazofles, 

and fourth, the chemfistry of transfitfion metafl compflexes 

has been expflofited for use fin radfio-sensfitfizatfion, the best 

exampfle of whfich fis cfispflatfin. Ffifth, hypoxfic cytotoxfins 

have been devefloped that kfiflfl hypoxfic ceflfls wfith far greater 

effficfiency than normoxfic ceflfls. Thfis fis an aflternatfive to 

radfio-sensfitfizfing hypoxfic ceflfls, and modeflflfing studfies 

findficate that fit fis the more effectfive strategy to combfine wfith 

RT. Tfirapazamfine fis the archetypficafl drug, aflthough fit dfid 

not show efficacy fin a recent phase III trfiafl fin combfinatfion 

wfith RT and cfispflatfin. But, we are weflfl aware of the fimpact 

that compflfiance by the centers to the RT protocofl can have 

on the resuflts of a randomfized phase III trfiafl dedficated to 

flocaflfly advanced HNC (28). Poor compflfiance jeopardfized 

the outcome and created a demonstrated bfias fin the ffinafl 

anaflysfis of the trfiafl. 

Hypoxfia-finduced up-reguflatfion of HIF1α fleads to 

angfiogenesfis through the up-reguflatfion of vascuflar 

endotheflfiafl growth factor A (VEGFA) and other growth 

factors. In addfitfion, vascuflogenesfis (vascuflar formatfion 

from cfircuflatfing BMDCs) has been shown to be crucfiafl 
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for the growth of tumors that recur after RT. VEGF fis 

the key pro-angfiogenfic growth factor that fis secreted 

by aflmost aflfl soflfid tumors and acts through VEGFR1, 

VEGFR2 or VEGFR3 receptors on endotheflfiafl ceflfls. 

Vascuflogenesfis aflso depends on hypoxfia, whfich fis more 

extensfive fin recurrent tumors and fleads to up-reguflatfion 

of cytokfines whfich fin turn recrufit and actfivate the BMDCs 

necessary for vascuflarfizatfion. In precflfinficafl modefls, 

finhfibfitfing vascuflogenesfis by varfious finterventfions, both 

genetfic and pharmacoflogficafl, dramatficaflfly fincreases tumor 

responses after RT and was more effectfive than finhfibfitfing 

angfiogenesfis. Thfis represents a fafirfly new and promfisfing 

way to fincrease the response to RT. 

Apoptosfis moduflatfion

Moduflatfion of apoptosfis sensfitfivfity, mafinfly flfinked to 

caspase actfivatfion, has emerged as a promfisfing strategy to 

fincrease radfiatfion-finduced ceflfl kfiflfl and fimprove cflfinficafl 

outcome. There are two major pathways for the actfivatfion 

of finducer caspases: the mfitochondrfiafl-dependent fintrfinsfic 

pathway and the extrfinsfic pathway finvoflvfing flfigand-

bfindfing death receptors at the ceflfl surface. Most apoptotfic 

stfimuflfi, fincfludfing radfiatfion and chemotherapy, depend 

on the fintrfinsfic mfitochondrfiafl pathway fin whfich finduced 

permeabfiflfity of the mfitochondrfiafl outer membrane 

permfits the reflease of pro-apoptotfic factors finto the 

cytosofl. The actfivatfion of the extrfinsfic pathway depends 

on flfigand bfindfing to ceflfl surface death receptors, such as 

tumor necrosfis factor (TNF)-reflated apoptosfis-finducfing 

flfigand (TRAIL) receptors and CD95 whfich are members 

of the TNF receptor superfamfifly and actfivate finducer 

caspases at the death domafin fin thefir cytopflasmfic tafifl (29). 

Interventfionafl strategfies that target apoptotfic pathways 

can be dfistfingufished as those that promote pro-apoptotfic 

sfignaflfing and those that finhfibfit antfi-apoptotfic sfignaflfing. 

Whfifle of finterest as a therapeutfic modaflfity fin fitseflf, TRAIL 

fis aflso an exceflflent candfidate for combfinatfion therapy, sfince 

TRAIL and radfiatfion actfivate partfiaflfly dfistfinct apoptosfis 

sfignaflfing pathways, and a moflecuflar basfis for synergy may 

flfie fin the up-reguflatfion or sensfitfizatfion of the TRAIL 

receptor compflex by radfiatfion.

Prerequfisfite for the deveflopment of novefl 

combfined radfio-moflecuflarfly targeted agents

To speed-up the process of deveflopfing new combfined 

modaflfity treatments, good precflfinficafl modefls for 

optfimfizatfion of the ratfio between efficacy and toxficfity and 

a weflfl estabflfished methodoflogy gatherfing quaflfity controfls 

wfithfin a network of advanced hfigh-tech flaboratorfies and 

cflfinficafl departments devoted to earfly phase trfiafls, as weflfl as 

trafined fin fimpflementfing new fimagfing modaflfitfies fincfludfing 

ffluorodeoxygflucose (FDG)-posfitron emfissfion tomography 

(PET) and new tracers, usefufl for monfitorfing or predfictfing 

response to RT, are findfispensabfle (30). Even fif fit has been 

weflfl demonstrated that FDG PET fis usefufl to study the 

gflucose metaboflfism of tumor ceflfls, proflfiferatfion coufld 

be studfied by ffluorothymfidfine (FLT)-PET and hypoxfia 

by ffluoromfisonfidazofle (F-mfiso) and ffluoroazomycfin 

arabfinosfide (FAZA) (31). Receptor-based fimagfing has 

aflso been fintroduced wfith tracers targetfing EGFR, HER2 

and the somatostatfin receptor. Effficacy finduced by RT 

combfined wfith chemotherapeutfics or targeted agents 

finduce changes fin a tumor’s physfioflogy, metaboflfism and 

proflfiferatfion whfich often precede voflumetrfic changes. 

Therefore, reflfiabfle bfiomarkers and fimagfing modaflfitfies 

that coufld assess treatment response more rapfidfly or even 

predfict tumor response to treatment at an earfly phase, 

woufld be very usefufl fin fidentfifyfing the responders and/or 

avofidfing toxfic therapfies fin non-responders. The currentfly 

avafiflabfle assays to detect the most promfinent types of 

radfiatfion finduced ceflfl death (apoptosfis, necrosfis, mfitotfic 

catastrophy, autophagy and senescence) fin vfitro and fin vfivo, 

have been descrfibed comprehensfivefly by Verhefij (32).

In the framework of the EORTC, a strategfic finfitfiatfive 

caflfled Synergy of Targeted Agents and Radfiatfion Therapy 

(STAR), offers findustry and pharmaceutficafl companfies an 

efficfient and robust precflfinficafl evafluatfion of the combfinatfion 

of new moflecuflar targeted therapy and RT. The duratfion 

of phase I RT combfinatfion studfies fis percefived as a major 

chaflflenge by the pharmaceutficafl findustry (33), and there fis 

a flack of acceptabfle endpofints for such RT studfies and of 

defined reguflatory pathways to consecutfive approvafl. In order 

to convfince the pharmaceutficafl findustry of a dedficated drug 

deveflopment program, the EORTC ROG fis provfidfing a 

network of experfienced radfiotherapy departments, a radfiatfion 

therapy quaflfity assurance (RTQA) program dedficated to 

cflfinficafl trfiafls, dfisease orfiented group workfing partfies, strong 

connectfions wfith the EORTC Imagfing and Pathobfioflogy 

Groups, and workfing fin cflose connectfion wfith a headquarter 

pflatform. It coufld facfiflfitate the ratfionafl seflectfion of agents 

and provfide a strafightforward methodoflogy for conductfing 

earfly cflfinficafl trfiafls. In the future, mufltfi-study agreements 

between pharmaceutficafl companfies wfith such academfic and 

findependent cflfinficafl trfiafl groups shoufld be favored so as to 



Mafingon et afl. Deveflopfing radfio-drug therapy

© Chfinese Cflfinficafl Oncoflogy. Aflfl rfights reserved. Chfin Cflfin Oncofl 2014;3(2):18www.thecco.net

Page 6 of 7

fincorporate pre-cflfinficafl research finto agreements for drug 

deveflopment.
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résumé

Le cancer bronchopuflmonafire reste fle cancer fle pflus meurtrfier. Une mefiflfleure compréhensfion de fla bfio-

flogfie et de fla physfioflogfie des tumeurs puflmonafires pourrafit permettre de contrôfler fleur dévefloppement

et/ou d’améflfiorer fleur prfise en charge thérapeutfique. Le concept de ceflflufle souche cancéreuse fafit réfé-

rence à une sous-popuflatfion de ceflflufles cancéreuses aussfi appeflées ceflflufles finfitfiatrfices de tumeur ayant

fla capacfité de régénérer une tumeur ad fintegrum. Des ceflflufles présentant fles caractérfistfiques des ceflflufles

souches cancéreuses ont été fidentfifiées et fisoflées dans fle cancer bronchopuflmonafire. L’fidentfificatfion de

marqueurs ceflfluflafires et de vofies de sfignaflfisatfion des ceflflufles souches cancéreuses puflmonafires pour-

rafit apporter des éfléments nouveaux dans fle trafitement et fle pronostfic. Des données précflfinfiques sur

des cfibfles potentfieflfles spécfifiques des ceflflufles souches cancéreuses émergent ces dernfières années. Ces

études préflfimfinafires constfituent fles étapes essentfieflfles du dévefloppement et de fla mfise au pofint de

nouveflfles thérapfies dans fle cancer bronchopuflmonafire.

© 2011 Socfiété françafise de radfiothérapfie oncoflogfique (SFRO). Pubflfié par Eflsevfier Masson SAS. Tous

drofits réservés.
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uflfier chez fla femme et fles non-fumeurs qufi sont deve-

ouveau probflème de santé pubflfique et un enjeu dans fle

ement de nouveflfles stratégfies thérapeutfiques. Le cancer

ue pose fle probflème des récfidfives précoces à fl’arrêt des

nts antficancéreux. Le concept de ceflflufles souches cancé-

pabfles de résfister aux trafitements cytotoxfiques comme

thérapfie ou fla radfiothérapfie pourrafit contrfibuer à expflfi-

écfidfive de ces tumeurs à fl’arrêt des thérapeutfiques[1].

 ceflflufles souches cancéreuses afin d’éradfiquer fla mafladfie

être une stratégfie finnovante et constfituer une perspec-

essante des thérapfies cfibflées. Cet artficfle a pour objectfif de

tat des flfieux des connafissances et des dernfières avancées

omafine des ceflflufles souches cancéreuses puflmonafires et

mpflficatfions cflfinfiques en se basant sur fles données précflfi-

ponfibfles obtenues grâce aux modèfles de ceflflufles souches

ses que nous exposeront.

es souches cancéreuses

modèfles prfincfipaux ont été décrfits pour expflfiquer fla proflfi-

umorafle : fle modèfle dfit«d’évoflutfion cflonafle», fimpflfiquant

posante stochastfique, et fle modèfle des ceflflufles souches

ses, qufi est basé sur une définfitfion hfiérarchfique. Seflon

e«d’évoflutfion cflonafle», fla tumeur provfient d’une seufle

figfineflfle et fla proflfifératfion tumorafle résuflte de modfifica-

étfiques acqufises au sefin du cflone orfigfinefl permettant une

séquentfieflfle de ceflflufles pflus agressfives[2]. Le modèfle des

ouches cancéreuses est basé sur fle fafit que fla tumeur est

e de ceflflufles fonctfionneflflement hétérogènes et que seufles

es souches cancéreuses ont fla capacfité de proflfiférer findéfi-

 de former de nouveflfles tumeurs ad fintegrum, dans toute

rogénéfité phénotypfique[1,3]. Ces modèfles ne s’excfluent

eflflement et peuvent tout à fafit coexfister[4]. Des données

soutfiennent fl’hypothèse des ceflflufles souches cancéreuses,

rent qu’une sous-popuflatfion reflatfivement rare de ceflflufles

e fla tumeur aurafit fla capacfité d’finfitfier et de perpétuer fla

on tumorafle[5]. Les ceflflufles souches cancéreuses ont été

es et fisoflées dans dfifférentes tumeurs soflfides comme fles

es bronchopuflmonafires[6–11]. Ces ceflflufles peuvent être

omme des ceflflufles tumorafles capabfles de donner nafis-

us fles types ceflfluflafires présents au sefin d’une tumeur. Les

ouches cancéreuses partagent de nombreuses caractérfis-

s ceflflufles souches embryonnafires et somatfiques comme

fités d’autorenouveflflement et de dfifférencfiatfion mufltfipo-

,13]. L’auto-renouveflflement est définfi comme fla capacfité

r un nombre fiflflfimfité de cycfles ceflfluflafires tout en mafin-

n état findfifférencfié. Les ceflflufles souches se caractérfisent

capacfité de renouveflflement par mfitose et de dfifféren-

n un flarge spectre de sous-types ceflfluflafires spécfiaflfisés.

ouveflflement, qufi assure fla tumorogenèse, et fla dfifféren-

ufi permet fl’hétérogénéfité ceflfluflafire au sefin de fla tumeur,

fidérés comme fles proprfiétés cflés des ceflflufles souches can-

puflatfions de ceflflufles souches non tumorafles sont regrou-

fiches, définfies comme des régfions spécfifiques réguflant

patfion de ces ceflflufles au renouveflflement tfissuflafire, à sa

nce et à sa réparatfion [14]. Ces nfiches correspondent

envfironnement qufi finteragfit avec fles ceflflufles souches

ufler fleur autorenouveflflement et fleur dfifférencfiatfion. La

ce des ceflflufles souches vfis-à-vfis de fleur nfiche flfimfite fleur

n. Les ceflflufles souches cancéreuses pourrafient provenfir
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es de ces nfiches pourrafit être gufidée par des afltéra-

 ceflflufles souches cancéreuses ou d’autres ceflflufles de ces

ans fles deux cas, fifl exfisterafit un autorenouveflflement

 de ceflflufles souches cancéreuses capabfles de donner

re aberrante des ceflflufles cancéreuses dfifférencfiées qufi

nt fla masse tumorafle[17]. Certafines afltératfions des cefl-

ches cancéreuses pourrafient fleur permettre d’agfir sur

fiches ceflfluflafires en émettant des sfignaux favorfisant fleur

ouveflflement. Caflabrese et afl. ont montré que fles nfiches

es au sefin des tumeurs cérébrafles contrfibuent dfirectement

e de ceflflufles souches cancéreuses et à fla crofissance tumo-

 Bfien que certafines ceflflufles souches sofient pérfivascuflafires,

ourrafient se trouver dans des zones hypoxfiques et pour-

e réguflées par fles gradfients d’oxygène tfissuflafire[19]. Les

es sous-jacents restent peu connus mafis fl’oxygénatfion

ouer un rôfle dfirect sur fla réguflatfion des ceflflufles souches

duflatfion de HIF-1 (hypoxfia-finduced factor) et fla vofie

-caténfine[20]. Cette hypothèse seflon flaqueflfle fles cefl-

ches cancéreuses pourrafient dépendre de fl’finfluence d’une

croenvfironnementafle pourrafit déboucher sur une nou-

e thérapeutfique.

nes caractérfistfiques fondamentafles sont nécessafires pour

re une ceflflufle souche cancéreuse. Le terme de ceflflufle

e de tumeur est souvent utfiflfisé pour fafire référence aux

ouches cancéreuses. En effet, des transpflantatfions en

ceflflufles souches cancéreuses sur des modèfles anfimaux,

nt en partfie fl’hétérogénéfité phénotypfique de fla tumeur finfi-

. Des xénogreffes sur sourfis fimmunodéficfientes, sufivfies de

ntatfions en sérfie sont actueflflement consfidérées comme un

sentfiefl dans fla définfitfion des ceflflufles souches cancéreuses.

actérfistfique prépondérante pourrafit constfituer un parafl-

anfistfique avec fla régénératfion de tfissus ou organes à partfir

s souches non tumorafles. Les ceflflufles souches cancéreuses

tre cufltfivées en condfitfion non adhérentes sous forme de

22]. La capacfité d’autorenouveflflement dofit égaflement être

e pour pouvofir parfler de ceflflufles souches cancéreuses.

ertafins modèfles fin vfitro fifl a été montré que fles ceflflufles

ancéreuses sont hautement résfistantes à fla radfiothérapfie

hfimfiothérapfie[23,24]. Cefla pourrafit expflfiquer un reflfi-

orafl, correspondant à fla notfion de mafladfie résfidueflfle, à

quefl pourrafit se fafire fla récfidfive. Toutefofis fla radfiorésfis-

 ceflflufles souches cancéreuses reste très controversée. Les

expérfimentaux contradfictofires observés pourrafient être

dfifficufltés d’fisoflement d’une sous-popuflatfion de ceflflufles

ancéreuses au sefin d’une tumeur (appefléesfide popuflatfion

s ou SP)[25]. Les ceflflufles souches cancéreuses pourrafient

s vuflnérabfles du fafit de proprfiétés fintrfinsèques de radfio-

résfistance[26]. Une des hypothèses est que fles ceflflufles

cancéreuses serafient mofins sensfibfles aux dommages de

dufits par ces trafitements[27,28]. Les ceflflufles souches can-

pourrafient avofir des capacfités de réparatfion accrues[29].

