Sensibilité vis-a-vis des fortes doses:

prise en compte de la radiosensibilité
dans les protocoles thérapeutiques

Jean-Marc COSSET, David AZRIA




Sommes-nous tous égaux devant les
rayonnements ionisants 7

La reponse est clairement : NON !

Un tres faible pourcentage de sujets
dans la population generale,

Et un pourcentage probablement plus
Important de patients cancereux

Presentent une Hypersensibilite aux
Radiations ionisantes



En pratique , on peut opposer :

* L'hypersensibilité aux effets stochastiques
( essentiellement carcinogenes )
» L’hypersensibilite aux effets deterministes

- Mais les deux phenomenes peuvent coexister, une
mEme cause biologique (par exemple un defaut de
reparation de ’ADN) etant susceptible d'augmenter
tout a la fois le risque de cancer radio-induit et
d’'effets deterministes severes ...



Un document de base :

» | a publication N°79 de la CIPR :
» « Genetic susceptibility to cancer »

* | e titre souligne bien que le primum
movens est une susceptibilite individuelle
exposant a un risque accru de cancer (en
particulier radio-induit) et également a un
risque accru d’effets deterministes ...



Cette presentation :

1/ Syndromes ou pathologies associes
a une hyper-radiosensibilite (JMC)

2/ Quel(s) test(s) d’hyper-
radiosensibilite en 2008 ? (DA)

3/ Quelles recommandations ?

(DA-JMC)



Pathologies associees a une
hyper-radiosensibilite

Ataxia-telangiectasia

Fanconi

Predispositions genetigues aux cancers
Sclerodermie

Patients seropositifs HIV

Autres pathologies ...



Ataxia-telangiectasia

Syndrome decrit par Broder en 1958 :

« Ataxia telangiectasia : a familial
syndrome of progressive cerebellar ataxia,
oculocutaneous telangiectasia and
frequent infection »

On sait maintenant qu’il s’agit d’'un syndrome
genetique autosomique recessif

Lié a une mutation du gene ATM
(situe en 11922-23 ; Savitsky 1995)



Ataxia-telangiectasia

Il convient ici de distinguer :
» | es formes homozygotes
» | es formes heterozygotes

Pour lesquelles les problemes se
posent de facon tres differente ...



Ataxia-telangiectasia

| es formes homozygotes :

» Extremement rares : 1 cas sur 300.000
a 400.000 individus dans la population
generale

» Associees a une augmentation
considerable du risque de cancer
associe

(essentiellement lymphomes - x 250 !-
et cancers du sein )




Ataxia-telangiectasia

¢ | es formes homozygotes :

» Considerees comme etant 3 a 4 fois
plus sensibles aux effets deterministes
gue la population generale

» Corollaire : une dose bien toleree par un
patient « normal » peut tuer un patient
homozygote pour Ataxia ...




Ataxia-telangiectasia

* Les raisons de cette hyper-radiosensibilite
majeure :

Pas encore totalement élucidéees :
Combinaison probable de ;

- Altération de la « reconnaissance » des lésions
radio-induites de 'ADN

- Defaut de reparation des lesions double brin

- Alteration des « check points » du cycle
cellulaire

(Foray 1997, Hoekstra 1997)



Ataxia-telangiectasia

Mutations ATM chez les patients ayant
presente un cancer radio-induit ?

Deux études disponibles negatives :

Van Leeuwen (1999) et Nichols (1999)

« Heterozygotous germline ATM
mutations do not contribute to radiation-
associated malignancies after Hodgkin’s
disease »

(Nichols 1999)



Ataxia-telangiectasia

En conclusion :

Homozygotes Ataxia ;
Rarissimes

Pathologie lourde, normalement deja
connue pour un patient donne ; ne devrait
donc pas poser probleme : pas
d’irradiation ou dose TRES réduites ...




Ataxia-telangiectasia

Heterozygotes Ataxia ;
Probleme plus complexe ...

Consideres il y a 10 ans comme etant LES
formes hypersensibles observées chez nos
patients cancereux

Une serie d’articles n'a pas confirme

Mais a-t-on cherché les « bonnes » mutations
27

Voir le travail de Tannuzzi ( 2002 )
A suivre ! ....



Fanconi

Affection genetique recessive

Rare : 1/ 20.000 dans |la population
generale

Clinigue : Anemie frequemment
associee a des troubles de la
morphogenese

Evolution habituelle :
anemie-myelodysplasie-leucemie aigue



Fanconl

* L’hypersensibilité aux radiations de ces
patients est connue depuis les annees 70

» Patients irradiés pour des cancers associes (
dont le risque serait augmente) ou par
irradiation totale ou subtotale avant greffe de
moelle ...

* On estime grossierement que ces patients
sont deux fois plus sensibles que la
population generale



Fanconi

Les raisons de cette hypersensibilité ?

