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A"&antage majeur des ions carbone :

Flateau

Ca‘rtmn beam

Proton beam

* Précision spatiale de la distribution
de dose Y
 Efficacité Biologique Relative élevée P ety e
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“Hadrons”

Photons X Protons

Efficacite biologique relative EBR = 1

Carbone
EBR>>1

Neutrons




Adénocarcinome de I'ethmoide (NniIrs

Japon)
Adeno ca. of the ethmoid sinus




9602 13- eMalignant melanoma 57.6GyE/16fx

Before RT 48 months after RT
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Bragg peak

Flateau

A%antage majeur des ions carbone :

Ca‘rtmn beam

Proton beam

* Précision spatiale de la distribution
de dose Y
 Efficacité Biologique Relative élevée P ety e

(12eye @aifojorq Supepisuca) esop angeE By
(=] - MW = [, =] -~ @ ['=]

Par rapport au rayonnement de référence (photons X ou y) :

* Efficacité curative ?
e Effets sur tissus sains ?
* Risque cancérogéne ?
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** Themes majeurs de 'Hadronbiologie

1. Réponse moléculaire aux ions carbone (par rapport
aux photons) : COMPRENDRE

2. Effets biologiques associés au mode de délivrance
du ttt : OPTIMISER

3. Marqueurs biologiques de la réponse tumorale vs

¢ My father was a radiclogist and assures

tissus sains : PREDIRE e et et NBT s
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Quels modeéles choisir ?
;‘{_ Centre ETOILE

* 3 modeéles complémentaires

¥
 Lignées cellulaires : Facile

- Tumorales humaines, résistantes a la

RT conventionnelle (et hadronthérapie): ORL,
cérébrales, sarcomes...

- Tissus sains environnants (fibroblastes,
kératinocytes, cellules cérébrales)

« Animaux : Plan de ttt?
- Xénogreffe tumorale humaine

* Biopsies tumorales de patients irradiés
- Seulement RT photons
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| Contribution spécifique des
" Physiciens a I’Hadronbiologie ?

 Expérimentale :
v Développements +++ et qualité faisceaux

 Modélisation :
v Effets physico-chimiques précoces

v Implémentation des plans de ttt avec les
données biologiques nouvelles




Quels faisceaux, pour quelle question ?

e

ié

¥ _ . .
 Faisceaux d’ions carbone de
« qualité clinique » :

v Questions bios fondamentales |

v TEL / EBR
v’ Effets du débit de dose

e Microfaisceaux :

v' Compartiments cellulaires
v Effet de voisinage

CDB
24h

Patierice .. Ce rnest gue
dars quelques heures que
HOLLS POLLFrorns IPFPEFVEFIIF.. .
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‘** Questions majeurs de I’'Hadronbiologie

- Comprendre

- Prédire

- Optimiser




Chronologie des évenements cellulaires
declenchés en réponse a l'irradiation

(10-1%s) Transfert d’E a la matiéere
(lonisations et excitations)
Effets directs
(10-*2s) Lésions moléculaires «—— RLOT
(A[I)N) Effets indirects
I
L A . y
(min — jour) Ar,ret de.cyclé Reponse ceIIuIalre
Reparation
Survie Arrét prolifération s Mort cellulaire
- ” . ~— 'l —
Rad'”ﬁf'Sta“ce Radiosensibilité
(heures - années) Mutagenese/
v Remaniements

(Kc llaire, récidive)



Effets direct ou indirect ?
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* e Effet direct : cohérent avec réduction de |'effet

oxygene
o Effet indirect : cohérent avec effet « bystander » (RLO)
10 =
-+ RHE I- Er 1nu B Labns ORI
== REE, : 2 5 e e
7= REE, \ g ™
1 2 A o
T , £ 60
3 A g
= = 40
1 5
.-..E_ e lEBR max =
E 200 keV/pm _
i S § ool ¥ Hraemaetal
10 100 1000 5000 10 100 1000 5000 ad Res,
LET [keVim)

LET (keV/um]

—> Contribution effet indirect diminue quand le TEL augmente
55% effet indirect pour EBR max




Lésions complexes de ’ADN ?