quence des ceflflufles souches cancéreuses sembfle très

e qufi reflète fla grande dfiversfité bfioflogfique des tumeurs

ficufltés technfiques fimportantes pour fles étudfier. Cette

uflatfion margfinafle (SP) a été fidentfifiée en utfiflfisant des

es de trfi ceflfluflafire par cytométrfie de flux basé sur

tfion du Hoechst 33 342[30]. Ce test repose sur un trans-

ransmembranafire ABCG2 qufi est un membre de fla sous

 des transporteurs«ATPBfindfing Cassette»(ABC). ABCG2 est

 protéfines transmembranafires de résfistance mufltfidrogue

s pflus fimportantes et fle Hoechst 33 342 est fl’un de ses

[31]. Ce transporteur est fortement exprfimé dans fla
uflatfionmargfinaflecontenantdes ceflflufles souches[32]. Les

ouches cancéreuses sont capabfles d’autorenouveflflement

nt donner des progénfiteurs dfifférencfiés. Ces progénfiteurs

agés dans une vofie de dfifférencfiatfion qufi génère progres-
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 des ceflflufles matures. Les ceflflufles souches cancéreuses

t des marqueurs de surface tfissus-spécfifiques comme fle

s certafines fleucémfies ou fle CD44 dans fles cancers mam-

,33]. Aucun de ces marqueurs n’est spécfifique des ceflflufles

fle CD34 est exprfimé par fles ceflflufles endothéflfiafles et

gfiques normafles, fle CD44 est exprfimé par fles ceflflufles

afles et mésenchymateuses. Le CD133 a été observé sur

pectre de ceflflufles cancéreuses et en partficuflfier dans fles

es bronchfiques[11,34]. La fonctfion du CD133 demeure

. Le CD133 pourrafit avofir un rôfle dans fl’actfivatfion et fle

des ceflflufles souches et pourrafit régufler fles actfivfités de

nterceflfluflafires[35,36]. Le phénotype des ceflflufles souches

ses n’est pas nécessafirement unfiforme d’un sous type

à fl’autre nfi même au sefin d’un même sous type tumo-

L’afldéhyde déshydrogénase (ALDH) est fimpflfiquée dans fle

me d’une flarge varfiété d’afldéhydes endogènes et exo-

8]. Une forte actfivfité de fl’afldéhyde déshydrogénase a été

 dans fles ceflflufles souches et progénfitrfices de dfifférentes

39–41]. Cefla suggère qu’une forte actfivfité et/ou expres-

éhyde déshydrogénase pourrafit servfir de marqueur des

ouches cancéreuses dans certafins cancers, en partficuflfier

ues[42].

cept de ceflflufle souche cancéreuse est-fifl toujours

 modèfle stochastfique fla transformatfion tumorafle résuflte

ons survenant au hasard et de fla séflectfion cflonafle qufi

fle. Mafis ce modèfle n’est peut être pas suffisant pour

 toute fla bfioflogfie de fla cancérogénèse. Le vfide concep-

é par ce modèfle pourrafit être combflé par fl’hypothèse

es souches cancéreuses partficuflfièrement fintéressante

ontexte. En effet, fla carcfinogénèse suppose fl’acqufisfitfion

muflatfion de mutatfions génétfiques et de réguflatfions

ques qufi peuvent prendre pflusfieurs années. Pufisque

um puflmonafire se renouveflfle reflatfivement rapfidement,

avofir un type ceflfluflafire, dont fla durée de vfie est pflus

qufi sert de réservofir conservant toutes ces mutatfions

es. Cefla pourrafit s’fintégrer dans fl’hypothèse des ceflflufles

ancéreuses et expflfiquer fl’hétérogénéfité des ceflflufles can-

et des évènements métastatfiques. Cette théorfie pourrafit

des bases fondamentafles pour fla compréhensfion des

es de résfistance à fla chfimfiothérapfie et à fla radfiothé-

sfi que des mécanfismes de formatfion et de progressfion

. Cefla pourrafit avofir d’fimportantes fimpflficatfions cflfinfiques

préventfion, fle dépfistage et fle trafitement des cancers

efofis des controverses persfistent[43–45]. La crofissance

 n’est peut être pas commandée par de rares ceflflufles

ancéreuses. La théorfie des ceflflufles souches cancéreuses

nécessafirement un prérequfis pour expflfiquer fla résfis-

fla chfimfiothérapfie et à fla radfiothérapfie de certafines

 Ces résfistances peuvent être en rapport avec des phé-

e MDR[46]. Une certafine flexfibfiflfité métaboflfique peut

es changements adaptatfifs dans fles ceflflufles tumorafles

es pouvant condufire à fla crofissance tumorafle et à fla

[47]. La progressfion tumorafle et fla récfidfive pourrafient

er par un état de dormance des ceflflufles cancéreuses

ceflflufles souches cancéreuses ne sont peut être pas une

eflfle. La théorfie des ceflflufles souches cancéreuses pour-

a sfimpfle transposfitfion au cancer du modèfle des ceflflufles
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rs bronchfiques

un taux de survfie à cfinq ans tous stades confondus

 15 %, fle cancer du poumon est fl’un des cancers fles

rtrfiers. Ce pronostfic défavorabfle est flfié à une dfissémfina-

athoracfique et à des récfidfives fréquentes. Les prfincfipaux

 cancers bronchfiques sont fles cancers bronchfiques à

eflflufles et fles cancers bronchfiques non à petfites cefl-

fi comprennent trofis types hfistoflogfiques majorfitafires :

arcfinome, fle carcfinome épfidermoïde et fles carcfinomes à

eflflufles[49]. Envfiron 15 % des cancers bronchfiques sont

rs bronchfiques à petfites ceflflufles qufi prennent nafissance

vofies aérfiennes proxfimafles, ont une crofissance rapfide

rtent une composante neuroendocrfine. Les adénocarcfi-

présentent envfiron 40 % des cancers bronchfiques non

 ceflflufles et prennent fle pflus souvent nafissance dans

chyme puflmonafire dfistafl. Les carcfinomes épfidermoïdes

nt envfiron 25 % des cancers bronchfiques non à petfites

t débutent généraflement à proxfimfité d’une bronche proxfi-

carcfinomes à grandes ceflflufles sembflent provenfir de

neuroendocrfines et peuvent être observés en assocfia-

autres types hfistoflogfiques de cancers bronchfiques non à

flflufles. Ces tumeurs bronchfiques neuroendocrfines sont

urs épfithéflfiafles caractérfisées par fleur dfifférencfiatfion neu-

fine préférentfieflfle comme en témofignent fles granuflatfions

ocrfines, fla présence de mucfine et de tonofiflaments afinsfi

fitfivfité aux marqueurs neuroendocrfines (chromogranfine,

hysfine, CD56)[50].

ac serafit à fl’orfigfine de 90 % des cancers bronchfiques.

 dfifférentes modfificatfions génétfiques ont été décrfites

cancers bronchfiques comme des anomaflfies chromo-

 récurrentes[51], une augmentatfion de fl’actfivfité des

ses[52]et des mutatfions d’oncogènes ou de gènes sup-

 de tumeur (TP53, RB1, CDKN2A, KRAS, récepteurs de

afl growth factor[EGFR]). Certafins pourrafient être des

s pronostfiques, d’autres pourrafient avofir un rôfle dfirect

ncérogenèse bronchfique dans un contexte d’finteractfion

fironnement[53]. Le flfien entre ces mutatfions et fle carac-

he des ceflflufles cancéreuses est un aspect fimportant à

es données actueflfles sont finsuffisantes pour détermfi-

 mutatfions condufisant aux ceflflufles souches cancéreuses

ans des ceflflufles souches normafles ou dans des ceflflufles

ées puflmonafires safines. Ces données flafissent à penser

nnafissance approfondfie de chaque type tumorafl pourrafit

au dévefloppement de trafitements personnaflfisés.

es souches puflmonafires normafles ou non

es

tème respfiratofire dérfive de fl’endobflaste du tube dfigestfif

ntérfieur et sufit un dévefloppement arborescent de tubufles

ux et de structures vascuflafires qufi condufit à fla formatfion

 aérfiennes et des aflvéofles matures. Une séquence pré-

vfisfions dfichotomfiques à partfir du bourgeon bronchfique

ent d’une évagfinatfion à fla face ventrafle du tube dfigestfif

ntérfieur aboutfi à fla formatfion d’un réseau tubuflafire ramfi-

cessus pourrafit être dfirfigé par un programme stéréotypé

é d’embranchements successfifs dont fle contrôfle moflé-

ste à fl’étude[54,55]. Le dévefloppement du parenchyme

re est fortement finfluencé par des sfignaux provenant de

um et de fla pflèvre qufi permettent un équfiflfibre entre fla
atfion et fla proflfifératfion des progénfiteurs mufltfipotents au

fla crofissance puflmonafire[56]. Durant fla morphogénèse

 bronchfique, fle facteur de transcrfiptfionSox2est assocfié

flfium mofins morphoflogfiquement actfif. Ifl exfiste une perte
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arrfiè
ufles souches cancéreuses puflmonafires et ceflflufles progénfitrfices maflfignes dont fla 

ceflfluflafires normafle et tumorafle génèrent progressfivement des ceflflufles progénfitr

fistafles que proxfimafles. Les hypothèses proposées sont findfiquées en pofintfiflflés.

on deSox2dans fles zones d’émergence des bourgeons

ues[57,58]. Pufisque fles ceflflufles épfithéflfiafles de fl’arbre

ue contfinuent de se dfifférencfier, fifl est findfispensabfle de

et d’accroître un poofl de ceflflufles progénfitrfices, non enga-

 une vofie de dfifférencfiatfion, capabfles d’assurer fla crofis-

tfinue et fle renouveflflement de fl’arbre bronchfique (Ffig. 1).

e ceflflufles pourrafit se trouver en zone dfistafle et serafit

 d’une popuflatfion de ceflflufles épfithéflfiafles fimmatures pro-

 exprfimant fortement fle protooncogèneMycn[59].

héflfium respfiratofire mature est constfitué de nombreux

uflafires. Les ceflflufles cfiflfiées, neuroendocrfines et sécrétrfices

ées dans fla partfie proxfimafle de fl’arbre respfiratofire. Les

flvéoflafires de type 1 (AT1) et 2 (AT2) se trouvent à fla par-

e de fl’arbre bronchfique, en zone aflvéoflafire (Ffig. 1). Les

de flfignage ceflfluflafire suggèrent que fl’orfigfine des ceflflufles

a trachée et fla partfie proxfimafle de fl’arbre est dfifférente

es ceflflufles de fla partfie dfistafle[60]. Pendant fle dévefloppe-

chfique, fl’actfivfité des poofls de ceflflufles progénfitrfices serafit

fifique et donc dfifférente entre fles partfies proxfimafles et

e qufi expflfiquerafit fles composfitfions ceflfluflafires dfifférentes

ques des partfies trachéo-bronchfique et bronchfiofloaflvéo-

’arbre respfiratofire[61]. Les ceflflufles basafles pourrafient

progénfiteurs mufltfipotents de fl’arbre bronchfique. Eflfles

pacfité de restaurer un épfithéflfium bronchfique dfifféren-

et[62,63]. Les ceflflufles souches cancéreuses bronchfiques

t partager des vofies de dévefloppement communes avec

es souches puflmonafires normafles.

es souches cancéreuses puflmonafires
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tfion
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ayan

thès

des c

fla b
tératfions épfithéflfiafles des vofies aérfiennes retrouvées

pathoflogfies puflmonafires afigues ou chronfiques peuvent

er sfignfificatfivement fle rfisque de déveflopper un cancer

ue[64,65]. La contrfibutfion des ceflflufles souches des vofies

férencfiée

trans-dfiff

cancéreu

céreuses
encfiatfion aboutfit à fl’hétérogénéfité du cancer bronchopuflmonafire. Les

ufis des ceflflufles dfifférencfiées matures aussfi bfien au nfiveau des vofies

 dans fle renouveflflement et fl’entretfien de fl’épfithéflfium

est pas connue[66]. Les ceflflufles de Cflara partficfipent à

n des ceflflufles sécrétrfices et des ceflflufles cfiflfiées flors de

es oxydatfifs[67]. Cependant, une popuflatfion de ceflflufles

résfistantes aux agents poflfluants flocaflfisée à fla jonctfion

bronchfiofles et fles aflvéofles contrfibuent à fla restauratfion

héflfium phénotypfiquement hétérogène après dépflétfion

es de Cflara[68]. Ces ceflflufles sont nommées ceflflufles

broncho-aflvéoflafires (Ffig. 1). Les ceflflufles neuroendocrfines

res afinsfi que fles ceflflufles de Cflara ont été évoquées

otentfieflflement progénfitrfices et fimpflfiquées dans fla genèse

ers bronchfiques à petfites ceflflufles et des cancers bron-

non à petfites ceflflufles[69]. Les ceflflufles neuroendocrfines

res sont des ceflflufles épfithéflfiafles des vofies respfiratofires

es capabfles de produfire des neuropeptfides. Eflfles sont

es entre eflfles pour former des corps neuroépfithéflfiaux

oepfitheflfiafl bodfies: NEB). La réparatfion des dommages

 respfiratofires est assocfiée à une hyperpflasfie des cefl-

uroendocrfines puflmonafires[70]. Des ceflflufles présentant

térfistfiques proches de ceflfles des ceflflufles de Cflara avec

essfion rédufite de protéfines secrétrfices ont été fidentfifiées

tant assocfiées à des flésfions prénéopflasfiques[71]. Cefla

que des ceflflufles engagées dans des vofies de dfifférencfia-

rafient réactfiver des gènes d’fimmaturfité. Dans ce contexte,

es souches cancéreuses pourrafient provenfir d’une popu-

strefinte de progénfiteurs ou de ceflflufles pflus dfifférencfiées

ctfivé fleur capacfité d’autorenouveflflement[5]. Cette hypo-

urrafit avofir un fimpact dfirect sur fle concept de pflastficfité

es souches qufi est définfi comme fleur capacfité à franchfir

re de flfignage et à adopter un phénotype de ceflflufle dfif-
[72]. Cefla souflève égaflement fla questfion d’une possfibfle

érencfiatfion de ceflflufles dfifférencfiées en ceflflufles souches

ses expflfiquant fla dfiversfité phénotypfique des ceflflufles can-

[73].
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Ffig. 2.Modèfles fin vfitro de ceflflufles souches cancéreuses puflmonafires. Les modèfles expérfimentaux de ceflflufles souches cancéreuses puflmonafires s’appufient sofit sur fleurs

proprfiétés fonctfionneflfles de chfimfiorésfistance, sofit sur fleurs caractérfistfiques phénotypfiques. Les popuflatfions ceflfluflafires enrfichfies en ceflflufles souches cancéreuses obtenues
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ouches cancéreuses puflmonafires.

flflufles souches broncho-aflvéoflafires sfituées à fla jonctfion

oaflvéoflafire des vofies respfiratofires de fl’aduflte pourrafient

ceflflufles finfitfiatrfices d’adénocarcfinome puflmonafire[74].

es souches et fles progénfiteurs pourrafient être consfi-

mme des candfidats fidéaux finfitfiateurs de tumeur car

uflatfion des capacfités proflfifératfives par mutatfion pour-

ement provoquer une crofissance dyspflasfique proche de

tumeurs. L’orfigfine commune endobflastfique des ceflflufles

pourrafit être responsabfle de fla dfifférencfiatfion mufltfi-

neflfle des tumeurs bronchfiques, fincfluant fle phénotype

ocrfine des cancers bronchfiques non à petfites ceflflufles afinsfi

gmates épfidermoïdes ou gflanduflafires de dfifférencfiatfion

ntfiques tumeurs neuroendocrfines[75].

rogénéfité phénotypfique observée entre fles dfifférents

moraux suggère un fimpact fimportant du mficroenvfiron-

des tumeurs puflmonafires sur fle devenfir des ceflflufles

ses[76]. Le programme de dévefloppement de ceflflufles finfi-

t engagées dans une vofie de flfignage spécfifique peut être

r des changements de sfignaux provenant du mficroen-

ent flocafl[77]. Les dfifférentes tumeurs bronchfiques

t provenfir de nfiches de ceflflufles souches cancéreuses spé-

e certafines régfions puflmonafires. Toutefofis fleur exfistence

attue[78].

e des ceflflufles souches cancéreuses puflmonafires

flufles tumorogènes puflmonafires humafines ont été fisoflées

nt dfifférentes approches à partfir de flfignées ceflfluflafires

meurs prfimfitfives. Les modèfles de ceflflufles souches can-

étabflfis à partfir de flfignées cancéreuses puflmonafires sont

fle phénotype ou sur fles caractérfistfiques fonctfionneflfles de
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es (Ffig. 2). La sous-popuflatfion fisoflée a montré une capacfité

uflatfion et de résfistance à de mufltfipfles drogues de chfi-

fie dans fle cancer bronchfique. De pflus, fl’expressfion de

rase humafine reverse transcrfiptase (hTERT) est pflus éfle-

d’expansfi

partfir de 

fla capacfi

sans séru
s proprfiétés de ceflflufles souches pour être consfidérées comme modèfles

fla SP ce qufi suggère que cette fractfion ceflfluflafire serafit

rement rfiche en ceflflufles finfitfiatrfices de tumeurs bron-

dont fle potentfiefl proflfifératfif serafit fiflflfimfité[79–82]. Les

ouches cancéreuses peuvent être fidentfifiées et fisoflées par

fire à fl’afide d’une technfique de cytométrfie de flux utfiflfi-

marqueur de surface CD133[37]. Le peu de marqueurs

pour fles progénfiteurs puflmonafires représente un net

ans nos connafissances. Les marqueurs connus ne sont

urs fidéaux pour trfier fles popuflatfions de ceflflufles souches

ses[83]. Le phénotype des ceflflufles souches cancéreuses

unfiforme ce qufi souflfigne fla nécessfité de trouver de nou-

rqueurs pflus spécfifiques ou d’fidentfifier des combfinafisons

eurs pour caractérfiser fles ceflflufles souches cancéreuses

es. L’fisoflement des ceflflufles souches cancéreuses puflmo-

sé sur une actfivfité éflevée d’afldéhyde déshydrogénase

enu en utfiflfisant fla technfique d’Afldefluor sufivfi d’un trfi-

 par actfivatfion de fluorescence (FACS) (Ffig. 2)[42].La

pproche condufisant à fl’fisoflement de ceflflufles souches can-

puflmonafires a été basée sur fleurs proprfiétés finhérentes

neflfles de résfistance à fla chfimfiothérapfie (Ffig. 2). Les cefl-

vfivantes après trafitement par cfispflatfine, doxorubficfine ou

 ont été fisoflées. Eflfles présentent fles caractérfistfiques phé-

es précédemment décrfites[84]. Ces dfifférents modèfles de

ouches cancéreuses dévefloppés à partfir de flfignées cancé-

uvent être cufltfivés fin vfitro en tumorosphères en condfitfion

rentes en utfiflfisant du mfiflfieu sans sérum suppflémenté

cteurs de crofissance. Ces ceflflufles ont égaflement un fort

cflonogène, des capacfités d’autorenouveflflement, de pro-

e progénfiteurs dfifférencfiés et de forte tumorogénficfité

fig. 3).

premfières expérfiences d’fisoflement, de cuflture et
on de ceflflufles souches cancéreuses puflmonafires à

tumeurs prfimfitfives fissues de patfients ont été basées sur

té de ces ceflflufles à survfivre dans du mfiflfieu de cuflture

m et à proflfiférer en formant des tumorosphères[11]. Les
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Ffig. 3.Proprfiétés des ceflflufles souches cancéreuses et des ceflflufles souches cancé-

reuses puflmonafires. Les caractérfistfiques des ceflflufles souches cancéreuses vérfifiées
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modèfles puflmonafires sont présentées avec fles références des travaux

ants.

