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Préambule

PREAMBULE

a radiothérapie est un moyen thérapeutique fiable et de plus en plus sophistiqué

visant toujours a améliorer le rapport efficacité/toxicité. Néanmoins, certains effets

radioinduits restent surprenants. L’absence d’explication technique pose la question
d’un contexte biologique propre au patient telle qu’une radiosensibilité individuelle. C’est ce
sujet que nous traitons dans cette thése dans le cadre plus particulier de la radiothérapie des
cancers de la prostate.
Meédecin clinicien, spécialisé en cancérologie-radiothérapie, j’ai pu en 2008, sous I’égide du
Pr Jacques Balosso et sa direction de recherche, obtenir un Master de physique médicale
orienté vers la recherche. Ce Master m’a permis de me pencher sur des questions scientifiques
particulieres notamment a I’interface de la physique et de la radiobiologie : les deux bases
fondamentales de la radiothérapie.
Comme tous nos confréres, nous traitons nos patients selon des recommandations basées sur
de grandes séries cliniques et d’une biostatistique documentée. A chaque fois que nous
sommes confrontés a des événements indésirables, comme tout praticien préoccupé de
I’intérét de son patient, nous nous sommes penchés sur la question de I’apparition d’effets
secondaires parfois d’une sévérité disproportionnée chez certains patients traités par
radiothérapie conventionnelle. Dans ce contexte, le cancer le plus étudié a Grenoble, ou j’ai
recu ’essentiel de ma formation, est le cancer de la prostate et les effets secondaires associés
en sont souvent les rectites.
Plus tard, durant mon passage en radiothérapie au CHU de Geneve j’ai pu aussi enrichir ma
formation en matiere de tumeurs cérébrales, ce qui a fait I’objet d’une publication en 2011
(Weber, Caparrotti et al. 2011).
Les données bibliographiques décrivant des événements post-radiques comme réactions
anormales s’averent peu informatives. En effet, le phénomeéne, bien que fréquemment décrit
n’est pas a ce jour inclus dans un cadre nosologique spécifique et n’est pas clairement ¢lucidé.
Connaissant les contributions du laboratoire du Dr Nicolas Foray et de son équipe, référence
en radiobiologie, et aprés plusieurs discussions informelles, nous avons convenu de la
nécessité d’un travail de recherche sur cette question touchant particulierement la pratique
clinique. Le mod¢le clinique auquel nous avons voulu attaché notre travail de théme a donc

¢été naturellement les rectites radiques.
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Préambule

L’étude a porté sur des facteurs prédictifs de la sévérité de la rectite radique chez les patients
atteints d’un cancer de la prostate, traités par radiothérapie dans des conditions tres
standardisées. Est-ce la technique ou la biologie qui fait la différence ? Ou encore I’utilisation
concomitante de certaines médications ?

Le cancer de la prostate est une tumeur trés fréquente chez les hommes de plus de 60 ans.
Cette tranche d’age est aussi affectée par de nombreuses comorbidités telles que
I’hypercholestérolémie, I’hypertension artérielle (HTA), le diabéte, la coronaropathie, voire
I’ostéoporose... et les polymédications chroniques sont fréquentes.

Le traitement de référence recommandé pour les cancers de la prostate classés en stades de
risque intermédiaire ou de risque élevé est une hormono-radiothérapie concomitante (Bolla,
Fourneret et al. 2008, Matzinger, Duclos et al. 2009).

L’irradiation du cancer de la prostate, a montré une bonne réponse thérapeutique corrélée a
I’escalade de dose dans les traitements usuels par radiothérapie (normo-fractionnée).
Néanmoins, ce traitement connait encore des limites dues aux doses de tolérance des organes
a risque (vessie, rectum, tissus neuro-vasculaire), qui sont toujours respectées par le
prescripteur. Malgré cela, certains patients développent une rectite radique de grade 2 ou 3
qu’on ne peut attribuer a une cause technique. Ces cas posent donc la question de la
radiosensibilité spécifique de ces patients.

Par ailleurs, certaines médications fréquemment prises pour les comorbidités banales citées
précédemment ont été suspectées d’avoir un role dans la genése de ces réponses anormales
chez ces patients, telle que les statines, les bisphosphonates, plus rarement utilisés, ou encore
les antiagrégants plaquettaires (Fowke, Motley et al. 2011). Cette situation mérite d’étre
analysée a la lumicre des connaissances récentes de la radiobiologie appliquée a la
radiothérapie.

Il faut noter, par ailleurs, que les développements technologiques permettent aujourd’hui
d’envisager des modalités thérapeutiques qui sont autant de défis a la radiobiologie clinique.
En effet, outre les manipulations pharmacologiques plus ou moins volontaires inhérentes aux
polymédications des patients, des modifications des volumes, des débits de dose et du

fractionnement sont devenues possibles.

Par exemple, plusieurs équipes de radiothérapies ont déduit de leurs travaux cliniques que les
caractéristiques biologiques tissulaires, résumées par le rapport o/f, permettent d’améliorer

I’index thérapeutique dans le cancer de prostate par un traitement hypofractionné. En effet, le
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rapport o/p de la tumeur semble plus faible que celui des tissus sains voisins, 1,5 au lieu de 2

(Zaider, Zelefsky et al. 2005).

Par ce travail doctoral, nous avons voulu avancer dans la compréhension des déterminants
radiobiologiques qui pourraient avoir une implication dans la compréhension, d’une part, mais
aussi dans la modulation, d’autre part, des risques biologiques de la radiothérapie. Nous nous
sommes donc plus particuliecrement intéressés a 1’hypothése d’une interaction entre les
niveaux de radiosensibilité des tissus sains et la prise de médicaments fortement actifs sur le
métabolisme cellulaire et éventuellement pris par les patients de maniére intercurrente a leur
prise en charge en radiothérapie. Il s’agit des antiagrégants plaquettaires, des statines

hypocholestérolémiantes et des bisphosphonates antiostéoporotiques.

Pour permettre cette confrontation clinico-biologique, ont été mis en lien dans ce travail, deux
équipes, I'une clinique formée par le directeur de theése, le Pr Jacques Balosso et moi-méme,
en tant que cliniciens au CHU de Grenoble, et 1’autre, scientifique, du laboratoire Inserm de
radiobiologie dirigé par le codirecteur de these, le Dr Nicolas Foray au Centre Léon Bérard a

Lyon.
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A. Introduction — Rappels bibliographiques

1. Constatations cliniques

1.1. Les différents types de réactions tissulaires

Le traitement par radiothérapie externe expose nécessairement les tissus sains a une certaine
dose de radiations ionisantes. On essaie par tous les moyens techniques de minimiser cette
irradiation inutile dans les volumes situés au voisinage de la cible et situés en bordure du
volume cible planifi¢ ou PTV (Planning Target Volume). Ces tissus sains étant irradiés a des
doses plus faibles que la cible mais selon le méme nombre de fractions, I’effet biologique
attendu peut étre assez variable d’un traitement a un autre. Notamment, & dose totale
semblable mais avec un fractionnement différent, la toxicité de I’irradiation sera différente. La
base pour calculer les doses biologiques équivalentes a ces situations diverses est la loi
linéaire-quadratique (LQ). Ce modele descriptif et empirique de prédiction des effets
biologiques est bas¢ sur I’étude des courbes de survie cellulaires et est d’usage courant dans
des conditions standards (fraction< 5 Gy) (Zackrisson, Franzen et al. 1994). Cependant, il
reste trés limité et ne permet pas la prise en compte de tous les éléments de la radiobiologie
humaine. Heureusement, les connaissances actuelles sur la radiosensibilité en radiothérapie
constituent une science plus précise qui permet de situer et de décrire les différents acteurs

responsables de I’effet de I’irradiation sur les tissus sains.

Comme mentionné précédemment, I’irradiation des tissus sains étant inévitable, il faut définir
des seuils de tolérances a respecter afin de ne pas entrainer des complications qui effaceraient
tout bénéfice du traitement de la tumeur. De ce point de vue, parmi les bases de prescription
de la radiothérapie externe, on peut mentionner le concept de dose de tolérance 5% a 5 ans
(DT 5/5) qui signifie a ce niveau de dose qu’on attend et accepte 5% de risque pour les tissus
sains dans les 5 ans qui suivent I’irradiation. D’autre relations entre les doses et les volumes
de tissus sains sont aussi communément utilisées du fait de I"hétérogénéité des irradiations qui
ne permet pas d’appliquer strictement les limites de la DT 5/5 (qui suppose une irradiation
homogene d’un organe). Ce sont, par exemple, les limites portant sur les doses a des volumes
partiels pulmonaires (le V20Gy doit rester inférieur a 30% du volume pulmonaire, etc.).
Néanmoins, ceci n’empéche pas d’observer des effets cliniques moins graves mais bien plus

fréquents qui sont de deux types :
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1.1.1. Effets aigus et précoces

- La radiodermite, quand la peau recoit des doses substantielles, est la premicre

2 eme

expression cutanée a ’exposition aux rayonnements ionisants. Au cours de la ou la
y

3°"™ semaine d’un traitement par radiothérapie externe, on observe généralement une
rougeur ou radio-épithélite de grade 1. A dose cumulative et vers la fin d’un traitement
classique normo-fractionné et normo-étalé, on peut observer une réaction cutanée de
grade 2 (radiodermite s¢che).

Dans certains cas de radiosensibilités radiques ou en cas de surexposition, une réaction
de grade plus important, 3 (radiodermite suintante) ou 4 (nécrose cutanée), peut étre
observée (voir chapitre 1.2 Les échelles de gravité).

- La mucite radique, est I’équivalent de la radiodermite au niveau endobuccal. C’est une
réaction radique plus pénible sur le plan symptomatique car généralement nettement
plus inflammatoire. La cavité buccale abrite des germes saprophytes qui, a I’occasion de
’atrophie transitoire que constitue cette mucite, vont proliférer et traverser la muqueuse
créant une réaction inflammatoire douloureuse pour le patient. Les modifications
consécutives a cette prolifération bactérienne - comme 1’acidification du milieu buccal -
va en outre favoriser le développement d’une surinfection mycotique qui peut a son tour

aggraver la mucite.

Grade de la mucite Description clinique

0 Pas de changement de la muqueuse

Douleur supportable ne nécessitant pas 1’utilisation d’un

antalgique

Mucite inflammatoire +/- séro-sanglante nécessitant un
’ antalgique
3 Mucite + fibrine, nécessitant un antalgique de palier >2
4 Ulcération, hémorragie ou nécrose

Tableau I : Les différents grades de la mucite radique

Le mécanisme d’apparition de ces effets radiques correspond a la diminution de I’efficacité du
renouvellement continu de la muqueuse ou de la peau pendant I’irradiation conduisant, des

I’érosion suffisante du tissu (ce qui apparait rapidement, d’ou le terme d’effets précoces),
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a une défaillance fonctionnelle transitoire, car régressive apres la fin de I’irradiation, (d’ou
I’autre qualificatif d’effets aigus). Ces effets n’apparaissent que dans les tissus a

renouvellement rapide (épithélium, muqueuses, phanéres, moelle hématopoiétique).

1.1.2. Effets chroniques ou tardifs

Ces effets correspondent a une détérioration trés lente et progressive des tissus a
renouvellement lent. Ils apparaissent plus de 3 a 6 mois aprés la fin de la radiothérapie en
cause et ont souvent une tendance générale a s’aggraver. D’ou les qualificatifs de « tardifs » et

« chroniques » que I’on donne a ces effets.

La fibrose en est I’expression la plus fréquente, observée en clinique apres des années post-
radiothérapie. Ce phénomene a été étudié¢ de maniére approfondie dans les laboratoires qui ont

pu ¢élucider les mécanismes de cette transformation des tissus sains (Figure 1).
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Figure 1 : Mécanisme schématique de la fibrose induite par la radiothérapie en mettant

en évidence les facteurs cellulaires, vasculaires, inflammatoires profibrosants et les

perturbations de la signalisation moléculaire (Mancini and Sonis 2014).
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1.2. Les échelles de gravité :

1.2.1. De la difficulté de quantifier la toxicité a la réalité clinique

Dans un but d’homogénéiser la conduite thérapeutique, plusieurs échelles existent et essayent

de bien décrire et codifier les effets secondaires observés.