Cassures double-brin

Dommages multiples localisés (LMDS)

Cassure simple brin

carbone

C. Fournier, GSI
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La trace d’un ion a une taille comparable a
celle de ’'ADN |

1 MeV Protons n H,0 1 MeV/u C [ons in H,0




Lésions complexes de ’ADN ?
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¥

3 20

A o~

5 g B Moins de lésions

< 8 . complexes en carbone
% 77 - qu’en photons mais

E 8 5 lésions beaucoup plus
8L difficiles a réparer

Q

o
Gamma C Fe

Figure 2. Yields of clustered DNA damage in plasmid
DNA irradiated with gamma-rays, carbon ions (C), and
iron ions (Fe). Open, hatched, and closed columns
indicate DSBs, oxidative pyrimidine clusters, and
oxidative purine clusters, respectively.

Terato et al, Nucleic Acid Symposium, 2007




Arréts de cycle/réparation ?
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% - Arréts prolongés en G2/M pour réparer
-Pas de mécanisme de réparation specifique des
LMDS

2
el Stade G0-
hors du cycle cellulaire
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* Modeles tumoraux utilisés au Laboratoire

x

Carcinomes Epidermoides Téte et Cou (HNSCC) : Zm

- Radiothérapie de premiere intention (chirurgie mutilante)

- Tumeurs radio-résistantes, peu meétastasiantes,

récidives locales

- Indications de 'hadronthérapie (résistance) \},

LOCAL COl

Sq cell ca (n=9)

Octobre 2002

Glioblastomes :
- Radiothérapie +/- chirurgie (+/- témozolomide)

- Tumeurs radio-résistantes, récidives locales (90%)
- Indications de I'hadronthérapie (résistance)

MMMMMM
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X Modele d’étude HNSCC
x D

| | |
radiosensible radioréfistante radiosensible
GSH GSH GSH

10 nmol/mg 70 nmol/mg 5-10 nmol/mg

Photons ou lons carbone (GANIL 33,6 keV/um, GSI 184 keV/um

Glutathion = défense anti-oxydante =
piégeur de RLO

Boivin A et al., PlosOne, en révision




Lésions/ protection-réparation de ’ADN ?

5 Q208 Controls Cassures double brin YH2AX
7 - SQ20B IR _
. —— SQ20B IR + DMF/BSO Control 30min 24h
E -=-sCC61 IR 2 Gy Photons & |
i Photons:
N i, S — SCC61: réparation lente,
° ! ® Post-irradi;tzion time (h) 1° CDB réSidue”eS
. SQ208B: réparation rapide
‘0 Glut-: A pic de dommages,
1 Gy lons carbone 33,6 keV/um CDB résiduelles

(dose équivalente photons 10% survie)

e Carbone:

Pic de dommages similaire entre RS
Vitesse de réparation comparable RS
et RR : complexité des lésions

N
(4]

[=]

T T T T T T T T T T T 1
0 4 8 12 16 20 4
Post-irradiation time (h)

Hanot et al., en préparation
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Lésions/ protection-réparation de ’ADN ?

SQ20B Controls

71—+ SQ20B IR
: —i+— SQ20B IR + DMF/BSO
| —==SCC61IR

10 Gy Photons

15min 30min 1h 2h 24h
Post-irradiation Time

5 Gy lons carbone

=~

15min 30min 1h 2h 24h
Post-irradiation time

Test des cometes
Cassures simple brin (+ sites fragilisés)

Photons:

Profils similaires entre RS
Majorité de la réparation en 1h

Carbone:

Profils similaires entre RS
Cinétique lente de réparation =

“cluster”

Hanot et al., en préparation
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Lésions/ protection-réparation de ’ADN ?

| 0OSQ20B Controls

0 SQ20B DMF/BSO

B SQ20B X rays (10Gy) + DFM/BSO

L

| [

30min

{1 [ SQ20B Controls
1 OSQz20B DMF/BSO

H SQ20B Carbone ions (5Gy)