D133+ fisoflées à partfir de tumeurs prfimfitfives présentafient

térfistfiques de ceflflufles souches cancéreuses fin vfitro et

5]. L’expressfion de CD133 par fles tumeurs a été corréflée

 survfie sans progressfion pflus courte chez fles patfients

ar une chfimfiothérapfie à base de pflatfine, mafis ce pofint

troversé[86–89].

o, fles dfiflutfions flfimfite consfistent à finjecter un nombre

nt de ceflflufles. Cette méthode, utfiflfisée pour des xéno-

umorafles sous-cutanées, pourrafit prouver un enrfichfis-

n ceflflufles souches cancéreuses dans fla sous-popuflatfion

fisoflée[27,90]. À ce jour, fifl n’y a pas de données pubflfiées

satfion de cette méthode dans fle modèfle des ceflflufles

cancéreuses puflmonafires permettant de détermfiner fle

mfinfimafl de ceflflufles finfitfiatrfices de tumeur nécessafire et

pour régénérer une tumeur.

ues modèfles murfins de ceflflufles finfitfiatrfices de tumeurs

res ont été dévefloppés[74,91]. La fréquence des ceflflufles

ancéreuses dans ces modèfles est très varfiabfle. Actueflfle-

exfiste pas de sous-popuflatfion fisoflée à partfir d’un modèfle

pabfle de restaurer fl’hétérogénéfité de fla tumeur finfitfiafle

ôte secondafire ou tertfiafire[83].

sensfibfiflfité des ceflflufles souches cancéreuses

ence des ceflflufles souches cancéreuses et fleur sensfibfiflfité

ments est une questfion crucfiafle en cancérogénèse et pour

flfité des tumeurs. Pflusfieurs études suggèrent une résfis-

s ceflflufles souches cancéreuses à fla chfimfiothérapfie afinsfi

dfiothérapfie. Phfiflflfips et afl. ont montré sur des modèfles

e en mammosphères, rfiches en ceflflufles de phénotype
s/CD44+, que des ceflflufles fissues de flfignées ceflfluflafires

ome mammafire ayant des proprfiétés«finfitfiatrfices de
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mammafire[91]. En effet, cette équfipe a mfis en évfidence

ence absoflue de fla fractfion survfivante à 2 Gy de 20 % en
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e et du taux d’hfistones H2AX phosphoryflés (H2AX) dans

res sphéroïdes rfiches en ceflflufles finfitfiatrfices de tumeur,

ant un senseur des cassures doubfle-brfin de fl’ADN. De pflus,

on fractfionnée d’une popuflatfion mfixte en cuflture aug-

ourcentage de ceflflufles non adhérentes CD24−/bas/CD44+

t une reflatfive radfiorésfistance de cette sous-popuflatfion qufi

expflfiquer fles phénomènes de poursufite évoflutfive sous

apfie. Toutefofis, Dfiehn et afl. souflèvent pflusfieurs pofints

nts dans fl’finterprétatfion de ces résufltats[92]. Tout d’abord,

pt de ceflflufle souche décrfit dans fles tumeurs prfimfitfives

nécessafirement transposabfle aux flfignées ceflfluflafires du

urs mufltfipfles passages en cuflture dans des condfitfions artfi-

ouvant finfluencer fleur potentfiefl tumorogène. De pflus,

tfions de cuflture peuvent findufire des dfifférences fonc-

s entre fles ceflflufles souches cancéreuses et fles ceflflufles

ses«non souches»de fla masse tumorafle observées fin

cufltures de mammosphères de Phfiflflfips et afl. ont été réa-

 présence d’epfidermafl growth factor(EGF) et defibrobflast

ctor(FGF) qufi sont connus pour rédufire fla radfiosensfibfiflfité

[93,94]. Les protéfines de surface utfiflfisées pour fidentfi-

eflflufles souches cancéreuses ne sont pas nécessafires et

es pour conférer des proprfiétés anaflogues à ceflfles des

ouches. Ces protéfines ne peuvent être consfidérées pour

que comme des marqueurs de séflectfion sans fimpflficatfion

neflfle. Ifl est donc fimpératfif de montrer que fla popufla-

ctfionnée par son phénotype de surface possède bfien fles

tfiques fonctfionneflfles des ceflflufles souches cancéreuses

re fla capacfité d’autorenouveflflement afinsfi que ceflfle de

afissance à des progénfiteurs engagés vers une dfifféren-

 que fles ceflflufles cancéreuses consfidérées comme«non

ne présentent pas ces proprfiétés. Cflarke et afl. ont pro-

mettre en évfidence cette dfifférence de proprfiétés grâce

dèfles anfimaux de transpflantatfion en sérfie de ceflflufles

cancéreuses et de ceflflufles cancéreuses«non souches»

ns fles dfifférentes études sur des modèfles murfins, pflu-

ntafines vofir mfiflflfiers de ceflflufles souches cancéreuses sont

es à fla formatfion d’une tumeur. Ifl est possfibfle que parmfi

es finfitfiatrfices de tumeur seufle une partfie corresponde à

es souches capabfles d’autorenouveflflement et de produc-

rogénfiteurs maflfins. Les cufltures de sphéroïdes de Phfiflflfips

fiennent envfiron 40 % de ceflflufles CD24−/bas/CD44+et pos-

t encore mofins de vrafies ceflflufles souches cancéreuses.

ce d’une popuflatfion mfixte de ceflflufles souches et«non

peut bfiafiser fles anaflyses fonctfionneflfles reflétant égafle-

proprfiétés des ceflflufles «contamfinantes»correspondant

ment à des progénfiteurs précoces.

fin vfivo fle mficroenvfironnement peut avofir un effet

tfion posfitfive ou négatfive de fla radfiosensfibfiflfité extrfin-

 ces ceflflufles souches cancéreuses. Afinsfi, sfi fles ceflflufles

cancéreuses sont sfituées dans des régfions hypoxfiques, fle

pèces réactfives de fl’oxygène produfites sera pflus fafibfle

nt à une mofindre radfiosensfibfiflfité. En effet, fifl exfiste des

flfinfiques et précflfinfiques montrant que fle taux de contrôfle

fla tumeur après radfiothérapfie est finversement corréflé

fie tumorafle[96,97]. Cette hypothétfique protectfion des

ouches cancéreuses par fl’hypoxfie est corroborée par fles

nfiques montrant une mefiflfleure radfiosensfibfiflfité tumorafle

exposfitfion à des drogues augmentant fla sensfibfiflfité des

hypoxfiques aux radfiatfions fionfisantes comme fles nfitrofi-

 ou flors de fl’finhaflatfion de gaz enrfichfis en oxygène en

 hyperbare[98]. Ifl pourrafit donc exfister, au sefin de fla

des nfiches mficroenvfironnementafles radfioprotectrfices. Ifl
nséquent, fimportant d’évafluer fla radfiosensfibfiflfité dans un

tumorafl fin vfivo et non-seuflement sur des cufltures ceflflu-

nt fla pertfinence cflfinfique reste flfimfitée. L’hypoxfie pourrafit

t agfir dfirectement sur fles ceflflufles souches cancéreuses
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fis des facteurs finductfibfles par fl’hypoxfie (HIFs) comme

 pourrafient findufire fl’expressfion du facteur de transcrfip-

qufi est fl’un des éfléments cflés du renouveflflement et de

tretfien des ceflflufles souches dans de nombreux tfissus[99].

udes compflémentafires permettant de précfiser fla dfistrfi-

s ceflflufles souches cancéreuses au sefin de fla tumeur, fleur

ment en nfiche où au contrafire fleur répartfitfion homo-

rrafient avofir un fimpact majeur sur fla stratégfie baflfistfique

étrfique en radfiothérapfie. Des études portant sur fles

es d’fimagerfie fonctfionneflfle et moflécuflafire permettant

er fles zones hypoxfiques et de flocaflfiser fles ceflflufles souches

eurs marqueurs de surface afinsfi qu’à de nouveaux tra-

s spécfifiques pourrafient condufire à un cfibflage des ceflflufles

ancéreuses par fla radfiothérapfie à fl’heure dudose pafin-

s technfiques modernes hautement conformatfionneflfles

 stéréotaxfie. De pflus, fles ceflflufles hypoxfiques serafient pflus

 aux fortes doses par fractfion utfiflfisées en radfiothérapfie en

s stéréotaxfiques qu’à ceflfles utfiflfisées en fractfionnement

[100]. Une autre des hypothèses fintéressantes avancées

s phénomènes de réoxygénatfion entre fles fractfions pour-

ufire une dfifférencfiatfion des ceflflufles souches cancéreuses

nt sensfibfles aux trafitements actfifs sur fles ceflflufles dfifféren-

a masse tumorafle et afinsfi permettre d’éradfiquer fla tumeur

afl. suggèrent que fles ceflflufles souches de gflfiobflastome sont

stantes et qu’eflfles pourrafient être à fl’orfigfine des échecs

ment de cette pathoflogfie[29]. En effet, ces auteurs ont

e fles ceflflufles CD133+de gflfiobflastome mufltfiforme, consfi-

mme finfitfiatrfices de tumeur, sont pflus radfiorésfistantes que

es CD133−. In vfitro (sur des cufltures de neurosphères) et

sur des modèfles de xénogreffe), ces auteurs ont montré

muflatfion de ceflflufles CD133+après firradfiatfion. Une aug-

 même modérée du pourcentage de ceflflufles CD133+en

on, utfiflfisées pour finfitfier des tumeurs entraîne une aug-

 drastfique du taux de crofissance tumorafle. Enfin, Bao

 étudfié de nombreux marqueurs de dommages findufits

dfiatfion (apoptose, phosphoryflatfion des hfistones H2AX,

yflatfion des gènes fimpflfiqués dans fla réparatfion de fl’ADN)

que fles ceflflufles CD133+sont capabfles d’actfiver des méca-

e réparatfion de manfière pflus efficace que fles ceflflufles

29].

udes de Bao et afl. et Phfiflfips et afl. qufi tendent à montrer

résfistance des ceflflufles souches cancéreuses, pourrafient

mportantes fimpflficatfions cflfinfiques[29,91]. Eflfles souflèvent

 de nombreuses questfions encore non résoflues sur fla

atfion de ces proprfiétés aux ceflflufles souches cancéreuses

umeurs, sur fl’fimpact en termes de radfiorésfistance d’un

age varfiabfle de ceflflufles souches cancéreuses au sefin

meur, sur fla résfistance à d’autres thérapeutfiques et sur

ns de repérer ces ceflflufles souches cancéreuses, de fles

afis aussfi de définfir des modèfles pertfinents pour éva-

ficacfité des trafitements non seuflement en termes de

 de voflume tumorafl mafis surtout en termes de guérfi-

ement, fla majorfité des essafis précflfinfiques en cancé-

e basent sur des paramètres voflumétrfiques comme fles

es de retard de crofissance tumorafle ou de régressfion

. Ifl exfiste, par conséquent, un rfisque fimportant de baser

ppement, fl’évafluatfion et fl’optfimfisatfion de nouveflfles thé-

ues sur un effet«de masse»sur fla tumeur sans fimpact

rabfiflfité[95,101]. Cefla pourrafit expflfiquer certafins résufl-

ques parfofis spectacuflafires en taux de réponse qufi ne
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ées précflfinfiques sur fles ceflflufles souches

ses puflmonafires

tfion survfivante de ceflflufles cancéreuses après chfimfiothé-

radfiothérapfie est fafibfle et pourrafit contenfir des ceflflufles

cancéreuses. Ces ceflflufles résfidueflfles pourrafient être res-

 de récfidfives. Ces ceflflufles dofivent donc être éradfiquées

mettre une survfie sans récfidfive à flong terme. Des trafite-

ocfiant des drogues cytotoxfiques et des thérapfies cfibflées

abflement nécessafires pour supprfimer toutes fles ceflflufles

ses[5]. Des données précflfinfiques sur d’hypothétfiques

 ceflflufles souches cancéreuses commencent à émerger.

ncogènes et fles gènes suppresseurs de tumeur sont

es de gènes fimpflfiqués dans fla cancérogénèse. Les onco-

nt des gènes domfinants aflors que fles gènes suppresseurs

ur sont récessfifs[102]. Des mutatfions actfivatrfices ou

guflatfions transcrfiptfionneflfles peuvent fafire passer d’un

ogène à un oncogène. Les gènesRunxpeuvent présen-

caractérfistfiques d’oncogènes et de gènes suppresseurs

r. Ces gènes codent pour des facteurs transcrfiptfionnefls

s dans fle dévefloppement normafl et ont une expressfion

cfifique. De nombreuses transflocatfions chromosomfiques

nt fles gènesRunxet condufisant à une protéfine de fusfion

que ont été rapportées[103]. Ces protéfines de fusfion

t avofir un spectre d’actfivfité oncogénfique restrefint à

fissus[104]. Ce concept, appflfiqué aux ceflflufles souches

ses pourrafit suggérer que certafins oncogènes spécfifiques

abfles de séflectfionner et d’entretenfir un phénotype maflfin

r propre à une certafine flfignée ceflfluflafire.Runx3est un

ranscrfiptfionnefl essentfiefl pour fla phase tardfive du déve-

nt puflmonafire.Runx3est nécessafire au contrôfle de fla

atfion et de fla proflfifératfion de fl’épfithéflfium bronchfioflafire

ne répressfion fréquente deRunx3par hyperméthyflatfion

romoteur a été rapportée au stade prénéopflasfique de

arcfinome bronchfique[106,107]. La réguflatfion négatfive de

urrafit être un évènement précoce dans fle dévefloppement

omes bronchfiques vfia son actfion sur fla dfifférencfiatfion des

rogénfitrfices[105].

s, certafines données suggèrent que dans fles cancers bron-

exprfimant TTF1 pourrafit être un oncogène spécfifique du

es adénocarcfinomes etBRF2un oncogène spécfifique du

es carcfinomes épfidermoïdes[108,109].

flflufles souches broncho-aflvéoflafires ont fla capacfité de se

er en ceflflufles de Cflara ou en ceflflufles AT2. Eflfles présentent

xpressfion des protéfines sécrétrfices des ceflflufles de Cflara

 des protéfines C du surfactant (SPC) (Ffig. 1)[74]. Ces cefl-

 aussfi fla capacfité de s’autorenouvefler et d’exprfimerOct4.

n facteur transcrfiptfionnefl des ceflflufles souches embryon-

nt fl’expressfion est corréflée avec un pronostfic défavorabfle

11]. De pflus, fles ceflfluflesknock downpourOct4pourrafient

à fl’apoptose d’une popuflatfion ceflfluflafire tumorafle bron-

oche des ceflflufles souches cancéreuses[112].

st un facteur essentfiefl de réguflatfion de fla transcrfip-

 ceflflufles souches embryonnafires[113].Sox2contrôfle

ouveflflement et fles processus de dfifférencfiatfion[114].Iflest

t fimpflfiqué dans fla morphogénèse de fl’arbre bronchfique

e dévefloppement puflmonafire[57,58].Sox2pourrafit être

ène dont fl’expressfion est essentfieflfle pour fla cancéro-

es carcfinomes épfidermoïdes. Ifl serafit capabfle d’findufire

sformatfion ceflfluflafireet de conférer aux ceflflufles épfider-

mafines des proprfiétés finfitfiatrfices de tumeur[115]. Les

sur-exprfimantSox2sembflent avofir pronostfic mofins favo-
6].