Afin de permettre un langage commun et une compilation utile des données cliniques, une

quantification des symptomes, qui reste subjective, est communément utilisée. Parmi ces

¢échelles utilisées en radiothérapie, on cite :

La CTCAE* Common Terminology Criteria for Adverse Events v4.0

La CTCAE est une échelle en 5 grades (1 a 5) de description clinique:

Grade 1 : le patient n’éprouve pas de souffrance et ne nécessite pas particulierement de
prise en charge.

Grade 2 : c’est un stade modéré caractérisé par une expression non invasive locale et
minimale de I’effet secondaire, nécessitant rarement une prise en charge particulicre.
Grade 3 : il s’agit des Iésions séveres mais n’engageant pas immédiatement le pronostic
vital. Un traitement spécifique, I’hospitalisation ou la prolongation de I’hospitalisation
sont indiqués.

Grade 4 : le pronostic vital est engagé, une prise en charge urgente est indiquée.

Grade 5 : Déces lié aux effets secondaires.

L’échelle RTOG/EORTC""

Cette échelle est utilisée par les groupes coopérateurs de recherche clinique américains
(RTOG) et européens (EORTC). Cette échelle se subdivise en 5 stades allant de la
simple réaction a la mort selon le degré de gravité, trés semblable dans son principe

avec la CTCAE.

*(http://Www.hrc.govt.nz/sites/default/ﬁles/CTCAE)

* *http://www.rtog.org/ResearchAssociates/AdverseEventReporting/RTOGEORTCLateRadiationMorbidityScoringSchema.aspx
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1.2.2. Exemple d’une étude concernant le foie irradié : toxicité aigué
biologique (article 1 : Correlation of dosimetric parameters with subclinical
liver function test alterations after radiotherapy for upper gastrointestinal

tract tumors)

Il s’agit d’une étude, qui a constitué le sujet de mon master II de physique médicale,
rétrospective des patients traités par radiothérapie pour des tumeurs sus-méso colique dont le
foie est un organe sain de voisinage a risque entre 2002 et 2008 traités par le méme

radiothérapeute a ’hopital A. Michalon Grenoble, France.

* 167 dossiers étudiés uniquement 38 dossiers exploitables (rétrécissement de

I’échantillon): sont exclues tous les patients métastatiques.

* 11 complications recensées sur 38 soit 29%!!! Traités pour des tumeurs du pancréas,

de ’estomac et des voies biliaires.
e Suivi médian: lan.

* Eléments étudiés: les Histogrammes Doses Volumes cumulatifs et différentiels, les
marqueurs biologiques tumoraux, bilan biologique hépatique (ALAT/ASAT, GGT,
PAL et bilirubine).

* modele de Lymann est le premier modele bio-statistique qui a permis de montrer une
corrélation entre la dose-volume et la complication RLID (Radiation Liver Induced

Disease).

L’hypothese de I’existence d’une relation entre les données dosimétriques (Visodose —
cumulatif isodose — différentiel, (Effectif, D référence) et le risque de complications
aiglies, semi-retardées et tardives (données biologiques pour différentes dates) est
testée statistiquement et fournit une base rationnelle a la corrélation de certains

parametres dosimétriques aux signes cliniques observés.
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Corrélation v = 1 |

[Bon 1e corrvélation |

Nuage de valeurs
rencontrées pour

(D, Vefp)

Corrélation v = 0

Figure 2 : le Mode¢le de Lymann

Les résultats de ce travail sont les suivants,

10 +

mPp-

=P+

M1 M2 M3 M4 M5 M6

Figure 3 Normalisation de quasi-totalité des parameétres biologiques hépatiques 6 mois

apres la fin du traitement.
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Regression Coeff

Independant Dose-Volume

Figure 4 : L’étude statistique par régression multiple non linéaire confirme que V40 Gy

est le plus responsable des troubles hépatiques conformément au modéle de Lymann.
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Figure 5 : Aucune altérations biologique constatée si V40 inférieur a 10% (zone A), un
tel désordre peut étre attendue si V40 est supérieure a 38% (zone C). Entre ces 2

limites I’interprétation est difficile (zone B).

Critique: L’¢échantillon est étroit pour conclure, (manque de données cliniques) d’ou

une sur ou sous-estimation de la corrélation malgré un R? faible.

- L’ensemble des calculs a été effectué¢ avec les paramétres fournis par le modele de

Lymann ce qui n’est pas forcément aussi proche de la réalité, d’ou la nécessité de faire
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un travail de réflexion avec un échantillon plus grand et de recalculer pour une

population donnée les paramétres spécifiques n, m et TD50.

- le modele sigmoidal de la courbe des complications parait insuffisant vu
I’inhomogénéité de I’irradiation du foie d’ou la nécessité de chercher un autre type de

régression (logarithmique ou autre....) afin de mieux refléter la réalité.

- Aucune complication n’a pu étre identifiée réellement (histologie), raison pour
laquelle nous recommandons pour les cas les plus suspects d’une hépatite radique

d’effectuer une biopsie hépatique systématique.

La complexité de la réponse radioinduite, la subjectivit¢ de 1’évaluation creuse un

chemin qui mérite plus d’investigations pour contourner les réactions observées.

1.3. Les événements en radiothérapie, de la dosimétrie a la
génétique
La radiothérapie suit un certain nombre de procédures, notamment la réalisation
systématique d’une dosimétrie prévisionnelle avec détermination en 3D de la dose a la
cible et aux organes a risque avoisinants. Cette dosimétrie permet notamment d’étudier
et de limiter la dose aux tissus sains. Des éveénements indésirables inattendus peuvent
cependant survenir :

e en cas de prescription erronée,

e en cas de défaillance technique dosimétrique et/ou dans la réalisation du
traitement au plateau technique,

e enfin en cas d’une réponse radiobiologique individuelle anormale qui peut
surprendre le prescripteur et étre a I’origine d’un événement indésirable tout-
a-fait inattendu.

Les événements dus a des erreurs ou des défaillances techniques sont de plus en plus
rares grace a ’assurance qualité et aux procédures de sécurité de plus en plus élaborées.
La dosimétrie préalablement étudié¢e pour chaque patient, le repositionnement quotidien
contrdlé par imagerie embarquée (EPID, IGRT), plus récemment encore la dosimétrie in
vivo, font que la chaine du traitement est de plus en plus sécurisée et la dose administrée

de mieux en mieux documentée.
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Le traitement par radiothérapie a connu plusieurs étapes d’évolution notamment des
débuts marqués par des traitements par un faisceau de photons direct d’intensité et de
calibre mal définis, puis dans les années 70 le traitement fut modernisé et passa au
traitement sous le mode 2D avec des faisceaux de rayons gamma du cobalt parfaitement
caractérisés et stables. Avec Dl'arrivée des accélérateurs linéaires, la puissance des
faisceaux treés pénétrants a nécessité le renforcement des capacités en dosimétrie, le
traitement devient en 3 dimensions (3 D) avec des définitions standardisées
internationales des volumes cibles (GTV-CTV-PTV) et des organes a risque avec des
recommandations de limite de doses a ne pas franchir. Ces recommandations ont été le

fruit d’un travail remarquable de compilation et de convergence mené par 'ICRU et

I’AIEA.

Des propositions opérationnelles de doses limites furent données surtout, en 1987 par
les travaux de Chao et al. Basés sur la modé¢lisation NTCP des organes sains exposés

aux radiations ionisantes selon le mod¢le de Lymann.

Parallelement, I’analyse des résultats des essais internationaux a montré la nécessité et
la possibilité d’augmenter les doses a la cible tumorale pour une meilleure efficacité.
On parle alors « d’escalade de dose ». Cette escalade de dose n’est possible que si une
plus grande discrimination de la dose anti-tumorale par rapport a la dose délivrée aux
organes a risque est possible. Pour aboutir a ceci, depuis les années 2000, la
radiothérapie est entrée dans 1’ére de la modulation d’intensit¢ (IMRT, VMAT)
permettant des gradients de doses entre cible et tissus sains jusqu’alors impossibles a
réaliser. Permettant plus de précision, plus de dose a la tumeur et moins d’exposition
des OAR, les techniques de modulation d’intensité sont appelées a se généraliser. Elles
exigent néanmoins un renforcement des compétences techniques des opérateurs et un
réel souci de I’assurance qualité. Toute défaillance dans ces domaines peut rapidement
conduire a des accidents voire des séries d’accidents comme ce fut le cas en France avec
I’accident d’Epinal( Ash 2007, Peiffert, Simon et al. 2007, Parmentier 2008, Marchesi,
Aigle et al. 2009).

La caractérisation de la vitalité¢ des cellules exposées aux RI, I’étude des courbes de
survie notamment la quantification du nombre des cassures double-brin de I’ADN
(CDB) radio-induites et la modélisation de la réparation de I’ADN, puis la

caractérisation génétique des acteurs moléculaires impliqués constituent des apports

Page 12



Introduction — Rappels bibliographiques

importants sur lesquels se fonde la compréhension sans cesse croissante des évenements
biologiques en radiothérapie, notamment face a des événements indésirables graves. (

Ash 2007, Peiffert, Simon et al. 2007, Parmentier 2008, Marchesi, Aigle et al. 2009

1.4. L’accident d’Epinal

L'accident survenu au centre hospitalier d'Epinal (Département des Vosges, France) est
le plus grave de I’histoire de la radiothérapie en France. Il est classé niveau 6/7 sur
I'échelle de gravité de ' ASN/SFRO (Autorité de streté nucléaire / Société francaise de
radiothérapie oncologique). Il s’agit d’une cascade d’anomalies de fonctionnement. Un
surdosage de 20 % a été enregistré chez les patients li¢ a une utilisation inadéquate des
filtres en coin. Cet accident a concerné 24 patients traités pour cancer de la prostate
entre mai 2005 et aott 2006 et a eu des conséquences gravissimes (Peiffert, Simon et al.
2007). La découverte de séquelles de grades 2 a 5 selon I'échelle CTCAE 3.0 a nécessité
la mise en ceuvre d'une prise en charge spécifique par I'IRSN (Institut de
Radioprotection et de Sureté¢ Nucléaire). Une deuxieme cohorte de 397 patients a recu
une dose supplémentaire de moindre importance (+10 %), en rapport avec la réalisation
de contrdles quotidiens par imagerie portale sans prise en compte de cet exces de dose,
expliquant un taux important de rectites de grades 2—3. La prévention d'un tel accident
nécessite 1'évaluation des pratiques et des compétences et une politique de formation
ainsi que de controles internes et externes, en particulier lors de la mise en route des
nouvelles techniques ou la modification de procédures critiques (Ash 2007, Peiffert,
Simon et al. 2007, Parmentier 2008, Marchesi, Aigle et al. 2009, Yang, Chew et al.
2012).

Néanmoins, méme dans ce cas ou les doses ont dépassé les niveaux recommandés,
I’analyse de I’ensemble des données cliniques permet de constater une variabilité de la
gravité des conséquences dans cette cohorte de patients, c’est-a-dire que pour un méme
surdosage, on observe des réponses et des événements différents. Ceci évoque, comme
pour la variabilit¢ « habituelle », ’existence de facteurs individuels de sensibilité

indépendants de ces événements.
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1.5. Exemple du cancer de la prostate

Le cancer de la prostate représente la localisation cancéreuse la plus fréquente en
Europe chez I’homme de plus de 60 ans. En France on compte plus de 50.000

nouveaux cas/an et 8000 déces liés au cancer de la prostate :
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Incidence et mortalité estimées des principaux cancers en France métropolitaine chez
I'homme en 2012
Localisation  Effectif- Contribution a Effectif-décés Contribution a
Nouveaux I'ensemble des I'ensemble des décés
cas cancers par cancers
PROSTATE* 53 465 26.7 8 876 10.4
Colon-rectum 23 226 11.6 9275 10.9
Poumon 28 211 14.1 21326 25.0
Vessie 9549 4.8 3574 4.2
Pancréas 5963 3.0 nd nd
Rein 7781 3.9 2 651 3.1
Lévre-bouche- 8 033 4.0 2 465 2.9
pharynx
Mélanome 5429 2.7 954 1.1
cutané
Foie 6 867 3.4 nd nd
Thyroide 2324 1.2 145 0.2
Estomac 4308 2.2 2 834 3.3
Systéme 2814 1.4 1761 2.1
nerveux
central
(Esophage 3503 1.7 2 653 3.1
Larynx 2821 1.4 783 0.9
Testicules 2317 1.2 85 0.1
Tous 200 350 100.0 85 255 100.0
cancers**

* : compte tenu des fluctuations récentes de l'incidence du cancer de la prostate les résultats postérieurs a la derniére année
observée par les registres (2009) ne sont pas présentées.