30 min
Post-lIrradiation Time

24h

Bases oxydées
8-0x0-G
(Fpg - CSB)
e Photons : Bases oxydées dispersées

Hanot et al., en préparation




Chronologie des évenements cellulaires
declenchés en réponse a l'irradiation

(10-1%s) Transfert d’E a la matiéere
(lonisations et excitations)
Effets directs
(10-*2s) Lésions moléculaires «—— RLOT
(Al:l)N) Effets indirects
o : , I
(min — jour) Ar,ret de.cyclé Reponse cellulalre
Reparation
Survie Arrét prolifération s Mort cellulaire
- ” . ~— 'l —
Rad'”ﬁf's’ta“ce Radiosensibilité
(heures - années) Mutagenese/
v Remaniements

(Kc llaire, récidive)



Non irradié lons carbone

Par rapport a isodose photons :

e + de cassures, sur plus de
chromosomes

* + |lésions complexes

e échanges de chromatides

e

Moins de risque de transmission
a la descendance

=yt .-
Lymphocytes ( 3 Gy 147 keV/um)
Ritter et al , Mut Res, 2010
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Lésions télomériques ?

Photons lons carbone e Pas de résistance liée a la

0

1

taille des télomeres (tres

- —Telo 0 .
1t sensibles aux RLO) :
-“E’ Telo ++ Favorable pour la
501 stérilisation tumorale
n
p=0.028 U3735W
0,01 01
ﬂ Taille télomeéres Pas de relation entre taille téloméres
—> radiorésistance et la réponse aux ions carbone

Poncet et al., en préparation




Lésions/ protection-réeparation de ’ADN ?
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e Contribution des RLO (effet indirect) a I’EBR des
ions carbone

e Lésions complexes localisées




Mort cellulaire ?
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Courbes de survie cellulaire

Dose (Gy)

4 5 6 7
radioresistante SQ20B (SF2 : 0.72)

7]

2

c

©

2

> . .

5 s radiosensible SCC61 (SF2 : 0.36)
[72]

7]

o

3

8 \ S .

S 0,01

© ’

2 N —#—SQ20B X-rays

===—SCC61X-rays

EBR a 10% de survie : ® SQ20B C75MeV/u
O SCC61 C75MeV/u

1C755(SMCeXl6r»;): 0,001 - : m SQ20B C11,4MeV/u
2.5 (SQ20B) 0 SCest CHt.dMaViu
C11.4 MeV/n :

4.2 (SCC61)

2.8 (SQ20B)




Types de mort cellulaire ?
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X

Favorable

%
\ Apoptose N

Catastrophe Mitotique -
@ — —> Autophagie -

\; Necrose
\ Sénescence | |
] Non
Survie favorable

Tous les types de mort cellulaire décrits en réponse
aux ions carbone
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T mort cellulaire ?
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L’irradiation carbone ne modifie pas le type de mort cellulaire

‘** mais la déclenche plus précocemment et I'amplifie

A

Mort mitotique
Apoptose tardive

SQ20B /

Arrét en G2
Réparation de I'ADN

SCC61

A 4

Apoptose précoce

Maalouf et al., Int J Radiat Oncol Biol Phys, 2009
Alphonse et al., soumis
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Types de mort cellulaire ?

L’irradiation carbone ne modifie pas le type de mort cellulaire

% mais la déclenche plus précocemment et I'amplifie

A

SCC61

SQ208 -~

Arrét en G2 ‘ . ]
Réparation de I‘ADN Pas d‘aberration :

récidives locales ?

-
o

A 4

14)

Squamous ceil carcinoma (n=9)

Local Control
A NWHROD N O

00 12 24 36 48

Month
Maalouf et al., Int J Radiat Oncol Biol Phys, 2009




Controle local / Métastases ?