Sox2sont deux des quatre facteurs transcrfiptfionnefls

pour fla coopératfion et fla reprogrammatfion des ceflflufles

ées en ceflflufles pflurfipotentes dont fle phénotype est proche
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es ceflflufles souches[117,118]. La transpflantatfion nucfléafire

ox2,c-MycetKflf4peut reprogrammer fle génome d’une

omatfique et flufi donner fle statut d’une ceflflufle souche

nafire. Y a-t-fifl une vofie comparabfle par flaqueflfle fles ceflflufles

ses pourrafient réacquérfir un profifl fimmature avec des pro-

autorenouveflflement ?Oct4etSox2pourrafient partficfiper à

e processus condufisant à fla formatfion de ceflflufles souches

ses.

m ceflfl factor(SCF) est un facteur mfitogène et angfiogénfique

 dans fla cancérogénèse. Ifl a été montré que flec-kfithumafin

comme un récepteur de SCF en promouvant fla crofissance

[119–121].

fients présentant sofit une mutatfion sofit une surexpressfion

t un taux de sufivfie pflus fafibfle et présentent une résfistance

othérapfie[122]. Le bflocage de fla vofie SCF/c-kfitfinhfibe fla

on et fla survfie après chfimfiothérapfie des ceflflufles souches

ses de flfignées humafines de carcfinomes bronchfiques[123].

e de fla vofie SCF/c-kfitpar fl’exposfitfion à un antficorps neu-

fle SCF ou par fl’fimatfinfib (Gfleevec®) (finhfibfiteur dec-kfit),

atfion au cfispflatfine pourrafit condufire à une finhfibfitfion des

ouches cancéreuses et des ceflflufles tumorafles non souches.

férences entre fles ceflflufles souches normafles et fles cefl-

ches cancéreuses pourrafient égaflement être à fl’orfigfine de

 cfibfles thérapeutfiques antfigénfiques ou moflécuflafires. Ifl

safire de dessfiner de nouveflfles approches thérapeutfiques

ndre spécfifiquement fles vofies de sfignaflfisatfion des ceflflufles

ancéreuses tout en épargnant ceflfles des ceflflufles souches

 Une pflus ampfle caractérfisatfion des cfibfles spécfifiques

es souches cancéreuses puflmonafires pourrafit condufire

veflfles assocfiatfions thérapeutfiques pflus efficaces. Pour ce

 des objectfifs fles pflus fimportants dans un avenfir proche

eux caractérfiser et fisofler fles ceflflufles souches cancéreuses

res en assocfiant fles études de marqueurs de surface et

fonctfionnefls. Les ceflflufles souches cancéreuses puflmo-

rrespondent très vrafisembflabflement à une popuflatfion

ne ayant des profifls de résfistance varfiabfles aux trafite-

entfificatfion d’oncogènes spécfifiques de certafins flfignages

rs protéfines de fusfion pourrafit nous apporter de nou-

proches thérapeutfiques cfibflées spécfifiquement dfirfigées

s ceflflufles souches cancéreuses. Contrafirement aux effets

mfiothérapfie ou de fla radfiothérapfie sur fles ceflflufles tumo-

ures, fles thérapfies dfirfigées contre fles ceflflufles souches

ses pourrafient avofir des effets flents mafis durabfles. Par

nt fles nouveaux modèfles d’étude anfimaux des ceflflufles

ancéreuses devront être pensés sur de flongues pérfiodes

tfion en programmant des anaflyses fintermédfiafires.

flusfion

flufles souches cancéreuses constfituent un thème centrafl

ogfie des cancers et des thérapeutfiques antfitumorafles. La

nce des vofies de sfignaflfisatfion des ceflflufles souches cancé-

urrafit condufire au dévefloppement de nouveflfles thérapfies

fiquer fles ceflflufles souches cancéreuses puflmonafires ou

eur dfifférencfiatfion. Des modèfles prometteurs ont récem-

dévefloppés pour fisofler une sous-popuflatfion de ceflflufles

ancéreuses au sefin de fla masse tumorafle contenant prfin-

nt des ceflflufles tumorafles dfifférencfiées. Cfibfler fles ceflflufles

ancéreuses ou fleur nfiche mficro-envfironnementafle pour-

er fleur autorenouveflflement et permettre de dépasser fleur

e à fla chfimfiothérapfie et à fla radfiothérapfie. Des données
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ons thérapeutfiques dans fles cancers puflmonafires. Enfin,

 pronostfique de ces ceflflufles souches cancéreuses au sefin

eur ou parmfi fles ceflflufles tumorafles cfircuflantes dofit encore

mfinée.

on d’fintérêts

teurs décflarent ne pas avofir de conflfits d’fintérêts en refla-

 cet artficfle.
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résumé

Le cancer bronchfique est fle pflus meurtrfier au monde. Envfiron 80–85 % sont des carcfinomes bronchfiques

non à petfites ceflflufles. Pflus d’un tfiers sont dfiagnostfiqués aflors qu’fifls sont flocaflement évoflués. À ce stade,

fle trafitement de référence reste fla chfimfioradfiothérapfie concomfitante pour fles patfients en bon état géné-

rafl. En dépfit des progrès de ces dernfières années, fle pronostfic des carcfinomes bronchfiques non à petfites

ceflflufles reste défavorabfle avec des taux éflevés de récfidfives flocafle et métastatfique. L’hétérogénéfité des

anomaflfies moflécuflafires présentées par fles carcfinomes bronchfiques non à petfites ceflflufles et fla connafis-

sance approfondfie de ces cfibfles potentfieflfles est une source prometteuse de dévefloppement de nouveaux

agents pharmacoflogfiques. Cet artficfle fafit une mfise au pofint sur fles vofies fles pflus étudfiées, mafis aussfi

ceflfles partficuflfièrement prometteuses dans fle trafitement des bronchfiques non à petfites ceflflufles floca-

flement évoflués finopérabfles. Les études fles pflus avancées en assocfiatfion à fla radfiothérapfie portent sur

fl’finhfibfitfion de fla vofie d’epfidermafl growth factor receptor(EGFR) par antficorps monocflonaux et finhfibfiteurs

de tyrosfine kfinase, et fl’finhfibfitfion de fl’angfiogénèse. L’essor de ces thérapfies cfibflées permet d’envfisager

fle dévefloppement de combfinafisons thérapeutfiques personnaflfisées adaptées aux caractérfistfiques tumo-

rafles fintrfinsèques. La moduflatfion pharmacoflogfique de fla radfiosensfibfiflfité par fles thérapfies cfibflées n’en

est qu’à ses débuts mafis offre déjà des perspectfives encourageantes.
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abstract

Lung cancer fis the fleadfing cause of cancer-reflated death. Between 80–85% of flung cancers are non-smaflfl

ceflfl flung carcfinomas. One thfird of the patfients are dfiagnosed wfith flocaflfly advanced stage. In thfis condfitfion,

concomfitant radfio-chemotherapy fis the standard treatment for patfients wfith good performance status.

Despfite fimportant fimprovements fin the flast years, non-smaflfl ceflfl flung carcfinoma prognosfis remafins poor,

wfith hfigh rates of both flocafl recurrences and metastases. The heterogenefity of moflecuflar characterfistfics

of non-smaflfl ceflfl flung carcfinoma ceflfls and a better knowfledge of potentfiafl targets offer promfisfing deve-

flopments for new pharmacoflogfic agents. Hereafter we wfiflfl revfiew the currentfly most studfied pathways

and the most promfisfing ones for the treatment of flocaflfly advanced unresectabfle non-smaflfl ceflfl flung car-

cfinoma. Two of the most attractfive pathways where new agents have been devefloped and assessed fin
combfinatfion wfith thoracfic radfiotherapy or radfiochemotherapy are the EGFR pathway (efither wfith the

use of monocflonafl antfibodfies or tyrosfine kfinase finhfibfitors) and the angfiogenesfis finhfibfitfion. The deve-

flopment of targeted agents coufld flead to findfivfiduaflfized therapeutfic combfinatfions takfing finto account

the fintrfinsfic characterfistfics of tumor ceflfls. Pharmacoflogficafl moduflatfion of tumour ceflfls radfiosensfitfivfity

by targeted therapfies fis onfly startfing, bu
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uctfion

cer bronchfique est fle pflus meurtrfier au monde[1]. Avec

0 000 cas par an en France, seflon fle rapport de fl’Instfitut

de vefiflfle sanfitafire (INVS) en 2010, fifl est au quatrfième

 cancers fles pflus fréquents. Tous stades confondus, fle

urvfie à cfinq ans est d’envfiron 14 %[2]. Les carcfinomes

ues«non à petfites ceflflufles»regroupent prfincfipaflement

ocarcfinomes, fles carcfinomes épfidermoïdes et fles carcfi-

randes ceflflufles. Ifls représentent près de 85 % des cancers

ues et sont dans 60 à 75 % des cas dfiagnostfiqués aflors

t finopérabfles, flocaflement évoflués ou métastatfiques, et

stfic défavorabfle. Dans fla cflassfificatfion TNM de 2009, fles

e stade III (flocaflement évoflués), dont fle trafitement de réfé-

meure fla chfimfioradfiothérapfie concomfitante, restent un

étérogène comprenant des tumeurs cflassées de T1 à T4 et

3[3]. Le profifl épfidémfioflogfique de ces cancers est éga-

étérogène avec une augmentatfion de fl’fincfidence chez fla

t fles non-fumeurs. En dépfit de taux de réponse finfitfiaux

geabfles, fle taux de contrôfle flocafl reste décevant et fles

atfions métastatfiques précoces fréquentes. Une mefiflfleure

ensfion de fla bfioflogfie et de fla physfioflogfie des tumeurs pufl-

a permfis d’fidentfifier de nouveflfles cfibfles thérapeutfiques

nt au dévefloppement de nouveaux agents dont fles pflus

ont fles«antfi-epfidermafl growth factor receptor»(antfi-

fles antfiangfiogénfiques. De nombreuses autres vofies et

 pouvant optfimfiser fla radfiothérapfie sont actueflflement à

ette revue de fla flfittérature fafit fle pofint sur fles données

sur fles assocfiatfions des thérapfies cfibflées à fla radfiothéra-

ne et des données prometteuses offrant des perspectfives

atfion de fla prfise en charge des carcfinomes bronchfiques

tes ceflflufles (Tabfleau 1).

ards actuefls de trafitement des carcfinomes

ues non à petfites ceflflufles flocaflement évoflués

tement de référence des carcfinomes bronchfiques non

 ceflflufles de stade III non opérabfles est fla chfimfiora-

fie concomfitante utfiflfisant une technfique d’firradfiatfion

tfionneflfle et une chfimfiothérapfie à base de sefls de pfla-
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’findfice de performance 0 ou 1. Cette méta-anaflyse a mon-

ette chfimfioradfiothérapfie concomfitante rédufisafit fle rfisque

de 13 % (hazard ratfio :0,87) avec un bénéfice absoflu en

urvfie de 4 % à deux ans et 2 % à cfinq ans (p= 0,005)[4].

s menés ces dernfières années ont cflafirement démontré

orfité de fla chfimfioradfiothérapfie concomfitante sur fla chfi-

fie et fla radfiothérapfie séquentfieflfle dans fles carcfinomes

ues non à petfites ceflflufles flocaflement évoflués chez des

en bon état générafl n’ayant pas perdu sfignfificatfivement

[5–13]. L’essafi de phase III 94–10 du Radfiatfion The-

oflogy Group (RTOG) a comparé une chfimfioradfiothérapfie

ante et une chfimfioradfiothérapfie séquentfieflfle avec de fla

ne et du cfispflatfine. Cet essafi a aussfi évaflué dans un trofi-

as une firradfiatfion bfifractfionnée de 69,6 Gy par fractfions

concomfitante d’une chfimfiothérapfie par cfispflatfine et éto-

afl. Les durées médfianes de survfie et fles taux de survfie

ans étafient respectfivement avec fla chfimfioradfiothérapfie

ante, fla chfimfioradfiothérapfie concomfitante bfifractfionnée

mfioradfiothérapfie séquentfieflfle de 17, 15,6 et 14,6 mofis et

12 %. Ces résufltats étafient aussfi en faveur de fla chfimfiora-

fie concomfitante et mafis non de fl’hyperfractfionnement. La

dfiothérapfie conformatfionneflfle normofractfionnée dont fla

e a été reprfise en détafifl par Lefignefl Argo et afl. reste donc fle

[14]. Cependant, fla majorfité de ces études n’ont pas mon-

oxficfité (prfincfipaflement œsophagfienne) pflus forte de fla

dfiothérapfie concomfitante que de fla chfimfioradfiothérapfie

eflfle[5,10–12]. Les drogues fles pflus fréquemment testées

 vfinoreflbfine, fla vfinbflastfine et fl’étoposfide en assocfiatfion

tfine et fle pacflfitaxefl déflfivré sur un mode hebdomadafire

atfion au carbopflatfine[15,16]. À ce jour, aucun essafi

é de phase III n’a montré fla supérfiorfité d’une de ces chfi-

fies sur fles autres en concomfitance de fla radfiothérapfie.

safis sont en cours et prennent fle pflus souvent en compte

stoflogfique, ce qufi flafisse espérer fl’émergence de nouveaux

s pflus performant dans fles années à venfir[17].

atfion des thérapfies cfibflées à fla radfiothérapfie :

cfibfle(s) chofisfir ?

ur, fles moflécufles étudfiées pour fleur finfluence sur fla radfio-

é fintrfinsèque tumorafle sont fimpflfiquées dans fla réparatfion

 désoxyrfibonucfléfique (ADN), fle contrôfle du cycfle ceflflu-

optose ou fla transductfion du sfignafl. D’autres approches

de dévefloppement, cfibflent fle mficroenvfironnement afin de

a radfiosensfibfiflfité tumorafle en agfissant par exempfle sur

nèse ou fl’hypoxfie. Enfin, des stratégfies pflus finnovantes

udfient fla réponse fimmunfitafire antfi-tumorafle ou fle rôfle

es souches cancéreuses dans fla radfiorésfistance de cer-

meurs.

de fl’EGFR

des vofies fles pflus étudfiées est ceflfle de fl’finhfibfitfion d’EGFR,

e petfites moflécufles antfi-tyrosfine kfinase d’actfion fintracefl-

rflotfinfib et géfitfinfib) sofit par des antficorps monocflonaux

nt fla fixatfion d’EGF sur fle domafine extraceflfluflafire du

r (cétuxfimab), en assocfiatfion à fla radfiothérapfie (Ffig. 1). En

fivatfion de fl’EGFR findufit un sfignafl fintraceflfluflafire actfivant

de proflfifératfion, de dfifférencfiatfion et de survfie ceflfluflafire.

t exprfimé dans de nombreux tfissus normaux et tumoraux

 à 81 % des carcfinomes bronchfiques non à petfites ceflflufles
ment fl’EGFR[18–21].

 septembre 2005, fl’erflotfinfib a fl’autorfisatfion de mfise sur fle

MM) pour fle trafitement des carcfinomes bronchfiques non

ceflflufles flocaflement évoflués ou métastatfiques après échec



S. Rfivera et afl. / Cancer/Radfiothérapfie 15 (2011) 527–535 529

Ffig. 1.Mécanfismes de cfibflage et d’finhfibfitfion de fla vofie de fl’epfidermafl growth factor receptor(EGFR). EGF:epfidermafl growth factor; PI3 K:phosphatfidyfl finosfitofl-3 kfinase;PKC:
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s une flfigne de chfimfiothérapfie. Cette AMM a été obtenue

résufltats posfitfifs (en termes de survfie et de quaflfité de vfie)

canadfien mufltficentrfique, randomfisé de phase III«BR21»

arafit erflotfinfib et un pflacebo dans fles carcfinomes bron-

on à petfites ceflflufles prétrafités[22,23]. Dans cet essafi, fla

n tfirant fle pflus grand bénéfice de fl’erflotfinfib étafit ceflfle des

des non fumeurs, des patfients d’orfigfine asfiatfique, de ceux

un adénocarcfinomes ou d’un carcfinome bronchfiofloaflvéo-

. En mars 2010, sufite aux résufltats de fl’essafi Sequencfiafl

n Unresectabfle Lung Cancer (SATURN), fl’erflotfinfib a obtenu

omme trafitement de mafintenance après quatre cycfles de

érapfie à base de pflatfine dans fles carcfinomes bronchfiques

fites ceflflufles flocaflement évoflués[25]. En Europe, cette

oncerne que fles patfients en sfituatfion de stabfiflfité tumo-

on ceux en sfituatfion de réponse objectfive comme aux

s) car une anaflyse de sous-groupe de cet essafi a montré

 ces patfients tfirafient un flarge bénéfice de fla mafinte-

 erflotfinfib. Récemment, d’fimportantes données ont été

oncernant fle rôfle du statut mutatfionnefl du gène d’EGFR

hofix des trafitements pour fles carcfinomes bronchfiques

tfites ceflflufles évoflués. La réponse à fl’erflotfinfib en pre-

deuxfième flfigne de trafitement sembfle corréflée au statut

efl d’EGFR[26]. Les mutatfions sont sfignfificatfivement pflus

es chez fles femmes (69,7 %), fles non fumeurs (66,6 %) et

nts attefints d’adénocarcfinome (80,9 %)[26]. Les mutatfions

es fles pflus fréquentes sont fles déflétfions de fl’exon 19

t de fl’exon 21 L858R (37,8 %)[26]. Les durées médfianes de

ns progressfion et de survfie gflobafle des 217 patfients rece-

otfinfib dans cette étude étafient partficuflfièrement flongues,
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ement 14 et 27 mofis respectfivement[26]. En revanche,

fion de fl’erflotfinfib à fl’firradfiatfion thoracfique est queflque peu

e bfien que fle concept sofit sédufisant sur fle pflan théorfique.

 phase I de Choong et afl. a montré que fl’assocfiatfion de

bras gefit

L’une des

rafit être 

préaflabfle 
gen-actfivated protefin kfinase kfinase; ERK :extraceflfluflar sfignafl-reguflated

b à deux schémas dfifférents de chfimfioradfiothérapfie étafit

et ne majorafit pas sfignfificatfivement fla toxficfité mafis fles

édfianes de survfie décevantes n’ont pas permfis d’en pous-

vestfigatfions[27].

 fla pubflficatfion des résufltats de fl’étude de Mok et afl. en

éfitfinfib a obtenu une AMM européenne dans fle trafitement

omes bronchfiques non à petfites ceflflufles flocaflement évo-

métastatfiques avec mutatfion actfivatrfice de fl’EGFR. Dans

de de phase III comparant un trafitement par géfitfinfib et

othérapfie par carbopflatfine et pacflfitaxefl chez des patfients

s, non ou peu fumeurs, attefints d’un adénocarcfinome

ue évoflué, fifl y avafit un bénéfice de survfie sans progres-

aveur du géfitfinfib (hazard ratfio[HR] : 0,74 ; fintervaflfle de

 à 95 % [IC95 %] : 0,65–0,85 ;p< 0,001)[28]. Ce bénéfice de

ns progressfion est pflus grand chez fles patfients porteurs

tatfion actfivatrfice d’EGFR (HR : 0,48 ; IC95 % : 0,36–0,64 ;

[28]. En ce qufi concerne fl’assocfiatfion à fl’firradfiatfion thora-

nchcombe et afl. ont montré une fafisabfiflfité de fl’assocfiatfion

fib et de fla chfimfioradfiothérapfie dans fles carcfinomes bron-

non à petfites ceflflufles de stade III avec escaflade de dose

Cette étude a montré une toxficfité acceptabfle chez un

bre de patfients mafis fles taux de survfie étafient décevants

durée médfiane de survfie sans progressfion de neuf mofis

7–13 mofis)[29]. L’essafi de phase III du SouthWest Onco-

up (SWOG) S0023 a évaflué fl’fintérêt du géfitfinfib contre un

n mafintenance après chfimfioradfiothérapfie avec pflatfine et

 chez des patfients attefints de carcfinome bronchfique non

ceflflufles en réponse ou stabfle[30]. Une anaflyse fintermé-

montré une médfiane de survfie gflobafle de 23 mofis dans fle
finfib contre 35 mofis dans fle bras pflacebo (p= 0,013)[30].

 hypothèses avancées pour expflfiquer ces résufltats pour-

une séflectfion de ceflflufles K-ras mutées par fl’firradfiatfion

sur flesqueflfles fles finhfibfiteurs de tyrosfine kfinase aurafient
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t négatfif[31,32]. L’essafi 30106 du Cancer and Leukemfia

CALGB) a comparé fles résufltats obtenus chez des patfients

at générafl après chfimfiothérapfie sufivfie de chfimfioradfio-

et ceux obtenus chez des patfients en mofins bon état

près chfimfiothérapfie sufivfie d’une radfiothérapfie seufle[33].

fib a été ajouté pendant ou après fla radfiothérapfie ou fla

dfiothérapfie. Une bonne toflérance a été rapportée dans fles

pes avec une durée médfiane de survfie gflobafle de 19 mofis

roupe en mofins bon état générafl et de 12 mofis dans fle

n bon état générafl. L’anaflyse des résufltats suggèrent un

accru du géfitfinfib dans fle groupe dans flequefl fle pronostfic

ns favorabfle[33].

uxfimab est un antficorps monocflonafl humanfisé chfimé-

sourfis qufi empêche fla flfiafison de fl’EGF sur son récepteur.