%% : somme des estimations par localisation en supy nt une stabilité des taux d'incidence pour la prostate entre 2009 et 2012 et

en ajoutant les estimations pour les hémopathies malignes et la localisation Autres cancers
nd : nondéterminé; Les données de mortalité des cancers du foie et du pancréas ne sont pas présentées du fait d'une moindre

fiabilité de ces données par rapport aux autres localisations

Tableau II: Incidence et mortalité estimées des principaux cancers en France

métropolitaine chez I'homme en 2012.

Sources : Estimation nationale de I'incidence et de la mortalité par cancer en France entre 1980 et 2012.Partiel -

Tumeurs solides Traitement : INCa 2013
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Généralement, le diagnostic est posé précocement au stade de maladie confinée a
I’organe. La prostatectomie radicale ou la radiothérapie externe +/- hormonothérapie

représentent les principaux traitements de ce cancer (Yang, Chew et al. 2012).

L’escalade de dose pour cette tumeur a été remarquablement convaincante et a prouvé
son intérét dans I’amélioration du contrdle biochimique et I’amélioration du taux de
guérison avec une toxicité acceptable en utilisant des techniques de radiothérapie
contemporaines.

La radiothérapie externe (EBRT) est devenue le traitement le plus employé. Une dose
totale délivrée a la prostate de 74-78 Gy avec fractionnement et étalement classique
(2Gyl/fraction, 5 fractions par semaine, 8 semaines) est le schéma le plus adopté dans
cette situation (Zietman, Bae et al. 2010, Jemal, Bray et al. 2011).

La rectite radique constitue I’'une des complications redoutables de ce traitement, allant
de la simple symptomatologie rectale, type ténesme, aux saignements de grande
abondance avec anémie secondaire.

Le respect, dans la prescription, des recommandations des doses administrées aux
organes a risque permet au mieux, chez un patient de radiosensibilit¢ « normale »,
d’éviter ce type de complication. Néanmoins, malgré toutes les précautions, il peut
encore exister des conditions qui peuvent provoquer des rectites radiques a des degrés
divers telles que les variations et les incertitudes de la position antéro-postérieure de la
paroi antérieure du rectum (dilatation de I’ampoule rectale) et les incertitudes dans le
repositionnement quotidien du patient, ou plutot de la cible, sur la table de traitement
(Withers 1985). Cependant le traitement du cancer de la prostate connait plus
d’efficacité et moins d’événements indésirables inattendus. Ceci devrait donc permettre
de mieux distinguer et de mieux prendre en compte les phénomenes d’hyper
radiosensibilité liée a des facteurs individuels.

Le traitement a une dose par fraction de 2 Gy/j s’est montré satisfaisant jusqu’a présent
dans la mesure ou son usage depuis de nombreuses années a permis la réalisation de
I’escalade de dose évoquée précédemment avec succes et sécurité. 11 représente un bon
compromis entre la réparation des CDB qui est inversement proportionnelle a la dose
par fraction et favorise les tissus sains, et la sensibilité¢ de la tumeur et sa tendance a la

repopulation favorisée par I’étalement plus ou moins long selon le fractionnement.
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Pour des raisons de confort ou d’économie face a la durée du traitement par EBRT sur 7
a 8 semaines ou d’¢loignement des centres de radiothérapie, la possibilité de réaliser des
traitements hypo fractionnés est trés sérieusement étudi€¢e et connait des applications
dans certains centres pionniers notamment sous forme d’études prospectives contrdlées.
La radiothérapie hypo fractionnée (en fractions de 2.1 a 3.5 Gy, cing jours par semaine,
pendant environ quatre semaines) a ainsi gagné un intérét considérable au cours des
derniéres années. Elle semble particuliérement bien adaptée au cancer de la prostate
dans la mesure ou le rapport o/f de la tumeur, proche de 1.5 est plus faible que celui des
organes a risque, environ 2 (Teh, Dong et al. 2005).

Ainsi, ’augmentation de la dose par fraction aura un effet plus considérable sur la
tumeur que sur les tissus sains, augmentant ainsi 1’effet différentiel. A noter que cette
situation est assez exceptionnelle en cancérologie-radiothérapie.

La radiothérapie stéréotaxique (SBRT, en fractions de 3,5 a 15,0 Gy, cinq jours par
semaine, pendant environ deux semaines) a aussi fait récemment l'objet de recherches
en raison des améliorations techniques, comme la radiothérapie en conditions
stéréotaxiques, qui ont rendu possible I’administration de fractions encore plus grandes
(Fowler, Toma-Dasu et al. 2013).

Thames (Khadige, Peiffert et al. 2014), Withers et Fowler ont largement étudié
l'influence de la dose par fraction sur la réponse cellulaire. Leurs études pionnicres ont
montré que la dose iso-effective augmente plus rapidement avec la diminution de la
dose par fraction pour les effets tardifs que pour les effets précoces, ce qui indique une
plus grande sensibilité des réponses tardives aux changements de dose par fraction. La
relation entre la dose totale iso-effective et la dose par fraction, de radiothérapie
fractionnée, peut étre décrite en utilisant le modéle de survie cellulaire linéaire-
quadratique (LQ) (Thames, Ang et al. 1988), qui est le modéle standard pour le calcul
classique des équivalences de dose en cas de fractionnement modifi¢ (Jemal, Bray et al.
2011). A I'heure actuelle, il est fortement recommandé de recourir systématiquement au
modele LQ évidemment avec les ratio o/f correctement choisis, pour décrire la relation
entre dose totale et des doses par fraction pour les fractions comprises entre 1 et 5 Gy
(Withers 1985, Teh, Dong et al. 2005, Zietman, Bae et al. 2010). Le regain d'intérét
pour I’hypofractionnement et le développement des radiothérapies stéréotaxiques a
soulevé le probléme de la nécessité d'adapter le modele LQ a des doses plus élevées par

fraction car cliniquement le modele LQ sous-estime souvent, dans ces conditions, le
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contrdle de la tumeur (Rosser, Levy et al. 2003). Toutefois, les travaux récents
concluent que les données disponibles ne permettent pas forcément d’adapter le modéle
LQ aux fortes doses par fraction, méme si le rapport o/f est choisi de manicre
appropriée (Zietman, Bae et al. 2010, Valicenti, Bae et al. 2011). Il semble que la
différence de relation dose-réponse est due a la répartition différente des cellules a
travers le cycle car la radiosensibilité¢ d'une population de cellules varie en fonction de

cette distribution (Fowler, Toma-Dasu et al. 2013).
1.6. Médication incidentalum

Presque tous les patients, particuliérement, ceux qui sont traités pour un cancer de la
prostate sont d’un age supérieur a 60 ans et ils présentent fréquemment des
comorbidités multiples faisant administrer souvent, et entre autres, un traitement
hypocholestérolémiant, dont des statines. Les bisphosphonates, médication de
I’ostéoporose et des remaniements osseux néoplasiques sont moins fréquemment
prescrits. Dans ce chapitre on va détailler les effets biologiques et radio-biologiques des

statines et des bisphosphonates et leurs roles.

1.6.1. Les statines

Il s’agit de la famille la plus utilisée de médicaments hypolipémiants efficaces par leur
action sur le cycle de la biosynthése du cholestérol. Leur utilisation est trés répandue vu
leur innocuité (peu d’effets secondaires) et leur efficacité.

Les statines sont administrées sous forme inactive (lactone) puis métabolisées au niveau
du foie par le cytochrome P450 en forme active (acide hydroxylé) (Davidson 2000,
Khadige, Peiffert et al. 2014). La forme inactive (lactone) présente une fonction
modulatrice du proteasome (Cohen, van Leeuwen et al. 2000).

L’acétyl CoA est le substrat de base de la production du cholestérol par I’intermédiaire
d’une cascade de réactions dont le chef de file est le 3 hydroxy 3 méthyl glutamyl CoA
qui, sous l'effet de I’enzyme HMG-CoA réductase, se transforme en acide
mévalonique. Les statines, inhibiteurs compétitifs de ’HMG-CoA réductase, inhibent

cette étape et bloquent ainsi la production du cholestérol.

1.6.1.1. Effets sur le bilan lipidique

Le cholestérol est un compos¢ hydrophobe, insoluble dans le sang. Son transport est

assuré par des particules appelées lipoprotéines comme les VLDL, LDL, HDL.
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Les statines agissent principalement au niveau du foie. Elles accroissent d’une part, le
nombre de récepteurs de LDL a la surface des hépatocytes et augmentent la captation du
LDL cholestérol, renforcant ainsi son catabolisme et inhibant la synthése des VLDL.
Le but final est de réduire le nombre de particules de VLDL et LDL, chargées en
cholestérol, circulant dans le sang.

Le métabolisme de chaque produit lui est propre et est un paramétre important de la
posologie. L’absorption digestive est rapide aprés un effet de premier passage
hépatique, 1’élimination est biliaire, et la demi-vie d’élimination est de 24 heures en

moyenne.

1.6.1.2. Effets indésirables

Les statines sont trés bien tolérées, néanmoins il existe des toxicités musculaires et

hépatiques dont I’expression est corrélée a la dose et a la molécule.

e atteinte musculaire : myalgies, crampes, rhabdomyolyse.

e troubles digestifs, diarrhées, flatulence

e asthénie

e insomnie

e rarement céphalées ou une réaction d’hypersensibilité type angio-cedéme, urticaire.

e moins fréquent : Paresthésies, neuropathie périphérique, pancréatite, ictere,
hépatite, hyper- ou hypoglycémie, thrombopénie.

e anorexie, vomissements.

e réactions cutanées, prurit, rash, photosensibilisation, alopécies.

e impuissance.

e ¢lévation des transaminases et/ou des enzymes musculaires.

1.6.1.3. Contre-indications

- Absolues :

e insuffisance hépatique, ou atteinte hépatique grave,
e myopathie familiale,

e grossesse et allaitement

e hypersensibilité a ’'un des constituants,

e une hypothyroidie,
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- Relatives :

e insuffisance rénale sévére, selon les molécules.
e myopathie.

e association avec un fibrate

1.6.1.4. Statines et réponse a l'irradiation:

Outre leur action hypolipémiante, les statines ont des actions complexes sur les voies de
signalisation intracellulaires et ont ainsi de multiples effets sur les mécanismes anti
prolifératifs et sur les réactions radio induites. Ces actions passant notamment par une
modification de la farnésylation, ne sont pas pharmacologiquement optimisées, et sont
complexes a mettre en évidence.

e La farnésylation (Rao, Porter et al. 1999) :
La voie de signalisation transmembranaire des cellules fait intervenir plusieurs acteurs,
notamment certains qui nécessitent d’étre accrochés a la face interne de la membrane
cellulaire par I’ajout d’un radical hydrophobe par une farnésyl transférase. Cette
modification s’appelle la farnésylation.
Les inhibiteurs de la farnésyl transférase (des agents thérapeutiques anti-Ras) sont
utilisés en tant que thérapies ciblées associées ou pas a la radiothérapie de certaines
tumeurs solides. Les statines, bien que n’étant pas utilisées en cancérologie ont un effet
inhibiteur sur la farnésylation (voir Figure 2).
Ce type d’action permettrait une réduction du stress oxydatif.

e Action sur la réponse radio induite :

o Les statines (lovastatine) atténuent la réponse des tissus sains irradiés par
diminution des agents pro-inflammatoires et de la fibrose. La lovastatine
n’affecte pas la voie de réparation de I’ADN par H2AX (Efuet and
Keyomarsi 2006).

o Les statines ont ét¢ identifiées en tant qu’inducteurs synergiques de la voie
d’apoptose ou de la mort cellulaire dans le cadre du cancer de la prostate

apres irradiation (Ostrau, Hulsenbeck et al. 2009).
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Figure 6 : Exemple d’un modele d’inhibition du protéasome par anti-farnesylation (He,

Mangala et al. 2012)

o Les statines sont décrites comme protectrices de I’endothélium vasculaire
contre les effets radio-induits (Efuet and Keyomarsi 2006).

o Récemment, a été fournie la preuve que l'inhibition de la prénylation de la
progerine grace a la pravastatine et au zolédronate (ZoPra) améliore le

nucleoshuttling du gene ATM (Nubel, Damrot et al. 2006); (Varela, Pereira
et al. 2008).
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1.6.1.5. Action anti-tumorale des Statines

Plusieurs voies sont explorées pour une validation de certaines actions anti tumorales
des statines. Les effets collatéraux des statines semblent toucher a tous les niveaux de la

cancérogenese. La plupart de ces effets ont été observés chez les animaux (Figure 3).