Depuis longtemps rapprochee de
I'extréme fragilite chromosomique de
ces patients , soit spontanee , soit apres
Mitomycine C

Trouble de la reparation de 'ADN ?
Voir Buchwald et Moustacchi , 1998 :

« Is Fanconi Anemia caused by a defect
In the processing of DNA damage ? »



Predispositions genetiques au
cancer

» | 'exemple le plus spectaculaire ;

» | e Retinoblastome hereditaire, ou le
risque de deuxieme tumeur est
beaucoup plus eleve que chez les
formes sporadiqgues

» Mais ce risque est encore ( beaucoup )
plus eleve chez les patients irradies ...



Predispositions génetiques au
cancer

 Kleinerman, ASCO 1999 :

* « Among the hereditary patients, we noted a
significant 36.7-fold risk for second cancer
after radiotherapy compared with ...a 7.3-fold
risk for patients who did not receive
radiotherapy... »

 « By the age of 50 years in the hereditary
patients, the cumulative incidence of second
cancers exceeded 58 % among RB patients
who were irradiated ... »



Predispositions génetiques au
cancer

* Parmi les autres predispositions , BRCA
1 et BRCA 2 ont éte particulierement
etudies

» Ces deux genes paraissent bien
Impliques de facon étroite dans les
processus de réeparation de 'ADN ...



Predispositions génetiques au
cancer

« Koonin 1996 : Domaines communs BRCA 1
et RAD 9

e Scully 1997 : « BRCA 1 and BRCA 2 interact
with hRAD 51 which is a key component of
the DAN repair pathway »

e Sharan 1997 : « Mouse embryo BRCA 2 -/-
are hypersensitive to ionising radiations »

e Connor 1997 : le test des cometes en
condition neutre suggere un role de BRCA 2
dans la reparation des cassures double brin



Predispositions génetiques au
cancer

« Patel 1998 : « Involvement of BRCA 2 in
DNA repair »

« Zhang 1998 : « BRCA 1 , BRCA 2 and DNA
damage response : collision or collusion ? »

« Abbott 1998 : « BRCA 2-defective cells were
unable to repair the DNA double-strand
breaks induced by ionizing radiation »

« Shen 1998 : « Murine embryo carrying a
BRCA nul mutation are ...hypersensitive to
gamma-radiation »



Predispositions génetiques au
cancer

» Mais cette forte convergence des
donnees experimentales ne trouve pas
sa confirmation en clinigue ...

» Gaffney ( 1998 ) etudie 30 patients avec
cancers du sein mutes pour BRCA 1 et
29 pour BRCA 2 et ne retrouve aucune
majoration des reactions aigues apres
radiothérapie .



Predispositions génetiques au
cancer

» Leong ( 2000 ) recherche des mutations
BRCA 1 et 2 chez 11 patientes
porteuses de cancers du sein et ayant
presenté une hyper-radiosensibilite
marquee lors de la radiotherapie :

« Aucune mutation n’est retrouvee dans
ce groupe de patientes ...



Predispositions génetiques au
cancer

» Pour ce qui est de la radiosensibilite des
tumeurs mutees pour BRCA 1 ou 2 :

« Donnees contradictoires ;

* Mellleur pronostic ( plus grande
radiosensibilite ?) pour Verhoog ( 1998 ) et
Watson ( 1998 )

» Moins bon pronostic ( tumeurs plus
agressives?) dans lI'experience de I'Institut
Curie ( Ansquer 1998 )



Predispositions genéetigues au cancer

Ces donnees ont egalement donne lieu a de
vifs echanges dans la litterature sur les
risques de la mammographie :

Den Otter ( 1993 et1996) et Law (1997)
mettent en garde contre les risques
theoriques de cancers radio-induits chez les
femmes predisposees ...

Mettler (1996) , Feig ( 1997) et Beemsterboer
(1998) calculent que, méme avec les
hypotheses les plus pessimistes, le béenefice
excede largement le risque theorique ...

Ne pas jeter le bébé avec I'eau du bain !



Predispositions génetiques au
cancer

» ICRP 79::

e « In most, If not all instances of familial
cancer predisposition associated with the
dominant inheritance of strongly expressing
tumor suppressor gene mutations , there will
be an absolute increase Iin the probability of
radiation-induced cancer... »

 Cependant, le risque est difficile a quantifier
( Chakraborty 1998)



Scléerodermie

» Maladie du collagene caracterisee par le
developpement d’une fibrose assez similaire a la
fibrose radio-induite tardive

» Apres radiotherapie , il a ete rapporte une
Incidence accrue de complications ( Delanian
1996, Aref 1996 )

« Dans certains cas , I'aggravation etait non
seulement locale ( en territoire irradie ) mais
aussi géeneralisee (Haustein 1990 ) ...