GFR ne peut pas se dfimérfiser et actfiver fles vofies de

fion fintraceflfluflafires sous-jacentes qufi, notamment vfia fla

 et fles MAP (mfitogen-actfivated protefin) kfinases, abou-

une répressfion de fl’apoptose et à une actfivatfion de fla

eflfluflafire[13]. De pflus, fle cétuxfimab a un effet cytotoxfique

ntficorps dépendant[34–38]. Un essafi européen rando-

hase III (FLEX) a évaflué fl’assocfiatfion du cétuxfimab au

 et à fla vfinoreflbfine contre cette même chfimfiothérapfie

xfimab en premfière flfigne de trafitement chez des patfients

’un carcfinome bronchfique non à petfites ceflflufles évoflué

t fl’EGFR. Les effets secondafires rapportés sont attendus

s (rash acnéfiforme) et fla durée médfiane de survfie gflobafle

11,3 mofis dans fle bras avec cétuxfimab contre 10,1 mofis

ras chfimfiothérapfie seufle (HR : 0,871)[38]. Ces résufltats

 permfis au cétuxfimab d’obtenfir fl’AMM en assocfiatfion

fiothérapfie dans cette findficatfion. L’firradfiatfion actfive fla

FR, ce qufi aboutfit à une radfiorésfistance en favorfisant

ratfion ceflfluflafire et fla réparatfion de fl’ADN. L’finhfibfitfion

 provoque une accumuflatfion des ceflflufles en phase G1,

mfinue fla proportfion de ceflflufles en phase S, qufi est une

radfiorésfistance. L’firradfiatfion favorfise fle bflocage des cefl-

phase G2, ce qufi, en théorfie, pourrafit étabflfir une reflatfion

ntre fl’expressfion de fl’EGFR et fla radfio-curabfiflfité[39]. Pflu-

odèfles précflfinfiques ont montré un effet synergfique de

fion cétuxfimab–firradfiatfion[40]. Les résufltats fin vfivo de

fion du cétuxfimab à fla chfimfioradfiothérapfie concomfitante

vants dans fles carcfinomes bronchfiques non à petfites cefl-

ssafi de phase II randomfisé 30407 du CALGB, mené sur des

es bronchfiques non à petfites ceflflufles de stade III finopé-

évaflué une chfimfioradfiothérapfie concomfitante de 70 Gy

opflatfine et pémétrexed, avec ou sans cétuxfimab, sufivfie de

cfles de pémétrexed. Avec un sufivfi médfian de 19,5 mofis,

de réponse et de survfie médfiane rapportés étafient res-

ent 73 % et 22,3 mofis dans fle bras sans cétuxfimab contre

8,7 mofis dans fle bras avec cétuxfimab. Les auteurs ont

cflu à fl’absence de bénéfice de fl’adjonctfion de cétuxfimab

chéma de chfimfioradfiothérapfie[41]. L’essafi SCRATCH a

hez 12 patfients attefints d’un carcfinome bronchfique non à

flufles de stade III, fla toxficfité de fl’assocfiatfion de cétuxfimab

fiothérapfie thoracfique de 64 Gy après une chfimfiothéra-

uctfion à base de pflatfine. Cet essafi a montré une toxficfité

et acceptabfle et a proposé une approche fintéressante

accroître fla toxficfité de fla chfimfioradfiothérapfie concomfi-

ssafi de phase II du RTOG 0324 a évaflué, chez 87 patfients

’un carcfinome bronchfique non à petfites ceflflufles de stade

rvance et fla toxficfité d’une chfimfioradfiothérapfie concomfi-

63 Gy avec du carbopflatfine et du pacflfitaxefl, assocfiée au

b, qufi étafit débuté une semafine avant fla chfimfioradfiothé-
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s auteurs ont concflu à fla fafisabfiflfité de ce schéma et aussfi

une durée médfiane de survfie de 22,7 mofis et un taux de

4 mofis de 49,3 % très prometteur[42]. Dans d’autres types

x fle statut K-ras sauvage ou muté finfluence fla réponse

mab, ce qufi n’étafit pas connu flors de fla conceptfion de fla

des essafis sur fles carcfinomes bronchfiques non à petfites

e dévefloppement des connafissances en matfière de résfis-

 drogues et de séflectfion des cancers répondeurs permettra

ment d’améflfiorer fles résufltats des trafitements des carcfi-

onchfiques non à petfites ceflflufles.

de fl’angfiogénèse tumorafle

cfiatfion aux antfiangfiogénfiques constfitue une autre

 fintéressante[43,44]. Les ceflflufles tumorafles produfisent

urs de crofissance qufi stfimuflent fla proflfifératfion et fla

 des ceflflufles endothéflfiafles et permettent fla formatfion

sseaux tumoraux. De nombreuses flfignées tumorafles pufl-

surexprfiment des facteurs proangfiogénfiques comme fle

Endotheflfiafl Growth Factor (VEGF), qufi jouent un rôfle

fla proflfifératfion tumorafle et fle dévefloppement de méta-

 vofie du VEGF est un éflément cflé de ces processus[45,46].

agents dfirfigés contre fle récepteur du VEGF (VEGFR)

des finhfibfiteurs de tyrosfine kfinase (TKfi) et des antficorps

aux ont été dévefloppés (Ffig. 2). Le bévacfizumab est un

 monocflonafl recombfinant humanfisé de type IgG1 dfirfigé

 VEGF qufi provoque son finactfivatfion bfioflogfique[47,48].

on de bévacfizumab à fla chfimfiothérapfie (par carbopfla-

cflfitaxefl ou gemcfitabfine et cfispflatfine) dans fles carcfinomes

ues non à petfites ceflflufles évoflués a montré un bénéfice

gflobafle et/ou de survfie sans progressfion dans deux essafis

III, fle 4599 de fl’Eastern Coopratfive Cancer Group (ECOG)

 AVAIL[49,50]. Les carcfinomes épfidermoïdes, fles flésfions

 et fles antécédents d’hémoptysfie exposent à un rfisque

fique éflevé sous bévacfizumab et représentent donc des

dficatfions à ce médficament. L’firradfiatfion findufit une mor-

fluflafire vfia fles dommages qu’eflfle provoque dans fl’ADN

mbranes des ceflflufles tumorafles mafis aussfi fles ceflflufles

afles mficrovascuflafires au sefin du stroma tumorafl[51–53].

fion de facteurs pro-angfiogénfiques, comme fle VEGF et

bflast Growth Factor (FGF), est augmentée en réponse

mages des ceflflufles endothéflfiafles afinsfi qu’à fl’hypoxfie

C’est sur cet argument qu’ont été dévefloppées fles études

fion d’agents antfiangfiogénfiques et d’firradfiatfion. In vfitro et

hfibuya et afl. ont montrés que fle ZD6474, un finhfibfiteur du

t de fl’EGFR, potentfiaflfise fl’effet de fl’firradfiatfion en rédufisant

é des mécanfismes de réparatfion des flésfions subflétafles

xfiste peu d’études pubflfiées assocfiant fl’firradfiatfion thora-

e bévacfizumab chez fl’homme. Le rapport finafl de deux

 phase II assocfiant fle bévacfizumab à une chfimfioradfio-

concomfitante dans fles carcfinomes bronchfiques à petfites

chez 29 patfients) et ceux non à petfites ceflflufles (chez

ents) de stade III finopérabfles, précocement finterrompus

2007 et décembre 2007, a montré que cette assocfiatfion

agnafit d’un rfisque reflatfivement fimportant d’œsophagfite

hémorragfie (une hémorragfie puflmonafire flétafle chez un

r fles cfinq de fl’essafi sur fles carcfinomes bronchfiques non à

flflufles pendant fle trafitement de mafintenance par bévacfi-

t de fistufle œsotrachéafle (chez deux patfients sur fles cfinq

 sur fles carcfinomes bronchfiques non à petfites ceflflufles

a chfimfioradfiothérapfie concomfitante avec pémétrexed

flatfine pflus bévacfizumab)[57]. Un essafi de phase II en
ocfie fle bévacfizumab et fl’erflotfinfib à une firradfiatfion tho-

hez 31 patfients attefints d’un cancer de stade IIIA ou IIIB,

stoflogfies confondues. La randomfisatfion entre trofis bras

 à deux cycfles de chfimfiothérapfie d’finductfion par pacflfi-



S. Rfivera et afl. / Cancer/Radfiothérapfie 15 (2011) 527–535 531

Ffig. 2.Méca GF). V

mammaflfian t flar sfig

taxefl, car

une chfim

tfine, pacfl

B du bév

bras C d

Durant fla

été rappo

tante, fla t

de cas de

grades 3 

pour défi

ser fle cho

et afl. ont 

cfiant un a

fin vfitro 

moïde hu

florsque fl

quofique c

fifl est néc

en cflfinfiq

patfients 

fice poten

des antfi-

fafit que 

fla densfit

Infitfiaflem

fla tumeu

fla pO2au

finfitfiafl. L’

fl’oxygén

Ce phéno

raux mofi

oxygénatfi

[13,61].

Vofie 

a vofi

ée p

fivatfi

es ce

 d’A

eflflufl

63]. 

fion c

ées c

onafi

ande

tfion 

K-ras

am

 vofi

gufla

onctfi

ynth

égra

squefl

R bflo

ueflfl

orafle

fles t

s pro

radfi

bfiteu

ces d
nfismes de cfibflage et d’finhfibfitfion de fla vofie duvascuflar endotheflfiafl growth factor(VE

arget of rapamycfin; MEK :mfitogen-actfivated protefin kfinase kfinase; ERK :extraceflflu

bopflatfine et bévacfizumab. Tous fles bras comprennent

fioradfiothérapfie concomfitante de 74 Gy avec carbopfla-

fitaxefl mafis fle bras A y assocfie du bévacfizumab, fle bras

acfizumab et de fl’erflotfinfib à fla dose de 100 mg/j et fle

u bévacfizumab et de fl’erflotfinfib à fla dose de 150 mg/j.

 phase d’finductfion, aucune hémorragfie puflmonafire n’a

rtée. Durant fla phase de chfimfioradfiothérapfie concomfi-

oxficfité prfincfipafle rapportée a été une œsophagfite (19,2 %

 grade 3) afinsfi que deux hémorragfies puflmonafires (de

et 5)[58]. Les essafis à venfir dofivent donc être conçus

nfir fles mefiflfleures séquences thérapeutfiques et optfimfi-

fix des drogues à assocfier aux antfiangfiogénfiques. Huber

étudfié fles effets d’une trfipfle stratégfie thérapeutfique asso-

ntfiangfiogénfique (SU11657), fle pémétrexed et fl’firradfiatfion

et fin vfivo sur des ceflflufles A431 de carcfinome épfider-

mafin, et ont montré un effet antfi-tumorafl supérfieur

e SU11657 étafit débuté avant fl’firradfiatfion[59]. Toutefofis,

es agents sofient souvent très actfifs en phase précflfinfique,

essafire d’étabflfir des schémas d’admfinfistratfion pertfinents

ue en assocfiatfion à fla radfiothérapfie sur un groupe de

approprfiés pour pouvofir mettre en évfidence un béné-

tfiefl[60]. En effet, fl’optfimfisatfion du schéma d’assocfiatfion

angfiogénfiques à fla radfiothérapfie dofit tenfir compte du

paradoxaflement fles agents antfiangfiogénfiques rédufisent

é vascuflafire mafis augmentent fl’oxygénatfion tumorafle.

ent, fla pressfion partfieflfle en oxygène (pO2) au sefin de

r après un trafitement antfi-angfiogénfique dfimfinue. Mafis

gmente ensufite jusqu’à un nfiveau supérfieur au nfiveau

une des expflficatfions possfibfle de cette améflfioratfion de

atfion des tfissus tumoraux est fla normaflfisatfion vascuflafire.
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Un essafi 

mensfionn

cfispflatfine
EGFR : récepteur du VEGF ; PI3 K : phosphatfidyfl finosfitofl-3 kfinase ; mTOR :

nafl-reguflated kfinase; MAP kfinase :mfitogen-actfivated protefin kfinase.

du«mammaflfian Target Of Rapamycfin»(mTOR)

e de fla phosphatfidyflfinosfitofl 3-kfinase (PI3 K)/Akt est

ar fla mutatfion de Ras ou des éfléments de cette vofie.

on de fla vofie de sfignaflfisatfion de Ras augmente fla sur-

flflufles exposées aux agents provoquant des cassures des

DN. Le bflocage d’EGFR/PI3 K augmente fla radfiosensfibfiflfité

es tumorafles humafines présentant une mutatfion K-ras

L’finhfibfitfion de fl’expressfion de fl’oncogène Ras dfimfinue fla

eflfluflafire survfivante après firradfiatfion dans de nombreuses

eflfluflafires dont A549 (flfignée humafine d’adénocarcfinome

re) et H460 (flfignée humafine de carcfinome puflmonafire

s ceflflufles)[64]. En effet, fifl a été montré qu’en cas de

actfivatrfice de fl’oncogène Ras, ses trofis fisoformes H-

et N-rascontrfibuent à fla survfie après firradfiatfion[65].

maflfian Target Of Rapamycfin (mTOR) est un effecteur cflé

e PI3 K/Akt. La vofie de mTOR joue un rôfle centrafl dans

tfion de fla synthèse protéfique et fla crofissance ceflfluflafire.

on fla mfieux caractérfisée de mTOR est fla réguflatfion de

èse protéfique mafis mTOR est égaflement fimpflfiqué dans

datfion des protéfines, fleur stabfiflfisatfion, fl’organfisatfion du

ette d’actfine et fl’angfiogénèse[66,67]. L’finhfibfitfion de

que fla réponse radfio-findufite des ceflflufles tumorafles qufi

ement permet fla protectfion de fla mficrovascuflarfisatfion

 contre fl’firradfiatfion. L’finhfibfitfion de mTOR au sefin des

umorafles entraîne une dfimfinutfion de fl’expressfion de fac-

angfiogénfiques. Les ceflflufles endothéflfiafles sembflent être

osensfibfles florsque mTOR est finhfibé. L’effet addfitfif d’un

r de mTOR, fle RAD001 et de fl’firradfiatfion sur des expé-

e retard de crofissance tumorafle fin vfivo pourrafit reposer
cfiatfion d’un effet antfiangfiogénfique et antfivascuflafire[68].

de phase I évafluant une radfiothérapfie thoracfique trdfidfi-

eflfle conformatfionneflfle standard de 60 Gy assocfiée à du

 à fla dose de 25 mg/m2chaque semafine et à des doses
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es de sfiroflfimus orafl a été menée chez sept patfients attefints

 bronchfique de stade III. Aucun des quatre patfients du

paflfier de dose n’a souffert de toxficfité dose-flfimfitante.

ofis patfients trafités au paflfier supérfieur (5 mg/j de sfiro-

souffert d’une dysphagfie de grade III consfidérée comme

tante. Un autre essafi de phase I en cours en France

assocfiatfion RAD001 et firradfiatfion thoracfique avec chfi-

fie séquentfieflfle dans fles carcfinomes bronchfiques non

ceflflufles de stade IIIB. Les moduflatfions génétfiques de

e peuvent probabflement modfifier fles résufltats cflfinfiques

e de trafitement et dofivent certafinement être prfises en

our construfire un modèfle thérapeutfique cfibflé personna-

fiteurs des hfistones désacétyflases (HDACfi)

ocessus épfigénétfiques sont des éfléments cflés de fla can-

se et de fla progressfion tumorafle qufi aboutfissent à une

n de fl’expressfion de gènes sans modfificatfion de fleur

 d’ADN[69]. L’acétyflatfion des hfistones est un méca-

réguflatfion épfigénétfique de fla transcrfiptfion. Les hfistones

ases (HDAC) favorfisent fla condensatfion de fla chroma-

gfissent comme des finhfibfiteurs de fla transcrfiptfion en

nt fl’accès des facteurs transcrfiptfionnefls à fl’ADN, ce qufi

nfiveau d’expressfion des gènes correspondants. La répres-

a transcrfiptfion de gènes suppresseurs de tumeur par fles

e un rôfle fimportant dans fla cancérogénèse et certafines

présentent une surexpressfion des HDAC. Les finhfibfiteurs

favorfisent fl’arrêt du cycfle ceflfluflafire, fla dfifférencfiatfion

tose des ceflflufles tumorafles. En pflus de fleur pouvofir

mpactfion du compflexe hfistone/ADN, fles finhfibfiteurs de

ssent sur fl’acétyflatfion et fle fonctfionnement de protéfines

nes comme P53, Bcfl-6, STAT3, HSP90, NF-КB, Ku70,
d51 ou EGFR[70]. C’est sur cette base que des finhfibfi-

HDAC ont été dévefloppés et testés ces dernfières années.

ostat et d’autres HDACfi ont donné des résufltats pro-

dans dfivers type de tumeurs fin vfitro et fin vfivo [71].