Antitumor Effects of Statins

— T

Inhibition of Tumor Cell Growth Repression of Tumor Metastases
¢ Inhibition of dolichol, geranylpyrophospshate, ¢ Reduction in expression of the endothelial
and farnesylpyrophosphate [48] leukocyte adhesion molecule E-selectin [83]
» Stabilization of the cell cycle kinase inhibitors * Reduction of matrix metalloproteinase 9
p21 and p27 [49] expression [84]
¢ Inhibition of Ras- and Rho-mediated cell ¢ Inhibition of epithelial growth factor—induced
proliferation [50] tumor cell invasion [60]
Angiogenesis Induction of Apoptosis
Low-dose proangiogenic effect: » Upregulation of proapoptotic proteins such as
» Stimulation of protein kinase B [64] Bax and Bim [78]
¢ Activation of endothelial nitric oxide ¢ Decrease in antiapoptotic proteins such as
synthase [71] Bcel-2 [40]
High-dose antiangiogenic effect: * Activation of caspase-3, caspase-7, caspase-8,
* Inhibition of capillary tube formation and caspase-9 [80-82]
[66]

¢ Decreased vascular endothelial growth
factor release [69]

Figure 7: Mécanismes d’action anti-tumoraux des statines (Gordon, Massaro et al. 2014)

o Sur un modé¢le murin, de paragangliome, les statines pourraient étre une
option thérapeutique par I’inhibition des MAPK (Mitogen Activated Protein
Kinase) ceci induit ’apoptose et une inhibition de la dissémination tumorale

(Hindler, Cleeland et al. 2006).

1.6.1.6. Les statines et cancers

Les statines sont 1’objet d’une controverse a propos de savoir si elles peuvent étre un facteur
de risque de cancer ou si elles peuvent avoir un effet radioprotecteur. La majorité des études a
exclu que les statines soient a ’origine de cancers mais leurs interactions et effets alternatifs
a leur indication de base sont nombreuses et diverses notamment en oncologie. Dans ce

chapitre, outre la question du lien avec le cancer, on détaille uniquement les sujets relatifs aux
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effets des statines se traduisant par une atténuation des effets secondaires que ce soient ceux

de la chimiothérapie et ou de la radiothérapie :

e Statines facteur de risque de cancers ?

Plusieurs études plaident en faveur de ’absence de relation entre cancer et utilisation des
statines voire au contraire en faveur d’une réduction du risque de cancer. Une étude
récemment publiée sur 'utilisation prolongée de ce médicament, rapporte une réduction
statistiquement significative de 34% du risque de cancer pancréatique chez les hommes
(Fliedner, Engel et al. 2014); de méme dans une grande cohorte 71000 patients atteints
d’hépatite B ou a été évaluée I'implication des statines (associées ou non a la Metformine)
dans la réduction du risque du cancer hépatique, un effet protecteur significatif a été trouvé

(Walker, Ko et al. 2015).

Sans pouvoir considérer ce sujet comme définitivement clos, ces éléments sont plutot
rassurants et ont plutot tendance a écarter un effet carcinogéne de ces molécules voire au

contraire évoquer un effet protecteur qui mériterait d’étre approfondi.

e Statines et traitements anti-néoplasiques :

= Statines et FEVG (fraction d’¢jection ventriculaire gauche) au cours d’une
chimiothérapie par les anthracyclines. Les anthracyclines sont trés
cardiotoxiques, ce qui limite leur utilisation a des doses cumulatives
limitées. Leur toxicité se manifeste par une baisse de la fraction d’¢jection
du ventricule gauche. Une récente étude a confirmé que I’utilisation des
statines a un effet cardio-protecteur dans cette population avec des données
statistiquement significatives bien que la différence soit faible (Chen, Kuan
et al. 2015) . En effet I’utilisation des statines réduit le risque d’environ
6.5% (p = 0.003).

= Dans le cancer de la prostate, les effets possibles de ’utilisation des statines
pendant et/ou aprés radiothérapie restent controversés. Dans une étude
récente sur 3800 patients au Canada, I’utilisation des statines n’a pas eu
d’impact sur la survie spécifique, mais un éventuel effet sur la tolérance de
la radiothérapie n’a pas ét¢ étudié (Chotenimitkhun, D'Agostino et al.

2014).
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1.6.2. Exemple d’une étude de 'impact de la prise de statine sur la

tolérance a I'irradiation (article 6).

Dans ces dernicres années les études ont évoqué a plusieurs reprises le role des
hypocholestérolémiants dans le diagnostic et le pronostic du cancer de la prostate. Une étude
récente a montré I’impact des statines sur la récidive biochimique du cancer de la prostate
aprés prostatectomie radicale (Caon, Paquette et al. 2014). In vitro les statines sont des
modulateurs de la réparation des CDB de I’ADN, notamment par leur effet sur la translocation
de la protéine ATM au niveau du noyau (Ritch, Hruby et al. 2011) (Joubert, Zimmerman et
al. 2008) (Sarkaria, Bush et al. 1998) (Granzotto, Joubert et al. 2011).

In vivo, I’étude sur un modele murin a montré que les inhibiteurs de la HMG-CoA (comme
une statine, par exemple) atténuent la probabilité d’endommagement des tissus sains (NTCP)

aprés irradiation (Alexander and Walker 2010) (Joubert, Zimmerman et al. 2008).

Des ¢études ont analysé 1’effet des statines sur le risque de cancer de la prostate (Sarkaria,
Bush et al. 1998) (Agalliu, Salinas et al. 2008, Haukka, Sankila et al. 2010). En ce qui
concerne le pronostic, I'usage des statines semble associ¢ avec un cancer de la prostate moins

agressif (Katz, Carroll et al. 2010).

Aucune étude de I'influence d’une prise de statine sur la radiosensibilit¢ humaine n’a été

effectuée a ce jour.

Dans le cadre de ce travail nous avons mené une étude sur une petite cohorte de 66 patients
traités par RT 3D pour des cancers de la prostate. Cette étude sera détaillée plus loin dans
cette thése. Nous avons conclu que les statines, comme on peut s’y attendre, n’augmentent en
aucun cas la rectite post radique mais en diminuent possiblement la sévérité (voir chapitre

RESULTATS).

1.6.3. Les bisphosphonates

Les bisphosphonates sont des médicaments indiqués dans certaines formes d’ostéoporose et

dans les métastases osseuses de toutes origines.
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1.6.3.1. Aspects moléculaires et mécanismes d’action

Clodronate Risedronate
Etidronate Zoledronate
Tiludronate Ibandronate

. AlC ‘'onalce
Incorporation dans des Alendronate

analogues intracellulaires de Pamidronate
U'ATP
NH,
N -~ \
) O o gf\ 7] Inhibition de la prénylation et de l'action des
w» Cl » " . N protéines GTPases nécessaires a la formation,

¥ N §5) ) 8 O l'action et la survie des ostéoclastes.
0%5¢ 80, 0/\2_j
a H OH

Figure 8: Mécanisme d’action des bisphosphonates (Alizadeh, Sylvestre et al. 2012).

Mode d’action anti tumoral des Bisphosphonates :

Les bisphosphonates, qui ont été, au début, essentiellement développés pour lutter contre les
métastases ostéolytiques grace a leur grande affinité pour les ions calcium, produisent une
liaison rapide avec la matrice minéralisée de I’os, puis quand les ostéoclastes résorbent I’os, il
y a une endocytose des produits de 1’os et des bisphosphonates qui représentent des
métabolites cytotoxiques. Apres ’endocytose par 1’ostéoclaste, il y a une perte de fonction et

apoptose de I’ostéoclaste par blocage de 1I’ATPase.

Par ailleurs ils stimulent ’ostéogenése par activation des ostéoblastes et inhibition des
ostéoclastes (en inhibant I’enzyme farnésyl-pyrophosphate synthétase), inversant ainsi le
mécanisme princeps des métastases osseuses notamment dans le modele premium étudié : les

métastases d’origine prostatique (Russell 2006).

La classe de ces molécules s’est constamment élargie depuis 40 ans et la classe des
bisphosphonates aminés présentent des mécanismes anti-tumoraux bien plus diversifiés qui

peuvent expliquer leurs actions sur la régulation des mécanismes de la réparation de ’ADN.

Ainsi les bisphosphonates contenant de I'azote agissent au niveau intracellulaire en inhibant la
farnésyl diphosphate synthase, une enzyme de la voie du mévalonate, ce qui empéche la

prénylation de petites protéines GTPase nécessaires a la fonction cellulaire normale de
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signalisation. L'inhibition de la farnésyl diphosphate synthase semble également rendre
compte de leurs effets anti-tumoraux observés in vitro et notamment leur capacité d’activation
des cellules Tyd, ce qui correspond a une caractéristique de la réponse précoce a un traitement

par N-bisphosphonate chez 'homme (Clezardin, Gligorov et al. 2000).

Le bilan des actions des biphosphonates est ainsi assez large : apaisement de la douleur
osseuse, réduction de la destruction osseuse et de la croissance tumorale intra osseuse ;

inhibition des facteurs de croissance endothéliaux réduisant la néo vascularisation.

Ils peuvent agir directement sur les cellules tumorales en bloquant I'adhésion, l'invasion et la
prolifération des cellules tumorales et ils induisent I'apoptose de ces cellules. Des études
(réalisées pour la plupart avec le zolédronate) montrent que les bisphosphonates ont une
activité antitumorale in vivo. Les bisphosphonates interférent avec la croissance de tumeurs et
de métastases qui se développent dans des tissus autres que le tissu osseux. L'importance de
ces résultats expérimentaux est discutée a la lumiere de différents essais cliniques en cours qui
¢évaluent les bénéfices du zolédronate et d'autres bisphosphonates en situation adjuvante dans

le traitement des cancers a un stade précoce de la maladie.

Cependant leurs biodisponibilité est médiocre car ils présentent un fort tropisme osseux qui
participe certainement a limiter leur activité anti tumorale in vivo. (Roelofs, Thompson et al.

20006)

V' Les bisphosphonates sont donc classées en 2 catégories :

o les bisphosphonates non aminés ou « bisphosphonates simples » de
lere génération sans atome d'azote. Tels que le clodronate, 1'étidronate et
le tiludronate.

o les bisphosphonates aminés, ou amino-bisphosphonates, la molécule
contient dans sa partie du radical R2 un atome d'azote. Qui peut étre soit
une amine primaire, groupement alkyl, comme I’alendronate ou le
pamidronate, ou une amine secondaire, comme I’ibandronate, ou une
amine tertiaire incluse dans wune structure hétérocyclique, tel que le
risédronate et le zolédronate. La molécule a une activité beaucoup plus
importante lorsqu’un azote est fixé sur un cycle.

v Les bisphosphonates ont été classés en fonction de la chaine latérale de la

molécule et on distingue 3 générations :
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o La premiere génération possede des chaines latérales alkyles: le

clodronate, 1'étidronate et le tiludronate ;

o la seconde génération comprend les amino-bisphosphonates avec une
chaine latérale amino-terminal: le pamidronate et I'alendronate

e la troisieme génération posséde une chaine latérale cyclique :

zolédronate, le risédronate et I’ibandronate.