Scléerodermie

» | 'Taugmentation du TGF Beta trouve dans
ces sclerodermies pourrait rendre compte
de cette toxicite ( Delanian 1996 )

* De plus , les données de Mc Curdy ( 1997)
suggere une alteration de la reparation de
’ADN ( test des cometes)



Patients seropositifs HIV

» |es radiotherapeutes qui eurent a
irradier les premiers patients HIV
positifs se trouverent confrontes a des
toxicites , en particulier muqueuses ,
tout a fait inhabituelles ...

|| semble que les choses se soient
ameélioréees depuis , mais ...



Patients seropositifs HIV

» Plusieurs articles continuent a faire etat
de problemes de toxicite severe apres
radiotherapie des patients HIV + :

Costleigh 1995, Hautarz 1997, Leigh
1998 ...



Patients seropositifs HIV

Les causes de cette hypersensiblilité ?

Surinfections multiples , en particulier de la
sphere ORL ? La meilleure prise en charge
actuelle de ces infections pourrait expliquer
I'améelioration observée (?) ...

Deficit en Gluthation ? ( Vallis 1991, Hugues-
Davies 1991 )

Hypersensibilite des fibroblastes ? ( Formenti
1995 )



Autres Pathologies

Quelques Syndromes rarissimes :

Nijmegen Breakage Syndrom ( une
forme d’Ataxia ?)

Idiopathic Chromosome Fragility ( ICF)
Syndrome de Cockayne
Syndrome de Bloom



Autres Pathologies

La Maladie de Behcet :

 Dans un groupe de 4 patients porteurs
d'une maladie de Behcet et irradies
pour cancer, Cengiz ( 1999 ) observe 3
complications tres séveres ; plexite
radique, fibrose ureterale, necrose
cutanee ...



Autres Pathologies

Le Diabete :

* Dans une serie de 944 patients irradies
pour cancer prostatigue, Herold ( 1999 )
montre que le diabete est un facteur
Indépendant pour :

- La toxicite gastro-intestinale grade 2
- La toxicite genito-urinaire grade 2



Prédiction de la radiosensibilité des

tissus sains ?
Vers une mellleure optimisation....

David AZRIA
Département d’Oncologie Radiothérapie

INSERM U896, Institut de Recherche en Cancérologie de
Montpellier CRLC Val d’Aurelle, Montpellier



Recherche du “Graal” en Radiothérapie

Individualiser les traitements en fonction des
caractéristiques du patient et de la tumeur
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Facteurs de radiosensibilité

 Liés au traitement - Liés au patient

— Dose totale — Cadre génétique
— Fractionnement « Mutation homozygote du gene ATM
— Volume — Circonstances favorisantes
— Etalement » Age avancé
« « Consequential late * Tabagisme
effect »  Affections microvasculaires
— Technique — Diabete

— HTA

— Associations concomitantes i R
» Sclérodermie généralisée

* Chimiothérapie
 Hormonothérapie



Differentes categories des essais

Tester la capacité des cellules a survivre et repliquer

— Test clonogénique/Tests colorimétriques
« SF2/D,/D,

Tester la frequence des aberrations chromosomiques
— Test des aberrations chromosomiques/FISH/Test des micronoyaux

Tester la capacite des cellules a reparer les lésions radio-
iInduites
— Test des cometes/PGFE..

Autres
— Test apoptose/TGF-beta1 plasmatique



Test apoptose
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Test apoptose

Prelevement de 5 ml dans un tube heparine
Dilution 1:10 du sang dans le milieu RPMI

Irradiation in vitro 0 et 8 Gy (conditions
OXygenees)
Incubation de 48 h

Coloration des lymphocytes avec des anticorps
monoclonaux

Lyse erythrocytaire et fixation
Coloration de 'ADN par I'iodure de propidium
Analyse de I'apoptose avec la cytometrie de flux



CD4 et/ou CD8

105 healthy donors + 45 irradiated

12 with late effects natients without late effects

9 ATM patients




Cancer Therapy: Clinical

CD4 and CD8 T-Lymphocyte Apoptosis Can Predict Radiation-

Induced Late Toxicity: A Prospective Study in 399 Patients

Mahmut Ozsahin,' Nigel E.A. Crompton,? Sophie Gourgou,® Andrew Kramar,® Ling Li,' YuQuan Shi,?
Wendy Jeanneret Sozzi,' Abderrahim Zouhair,' René O. Mirimanoff,' and David Azria">

Clin Carnicer Fesg, 2005, 1L 7426-7453



Taux bas d’apoptose et radiotoxicite tardive

CD8 <=16 CD8 16-24
CD8 >24
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Taux bas d’apoptose et radiotoxicite tardive

CD8 <=16 CD8 16-24

CD8 >24
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Number of SNP Alterations

ATM, SOD2, TGFb, XRCC3, hHR21
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TAM et RT
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Full Paper
Concomitant use of tamoxifen with radiotherapy enhances
subcutaneous breast fibrosis in hypersensitive patients

Br J Cancer, 2004, 91:1251-1260

D Axria""). s Gourgou;_. W) Sozzi", A Zouhair‘, RO Mirimanoﬂ‘, A KramarB, C Lemanski', JB Duhois"],
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