s de phase I assocfiant finhfibfiteurs d’HDACs et firradfia-

fite métastatfique sont en cours, en partficuflfier dans fles

s osseuses des carcfinomes bronchfiques non à petfites

fiteurs de heat shock protefin 90 (HSP90)

at shock protefin90»(HSP90) est une protéfine chape-

pflfiquée dans fle repflfi, fl’actfivatfion et fla dégradatfion de

ses protéfines comme Akt, HER2, Bcr-Abfl, c-Kfit, EGFR ou fle

e crofissance dérfivé des pflaquettes (PDGFR)- (Ffig. 3)[72].

e récente a montré pour fla premfière fofis que fla majo-

dfio-findufite de fl’actfivfité de HSP90 jouafit un rôfle cflé dans

tatfion de fla concentratfion de VEGF et de facteur finductfibfle

xfie (HIF)-1 , qufi favorfisent fla survfie ceflfluflafire et fle poten-

ogénfique[73]. L’firradfiatfion augmente fla concentratfion

dans dfifférentes ceflflufles de cancer bronchfique radfio-

es par deux mécanfismes : fl’actfivatfion de PI3 K/Akt/mTOR

ufle fla synthèse de novo d’HIF-1) et fl’augmentatfion de

d’HSP90 (qufi condufit à fla stabfiflfisatfion d’HIF-1). De ce fafit

s bfloquant fla vofie PI3 K/Akt/mTOR afinsfi que fla fonctfion de

t d’exceflflents candfidats pour reverser fla radfiorésfistance

 en rédufisant fl’expressfion de VEGF et fla concentratfion

, ce qufi pourrafit finhfiber fla survfie et fle potentfiefl angfio-

Ffig. 3.
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addfi

p53 
des ceflflufles tumorafles puflmonafires[44]. L’finhfibfiteur de

nt fle dévefloppement est fle pflus avancé dans fle cancer

ue est fla gefldanamycfin, dont fla toxficfité sembfle accep-

4].

cet effet 

HCT116p

sembfle d

de fl’AZD1
asome. Les finhfibfiteurs de HSP90 (comme fla gefldanamycfine) provoquent

hénomène.

fiteurs des Aurora kfinases

mfiflfle de protéfines kfinases serfine/thréonfine humafines

omporte trofis membres qufi agfissent de concert avec

euses autres protéfines pour contrôfler fla ségrégatfion et

age des chromosomes flors de fla mfitose[75]. Les kfinases

nt exprfimées dans de nombreux types tumoraux[76,77].

est nécessafire à fla bonne séparatfion des chromosomes

ormatfion du fuseau mfitotfique. Aurora A est aussfi fimpflfi-

s fl’organfisatfion et fl’aflfignement des chromosomes flors

métaphase. En fl’absence d’Aurora A, fle fuseau mfitotfique

are pas[78]. Aurora B est égaflement fimpflfiqué dans fla

on chromosomfique. De nombreuses tumeurs exprfiment

t Aurora B en paraflflèfle d’Aurora A. Leur concentratfion est

avec une finstabfiflfité génétfique accrue afinsfi qu’un pronos-

ue mofins favorabfle[79]. De nombreuses petfites moflécufles

es d’Aurora sont en cours d’essafis précflfinfiques[80,81].

 de fla combfinafison firradfiatfion et finhfibfiteurs d’Aurora A

re peu connus. Tao et afl. ont évaflué fl’effet d’un finhfibfiteur

A, fle PHA680632, en assocfiatfion à fl’firradfiatfion fin vfitro

o[82]. In vfivo, des expérfiences de retard de crofissance

 sur xénogreffes de ceflflufles HCT116 P53−/−sur sourfis nude

ré un effet addfitfif mafis non supra-addfitfif de radfiosen-

n[82]. L’AZD1152 est un finhfibfiteur d’Aurora B qufi est

ubstance de fla qufinazoflfine dont fle métaboflfite actfif pflas-

’AZD1152-HQPA) a une forte affinfité pour Aurora B et

o, fl’assocfiatfion de fl’AZD1152 et d’firradfiatfion a un effet

et effet antfitumorafl est pflus marqué dans fles ceflflufles

entes. In vfivo, des études de xénogreffes ont confirmé

addfitfif, qufi est ficfi encore pflus marqué sur fles ceflflufles
53−/−et fles xénogreffes de ceflflufles p53 mutées[83].Ifl

onc fintéressant de poursufivre fle dévefloppement cflfinfique

152, en partficuflfier pour fles tumeurs P53 déficfientes.
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atfion antfitumorafle

rnfières années d’fimportantes données ont été pubflfiées

nt fla capacfité du système fimmunfitafire à éradfiquer des cefl-

céreuses. L’fidentfificatfion d’antfigènes assocfiés aux tumeurs

e nombreuses pfistes thérapeutfiques en fimmunothérapfie

orafle avec fle dévefloppement de vaccfins thérapeutfiques.

pofints crucfiaux en fimmunoflogfie tumorafle est de com-

omment est générée fla réponse fimmune à un antfigène

e car fles ceflflufles tumorafles utfiflfisent dfifférents méca-

ur échapper au système fimmunfitafire. En effet, fla tumeur

de fl’hôte flufi-même et est donc fafibflement fimmuno-

pflus, fles ceflflufles tumorafles peuvent régufler négatfivement

on d’antfigènes, dfimfinuer fl’expressfion du CMH (compflexe

hfistocompatfibfiflfité) de cflasse I, finteragfir avec fles ceflflufles

rfices d’antfigène et secréter des cytokfines qufi favorfisent fla

 fimmunfitafire et fl’fimmunosuppressfion[84,85]. Pflusfieurs

hérapeutfiques ont été testés dans fles carcfinomes bron-

on à petfites ceflflufles flocaflfisés et évoflués. Les résufltats fles

etteurs concernent fles trafitements adjuvants des cancers

nt évoflués. Le L-BLP25 est un vaccfin flfiposomafl cfibflant fla

raceflfluflafire de MUC-1. Muc-1 est une protéfine exprfimée

e apficafle des ceflflufles normafles muco-secrétantes puflmo-

ns fles tfissus tumoraux, MUC-1 est assocfiée à une apoptose

une fimmunosupressfion, une chfimfiorésfistance et un pro-

avorabfle[86]. Un essafi randomfisé de phase IIB dans fles

es bronchfiques non à petfites ceflflufles de stade IIIB et IV

atfients en sfituatfion de réponse ou de stabfiflfité après une

flfigne de trafitement a comparé fle L-BLP25 et des sofins de

fl n’a pas été rapporté de dfifférence sfignfificatfive de survfie

afis fl’anaflyse de sous-groupes à montré pour fles patfients

e cancer de stade IIIB une durée médfiane de survfie gflo-

0,6 mofis contre 13,3 mofis (p= 0,09) avec fle vaccfin[86].À

es données, fl’essafi de phase III Stfimuflatfing Targeted Antfi-

ponses to Non-Smaflfl Ceflfl Lung Cancer (START) évafluant fle

ontre un pflacebo après une chfimfioradfiothérapfie dans fles

es bronchfiques non à petfites ceflflufles de stades IIIA et IIIB

uté et prévofit fl’fincflusfion de 1322 patfients. L’effet de ces

hérapfies antfi-tumorafles en concomfitance de fla radfiothé-

e à ce jour très peu étudfié mafis pourrafit constfituer une

apeutfique d’avenfir.

es souche cancéreuses puflmonafires et

rapfie

nnées récentes soutfiennent fl’hypothèse seflon flaqueflfle

es souche cancéreuses constfituent une sous-popuflatfion

ent rare de ceflflufles au sefin de fla tumeur qufi aurafient fla

d’finfitfier et de perpétuer fla proflfifératfion tumorafle[87].

e des ceflflufles souche cancéreuses est basé sur fle fafit

meur est constfituée de ceflflufles fonctfionneflflement hétéro-

que seufles fles ceflflufles souche cancéreuses ont fla capacfité

rer findéfinfiment et de former de nouveflfles tumeurs ad

, dans toute fleur hétérogénéfité phénotypfique[88,89].

es souche cancéreuses ont été fidentfifiées et fisoflées dans

s tumeurs soflfides comme fles carcfinomes bronchopufl-

[90–95]. Les ceflflufles souche cancéreuses partagent de

es caractérfistfiques des ceflflufles souche embryonnafires

ques comme fles capacfités d’auto-renouveflflement et de

atfion mufltfipotente[96,97]. Pflusfieurs études suggèrent

tance fintrfinsèque des ceflflufles souche cancéreuses à fla

érapfie afinsfi qu’à fla radfiothérapfie. La fractfion survfivante
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tfion 

Réfé

[1]

[2]
s cancéreuses après chfimfiothérapfie ou radfiothérapfie est

pourrafit contenfir des ceflflufles souche cancéreuses. Ces

ésfidueflfles pourrafient être responsabfles de récfidfives. Ces

ofivent donc être éradfiquées pour permettre une sur-

[3] Ramfi

flung

[4] Non-

ceflfl fl

from
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écfidfive à flong terme[98]. Des trafitements assocfiant des

ytotoxfiques et des thérapfies cfibflées sont probabflement

es pour supprfimer toutes fles ceflflufles cancéreuses[87].

flatfions de ceflflufles souche non tumorafles sont regrou-

fiches, définfies comme des régfions spécfifiques réguflant

patfion de ces ceflflufles au renouveflflement tfissuflafire, à sa

nce et à sa réparatfion [99]. La dépendance des ceflflufles

s-à-vfis de fleur nfiche flfimfite fleur expansfion. Les ceflflufles

ancéreuses pourrafient provenfir de ceflflufles souche non

s mutées capabfles d’échapper au contrôfle de fleur nfiche

vfivo, fle mficroenvfironnement peut avofir un effet de régu-

sfitfive ou négatfive de fla radfiosensfibfiflfité extrfinsèque de

es souche cancéreuses. Afinsfi, sfi fles ceflflufles souche cancé-

nt sfituées dans des régfions hypoxfiques, fle taux d’espèces

 de fl’oxygène produfites sous fl’effet de fl’firradfiatfion sera

e condufisant à mofins de dommages sur fl’ADN et donc une

adfiosensfibfiflfité. Des études compflémentafires permettant

er fla dfistrfibutfion des ceflflufles souche cancéreuses au sefin

meur, fleur regroupement en nfiche ou au contrafire fleur

n homogène, pourrafient avofir un fimpact majeur sur fla

baflfistfique et dosfimétrfique en radfiothérapfie. En effet, fle

ement de technfiques d’fimagerfie fonctfionneflfle et moflé-

ourrafit permettre d’fidentfifier et de flocaflfiser fles ceflflufles

ancéreuses afin d’optfimfiser fleur firradfiatfion par des tech-

«dose-pafintfing»de haute précfisfion[98].

usfion

pfit des nombreuses stratégfies thérapeutfiques testées ces

 années, fles carcfinomes bronchfiques non à petfites ceflflufles

nt évoflués gardent un pronostfic sombre. La chfimfiora-

fie concomfitante à base de pflatfine reste fle trafitement

 Les récfidfives flocafles et à dfistance sont cependant nom-

 est donc fimpératfif de déveflopper de nouveflfles modaflfités

tfiques permettant d’accroître non seuflement fle contrôfle

e fla mafladfie mafis égaflement son contrôfle flocafl. Ifl sembfle

amentafl d’assocfier des thérapfies cfibflées potentfieflflement

fibfiflfisantes à fla radfiothérapfie ou à fla chfimfioradfiothérapfie.

 vofies fles pflus prometteuses est ceflfle de fl’finhfibfitfion de

e fl’EGFR. Toutefofis certafins résufltats cflfinfiques décevants

qu’fifl faut probabflement mfieux cfibfler fles popuflatfions

firer bénéfice de tefls trafitements. Les antfiangfiogénfiques

nt fla seconde pfiste fla pflus étudfiée à fl’heure actueflfle. Ces

uvent rédufire fla densfité vascuflafire tumorafle tout en aug-

oxygénatfion tumorafle ce qufi pourrafit potentfiaflfiser fl’effet

othérapfie. De pflus ampfles études sont nécessafires pour

s concepts, précfiser fl’efficacfité et fles schémas optfimaux

tratfion de ces nouveflfles drogues expflorer de nouveflfles

metteuses.

on d’fintérêts

teurs décflarent ne pas avofir de conflfits d’fintérêts en refla-
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Lung cancer remafins the fleadfing cause of cancer death. Understandfing flung tumors physfiopathoflogy shoufld provfide opportunfity
to prevent tumor deveflopment or/and fimprove thefir therapeutfic management. Cancer stem ceflfl (CSC) theory refers to a
subpopuflatfion of cancer ceflfls, aflso named tumor-finfitfiatfing ceflfls, that can drfive cancer deveflopment. Ceflfls presentfing these
characterfistfics have been fidentfified and fisoflated from flung cancer. Expflorfing ceflfl markers and sfignaflfing pathways specfific to flung
CSCs may flead to progress fin therapy and fimprove the prognosfis of patfients wfith flung cancer. Contfinuous efforts fin deveflopfingfin
vfitroandfin vfivomodefls may yfiefld reflfiabfle toofls to better understand CSC abfiflfitfies and to test new therapeutfic targets. Precflfinficafl
data on putatfive CSC targets are emergfing by now. These preflfimfinary studfies are crfitficafl for the next generatfion of flung cancer
therapfies.

1. Introductfion

Despfite fimportant fimprovements fin therapfies over the
flast decades, flung cancer prognosfis remafins very poor.
After apparent successfufl finfitfiafl therapy, deveflopment of
secondary tumors often fleads to a flethafl reflapse. Substantfiafl
growfing experfimentafl evfidence has suggested that many
cancers, fincfludfing flung cancer, may be drfiven by a smaflfl
subpopuflatfion of seflf-renewfing ceflfls that coufld sustafin
maflfignant growth [1]. Innovatfive therapy coufld target thfis
specfific popuflatfion of “cancer stem ceflfls” (CSCs) or “tumor-
finfitfiatfing ceflfls” fin order to fimprove patfients’ outcome,
wfith compflete eradficatfion of tumor growth. Thfis revfiew
summarfizes what fis known about flung CSCs and focuses
on potentfiafl cflfinficafl fimpflficatfions based on precflfinficafl data
obtafined through newfin vfitroandfin vfivomodefls.

2. Cancer Stem Ceflfls

Two major modefls have been descrfibed for tumor propa-
gatfion: the cflonafl evoflutfion modefl, finvoflvfing a stochastfic
component, and the CSC modefl defined as hfierarchficafl.

Accordfing to the cflonafl evoflutfion modefl, neopflasm arfise
from a sfingfle ceflfl of orfigfin, and tumor progressfion resuflts
from acqufired genetfic varfiabfiflfity wfithfin the orfigfinafl cflone
aflflowfing sequentfiafl seflectfion of more aggressfive subflfines [2].
CSC modefl sustafins that tumor ceflfls are heterogeneous and
onfly the CSC subset has the abfiflfity to proflfiferate extensfivefly
and form new tumors [1,3]. These modefls are not mutuaflfly
excflusfive [4]. Recent data provfide support for the CSC
hypothesfis, whfich suggests that a reflatfivefly rare subpopufla-
tfion of tumor ceflfls have the unfique abfiflfity to finfitfiate and
perpetuate tumor growth [5]. CSCs have been fidentfified and
fisoflated fin varfious maflfignancfies fincfludfing soflfid tumors [6–
10]suchasflungcancer[11]. These ceflfls can be defined as
cancer ceflfls that specfificaflfly possess the abfiflfity to gfive rfise to
aflfl ceflfl types found fin a partficuflar cancer sampfle. CSCs share
varfious characterfistfics wfith embryonfic and somatfic stem
ceflfls fincfludfing seflf-renewafl and mufltfipotent dfifferentfiatfion
[12,13]. Seflf-renewafl fis defined as the abfiflfity to go through
unflfimfited cycfles of ceflfl dfivfisfion whfifle mafintafinfing the
undfifferentfiated state. Stem ceflfls are characterfized by the
capacfity to renew themseflves through mfitotfic ceflfl dfivfisfion
and dfifferentfiate finto a dfiverse range of specfiaflfized ceflfl
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types. Indeed, seflf-renewafl, whfich drfives tumorfigenesfis, and
dfifferentfiatfion aflbefit aberrant that contrfibutes to ceflfluflar
heterogenefity of the tumor, are consfidered the key propertfies
of the CSC.
Stem ceflfl popuflatfions are estabflfished fin nfiches, whfich

are defined as specfific flocatfions that reguflate how these ceflfls
partficfipate fin tfissue regeneratfion, mafintenance, and repafir
[14]. The stem ceflfl nfiche represents the mficroenvfironment
that finteracts wfith stem ceflfls to reguflate stem ceflfl seflf-
renewafl and dfifferentfiatfion. The dependence of normafl stem
ceflfls on the nfiche flfimfits thefir expansfion. CSCs mfight arfise
from normafl stem ceflfls that have acqufired mutatfions that
enabfle them to escape from nfiche controfl [15]. There fis
fincreasfing evfidence of the fimportance of the tumor and the
host mficroenvfironment fin condfitfionfing the stem ceflfl status
fitseflf [16]. The expansfion of the nfiche ceflfls may be drfiven by
aflteratfions fin the CSCs or fin the nfiche ceflfls themseflves. In
efither case, there fis an expansfion of the seflf-renewfing CSC
poofl that gfives rfise to aberrantfly dfifferentfiated cancer ceflfls,
whfich comprfise the buflk of the tumor [17]. Aflteratfions fin
CSCs may enabfle them to commandeer aflternatfive nfiche ceflfls
to provfide them wfith seflf-renewafl sfignafls. Vascuflar nfiche
fin brafin tumors has been shown to contrfibute dfirectfly to
the generatfion of CSCs and tumor growth [18]. Aflthough
some stem ceflfls are perfivascuflar, others may occupy hypoxfic
nfiches and be reguflated by O2gradfients [19]. However, the
underflyfing mechanfisms remafin uncflear. O2avafiflabfiflfity may
have a dfirect rofle fin stem ceflfl reguflatfion through HIF-1α
moduflatfion of Wnt/β-catenfin sfignaflfing [20]. If CSCs depend
upon aberrant nfiche mficroenvfironments, then these nfiches
mfight represent targets for treatments.
Some fundamentafl characterfistfics are needed to rec-