1.6.3.2. Pharmacocinétique (Holmberg, Lerner et al. 2010, Hasan,
Schumacher et al. 2014)

Les bisphosphonates sont absorbés, accumulés et excrétés du corps tout en
restant inaltérés. En effet, le pont P-C-P est stable a haute température et face a
de nombreux agents chimiques. Il est résistant a une hydrolyse enzymatique. Ces
molécules sont généralement bien tolérées, mais ont une mauvaise
absorption digestive ce qui implique une prise strictement a jeun mais ceci peut
entrainer une irritation de la muqueuse digestive, en particulier
cesophagienne..

v" Modes d’administration : Les bisphosphonates peuvent étre administrés par:

o voie orale pour les affections bénignes, (ostéoporose, maladie de Paget...)
o voie intraveineuse pour les affections malignes, (myélome multiple,
hypercalcémie maligne...)
Les bisphosphonates azotés ont un potentiel d’action sur les ostéoclastes
1000 a 10.000 fois plus important que 1’étidronate, bisphosphonate non
azoté pris pour base de référence.

v L’absorption intestinale des bisphosphonates oraux est trés limitée. Leur
biodisponibilité varie de 1 a 5 %. Ll'absorption se fait par diffusion passive,
peut étre perturbée par les aliments notamment s'ils contiennent du calcium.
Les bisphosphonates oraux doivent étre administrés a jeun, a distance des
repas, avec de l'eau. L'administration par voie intraveineuse assure une
meilleure biodisponibilité (40 a 61%).

v' La demi-vie plasmatique est de quelques heures, la demi-vie osseuse est de
plusieurs années. L’¢limination se fait par voie rénale. 20 a 80 % des
bisphosphonates absorbés se dirige vers I'os. Environ 50 % sont stockés dans le

tiSsu osseux.
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v L'élimination est urinaire en 6 heures, elle se fait au niveau glomérulaire et

tubulaire. En cas d’insuffisance rénale, une adaptation de la dose administrée

au taux de la clearance de la créatinine s’impose.
1.6.4.3. Indications

Pathologies bénignes

Ostéoporose post ménopausique

Maladie de Paget

v

v

v Ostéogenése imparfaite

v Nécrose aseptique de la hanche
v

Ostéoporose cortico-induite

Pathologies malignes

v Myélome

Me¢tastases osseuses ostéolytiques

v
v
v Hypercalcémie maligne secondaire aux métastases osseuses
v

Hypercalcémie malignes dans le cadre des hémopathies malignes

En association avec les anti-aromatases (effet de potentialisation)

nCl Nom commercial Yoie d'administration Puissance

Indications

Bisphasphanates premiére ganération

Etidronate Didronel® Peros 1
Clodronate Clastoban® Per osfi.v. 10
Lytos® Peros 10
Tiludronate Skélid® Petos 10
Bisphosphonates dewxitene généeation
Pamidronate Pamidronate”™ LY. 100
Alendronate Fasamax® Per os/i.v. 1000
Fosavance® Peros 1000
Bisphosphonates oisiéme généation
Risédronate Actonel® Peros 3000
Ibandronate Bonviva® Peros/l.v. 10000
Bondronat® Lv. 10 000
Zolronate Zometa® Lv. (1 Injection/mois) 20000
Adasta® Lv. (1 injection/an) 20 000

Ostéoporose
Oncohématologie
Oncohématologie
Maladie de Paget

Oncohématologle, maladie de
Paget

QOstéoporose

Ostéoporose

Ostéoporose, maladie de
Paget

Ostéoporose
Oncohématologle
Oncohématologie

Ostéoporose, maladie de
Paget

DCI: dénomination commune internationale ; Lv. : Intraveingux.

Tableau III: Les principaux bisphosphonates et leurs indications.
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1.6.4.4. Contre-indications

- insuffisance rénale sévére

- hypersensibilité a ’'un des composants du produit
- ostéonécrose

- Grossesse / allaitement

- hypocalcémie
1.6.4.5. Effets secondaires

e [l’inflammation oculaire,

e [’irritation gastrique et gingivale.

e [’effet secondaire le plus redoutable étant la nécrose des os maxillaires
(Cavanna, Berte et al. 2007, Garcia Saenz, Lopez Tarruella et al. 2007, Kumar,
Meru et al. 2008, Rattin, Vanoli et al. 2008, Miyakoshi 2014) nécessitant des
précautions particuliéres notamment de réaliser des soins dentaires avant tout
traitement. La prise en charge des ostéonécroses secondaires a 1’utilisation des
bisphosphonates est complexe et doit étre multidisciplinaire. Elle peut faire
appel a une chirurgie, un traitement par des antifibrosant (pentoxifilline + la
vitamine E), etc.

e Ce traitement pourrait induire une fragilité osseuse et/ou les douleurs osseuses.
1.6.4.6. Bisphosphonates et cancer de la prostate :

La plus grande crainte dans le cancer de la prostate est la dissémination hématogene de la
tumeur au niveau osseux. Cette situation est fréquente. Dans la prise en charge en
radiothérapie, le clinicien est de plus en plus confronté a une situation oligométastatique, qui
nécessite a la fois d’irradier la prostate, le pelvis et un ou plusieurs sites métastatiques

(Ripamonti, Maniezzo et al. 2009).

Les bisphosphonates, notamment 1’acide Zolédronique est un traitement systémique de
référence des métastases osseuses du cancer de la prostate (Ahmed, Barney et al. 2012).
Associé ou non a la privation androgénique, I’action recherchée est le blocage de I’ostéolyse
induite par les cellules métastatiques. Les bisphosphonates sont indispensables dans cette

phase de prise en charge.
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Certains auteurs proposent une indication prophylactique des bisphosphonates en situation
non métastatique mais a haut risque (Suzuki, Kamiya et al. 2010) ce qui n’est pas validé a ce

jour.

2. Eléments de radiobiologie - Interaction des rayonnements

ionisants avec la matiere vivante

2.1 Rappels des bases structurales de I’ADN

L’acide désoxyribonucléique (ADN) représente le support de ’information génétique
chez la plupart des organismes vivants. L’ADN est une macromolécule complexe
localisée dans le compartiment nucléaire (génome nucléaire) ainsi que dans les
mitochondries (génome mitochondrial). Il s’agit d’une double hélice formée par deux
brins complémentaires et antiparalleles. Ces derniers sont formés de la polymérisation
d’unités de base de I’ADN, les désoxyribonucléotides, associés par des liaisons
phosphodiesters (Figure 5). Un nucléotide résulte d’une liaison ester entre un nucléoside

(base azotée + désoxyribose) et un groupement phosphate.

Extrémités 5’ phosphate
5' I 5' |
O—P=0

Liaison N-
glycosidique

Liaisons

phosphodiesters

(0 2
| 5 Base
e o [P

Extrémités 3°OH

Figure 9 : A gauche : structure d’un fragment d’une chaine d’ADN.
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A droite : structure d’un fragment d’une chaine d’ARN

Les bases azotées constituant ’ADN sont des hétérocycles aromatiques subdivisés en
purines ou bases puriques (adénine (A), guanine (G)) et en pyrimidines ou bases
pyrimidiques (cytosine (C) et thymine (T)). Ces quatre bases forment I’alphabet de
I’ADN grace auquel le message génomique est inscrit et stocké. Les bases sont empilées
a Dintérieur de la double hélice et leur plan est perpendiculaire a 1’axe de la double
hélice. L’appariement de deux brins d’ADN est assuré grace a la complémentarité entre
les bases assurée par des liaisons hydrogene : deux liaisons reliant A a T (A=T) et trois
entre G et C (G=C). Les liaisons hydrogene sont de faible énergie et la dissociation des
deux brins d’ADN peut étre assurée soit par un traitement thermique ou chimique (ph

alcalin) relativement ménagé.

Sur le plan structural et selon la séquence et la concentration ionique du milieu, I’ADN
peut prendre différentes formes hélicoidales : A, B, et Z. L’ADN, y compris ’ADN
humain, prend le plus souvent la forme B ayant les caractéristiques suivantes :

- 10 paires de bases par tour d’hélice.

- Un tour d’hélice mesure 3,4 nm de pas.

- Le diamétre de I’hélice est égal a 2 nm.

- Les brins antiparalléles délimitent deux sillons de taille inégale : un sillon majeur
(profond et large) et un sillon mineur (étroit et peu profond). Ces sillons sont les
lieux de liaison des protéines avec I’ADN qui peuvent étre des liaisons spécifiques
(liaisons hydrogene) ou non spécifiques (interactions de van der Waals et
¢lectrostatiques générales). En effet, les interactions ADN-protéine sont des
processus essentiels a la vie cellulaire (activation ou répression de la transcription,

réplication et réparation de I’ADN) (Figure 6).
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Les sillons (forme B)

34 A°

10 bases/tour

Figure 10 : Structure de ’ADN

Puisqu’une molécule d’ADN native est beaucoup plus longue qu’un chromosome, il doit

forcément exister un systéme de compaction.

Les chromosomes représentent le plus haut niveau de compaction de ’ADN. Le constituant
de base des chromosomes eucaryotes est appelée chromatine, constituée d’ADN complexé a
des protéines basiques. L'unité fondamentale de la chromatine (unité de I’empaquetage) est
appelée nucléosome qui est composé d'ADN et d'histones. Il constitue le premier niveau de
compaction de 'ADN dans le noyau. Un nucléosome est formé d un complexe central de huit
protéines d’histones (octamére d’histones) de structure 2x (H24, H2B, H3, H4) entourées d’ un
segment d’ADN double brin (= 200 pb). En effet, 'ADN s'enroule autour du corps
octamérique sur une distance d'environ 146 paires de bases et les nucléosomes adjacents sont
connectés par 'ADN internucléosomique (spacer) de 60 pb en moyenne. Ces liens sont en
relation avec I'Histone H1 qui aurait pour réle de maintenir 1'empilement des nucléosomes.
HI est collée a l'entrée et a la sortie de I’ADN. Un nucléosome présente 11 nm de long sur 6
nm de large et environ 10 nm de diamétre, dont la fonction principale est la compaction de la

chromatine.
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Les nucléosomes subissent un deuxieme niveau de compaction. Les histones HI lient les
nucléosomes les uns aux autres, ce qui contribue a enrouler davantage I’ADN en fibres de
chromatine de 30 nm de diamétre, connues sous le nom de solénoides. Le solénoide est formé
par des nucléosomes organisés en une hélice gauche comprenant 6 nucléosomes par tour,

formant ainsi une fibre compacte de 30 nm de diameétre observée pendant I’interphase.

Lors de la division cellulaire, les nucléofilaments de 30 nm se condensent pour former les
différents chromosomes bichromatidiens. En effet, chaque chromatide est formée de boucles
de fibres chromatiniennes, contenant approximativement 75 kb d’ADN par boucle. Ces
boucles chromatiniennes sont attachées a des sites de fixation (SAR: Scaffold Attachement
Regions) dont les séquences sont riches en AT. Le complexe résultant, boucle-structure
centrale, est compacté de fagon supplémentaire par enroulement pour engendrer la chromatide
(Figure 7). La chromatine est ainsi largement constituée de protéines qui assurent le soutien et
la protection de I’ADN. Cette protection est notamment particulierement efficace vis-a-vis des
attaques radicalaires et donc, comme vu plus loin, des conséquences des irradiations

lonisantes.

Double hélice 'ADN

Nucléosomes (contenant huit sous-unités :

deux copies des histones H2A, H2B, H3 ot H4)
Nucléosomes
enroulés

30 nm

Histone HI
aidantd la
compaction

Boucles de
chromatine

300 nm |

Chromatine
condensée
2y 45 sous forme de
700 nm ~ (Y chromosome

Un génome est une entit¢ dynamique faisant [’objet de changements résultant de
I’accumulation de petites 1ésions touchant la séquence d’ADN ainsi que des réarrangements
plus larges créés par recombinaison. Mutation et recombinaison sont deux mécanismes

distincts jouant un réle cl¢ dans les changements du génome et la variabilité génétique.
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La recombinaison constitue une restructuration d’une séquence d’ADN suite a un échange de
matériel génétique entre deux chromosomes homologues. Elle peut étre également définie par
une transposition d’un élément mobile d’une position a une autre dans un chromosome ou
entre des chromosomes. D’autres types de réarrangements génétiques tels que I’inversion, la
translocation et les réarrangements permettant le codage des geénes d’immunoglobulines et de

leurs récepteurs sont ¢galement des résultats de recombinaison.