Role des cellules souches cancéreuses

- Auto-renouvellement

- Prolifération élevée

- Localisation dans « niches » hypoxiques
- Défenses anti-oxydantes ++

- Grande capacité de migration, d5F Cellule souche cancéreuse

- Résistance aux traitements i {0 £5F {555 Cellules cancéreuses

/
@
Ko




Réponse des cellules souches cancéreuses ?
Centre ETOILE

Centre National d'Hadronthérapie par lons Carbone

Faible effet oxygene = meilleure efficacité des ions
carbone ?

7
i —&— X-ray
B —O—Ci .
& ——xrayaverage | OER (Oxygen Enhancement Ratio) :
-1 =mu=:= C ion average .
rapport de dose pour produire le
5L méme effet biologique selon que les
3 g cellules sont irradiées en condition
@ s )\l d’hypoxie ou non
3+
2
1 | | | | | | |

0 50 100 150 200 250 300

Rejoining Time after Irradiation (min)




Réponse des cellules souches cancéreuses ?
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X

¥

%
e Exclusion du Hoeschst

Isolement des CSC :

« Expression de CD44, ALDH i * —ci
£.3 8 ~CSC
& Iﬁlﬂl - I1|Z|IIJI - I15|DI - IFJIIIIJI i IZE!DI
Hoechst Red-A [k 1,000)

 Formation de tumorispheéres

« Tumorigénes in vivo




Réponse des cellules souches cancéreuses ?
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¥

¥

X
SFZ SQ20B/CD44+ SQ20B/CD44-
Les CSC sont plus
Photons 0,82 0,56 o
résistantes que les cellules
C 33,6keV/pum 03 0.1 non souches en réponse
aux photons ou aux ions
carbone
C 184keV/um 0,19 0,07

Maalouf et al., en préparation




Métastases ?
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Résultats contradictoires
Photons Carbone comparaison carbone/photons :

—+—0Gy R 10y 350 —— 00y —#— Oy

=l 5 Gy

e Ostéosarcome in vitro et in vivo :
: , , , , moins de métastases
Time idays) Time (days) ' pulmonaires (Ogata et al, Cancer Res,

. v oo 2005)

'a 100+ —I— % 100 1 —}

R EEowq %

38 w1 fg 0 - e Ostéosarcome in vitro : moins
£ a0 £ a4 . . op s .

- i d’invasion, prolifération, et

£ w4 N

I - - - £, - — migration de cellules cancer

1 Gy

poumon (Akino et al, .,IJROBP, 2005)

u y a l u e Tumeurs SCC in vivo —

Maray 2 Gy Xeray 101Gy Carbon 1 Gy Carbon 5 Gy

métastases pulmonaires : pas de
(Ogata et al, Cancer Res, 2005) différence (Tamaki et al.,lJROBP, 2008)




Angiogénese tumorale?

Tissu sain

¢ Tumeur

- Carbon on

1208 -

1000 - e s —————— - ’ . A N
cat oo T Moins d’angiogéenese
H. £l i Rt -
& 60 - tumorale chez la souris

400 — — e SRS, M F RS .

100 e L - SUR——— ww SERE Sa— mummm....f,ﬁm !

B : E i“;"! i _’a‘.ﬂ. 3 ; 9 ELE f""'ml :

GGy &I1Gy 4Gy 8Gy 06y 05Gy 8Gy 166y
(Takahashi et al)
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- Comprendre

- Optimiser

- Prédire




Effets biologiques associés au mode de délivrance du ttt (1) ?

Dose PHYSIQUE

Facteurs biologiques
Modalités d’irradiation  réparation (ADN)
e volume irradié * prolifération (cellules)
 facteurs temps * (ré)oxygénation (cellules)
 réserve fonctionnelle (tissus)

Traitements associés Facteurs liés au patient

» « sensibilisants » » 4ge, mode de vie
» « protecteurs » » antécédents pathologiques
 autres agressions * prédisposition (génétique ?)