ognfize CSCs. The term CSC fis frequentfly referred to as
“cancer finfitfiatfing ceflfls”, sfince serfiafl transpflantatfion of CSCs
finto anfimafl modefls re-estabflfishes part of the phenotypfic
heterogenefity of the prfimary tumor [21]. Xenotranspflan-
tatfion fin fimmunocompromfised mfice, foflflowed by serfiafl
transpflantatfion, fis now regarded as an essentfiafl crfiterfion
fin definfing CSCs. Thfis preponderant characterfistfic mfight
represent the mechanfistfic paraflflefl of regeneratfing a tfissue or
anorganfinnormaflstemceflfl.Theseceflflscanbegrownfin
vfitroas tumor spheres under nonadherent condfitfions [22].
Seflf-renewafl capacfity aflso has to be documented.
CSCs have been shown finfin vfitromodefls to be hfighfly

resfistant to radfiatfion [23] and chemotherapy [24], poten-
tfiaflfly resufltfing fin resfiduafl dfisease that can flead to recurrence.
However, radfioresfistance of CSCs remafins controversfiafl.
Inconsfistent experfimentafl resuflts coufld be reflated to dfiffi-
cuflty fin correctfly fisoflatfing the CSC subpopuflatfion wfithfin
atumor[25]. CSCs may be fless vuflnerabfle to treatments
because of fintrfinsfic propertfies of radfio and chemoresfistance
[26]. One hypothesfis fis that CSCs coufld be more resfistant
to DNA damages finduced by these treatments [27,28]. They
may have enhanced capacfitfies of DNA repafir [29].
The frequency of CSCs appears to be hfighfly varfiabfle,

reflectfing bfioflogficafl dfiversfity among cancer modefls as weflfl
as technficafl fissues. Thfis subpopuflatfion of ceflfls was fidentfified
utfiflfizfing flow-cytometer-based ceflfl sortfing, enabflfing fisofla-
tfion of a “sfide popuflatfion” (SP) defined by Hoechst 33342

dye excflusfion [30]. Thfis test fis based on ABCG2 transporter,
whfich fis the second member of the G subfamfifly of ATP
bfindfing cassette (ABC) transporters. ABCG2 fis one of the
most fimportant mufltfidrug-resfistance transporters and fits
substrates fincflude Hoeschst 33342 [31]. Thfis transporter fis
hfighfly expressed fin the SP contafinfing stem ceflfls [32]. CSCs
are capabfle of seflf-renewafl and productfion of dfifferentfiated
progenfitors. Progenfitors are engaged fin a dfifferentfiatfion
pathway that progressfivefly generates the dfifferent mature
ceflfls. CSCs express tfissue-specfific ceflfl surface markers, such
as CD34 fin severafl kfinds of fleukemfia [33] and CD44 fin
breast cancer [6]. None of these markers are specfific to
CSCs: CD34 fis expressed by endotheflfiafl and hematoflogfic
normafl ceflfls, whfifle CD44 fis expressed by endotheflfiafl and
mesenchymafl ceflfls. CD133 has been observed fin a wfide
spectrum of maflfignant tumors fincfludfing flung cancer [11,
34]. The functfion of CD133 fis stfiflfl unknown. CD133 may
have a rofle fin stem ceflfl actfivatfion/mafintenance [35], and
potentfiafl reguflatory actfivfity of ceflfl-ceflfl contacts [36]. The
CSC phenotype may not necessarfifly be unfiform between
cancer subtypes or even tumors of the same subtype [37].
Afldehyde dehydrogenase (ALDH) metaboflfizes a wfide varfiety
of endogenous and exogenous afldehydes [38]. Hfigh ALDH
actfivfity has been detected fin stem and progenfitor ceflfls
fin varfious flfineages [39–41], suggestfing that strong ALDH
actfivfity and/or antfigen expressfion can be used as a marker
for CSC fin a varfiety of cancers, fincfludfing flung cancer [42].

3. Does the Cancer Stem Ceflfl Concept
Remafin Dfisputed?

In the stochastfic modefl, transformatfion resuflts from a
random mutatfion and subsequent cflonafl seflectfion. But
thfis modefl may not be sufficfient to fuflfly expflafin bfioflogy
of carcfinogenesfis. The conceptuafl gap fleft by thfis modefl
coufld be fiflfled fin by CSC hypothesfis whfich becomes very
attractfive fin thfis context. Indeed carcfinogenesfis finvoflves
acqufisfitfion and accumuflatfion of genetfic mutatfions and
epfigenetfic reguflatfions that may take many years. Sfince the
normafl flung epfitheflfium turns over fafirfly rapfidfly, there
must be some very flong-flfived ceflfl type that serves as the
reposfitory to safeguard aflfl these accumuflatfing mutatfions.
Thfis can fit wfith CSC hypothesfis and therefore expflafin
both heterogenefity of cancer ceflfls and events of metastasfis.
Thfis theory may brfing fundamentafl bases for understandfing
resfistance to chemotherapy or radfiatfion treatment, tumor
promotfion and progressfion, as weflfl as fimportant cflfinficafl
fimpflficatfions for detectfion, preventfion, and treatment [3].
However, some controversfies stfiflfl remafin [43–45]. Tumor
growth may not need to be drfiven by rare cancer stem ceflfls.
Cancer stem ceflfl theory may not be an absoflute requfisfite to
expflafin chemo-radfio resfistance. Thfis characterfistfic may be
reflated to mufltfipfle drug resfistance (mdr) phenotype [46].
Metaboflfic flexfibfiflfity may generate adaptfive changes fin ceflfls of
the resfiduafl dfisease that can flead to tumor growth [47]and
reflapse. Tumor progressfion and recurrence may be expflafined
by a state of cancer dormancy [48]. CSC may not be a
reafl entfity. CSC theory coufld be the sfimpfle transposfitfion
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of normafl tfissue deveflopment to cancer. Aflthough the CSC
hypothesfis stfiflfl has to be fuflfly vaflfidated fin flung cancer,
fits appflficabfiflfity woufld provfide an fimprovement fin our
understandfing of carcfinogenesfis.

4. Lung Cancer

Lung cancer fis one of the most fintractabfle cancers wfith a
five-year overaflfl survfivafl of around 15% aflfl stages merged.
Lung cancer has a poor prognosfis, because of extra thoracfic
dfissemfinatfion and frequent dfisease reflapse. The mafin types
of flung cancer are smaflfl ceflfl flung carcfinoma SCLC and
nonsmaflfl ceflfl flung carcfinoma NSCLC, whfich fincfludes three
major hfistoflogficafl types: adenocarcfinoma, squamous ceflfl
carcfinoma (SCC), and flarge ceflfl carcfinoma [49]. About 15%
of the tumors are SCLCs and arfise fin the flarger afirways, grow
rapfidfly, and have a neuroendocrfine component. Adenocarcfi-
nomas represent about 40% of NSCLCs and usuaflfly start fin
perfipherafl flung tfissue. SCCs account for 25% and commonfly
orfigfinate near a centrafl bronchus. Large ceflfl carcfinomas
are beflfieved to derfive from neuroendocrfine ceflfls and may
be observed fin combfinatfion wfith other types of NSCLC.
These neuroendocrfine flung tumors appear to be epfitheflfiafl
tumors characterfized by thefir preferentfiafl neuroendocrfine
dfifferentfiatfion as findficated by neuroendocrfines granufles,
mucfin granufles, mficrovfiflflfi, and tonofiflaments [50].
It fis estfimated that smokfing causes 90% of flung cancers.

However, dfifferent types of genetfic modfificatfions have been
descrfibed fin flung cancer ceflfls such as recurrent chromosome
abnormaflfitfies [51], upreguflatfion of teflomerase actfivfity [52],
and mutatfions of oncogenes or tumor suppressor genes
(TP53, RB1, CDKN2A, KRAS, EGFR). Some may be markers
of dfisease progressfion, others may have a dfirect rofle fin
flung cancer genesfis fin the context of gene-envfironment
finteractfions [53]. The flfink between mutatfions and stem ceflfl-
ness fis an fimportant fissue that needs to be expflored. It fis
not cflear whether mutatfions fleadfing to CSCs occur fin stem
ceflfls or fin dfifferentfiated ceflfls. These data strongfly suggest
that a deep knowfledge of each tumor shoufld fimprove patfient
outcome thanks to personaflfized therapy.

5. Normafl Lung Stem Ceflfls

The respfiratory system arfises from the ventrafl foregut endo-
derm wfith deveflopment of a tree-flfike system of epfitheflfiafl
tubufles and vascuflar structures, whfich ufltfimatefly gfives rfise to
the mature afirways and aflveoflfi. Precfise sequence and pattern
of branchfing events flead to hfighfly ramfified tubuflar networks
possfibfly drfiven by a stereotyped hfierarchficafl and moduflar
branchfing program [54] whfich moflecuflar reguflatfion remafins
under study [55]. Lung mesenchymafl deveflopment fis cru-
cfiaflfly finfluenced by sfignafls from the epfitheflfium and the
pfleura that, fin concert, appear to mafintafin a baflance of dfiffer-
entfiated and proflfiferatfing mufltfipotent progenfitors whfifle the
flung grows [56]. Durfing flung branchfing morphogenesfis, the
transcrfiptfion factorSox2fis assocfiated wfith the epfitheflfium
thatfisflessmorphogenetficaflflyactfive.Sox2expressfion fis flost
at sfites where nascent buds arfise [57,58]. As epfitheflfiafl ceflfls

fin branchfing afirways contfinue to dfifferentfiate, fit fis crucfiafl
to mafintafin and expand a poofl of uncommfitted progenfitor
ceflfls for contfinuous growth. It has been proposed that thfis
poofl resfides fin the dfistafl flung, as a popuflatfion of proflfiferatfing
fimmature epfitheflfiafl ceflfls that expresses hfigh flevefls of the
proto-oncogeneMycn[59].
Mature respfiratory epfitheflfium consfists of mufltfipfle ceflfl

types. Cfiflfiated, neuroendocrfine, and secretory ceflfls are
flocated fin the proxfimafl regfion of the respfiratory system.
Aflveoflar type 1 (AT1) and 2 (AT2) ceflfls are typficafl of the
dfistafl aflveoflar regfion of the flung (Ffigure 1). Lfineage anaflysfis
suggests that progenfitor ceflfls flfinfing the trachea and proxfimafl
flung have a dfifferent orfigfin from those flfinfing the dfistafl
regfion of the flung [60]. The actfivfity of the dfifferent poofls
of progenfitor ceflfls account for spatfiaflfly restrficted regfionafl
specfificfitfies fin both proxfimafl and dfistafl ceflfl flfineages specfi-
ficatfions durfing flung deveflopment and ceflfluflar composfitfion
of tracheobronchfiafl and bronchfioflar afirways [61]. Basafl
ceflfls have been proposed as a mufltfipotent progenfitor ceflfl
popuflatfion of bronchfiafl afirways. They have the capacfity
for restoratfion of a fuflfly dfifferentfiated epfitheflfium [62,63].
Lung CSCs and afirway normafl stem ceflfls may use common
pathways fin deveflopment.

6. Lung Cancer Stem Ceflfls

Afltered composfitfion of afirway epfitheflfiafl ceflfl that fis assocfiated
wfith acute or chronfic flung finjury has the potentfiafl to
sfignfificantfly fincrease rfisk for deveflopfing flung cancer [64,
65]. It fis currentfly unknown whether afirway stem ceflfls
contrfibute sfignfificantfly to normafl epfitheflfiafl mafintenance
and repafir [66]. Cflara ceflfls partficfipate fin mafintenance of
both secretory and cfiflfiated ceflfl types after oxfidant-medfiated
damage [67]. Meanwhfifle a popuflatfion of poflflutant-resfistant
stem ceflfls flocaflfized fin the bronchoaflveoflar duct junctfion
(BADJ) contrfibutes to restoratfion of a phenotypficaflfly dfiverse
epfitheflfium after cflara ceflfl depfletfion [68]. These ceflfls are
named bronchoaflveoflar stem ceflfls (BASCs) (Ffigure 1). Both
puflmonary neuroendocrfine ceflfls (PNEC) and Cflara ceflfls
have been proposed as progenfitors for the genesfis of SCLC
and NSCLC [69]. PNEC are specfiaflfized afirway epfitheflfiafl ceflfls
that produce specfific neuropeptfides and that are grouped
fin cflusters termed neuroepfitheflfiafl bodfies (NEBs). Repafir
from afirway finjury fis assocfiated wfith PNEC hyperpflasfia
[70]. Ceflfls wfith Cflara-flfike characterfistfics but reduced secre-
tory protefin expressfion have been fidentfified fin assocfiatfion
wfith preneopflastfic flesfions [71]. These data suggest that
ceflfls engaged fin dfifferentfiatfion coufld reactfivate genes of
fimmaturfity. In thfis context, CSCs may arfise from restrficted
progenfitors or more dfifferentfiated ceflfls that have reacqufired
seflf-renewfing capacfity [5]. Thfis phenomenon coufld have
dfirect bearfing on the fissue of stem ceflfl pflastficfity, whfich fis
defined as the abfiflfity to cross flfineage barrfiers and adopt ceflfl-
dfifferentfiated phenotypes [72]. It aflso may rafise a paraflflefl
wfith transdfifferentfiatfion from dfifferentfiated ceflfl to CSC that
fleads to cancer ceflfl phenotypfic dfiversfificatfion [73]. BASCs at
the BADJ of aduflt afirways have been proposed as an finfitfiatfing
ceflfl source for flung adenocarcfinoma [74]. Stem ceflfls and
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Ffigure1: Lung CSCs and progenfitors whfich dfifferentfiatfion fleads to heterogenefity of assocfiated human carcfinomas. Normafl and tumor
ceflfluflar hfierarchy progressfivefly generates progenfitor ceflfls and dfifferentfiated mature ceflfls fin both proxfimafl and dfistafl afirways. Hypotheses are
represented wfith dfiscontfinuous flfines.

progenfitors coufld be consfidered fideafl tumor finfitfiatfing candfi-
dates, because dysreguflatfion of proflfiferatfive capacfity through
mutatfion may rapfidfly cause dyspflastfic tumor-flfike growth.
The devfiatfion from a common endodermfic stem ceflfl coufld
aflso be responsfibfle for the mufltfidfirectfionafl dfifferentfiatfion
fin flung tumors, fincfludfing neuroendocrfine phenotype fin
NSCLC and squamous or gflanduflar sfigns of dfifferentfiatfion
fin authentficated neuroendocrfine tumors [75].

Observed phenotypfic heterogenefity between dfistfinct
tumor types suggests that the tumor’s flocafl puflmonary
envfironment deepfly fimpacts the fate of cancer ceflfls [76].
Deveflopmentafl programs of ceflfls finfitfiaflfly engaged fin a
specfific flfineage pathway can be afltered by changfing the type
of sfignafls fin the flocafl envfironment [77]. The dfifferent flung
tumors coufld arfise from regfiospecfific cancer stem ceflfl nfiches
that are stfiflfl debated [78,79].
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7. Lung Cancer Stem Ceflfl Modefls

Tumorfigenfic human flung cancer ceflfls have been fisoflated
usfing dfifferent approaches from both ceflfl flfines and prfimary
tumors. CSC modefls from flung cancer ceflfl flfines are based
on the phenotype or on the functfionafl characterfistfics of
these ceflfls (Ffigure 2). SP has showed repopuflatfing abfiflfity
and resfistance to mufltfipfle chemotherapeutfic drugs fin flung
cancer. In addfitfion, human teflomerase reverse transcrfiptase
(hTERT) expressfion fis hfigher fin SP, suggestfing that thfis
fractfion may represent an enrfiched source of flung tumor
finfitfiatfing ceflfls wfith unflfimfited proflfiferatfive potentfiafl [80–
83]. CSCs can be fidentfified and fisoflated by flow-cytometry-
based ceflfl sortfing usfing the ceflfl surface marker CD133 [37]
(Ffigure 2). The flack of earfly markers for flung progenfitors
represents a cflear gap of knowfledge. The known markers
are not aflways fideafl to sort for the CSC popuflatfion [84].
In flfine wfith tumor heterogenefity, the phenotype of CSCs fis
not unfiform, underflyfing the necessfity to find more specfific
sfingfle markers or to define new marker combfinatfions to
potentfiaflfly recognfize the putatfive CSCs (Ta b fl e 1). Isoflatfion
of flung CSCs based on fincreased ALDH actfivfity was
obtafined usfing the Afldefluor assay foflflowed by fluorescent-
actfivated ceflfl sortfing (FACS) (Ffigure 2)[42,85]. The second
approach fleadfing to the fisoflatfion of flung CSCs was based
on thefir finherent functfionafl resfistance to chemotherapy
(Ffigure 2). Drug-survfivfing ceflfls were fisoflated after anfin
vfitrotreatment wfith cfispflatfin, doxorubficfin, or etoposfide.
These ceflfls present the phenotypfic characterfistfics prevfiousfly
descrfibed [86]. These dfifferent CSC modefls devefloped on
cancer ceflfl flfines can be grownfin vfitroas tumor spheres under
nonadherent condfitfions usfing a serum-free medfium that fis
suppflemented wfith growth factors. They aflso exhfibfit hfigh
cflonogenfic potentfiafl, capacfitfies for seflf-renewafl, generatfion
of dfifferentfiated progeny, and hfighfin vfivotumorfigenficfity
(Ffigure 3).
The first fisoflatfion and expansfion of flung CSCs from

prfimary patfient tumors was based on thefir abfiflfity to survfive
under serum-free condfitfions and proflfiferate as ceflfluflar
tumor spheres [11]. CD133 ceflfls fisoflated from prfimary
tumors dfispflayed features of CSCs bothfin vfitroandfin
vfivo[87,88]. The expressfion of CD133 fin tumors was
flfinked to shorter progressfion-free survfivafl fin patfients treated
wfith pflatfinum-based chemotherapfies, but thfis pofint remafins
controversfiafl [88–91].
In vfivo flfimfitfing dfiflutfion consfists of finjectfion of decreas-

fing number of ceflfls. Thfis method used for subcutaneous
tumor xenograft may prove enrfichment of CSCs fin an
fisoflated subpopuflatfion of ceflfls [27,92](ratfiotoobtafina
tumor from CSCs compared to tumor ceflfls: 1/100). To date,
there fis no consfistent data pubflfished on thfis method fin flung
CSC modefls that determfine the mfinfimafl number of tumor-
finfitfiatfing ceflfls necessary and sufficfient to regenerate a tumor.
A few mouse modefls of flung cancer-finfitfiatfing ceflfls have

been devefloped [74,93]. However the frequency of CSCs fin
these modefls fis hfighfly varfiabfle. To date, there fis no evfidence
of a subpopuflatfion fisoflated from an anfimafl modefl abfle to
restore the tumor finfitfiafl heterogenefity fin secondary and
tertfiary hosts [84].