Une mutation est un changement touchant une séquence du génome d’un organisme.
Certaines mutations sont des erreurs endogenes liées a I’activité cellulaire telle que les erreurs
réplicatives ou mésappariements. D’autres 1ésions sont engendrées par des agents mutageénes

qui peuvent étre chimiques ou physiques (rayonnements X,y, rayons UV et la chaleur).
2.2 Chronologie des événements radio induits :

On entend par rayonnement ionisant tout rayonnement susceptible d'ioniser une molécule d'air
ou d'eau (a partir de 14 eV) (Saad 2014). Lorsqu’un rayonnement pénétre dans la matiere, il
peut interagir avec les atomes rencontrés et perdre, a chacune de ses interactions, une partie de
son énergie. Cette énergie cédée est transférée au milieu par des ionisations et/ou des
excitations des atomes concernés (Tubiana, Dutreix et al. 1986). Nous reviendrons d'ailleurs

sur ce point dans le chapitre 2.2.3

Lors de son passage dans la matiére, toute particule (électron, photon,...) dépose son énergie
suivant différents processus qui dépendent de sa nature, de son énergie initiale et des atomes
rencontrés. Les étapes reliant le dépdt primaire d’énergie (échelle atomique) a ses
conséquences biologiques (échelle cellulaire) sont nombreuses, complexes et pour certaines
seulement partiellement connues. Chronologiquement, on peut distinguer quatre étapes
successives aprés une interaction rayonnement-maticre : physique, chimique, biologique et

clinique.

2.2.1 La phase physique :

Un des enjeux de la radiobiologie est de mieux comprendre les mécanismes qui conduisent a
la formation des lésions de I’ADN, principale cible des radiations, ainsi qu’a leurs
conséquences biologiques et cliniques. De ce fait, il est indispensable de connaitre la fagon
dont le rayonnement interagit avec la matiére afin d'aborder les notions de base de la

dosimétrie et de relier quantitativement 1’effet biologique a la dose de radiation. L’interaction
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des rayons X avec la maticre peut s’effectuer selon trois processus principaux : ’effet

photoélectrique, la diffusion Compton et la création de paires.
2.2.1.1 Les différentes interactions photon-matiére
2.2.1.1.1. Effet photoélectrique

Si un photon interagit avec la matiére, il peut étre totalement absorbé par 1’atome cible et
désorganiser son nuage ¢lectronique : un ou plusieurs électrons sont éjectés avec une €nergie
cinétique (Te-) initiale égale a : Te- = hvg - Es ou hvg est 1’énergie du photon incident et E;
correspond a I’énergie de liaison de 1’¢électron a I’atome pour la sous-couche S (Figure 8).
L’atome retourne alors dans son état initial par des processus qui correspondent a 1’émission
de rayonnement dit de fluorescence, dont le spectre de raies discontinu est caractéristique de
I’atome en question. Le mode de désexcitation non radiatif ou électronique est connu sous le
nom de cascade Auger. Les cascades Auger issues de la couche K sont aussi appelées
« événements K » par certains auteurs et sont potentiellement trés déléteres pour I’ADN

(Goodhead 1988).

L’effet photoélectrique est prédominant a basse énergie (<100 keV) et sa probabilité
d’apparition, qui diminue avec [’énergie du photon incident, est approximativement
proportionnelle a Z*. L’effet Auger est, quant a lui, prédominant dans les matériaux légers
(Z<20). Dans les matériaux lourds (Z>50), la fluorescence est le mode majoritaire de

désexcitation.

¢lectron ¢jecté - excitation

photon X incident
absorb¢

Figure 11: L'effet photoélectrique, le photon incident est absorbé et son énergie permet

I’éjection d’un ou plusieurs électrons.
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2.2.1.1.2. Effet Compton

Contrairement a l'effet photoélectrique, le photon incident ne perd qu’une partie de son
énergie pour mettre en mouvement un électron peu li¢ d’un atome constituant le matériau
traversé et le photon est finalement dévié¢ de sa trajectoire initiale, dans une direction de
I’espace dépendant de son énergie incidente et constitue le rayonnement diffusé : c’est 1’effet
Compton. L’¢lectron Compton est émis dans le demi-espace situé au-deld du point d’impact.
La proportion de I’énergie emportée par 1’électron Compton est d’autant plus grande que
I’énergie du photon incident est élevée. Cet effet est le mode d’interaction principal des
photons de haute énergie avec les matériaux légers et donc en particulier la mati¢re vivante

(Figure 9).

Figure 12: Effet Compton

2.2.1.1.3. Création de paires ou matérialisation

Si le photon incident posséde une énergie supérieure a 1.022 MeV, il peut se matérialiser en
créant une paire ¢lectron + positon. Ce dernier s’annihilera rapidement avec un autre électron
et fera a nouveau apparaitre de 1’énergie sous forme de deux photons de 0.511 MeV

s’¢loignant a 180° 'un de I’autre.
2.2.1.2 Importance relative des différents effets

L’importance relative des principaux effets dominants dans la gamme d’énergie comprise
entre 10 keV et 10 MeV utilisée couramment en radiologie et en radiothérapie est schématisée

sur la Figure 10.

L’effet Compton est le mode principal d’interaction pour des photons d’énergies comprises

entre 1 et 5 MeV. Pour des énergies plus basses, I’effet Compton prédomine seulement pour

Page 36



Introduction — Rappels bibliographiques

les matériaux légers (eau, tissus biologiques), laissant la place a 1’effet photoélectrique pour

les matériaux plus lourds.
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Figure 13 : Importance relative des trois modes d’interaction des photons avec la

matiére d’aprés (Evans 1985, Chetioui, Despiney et al. 1994).

2.2.1.3 Les micro-dépots d’énergie

Couramment utilisée en radiobiologie, la notion de dose absorbée, exprimée en gray (Gy) a
toutefois ses limites pour apprécier un effet biologique. En effet, a I’échelle microscopique
I’énergie n’est pas délivrée de fagon homogene mais stochastique, par paquets variables en
nombre et en densité d'énergie : ce sont les micro-dépots d’énergie. La notion de micro-dépots
d’énergie remonte aux années 1920, ou les chambres a bulles permettaient la visualisation du
parcours de particules chargées dans un gaz sous pression. Les trajectoires des particules
¢taient distribuées de facon irréguliere, avec des bulles plus ou moins grandes suivant le dépot
d'énergie, mais suivaient toujours les lois physiques d'interaction rayonnement-maticre
évoqueées ci-dessus. Leur simulation était donc possible. Par conséquent, il fut nécessaire de
développer des outils mathématiques afin d’exploiter ces données a 1’échelle des cibles

biologiques.

Dans les années 80, Dudley T. Goodhead a ¢été 1'un des premiers radiobiologistes a
s’intéresser aux micro-dépots d’énergie. Les travaux de Goodhead ont conduit a plusieurs
principes directement applicables aux radiations. Premieérement, le passage d’un photon dans
le milieu biologique produit une arborescence de micro-dépdts d’énergie aléatoirement

espacés et de densités d’énergie différentes. La variété de ces micro-dépdts est probablement
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I’'une des causes de la grande hétérogénéité biochimique des dégats créés dans 1’ADN.
Deuxiemement, le facteur qui détermine I’efficacité biologique des radiations ionisantes est la
densité d’ionisation (Evans 1985) et par extension le TEL (transfert d’énergie linéique) d’une
particule exprimé en keV/um. La Figure 11, présente les trajectoires de différentes particules
a travers un noyau cellulaire. Les particules de faible TEL déposent leur énergie sous forme
d’ionisations éparses. En revanche, les particules de haut TEL, comme les particules o,
déposent leur énergie sous forme d'une trace dense. Ainsi pour une dose de 1 Gy de radiation
de faible TEL, on remarque un trés grand nombre de « petits » micro-dépdts (quelques eV.nm’

%), alors que les dépots de quelques centaines d’¢électronvolts sont trés rares (Goodhead 1989).

Low-LET tracks
in_cell nucleus
eg. from ¥rays

A dose of 1 Gy

corresponds to
. IS . 7 . ~1000 track
Figure 14 : Représentation schématique de la e

trajectoire des rayons y de faible TEL et des 2 W

particules a de haut TEL traversant le noyau

High-LET tracks
. in cell in_cell nucleus
d’une cellule, d’aprés (Goodhead 1989). eg alpha- porhcles

I

A dose of 1 Gy
corresponds to -
~4 tracks ~1 pm

Les radiations ionisantes se distinguent de tous les

autres agents cytotoxiques par la diversité et la Cell nucleus

multiplicité des Iésions qu’elles créent dans I’ADN.
Un paralléle a été établi entre la nature biochimique des 1ésions radio-induites de I’ADN et la
valeur des micro-dépots d’énergie. Les modifications de bases (1000 a 10.000 par Gy) sont
avec les cassures simple-brin (SSB : Single Strand Break) (1000 par Gy), les événements les
plus fréquents : on chiffre & 1-10 eV.nm™ 1’énergie nécessaire pour créer une modification de
base et 10-100 eV.nm™ pour une SSB. Les pontages ADN-protéines (150 par Gy) et surtout
les cassures double-brin (DSB : Double Strand Break) (40 par Gy) sont des événements
beaucoup plus rares (Goodhead 1988). 11 faut plus de 100 eV.nm™ pour en créer une seule.

Ainsi, la nature des Iésions de I’ADN dépend de la densité d’énergie des micro-dépots. Nous
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verrons plus loin que cette densité d’énergie influence également la « réparabilité » des

lésions considérées (Frankenberg-Schwager 1989).
2.2.1.3.1.. La phase chimique
2.2.1.3.1.1. Laradiolyse de I'eau

Les micro-dépots d’énergie, évoqués ci-avant concernent avant tout la molécule d’eau et les
lésions décrites et dénombrées en fonction de I’importance des micro-dépots dans le § 2.2.1.3
sont en réalité causés par les effets de la radiolyse de I’eau qui sont eux-mémes plus ou moins
denses selon les micro-dépdts. En effet, les molécules d’eau représentent plus de deux tiers du
poids du corps humain. La décomposition de 1’eau par les rayonnements ionisants est un
¢lément essentiel dans la chaine de réactions physico-chimiques secondaires a I’irradiation

1onisante. L’ionisation d’une molécule d’eau nécessite environ 13 eV.
HZO Irradiation HZO+. +ef

Elle aboutit rapidement a la formation de deux ions radicaux trés instables qui vont donner
naissance a des radicaux neutres stables. L’ion H,O™ dont la durée de vie est de 10™%, subit

une réaction ion-molécule bien connue en spectroscopie de masse :
H,0" +H,0——>H,0" + OH"

La formation de I’ion (H30") entraine une acidification du milieu. Le radical OH® est un
oxydant trés puissant, qui possede une grande réactivité chimique sur toutes les molécules
avoisinantes (oxygene ou organique). L’¢lectron formé perd progressivement son énergie
cinétique initiale dans d’autres ionisations ou dans des excitations. Lorsqu’il est ralenti en
de¢a du premier potentiel d’excitation de 1’eau (= 6.6¢eV), les électrons primaires et
secondaires vont donner des électrons de sous excitation jusqu'a ce qu’ils finissent par étre
thermalisés (= 0.02 eV). Les ¢électrons thermiques se stabilisent dans le milieu et forment des
¢lectrons aqueux, réducteurs trés puissants. Ainsi, le résultat des collisions décrites ci-dessus,
est la présence presque exclusive dans I’eau de e.q, OH®, H', et de H;0" qui proviennent
d’une part de la dissociation radiochimique de H,O, puis de la dissociation radiolytique de la

molécule d’eau (Figure 12).
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H,O —mdaien H,0* + e
Hgol Hzol
H,O* + OH" 5
+H iQ +A H,0°*
HO" +H' H" + H,O

Figure Erreur ! Il n'y a pas de texte répondant a ce style dans ce document.-15 : Les

différentes étapes de la radiolyse de I’eau.