Dose BIOLOGIQUE




Effets biologiques associés au mode de délivrance du ttt (2) ?

sca:gu'[m_ A. gamma-ray sofgut%; B. 20 keV/um Isggo‘tf:&\c 40 keV/pm
N N
" R o] N e EBR augmente avec le TEL
\\\i 1\\3
14 E \ 14 14 T
T e e RAT! DA b 0.1 e
0123 45678 012 3 4567 8 012 3 456 7 8
dase (01 dose (G ««@ o EBR en fonction profondeur
o oy, 0KV et types de tissus (différents
. E o neinGs | « endpoints ») ?
10- 10 - Wi C ONS-76
& 4 A-172
17 14 i\f Y | o uzsMG ‘
'{ . | 7 TK-1
0.1 e DR o — ,
001 2 3 4 5 67 & 012 3 456 78
dose (Gy) dose (Gy)

Courbes de survie aux photons (137 Cs) et aux
ions carbone de différents TEL pour 5 lignées
cellulaires: 3 glioblastomes (U25; TK-1; A-
172), un medulloblastome (ONS) et des
fibroblastes (NB1).

K. Tsuboi et al, IJRB, 74:71-9, 1998.(HIMAC)




Effets biologiques associés au mode de délivrance du ttt (3) ?

Relative Dose or RBE

4T 7 1000

°Tres hauts débits de dose (Spot Scanning)
e Ré-irradiations tres rapprochées (SS)

a S : * Hypofractionnement

b oL || sEffets précoces/tardifs (Tumeur vs T sain)

0 10 20 30 40 50

Depth in Water (mm)

Kanai et al, Rad Res,1997




Effets biologiques associés au mode de délivrance du ttt (4) ?
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‘ ** e Nouveaux parametres d’entrée

Lignées de glioblastomes pour les modeles (LEM, MKM...)

o § ] Coeff corrélation : 0.952
v . i h“f . e Corrélation entre :
alpha photons
-alpha photons / alpha carbone
-delta G2M photons / alpha
0 3] carbone
s “03; Coeff corrélation : -0.888 ©

1 | | 1 | 1
-50 -40 -30 -20 -10 0

delta G2M photons

Pierre Heudel, M2




Effets biologiques associés au mode de délivrance du ttt (5) ?
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- Associations lons Carbone a :

* Chimiothérapie (phase 2 clinique dans glioblastomes :
temozolomide + C (Heidelberg))

» Thérapies ciblées (Immunothérapie)

* Nanoparticules (Lantharad)

- Phénomene d’adaptation : irradiation carbone post-RT ?
Premiére irradiation a faible dose induit une résistance a une
plus

forte dose (irradiation souris corps entier 0,5 Gy photons puis 7,5 Gy 15 et
55 keV/um (Wang et al, Rad Res, 2010))




Effets biologiques associés au mode de délivrance du ttt (6) ?

« Tumor Painting » _ _
Quels marqueurs biologiques

ct [mm]

Dose TEL pour I'imagerie ?
“ e hypoxie
e prolifération
- * métabolisme

ct [mm]

BTV : volume cible biologique

. GTV : volume cible tumoral
Bassler et al., Acta Oncologica, 2010 L -
CTV : cible anatomoclinique

PTV : cible prévisionnelle
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- Comprendre

- Optimiser

- Prédire




Marqueurs biologiques de la réponse tumorale ?

Classification biologique des tumeurs
= prédiction de la réponse individuelle

umeurs radio-
sensibles

?1? 2] (?

Désescalade
thérapeutique

Escalade thérapeutique

Boost photons ou
lons Carbone,
« tumor painting »

Les « omiques » :
« Génomique
 Transcriptomique

* Protéomique




Conclusions
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¥

%S( Beaucoup de questions non résolues !!!

 La signature moléculaire des ions carbone est en cours
mais difficultés d’analyse et d'acces aux faisceaux

 Le ciblage des CSC est a prendre en considération
o Les effets precoces et tardifs sur tissus sains mal connus

 Les données physiques et biologiques doivent conduire
a une optimisation de la delivrance du ttt et de son
efficacité curative
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