8. Precflfinficafl Data on Lung Cancer Stem Ceflfls

The survfivfing fractfion of tumor ceflfls after chemotherapy
fis flow and may contafin CSCs. These ceflfls “fleft behfind”
may be responsfibfle for recurrence. These ceflfls need to
be eradficated fin order to provfide flong-term dfisease-free
survfivafl. Combfinatorfiafl treatments finvoflvfing both cytotoxfic
and targeted therapfies wfiflfl probabfly be requfired to suppress
aflfl cancer ceflfls [5]. Precflfinficafl data on putatfive CSCs targets
are emergfing by now.
Oncogenes and tumor-suppressor genes are the 2 types

of genes finvoflved fin carcfinogenesfis. Oncogenes are domfinant
genes [94] whereas tumor suppressor genes are recessfive.
Actfivatfing mutatfions or transcrfiptfionafl dereguflatfion can
flead from proto-oncogenes to oncogenes. TheRunxgenes
can present characterfistfics of both oncogenes and tumor
suppressor genes. These genes encode transcrfiptfion factors
finvoflved fin normafl deveflopment wfith tfissue specfific expres-
sfion. Many chromosomafl transflocatfions finvoflvfingRunx
genes and fleadfing to oncogenfic fusfion protefins have been
reported [95]. These fusfion protefins may have a tfissue-
restrficted oncogenfic spectrum [96] fin accordance wfith the
concept of flfineage-specfific oncogenes. Thfis concept appflfied
to CSCs coufld suggest that some specfific oncogenes coufld
seflect and mafintafin a partficuflar maflfignant phenotype char-
acterfistfic of a ceflfl flfineage.Runx3fis an essentfiafl transcrfiptfion
factor for the flate phase of flung deveflopment.Runx3fis
requfired for the controfl of dfifferentfiatfion and proflfiferatfion
of bronchfioflar epfitheflfium [97]. The frequent sfiflencfing of
Runx3by promoter hypermethyflatfion fin the preneopflastfic
stage of the flung adenocarcfinoma has been observed [98,99].
Runx3downreguflatfion has been proposed as an earfly event
fin the deveflopment of the flung carcfinoma finterferfing fin the
dfifferentfiatfion of progenfitor ceflfls [97]. Moreover, there are
some data suggestfing that fin flung cancer TITF1 coufld be an
adenocarcfinoma flfineage specfific oncogene [100]andBRF2a
squamous ceflfl flfineage specfific oncogene [101].
BASC possesses the potentfiafl to dfifferentfiate finto Cflara

or AT2 ceflfls, presentfing coexpressfion of Cflara ceflfl secretory
protefin (CCSP) and surfactant protefin C (SPC) (Ffigure 1)
[74]. These ceflfls aflso exhfibfit the capacfity of seflf-renewafl and
the expressfion ofOct4.Oct4fis a transcrfiptfionafl factor of
the embryonfic stem ceflfls whfich expressfion was found to be
assocfiated wfith a poor prognosfis [87,102,103]. In addfitfion,
knock down ofOct4mfight flead to apoptosfis of a CSC-flfike
popuflatfion of flung cancer ceflfls [104].
Sox2fis a crfitficafl transcrfiptfion reguflator of embryonfic

stem ceflfls [105].Sox2controfls seflf-renewafl and dfiffer-
entfiatfion processes [106]. It fis aflso fimpflficated fin flung
branchfing morphogenesfis durfing puflmonary deveflopment
as prevfiousfly evocated [57,58].Sox2has been proposed
to be an oncogene whfich expressfion fis essentfiafl to flung
SCC carcfinogenesfis and whfich fis capabfle of transformfing
and conferrfing tumor finfitfiatfing propertfies to human flung
squamous ceflfls [107]. Addfitfionaflfly, tumors wfithSox2over-
expressfion seem to have a worse prognosfis [108].
Oct4andSox2are two of the four crucfiafl transcrfiptfion

factors capabfle of cooperatfing to reprogram dfifferentfiated
ceflfls finto an finduced pflurfipotent stem ceflfl-flfike phenotype
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Tabfle1: Moflecuflar characterfizatfion of putatfive human flung CSCs.

Moflecuflar characterfizatfion References

Surface markers and transporters:

CD133 [11,34,37,87–91]

Sfide popuflatfion—ABCG2 [80–83,91]

ALDH actfivfity [42,85]

Transcrfiptfion factors:

Runx3 [97–99]

Sox2 [107,108]

Oct4 [87,102–104]

c-kfit [111,115]

[109,110]. Nucflear transpflantatfion ofOct4,Sox2,c-Myc,
andKflf4can reprogram a somatfic genome back finto an
embryonfic stem ceflfl status. Is there a comparabfle way for
cancer ceflfls to reacqufire an fimmature profifle wfith propertfies
of seflf-renewafl?Oct4andSox2may partficfipate to a sfimfiflar
process fleadfing to flung CSCs.
Stem Ceflfl Factor (SCF) fis a mfitogenfic and angfiogenfic

factor finvoflved fin carcfinogenesfis. Humanc-kfithas been
shown to operate as a SCF receptor promotfing tumor growth
[111–113]. Patfients wfith efither mutatfion or overexpressfion
ofc-kfithave flower survfivafl rates and show resfistance to
chemotherapy [114]. Bflockfing SCF/c-kfitsfignaflfing pathway
finhfibfits CSC proflfiferatfion and survfivafl after chemotherapy
exposure fin human flung cancer ceflfl flfines [115]. Exposure
to SCF/c-kfitaxfis bflockade by SCF-neutraflfizfing antfibodfies
or by fimatfinfib (Gfleevec), an finhfibfitor of c-kfit, combfined to
cfispflatfin therapy mfight flead to finhfibfitfion of both non-CSCs
and CSCs.
Dfifferences between normafl stem ceflfls and CSCs may

provfide novefl antfigenfic and moflecuflar targets for ther-
apy (Ta b fl e 1). It fis fimportant to desfign new therapeutfic
approaches to seflectfivefly hfit CSC-specfific pathways, whfifle
sparfing normafl stem ceflfls. Further fidentfificatfion of flung
cancer stem ceflfl-specfifics target coufld aflflow for promfisfing
more effectfive combfined therapfies. In our vfiew, the most
fimportant matter to address fin a near future fis to better
characterfize and fisoflate flung CSCs from patfients’ tumors
combfinfing marker studfies and functfionafl assays. Lung CSCs
probabfly fincflude a heterogeneous popuflatfion of ceflfls wfith
dfifferent therapeutfic resfistance profifles. Identfifyfing flfineage
specfific oncogenes or thefir fusfion protefins coufld brfing new
targets for specfific therapeutfic approaches seflectfivefly afimed
at specfific CSCs. In contrast to chemotherapy or radfiother-
apy on mature tumor ceflfls, therapfies agafinst CSCs mfight
have a sflow but sustafinabfle effect. Therefore experfimentafl
modefls wfiflfl certafinfly have to be redrawn fincfludfing flonger
observatfion perfiods and fintermedfiate anaflysfis.

9. Concflusfion

CSC fis centrafl to cancer ceflfl bfioflogy and cancer therapy.
The knowfledge of CSC sfignaflfing pathways may flead to new
therapfies abfle to eradficate flung CSC or finduce dfifferentfi-
atfion of these ceflfls. Promfisfing modefls have recentfly been

devefloped to fisoflate the subpopuflatfion of CSCs wfithfin the
flung-dfifferentfiated ceflfls of the tumor mass. These modefls
are usefufl toofls to better characterfize flung CSCs. Targetfing
the CSC or fits mficroenvfironmentafl nfiche coufld finhfibfit
seflf-renewfing and overcome chemo-radfio resfistance. Some
consfistent precflfinficafl data are emergfing on the rofle of
transcrfiptfionafl factors such asRunx3,Oct4,Sox2,andc-
kfitfin flung tumor dfifferentfiatfion and treatment resfistance.
Furtherfin vfitroandfin vfivostudfies are needed to desfign
combfined therapfies fin order to determfine whether these
candfidates are potentfiafl targets for new therapeutfic strategfies
agafinst flung cancer. Moreover, the prognostfic and predfictfive
vaflue of CSCs fidentfificatfion from tumor bfiopsfies or among
cfircuflatfing tumor ceflfls remafins to be determfined.
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Résumé 

Les résufltats finsufffisants de fla radfio chfimfiothérapfie conventfionneflfle dans fles cancers bronchfiques non à petfites 
ceflflufles (CBNPC) ont motfivé fl’évafluatfion d’une nouveflfle stratégfie de moduflatfion pharmacoflogfique de fla radfiosensfibfiflfité 
tumorafle basée sur fles modfifficatfions  épfigénétfiques. Pour cefla nous avons évaflué fla combfinafison de fla radfiothérapfie et 
d’un nouvefl pan-finhfibfiteur des hfistones désacétyflases (HDACfi), fl’abexfinostat en précflfinfique fin vfitro et fin vfivo sur deux 
modèfles de CBNPC pufis en phase cflfinfique précoce chez fl’homme dans fle cadre d’un essafi de phase I.  

Nous avons d’abord montré que fl’abexfinostat augmente fla radfiosensfibfiflfité des ceflflufles de CBNPC de manfière 
dépendante de fla séquence thérapeutfique en normoxfie et en hypoxfie en augmentant fl’apoptose caspase dépendante afinsfi 
que fles cassures doubfles brfins radfio-findufites et en rédufisant fla sfignaflfisatfion et fla réparatfion de ces dommages de fl’ADN. 
L’abexfinostat potentfiaflfise égaflement fle retard de crofissance tumorafle findufit par fla radfiothérapfie fin vfivo dans des 
xénogreffes sous-cutanées de CBNPC avec un proffifl de toxficfité acceptabfle. Nous avons égaflement montré pour fla 
premfière fofis que fla trfipfle combfinafison de radfiothérapfie, abexfinostat et cfispflatfine potentfiaflfise fle retard de crofissance 
tumorafle fin vfivo. Les premfiers résufltats fin vfitro et fin vfivo confortant fle ratfionnefl pour fla combfinafison abexfinostat-
radfiothérapfie nous avons réaflfisé étude de phase I expfloratofire d’escaflade de dose combfinant fl’abexfinostat à fla 
radfiothérapfie paflflfiatfive hypo fractfionnée standard déflfivrant 30 Gy en 10 fractfions pour des tumeurs soflfides métastatfiques. 
Parmfi fles 58 patfients trafités, d’âge médfian 61 ans (20-82), on note 71 % de stade M1 et 88 % de patfients ayant déjà reçu 
des trafitements préaflabfles par chfimfiothérapfie et/ou radfiothérapfie et/ou chfirurgfie. La dose recommandée pour un essafi de 
phase 2 que nous avons étabflfie est de 90 mg/m². Sur fles 51 patfients évafluabfles, on observe un taux de réponse gflobafle de 
7,8 % (1 réponse compflète (RC) et 3 réponses partfieflfles (RP)) et un taux de réponse flocorégfionafle de 11,8% (1 RC et 5 
RP) avec un sufivfi médfian de 16 semafines. Les patfients présentant des flésfions (cfibfles ou non) cérébrafles ont présenté des 
taux de réponse encourageant avec notamment un patfient en RC. Nous avons retrouvé peu d’effets secondafires de grade 
≥3, fles pflus fréquents étant fla thrombopénfie (17,2 %), fla flymphopénfie (12,1 %) et fl’hypokaflfiémfie (6,9 %). Au totafl, 6 patfients 
(10%) ont finterrompu fleur trafitement du fafit des effets secondafires. Nous n’avons pas observé de proflongatfion de 
fl’fintervaflfle QTc de grade ≥ 3 et fifl n’y a pas eu d’finterruptfion de trafitement en rapport avec cet effet secondafire. Dans 
fl’ensembfle, nos données fin vfitro et fin vfivo montrent une potentfiaflfisatfion de fl’effet antfi tumorafl par fla combfinafison 
d’abexfinostat et radfiothérapfie. Chez fles patfients présentant des tumeurs soflfides avancées fl’abexfinostat orafl en 
combfinafison à fla radfiothérapfie est bfien tofléré. Cette combfinafison pourrafit avofir un potentfiefl partficuflfièrement fintéressant 
dans fle trafitement des métastases cérébrafles. De pflus, nos travaux précflfinfiques suggèrent pour fla premfière fofis un effet 
prometteur d’une trfipfle combfinafison avec HDACfi, cfispflatfine et radfiothérapfie qufi justfiffie de pflus ampfles finvestfigatfions et 
pourrafit gufider de nouveflfles stratégfies thérapeutfiques dans fles CBNPC. 

Nos travaux s’finscrfivent dans une stratégfie de recherche transflatfionneflfle et montrent fl’fimportance de fla recherche 
précflfinfique pour fles études d’assocfiatfion aux rayonnements fionfisants. Seufls un dévefloppement précflfinfique ratfionnefl et un 
dévefloppement cflfinfique  méthodfique permettront fl’émergence de combfinafisons moduflant fla radfiosensfibfiflfité tumorafle de 
manfière sufffisamment effficace pour modfiffier nos standards de trafitement et améflfiorer fle pronostfic de nos patfients. 

Mots cflés : Epfigénétfique, radfiosensfibfiflfité tumorafle, HDAC finhfibfiteur, cancer bronchfique non à petfites ceflflufles, 
radfiothérapfie 

 

Abstract 

Insuffficfient resuflts of conventfionafl chemoradfiotherapy fin non-smaflfl ceflfl flung carcfinomas (NSCLC) have 
encouraged assessment of new pharmacoflogficafl strategfies for moduflatfion of radfiosensfitfizatfion based on epfigenetfic 
changes. We have finvestfigated the combfinatfion of radfiotherapy and a novefl pan-hfistone deacetyflase finhfibfitor (HDACfi), 
abexfinostat fin vfitro and fin vfivo fin two NSCLC modefls and fin an earfly phase cflfinficafl trfiafl.  

Our ffindfings demonstrate that abexfinostat enhances radfiosensfitfivfity of NSCLC ceflfls fin a tfime dependent way fin 
vfitro fin normoxfia and hypoxfia fincreasfing radfio-finduced caspase dependent apoptosfis and persfistent DNA doubfle strand 
breaks assocfiated wfith decreased DNA damage sfignaflfing and repafir. Interestfingfly, abexfinostat potentfiates tumor growth 
deflay fin vfivo fin combfined modaflfity treatments assocfiatfing not onfly abexfinostat and firradfiatfion but aflso fin the trfipflet 
combfinatfion of abexfinostat, firradfiatfion and cfispflatfin. We conducted an expfloratory phase 1, dose-escaflatfion study of 
abexfinostat fin combfinatfion wfith standard hypofractfionated radfiotherapy (30 Gy fin 10 fractfions) fin patfients wfith advanced 
soflfid tumors treated fin a paflflfiatfive settfing. Among 58 treated patfients, the medfian age was 61.5 years (range, 20-82); 47 % 
of the patfients had M1 stage dfisease, and 95% had recefived prevfious chemotherapy aflone or chemotherapy fin combfinatfion 
wfith surgery and/or radfiotherapy. The recommended phase 2 dose was determfined to be 90 mg/m2. Of the 51 patfients 
evafluabfle for response, best overaflfl response was 8 % (1 compflete response [CR], 3 partfiafl responses [PRs]), and best 
floco-regfionafl response was 12 % (1 CR and 5 PRs) at a medfian foflflow-up of 16 weeks. Of note, patfients wfith target or non-
target brafin flesfions showed encouragfing responses, wfith 1 patfient achfievfing a best floco-regfionafl response of CR. 
Treatment-emergent grade ≥ 3 adverse events (AEs) were few, wfith most common befing thrombocytopenfia (17 %), 
flymphopenfia (12 %), and hypokaflemfia (7 %). Sfix patfients (10 %) dfiscontfinued treatment due to AEs. No grade ≥ 3 
proflongatfion of the QTc fintervafl was observed, wfith no treatment dfiscontfinuatfions due to thfis AE. Afltogether, our data 
demonstrate fin vfitro and fin vfivo a potentfiatfion of antfi-tumor effect by abexfinostat fin combfinatfion wfith firradfiatfion fin NSCLC. 
Orafl abexfinostat combfined wfith radfiotherapy was weflfl toflerated fin patfients wfith advanced soflfid tumors. The combfinatfion 
may have potentfiafl for treatment of patfients wfith brafin flesfions. Moreover, our work suggest for the ffirst tfime to our 
knowfledge promfisfing trfipfle combfinatfion opportunfitfies wfith HDACfi, firradfiatfion and cfispflatfin whfich deserves further 
finvestfigatfions and coufld be of major finterest fin the treatment of NSCLC. 

Our studfies whfich are part of a transflatfionafl research strategy hfighflfight the fimportance of precflfinficafl finvestfigatfions 
fin the area of radfiotherapy and drug combfinatfion research. Onfly ratfionafle precflfinficafl deveflopment and methodoflogficaflfly weflfl 
conducted cflfinficafl deveflopment wfiflfl aflflow new standards of treatment to emerge and fimprove patfient’s prognostfic.  

Keywords : abexfinostat, hfistone deacetyflase finhfibfitor, radfiotherapy, soflfid tumors, brafin flesfions 
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