Les composants chimiques, énoncés ci-dessus, décroissent dans les zones ou ils ont été

produits, et ce, selon trois processus simultanés :

e Par des réactions de recombinaison. En effet, immédiatement apres le passage de la
particule ionisante, 10"%s, les radicaux sont distribués de facon trés hétérogeéne autour
de la trajectoire de la particule a l’instar des dépots d’énergie eux-mémes, cette
distribution dépend donc du TEL de la particule et varie le long de la trajectoire. De leur
lieu de naissance, les radicaux H® et OH® diffusent et peuvent réagir entre eux
(recombinaison de H,O, H,O; et Hy).

e Par diffusion jusqu’a ’homogénéisation dans I’ensemble du milieu irradié.

e Par des réactions avec les molécules du milieu cellulaire et en particulier les
macromolécules telles que membranes, protéines et acides nucléiques. Par exemple, la
guanine (une des bases de I’ADN) est la cible la plus probable pour les réactions
oxydatives médiées par OHe et d’autres radicaux libres. Le produit résultant, le 8-
hydroxy-2-deoxyguanosine (8-OHdG) [plus connu encore sous son autre nom de 8-
Oxo0-2'-deoxyguanosine (8-0xo-dG), est un bio marqueur témoin clef de [’attaque
oxydative de ’ADN (Floyd 1990, Foray, Monroco et al. 1998). Les radicaux libres
peuvent aussi frapper la partie sucre-phosphate de ’ADN et produire des CSB ou des
CDB ; plus d’une centaine de motifs différents ont été identifiés (Breen and Murphy
1995, Haegele, Wolfe et al. 1998).

2.2.1.3.1.2. La radiolyse d’une solution aqueuse

Les rayonnements ionisants peuvent avoir une action directe sur les biomolécules et une

action indirecte due a I’interaction secondaire des produits de radiolyse de 1’eau avec les
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solutés. Les molécules qui ont été ionisées ou excitées sont instables. L’excédent d’énergie

peut provoquer la rupture d’une liaison covalente et ainsi produire la scission d’une molécule

en 2 radicaux : R.R'—>R" +R"

Une liaison covalente est constituée d’une paire d’électrons appariés (de spins opposés). Lors
de la rupture d’une telle liaison, chaque fragment emporte avec lui un seul électron non
couplé, ce qui confere a chaque radical une grande réactivité. Ainsi, les radiations ionisantes
peuvent également décomposer toute molécule en solution aqueuse en entités chimiques
secondaires qui peuvent étre trés réactives avec le milieu. Cependant cette action directe est
minoritaire, probablement moins de 10% des 1ésions moléculaires identifi¢es en radiobiologie
lui sont attribuables et c’est de loin la radiolyse de 1’eau qui intervient le plus dans les tissus

vivants.
2.2.1.3.2. La phase biologique
2.2.1.3.2.1. Les dommages radio induits de ’'ADN

La molécule d’acide désoxyribonucléique (ADN) est I’'un des constituants essentiels des
organismes vivants, représentant plus d’un dixieme du poids sec des cellules. Environ
cinquante milliards de kilometres d’ADN se trouvent accumulés dans le noyau de quelques
cinquante mille milliards de cellules d’un organisme humain. Lors de leur développement, les
cellules ont a faire face a des dommages de ' ADN qu'elles ont elles-mémes créés. C'est le cas
notamment des cassures de ' ADN en phase de synthése, des cassures chromosomiques lors de
la méiose ainsi que de certaines cassures spécifiques lors de la production des
immunoglobulines (recombinaison V(D) J) (Cadet, Delatour et al. 1999). De plus, certains
agents physiques ou chimiques, dits génotoxiques (UV, radiations ionisantes, drogues
chimiothérapiques) sont a I’origine de plusieurs types de dommages de ’ADN comme le
montre la Figure 13 (10.) Il existe donc plusieurs modes de réparation de I'ADN, spécifiques

du type biochimique des dommages.
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Figure -16: Dommages de ’ADN et modes de réparation d’apreés (Morrison, Smith et al.
1997).

Les Iésions induites par les rayonnements ionisants sont les dommages de bases, les CSB et
les CDB qui ont des conséquences biologiques plus ou moins importantes selon leur nature

(Hoeijmakers 2001).

Les dommages concernant les bases regroupent toutes les formes d’altérations telles que
I’oxydation, le pontage entre les bases voisines ou la perte d’une base de I’ADN (Moustacchi
2000). Leur réparation est rapide et est généralement exécutée en moins de quelques minutes.

Elle s’effectue par le processus d’excision-resynthese (Moustacchi 2000).

Les CSBs ont leur réparation exécutée en quelques dizaines de minutes par des processus

d’excision-resynthése mais aussi de recombinaison (Lindahl and Wood 1999).

Les CDB sont plus rares (environ 40 par Gy pour une irradiation y (Lindahl and Wood 1999)).
Goodhead a montré qu'une cassure double-brin radioinduite ne peut résulter de ’addition de
deux cassures simple-brin suffisamment proches et portées sur des brins opposés. Au
contraire, les CDB résulteraient d’'une peroxydation instantanée due au dépot de quelques
centaines d'eV par nm’ (Ward 1988). Les CDB non réparées peuvent conduire, dans certains

cas, a la perte définitive de I’information génétique contenue dans la zone altérée. La

Page 42



Introduction — Rappels bibliographiques

réparation des CDB peut prendre plusieurs heures (Goodhead 1989). Dans les cellules

eucaryotes, il existe deux systémes de réparation des CDB :

e Larecombinaison, majoritaire au cours des phases S et G2 du cycle cellulaire,

e La suture ou (NHEJ : non-homologous end joining) qui est prédominante pendant la

phase G1.
2.4.1.1. La réparation des CDB
2.4.1.1.1. La recombinaison

La réparation par recombinaison consiste a remplacer la séquence endommagée soit par celle,
identique du chromosome homologue (recombinaison homologue) (Frankenberg-Schwager
1989) soit par une séquence au hasard. On parle alors de recombinaison illégitime ou non-
homologue (Thyagarajan, McCormick-Graham et al. 1996). La reconnaissance des CDB
réparées par recombinaison est assurée par les anneaux heptamériques Rad52 qui coulissent le
long de I'ADN. Une fois I'anneau proche de la cassure, la protéine Rad51 est recrutée et forme
un nucléofilament qui va rapprocher les brins homologues (ou non-homologues) pres du site
de réparation. La formation de ce nucléofilament met en jeu une multitude de protéines
comme les protéines RPA (Replication Protein A), XRCC2 et XRCC3 ainsi que les protéines
BRCA1 et BRCA2. Cependant, les étapes suivant la reconnaissance par Rad52-Rad51 sont
encore méconnues (Ehrlich, Bierne et al. 1993). Singulierement, alors que 1'absence de toute
recombinaison homologue est 1étale chez les mammiferes, il a ét¢ montré qu’un défaut de
contrble de la recombinaison pouvait contribuer & une forte instabilité génétique : c'est
I'hyper-recombinaison (Lengauer, Kinzler et al. 1998, Wu, Davies et al. 2001). Par ailleurs, la
surexpression de Rad51 a été observée dans de nombreuses cellules tumorales induisant un
fort taux de recombinaison. Les aberrations chromosomiques typiques d'un manque de
contrdle de la recombinaison sont les translocations, souvent associées a certains types de

cancer (Zhou, Akgun et al. 2001).
2.4.1.1.2. La suture : non-homologous end joining (NHEJ)

Pour les cellules de mammiferes, le NHEJ est le principal systéme de réparation des
CDB. La protéine Ku80 s’associe a la protéine Ku70 (Khanna and Jackson 2001) et cet
hétérodimere coulisse le long de ’ADN. Au niveau de la cassure, il recrute la protéine
DNA-PKcs. Ces trois protéines forment le complexe DNA-PK, qui a une fonction de

kinase essentielle dans le processus de réparation NHEJ : cette kinase phosphoryle
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certaine protéines histones (cf. paragraphe 2.1). Les protéines de réparation (Ligase 4 et
XRCC4) sont ensuite recrutées pour liguer les deux extrémités de ’ADN. Les erreurs
chromosomiques typiques d'un défaut de suture NHEJ sont généralement des délétions
qui peuvent étre associées a une forte radiosensibilité et une immunodéficience sévere

(Walker, Corpina et al. 2001).

2.4.1.1.3. Phosphorylation de ’histone H2AX en réponse aux CDB :

Chez les eucaryotes, I’ADN est condensé et sur-condensé suivant la phase du cycle
cellulaire. Nu (en double-hélice) en synthése, il est constitué par des boucles de
nucléosomes composées de 145 paires de bases d’ADN et de 8 protéines histones (H1 a
H4). En phase G2/M, les nucléosomes se super-enroulent pour former la chromatine qui
donnera les chromosomes (voir § 2.1). Lors de l'activation des sérine-thréonine kinases
de la famille des PI3-K (comme DNA-PKcs, ATM ou ATR (Smith and Jackson 1999,
Dai, Kysela et al. 2003), le résidu sérine 139 (motif SQE) de I’histone H2AX est
phosphorylé (Rogakou, Pilch et al. 1998, Zhou and Elledge 2000, Brown and Baltimore
2003). Cette phosphorylation fait partie des événements les plus précoces qui suivent la
formation physique des CDB. Ainsi, I’utilisation d’un anticorps spécifique de la forme
phosphorylée de I’histone H2AX (pH2AX), montre la présence de nombreux foci dans
le noyau des cellules irradiées. 11 existe une étroite corrélation entre le nombre de foci
pH2AX et le nombre de CDB induites apres irradiation (Rogakou, Boon et al. 1999,
Burma, Chen et al. 2001). Récemment, une corrélation directe et parfaite (un focus pour
une CDB) a été observée entre le nombre de foci et le nombre de CDB.

A travers I’approche novatrice du laboratoire d’accueil, nous aborderons plus loin en
détail le lien entre la signalisation ATM-dépendante des CDB et la radiosensibilité

cellulaire (voir § 2.4).
2.4.1.2. Réle de la régulation du cycle cellulaire :

Le cycle cellulaire est controlé par de nombreuses protéines régulatrices qui sont a
I’origine du controle des 4 phases G1, S, G2 et M. Les kinases cycline-dépendantes ou
Cdk (cyclin-dependent kinases) sont des enzymes de type sérine-thréonine kinase et
permettent de catalyser le transfert d’un groupement phosphate de I’ATP sur un résidu
sérine ou thréonine provenant de leurs substrats spécifiques. Lors du déroulement du

cycle de division cellulaire, une anomalie peut se produire a tout moment. Dans ce cas,
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les points de controle permettent I’arrét de la progression du cycle cellulaire lorsque
I’ADN est endommagé ou bien lorsque la réplication de I’ADN ou I’alignement des
chromosomes en mitose ne se déroule pas correctement. Le cycle cellulaire doit alors
étre freiné ou stoppé afin de corriger cette erreur ou bien si I’anomalie est trop
importante de déclencher la mort cellulaire. C’est le réle des différents points de
controle du cycle cellulaire.
Le contrdle interne au cycle cellulaire se situe aux différents niveaux (Figure 14):

o Transition G1/S ou G1/S checkpoint,

o Transition G2/M ou G2-damage checkpoint,

e Transition métaphase/anaphase,

e Point de restriction R,

e Duplication du centrosome,

e Fuseau mitotique.
2.4.1.2.1 Transition GO/G1 :

La phase GO a GI est une étape ciblée par certains anticancéreux notamment par la

famille des inhibiteurs de tyrosine kinase.

La présence de facteurs mitogenes, comme I’EGF (Epidermal Growth Factor) ou PDGF
(Platelet Derived Growth Factor), prés d’une cellule en phase de quiescence (en GO)

entraine le démarrage de la phase G1.

Lors de la transition, a lieu la transcription des génes essentiels pour G1 et l'entrée en

division. Cette transcription est stimulée par deux voies de signalisation:

e Par des facteurs de croissance, par l'intermédiaire de récepteurs transmembranaires
de type tyrosine kinase ainsi que des stimuli mitogenes, par l'intermédiaire de
récepteurs couplés a des protéines G qui doivent é&tre farnésylées pour étre
correctement positionnées sous la membrane dans la voie de transduction des
signaux (voir § 1.6.1.4) , déclenchent des cascades de type MapKKK/MapKK/
MapK, qui stimulent la transcription de génes tels que Cycline D et Cdk4 et 6.

e Par dimérisation des protéines Myc et Max qui activent la transcription des génes

de Cdc25 A, Cdk4, Cdk6, Cycline D, Cycline E, E2F. REF
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2.4.1.2.2 Transition G1/S:

Les deux points de contrdle primordiaux sont situés: lors de la transition G1/S,
empéchant ’entrée en phase S de la cellule ; et lors de la transition G2/M, empéchant
I’entrée en mitose de la cellule, par une inhibition spécifique des complexes activateurs

de la division cellulaire.

(UV, HU, erreurs . (Radiations ionisantes,
réplicatives) cassures double-brin)
A . _wovz
ATR ATM T ~—

| | o I
53
wa—
_J_ >< J_ 'Noxa |
p53 | —> _ N
< = = N
p21CIP1
(

Cycline E/A Cycline B

Figure 17 : Schéma sommaire de la régulation des points de controle G1/S et G2 DNA

damage

Au niveau de ces deux «check points» de régulation, la kinase ATM (Ataxia
Telangiectasia Mutated) est activée en cas d’irradiation ionisante de I’ADN qui
engendre généralement des coupures double-brin CDB. Cette kinase est une enzyme
dérivée de la famille des phosphatidylinositol-3-kinase-like kinases (Pi3kK), lors d’une
irradiation de faible dose ou lors d’une exposition aux rayons d’UV une autre kinase de
la méme famille est activée: c’est la kinase ATR (Atm-and Rad3-related). Ces deux

kinases ont chacune une modalité d’action différente :

- ATR et ATM déclenchent respectivement la phosphorylation des kinases Chk1 et Chk2
ce qui active les points de controle du cycle cellulaire. Ces réactions aboutissent a la

phosphorylation des Cdc25A et Cdc25C qui, dans ce cas, sont inactivées. Ainsi les
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Cdk2 et Cdkl ne peuvent pas étre activées par ces dernieres et le cycle cellulaire
s’arréte respectivement en G1/S ou G2/M (Figure 17).

les kinases ATM empruntent ¢galement une voie appelée voie p53-dépendante, plus
lente que celle décrite précédemment (Figure 17). La protéine p53 est aussi appelée
«suppresseur de tumeur» car en cas de lésions de I’ADN, notamment a risque
carcinogéne, et par I'intermédiaire d’un systéme complexe, celle-ci peut déclencher
I’arrét du cycle cellulaire en phase G1, G2 ou S. Il est remarquable que 90% environ des
cancers humains présentent une invalidation de la fonction de p53 par différents
mécanismes.

Dans le noyau d’une cellule saine, la protéine p53 stimule la transcription d’un geéne
codant pour la protéine p21, inhibitrice du complexe Cdk2/Cycline A ou E, empéchant
la cellule d’entrer en phase S. De plus, les kinases ATM phosphorylent et activent les
protéines de controle Chk2 et ces dernieres sont responsables de la phosphorylation
activatrice du facteur de transcription de p53. La protéine pS3 qui contribue & son tour a

la transcription et a la traduction du geéne p21, etc.

2.4.1.2.3. La phase G2/M :

La transition de G2/M est régulée par le complexe Cdkl et une cycline de type B
formant ainsi le MPF (mitosis promoting factor). Ce complexe phosphoryle de
nombreuses protéines permettant le bon déroulement de la mitose:

* Les histones H1 et H3, les condensines intervenant lors de la compaction des
chromosomes,

* Les lamines favorisant la désorganisation et la fragmentation de /’enveloppe nucléaire
lorsqu’elles sont déphosphorylées,

* Le complexe promoteur de I’anaphase permettant a la séparase de lyser la cohésine

(Sccl) qui unit les deux chromatides de chacun des chromosomes métaphasiques.
2.4.1.3. La mort cellulaire:

La mort radiobiologique d’une cellule est définie par la perte définitive de sa capacité
de division. Ainsi, avant sa disparition physique proprement dite, une cellule morte peut
continuer a métaboliser et notamment a réparer les dégats créés dans I’ADN. Par
exemple, c’est avec des populations de cellules qui ont recu des doses 4 a 20 fois

supérieures a la dose létale moyenne que 1’on étudie la réparation des CDB . La
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méthode des colonies a permis de quantifier la mort des cellules irradiées (courbes de
survie) (Foray and Verrelle 2011). Ainsi, chaque lignée humaine, y compris les témoins,
est caractérisée par sa propre radiosensibilité ou radiosensibilité intrinseque (Puck and

Marcus 1956).

La perte de la capacité de division est la conséquence de plusieurs types de réponses aux
radiations ionisantes. En effet, trois principaux types de morts radioinduites définies
fonctionnellement ont été répertoriés pour des doses inférieures aux milliers de Gy: la mort
mitotique, la mort par sénescence et la mort apoptotique (Fertil and Malaise 1981, Hennequin,
Quero et al. 2008, Favaudon, Caplier et al. 2014). D’autres termes de mort cellulaire (comme
par exemple I'oncose ou la pyknose) ont été définis aprés observation au microscope et
correspondent plutdt a des états particuliers des morts précédentes, notamment au niveau des
tissus plutot qu'au niveau de cellules individuelles. Nous ne décrirons ici que les trois morts

fonctionnelles radio induites.

Une CDB induite en G1 ou en S qui reste non réparée se propage tout au long du cycle de la
cellule et devient une cassure chromosomique. Le fragment chromosomique issu de cette
cassure est soumis aux mémes phénomenes de réplication que les chromosomes entiers.
Cependant, si le fragment ne porte pas de centromere (il est dit acentrique), il est expulsé du
noyau sous la forme d’un micronoyau (c’est I’exonucléose). 11 peut rester dans le cytoplasme
un certain temps, voire pendant un ou deux cycles et subir, comme le noyau principal, les
condensations et décondensations de la chromatine suivant les phases du cycle. L’exocyftose
du micronoyau est la derniere étape de ce phénomene général appelé mort mitotique. La mort
mitotique est considérée comme le type de mort radio-induite le plus répandu. Le nombre de
micronoyaux augmente linéairement avec la dose. Il a été corrélé tres tot a l'effet 1étal des

radiations ionisantes (Hennequin, Quero et al. 2011).

L’apoptose est une mort dite programmée déclenchée par une CDB non réparée (Foray and
Verrelle 2011). Elle se traduit par une libération d’endo-nucléases qui digérent massivement
I’ADN (Bursch, Kleine et al. 1990, D'Amico and McKenna 1994). L’apoptose requiert
généralement une protéine p53 fonctionnelle (Walker, Kokileva et al. 1993). Contrairement a

la mort mitotique, I’apoptose se produit le plus souvent en interphase (G1, G2).

Plus récemment encore, [’arrét irréversible en G1 a été décrit lui aussi comme une cause de
mort radiobiologique (Lowe, Schmitt et al. 1993). L’arrét irréversible en G1 est également

associ¢ a une CDB non réparée et dépend de p53 mais surtout de p21 (Di Leonardo, Linke et
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al. 1994). A Tl'inverse de I’apoptose, I’arrét irréversible en G1 est abondant chez les
fibroblastes témoins (en moyenne, 67% de cellules sont définitivement arrétées avec une dose
de 4 Gy) et il est compatible avec une existence métabolique prolongée de la cellule et méme
sa croissance en volume dans la mesure ou elle ne peut plus se diviser (on I’a méme comparé

a une forme de vieillissement, la sénescence).

3. De l'inflammation radio-induite a la Iésion tissulaire

constituée

Certaines équipes, en France notamment celle de I'IRSN, ont travaillé sur le role des voies de
I’inflammation (endothélium vasculaire) dans la réponse radiobiologique suite a 1’exposition

du tissu sain aux rayonnements ionisants.

Ces équipes suggerent que la réaction a I’exposition aux rayons de ces tissus sains est une
cascade d’événements dont I’¢1ément clef est I’endothélium responsable de D’initiation, la

progression et la chronicité du phénoméne.

Les dommages tissulaires observés sont la résultante d’une activation d’une séquence
biologique complexe (Li, Nagasawa et al. 1995) faisant intervenir, dans le complexe global de
I’inflammation, des réactions immunitaires et humorales parmi lesquelles 1’endothélium

vasculaire a un role possiblement important, notamment par I’intermédiaire du facteur PAI-1.

La rectite radique est un exemple typique de ce type de réactions. Son occurrence est en
diminution depuis les progres du repositionnement (IGRT) et plus récemment ce permis par

I’IMRT et mieux encore avec 1’arc-thérapie VMAT.

Néanmoins, cette complication reste un probléme par sa gravité potentielle et son caractére
limitant pour les traitements des cancers pelviens. Les rectites peuvent étre classées en deux

catégories :

e Les rectites aigiies : caractérisées par un saignement pendant le traitement et/ou
pendant les six premiers mois post-traitement. Ces réactions sont constituées d’une
congestion associée ou non a un saignement muqueux. Parfois on observe des
télangiectasies. Dans les formes séveéres on observe une radionécrose ou la

mugqueuse est d’aspect noiratre.
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e Les rectites chroniques: caractérisées par une muqueuse atrophique avec
accentuation des télangiectasies. On observe parfois des fistules associées ou non a
une sténose ulcérée (Figure 18).

Sur le plan histologique, I’épithélium est marqué par une nécrose faite par des
atypies cellulaires régénératives reposant sur une musculeuse atrophique. Le tissu
conjonctif est cedématié, riche en fibrine. Le stroma est caractérisé par une
congestion associée a une fibrose hyaline contenant des fibroblastes atypiques
(Figure 19).

Les vaisseaux sont caractérisés par des capillaires dilatés, des veines thrombosées et

surtout une endartérite lipidique.

Figure 18: Aspect macroscopique d’une rectite postradique, caractérisées par une

muqueuse atrophique avec accentuation des télangiectasies et dépots lipidiques.
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1. Les cryptes sont raréfiées atrophiques bordées par un épithélium d'aspect

régénératif au sein d'un chorion riche en hématies extravasées (HEx100)

2. La sous-muqueuse cedémateuse avec des artérioles a paroi épaisses hyalinisées
(HEx100)
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(Photos fournie par Dr Moussa, laboratoire anatomopathologie, CHU Monastir, Tunisie)

3. L’épithélium de surface est atrophique et érodé. (HEx100)

Figure Figure 19: aspect histologique d’une rectite radique chronique montrant des

cryptes distordues, une fibrose du chorion avec des capillaires dilatés.

Plusieurs tentatives d’explications de I’implication vasculaire dans la fibrose radio-induite
ont été avancées dans ces dernieéres années [Dong, 2015 #189;Nishioka, 2015 #190;Paun,
2015 #191;Tahamtan, 2015 #192]. L’étude de Choi et coll. (Millat, Sreenath et al. 2008) dont
le but était d'approfondir, sur un modéle animal, les connaissances sur les phénomenes
endothéliaux lors de la fibrose pulmonaire, est particulierement intéressante. Ils ont observé

apres l'irradiation des poumons de souris :

1. La phase précoce de la fibrose qui est marquée par un dépdt accru de
collagéne, en particulier autour des vaisseaux sanguins,

2. un tel dépot devient plus évident dans les tissus irradiés.

3. le dépot de collagéne est accompagné d’une transition mesenchymato-
endothéliale vasculaire EndMT (endothéliale-mésenchymateuse transition),
concomitant a des EMT (transition ¢épithélio-mésenchymateux) des
cellules alvéolaires (AE) de type II, dans un contexte hypoxiques,
spécifique des dommages de cellules endothéliales dans les tissus

pulmonaires irradiés.
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4. Dans les cellules endothéliales de I'artére pulmonaire humaines (HPAECs),
I’apparition de I'EndMT radio-induite est due a Il'activation de la
signalisation TGF-R1 / Smad qui est dépendante de l'expression de HIF1a.

5. Le HIFla et le 2-méthoxy oestradiol (2-ME) inhibent la EndMT induite par
I’irradiation par régulation a la baisse de la signalisation Smad HIFla-
dépendante.

6. In vivo, le 2-ME inhibe la EndMT vasculaire, et diminue le dépdt de
collagéne associ¢ a la fibrose radioinduite.

7. La EndMT liée a HIF1a a été observée également dans les tissus humains.

L’observation de cette transition endothélio-mésenchymateuse est un argument fort en faveur
du modele vasculaire. De plus cette transition cellulaire inflammatoire (EndMT), qui est
associée au développement de la fibrose radique, peut étre efficacement inhibée par la

modulation des dommages hypoxiques vasculaires spécifiques des cellules endothéliales.
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3.1. La théorie de la réponse aux radiations développée par le

laboratoire d’accueil

Le laboratoire d’accueil a développé pendant ces derni¢res années une approche contribuant a

clarifier les phénomenes observés en radiobiologie humaine.

3.1.1. Justification des choix techniques

3.1.