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| - Carcinome épidermoide du canal anal : Introduction

1. Généralités, épidémiologie : cancer du canal anal

Le canal anal est la partie terminale du tube digestif. Il mesure 3 a 4 cm, définissant la zone
entre le rectum et la peau de la marge anale. Il est revétu d'une muqueuse malpighienne.

Les tumeurs de la marge anale sont classées avec les tumeurs cutanées (OMS).

Le carcinome épidermoide du canal anal touche principalement les femmes, avec un sex-
ratio de 4 femmes pour 1 homme (1). Dans prés de 2/3 des cas, les patientes ont plus de 65
ans (1). LHPV 16 est présent dans 89% des cancers de I'anus (2). Le carcinome épidermoide
du canal anal représente 2,5% des cancers digestifs. Son incidence en augmentation
probablement en raison de la multiplication des partenaires sexuels responsable d’une
réduction de la clairance naturelle de I’'HPV (1,3). Dans les deux sexes, les facteurs de risques
sont les infections liées a I’'HPV, la séropositivité HIV, 'immunosuppression, le tabagisme, les

rapports passifs anaux, la multiplication des partenaires sexuels et I'age (4).

2. Examens complémentaires

Le bilan initial d'extension nécessite une collaboration étroite entre le chirurgien,
I'oncologue radiothérapeute, le gastroentérologue et le radiologue. Il a pour objectif de
décrire précisément les caractéristiques de la tumeur (localisation, taille, circonférence,
extension aux organes de voisinage) et de rechercher une extension ganglionnaire (5,6).
L'examen clinique comporte les touchers pelviens (rectal et vaginal le cas échéant), avec
schéma annoté (examen sous anesthésie générale si nécessaire), une évaluation de la
fonction sphinctérienne et une étude du périnée. Une anuscopie-rectoscopie avec biopsies
est indispensable. La recherche d’adénopathies inguinales et sus-claviculaires est
systématique lors de I'examen clinique, complété par une échographie en cas de doute.
L’échoendoscopie permettra d’évaluer la profondeur d’invasion en cas de tumeur
superficielle; I'imagerie par résonnance magnétique (IRM) est I'examen de choix pour
I’évaluation fine de la profondeur d’invasion tumorale (6-8). La réalisation d’une

tomographie par émission de positons couplée a un scanner (TEP-scanner) est



recommandée en cas de tumeur > T1 et/ou avec atteinte ganglionnaire (5). La tumeur sera
classée selon la Classification TNM clinique de I'AJCC et de I'UICC, 7éme édition (2011)

(ANNEXE 1) (7).

3. Traitement du cancer du canal anal

Depuis les années 1990, le traitement standard des carcinomes épidermoides du canal anal a
évolué de la chirurgie radicale vers la chimioradiothérapie a visée curative avec conservation
de la fonction sphinctérienne anale (9,10). En effet, ce type tumoral est particulierement
radio et chimio sensible (6,8). Le pronostic des patients est équivalent apres
chimioradiothérapie qu’apres chirurgie radicale, tout en offrant de meilleurs résultats
fonctionnels (9,11,12). L'objectif est d’obtenir un contrdle locorégional tout en conservant

un sphincter anal fonctionnel.

Le traitement du carcinome épidermoide du canal anal localement avancé (stade Il et Ill)
consiste en la chimioradiothérapie concomitante (deux cycles de 5-FU - mitomycine C, cycle
de 28 jours) (13). Ce doublet de chimiothérapie a été démontré supérieur a un doublet
associant cisplatine et 5-FU, dans I'essai Intergroup RTOG 98-11, avec un bénéfice en survie
globale et sans récidive a distance (13). La radiothérapie délivre une dose de 36 a 45 Gy en
1.8 Gy par fractions a un volume pelvien prophylactique, avec une dose séquentielle

additionnelle de 14 a 20 Gy délivrée au volume tumoral (5,6).

L'irradiation nécessaire de la totalité du pelvis a cette dose dite prophylactique expose a un
risque de complications du fait de la présence d’organes a risque, tels que l'intestin gréle, le
cOlon sigmoide, le rectum, la vessie, les organes génitaux externes, les vaisseaux et les

volumes osseux dont les tétes fémorales, le pubis et les branches ilio-pubiennes.

Alors que la radiothérapie a longtemps été réalisée selon une technique conformationnelle
avce trois ou quatre faisceaux, de nouvelles modalités d’irradiation sont actuellement
développées. Elles font I'objet d’une évaluation prospective et comparative : radiothérapie
conformationnelle en modulation d’intensité (RCMI), tomothérapie hélicoidale et Irradiation
avec modulation d’intensité volumétrique par arcthérapie (Volumetric Modulated Arc

Therapy ou VMAT) (5,6).
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FIGURE 1A. Dosimétrie prévisionnelle d’'une tomothérapie pelviinguinale d’un carcinome

épidermoide infiltrant du canal anal T2 N1
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FIGURE 1B. Histogramme Dose-Volume d’une tomothérapie pelvi-inguinale d’un carcinome

épidermoide infiltrant du canal anal T3 N1.

Le traitement se déroule le plus souvent en décubitus dorsal. L'acquisition d’une double

imagerie en position de traitement par scanner + IRM +/- TEP scanner au 18-FDG permet de

visualiser et de délinéer les volumes cibles, les aires ganglionnaires ainsi que les organes a

risque. La délinéation des volumes cibles a été décrite dans les recommandations du RTOG

(Radiation Therapy Oncology Group) (14).

La radiothérapie est associée a une chimiothérapie concomitante pour les tumeurs de plus

de 4 cm de grand axe ou présentant une atteinte ganglionnaire péritumorale, pelvienne ou

inguinale. Pour les tumeurs les plus volumineuses, la radiothérapie pelvienne est réalisée

dans un premier temps, en association a la chimiothérapie, a la dose préopératoire de 45 Gy

(5 x 1,8 Gy par semaine). L'examen clinique et le bilan radiologique permettent ensuite
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d’apprécier la réponse a la chimioradiothérapie et de décider de I'indication d’'une poursuite
de l'irradiation ou d’une amputation abdominopérinéale, en I'absence de régression

tumorale, voire en cas de progression locorégionale (8,15,16).

4. Précautions durant le traitement

En pratique, I'irradiation doit étre conduite sous régime pauvre en fibres, protecteurs de la
muqueuse digestive et soins locaux du périnée visant a pallier les réactions de radio
épithélite de ce dernier, du sillon inter fessier ou des plis inguinaux. Dans le cas d’une
chimioradiothérapie concomitante, un bilan biologique hebdomadaire permet de juger de la
toxicité hématologique. Une surveillance de la fonction rénale est également requise en cas
d’administration de cisplatine. Des traitements symptomatiques anti diarrhéiques, anti-

inflammatoires et/ou antalgiques sont administrés selon la clinique (5,6).

Les patients VIH + peuvent tolérer des modalités thérapeutiques identiques lorsque le taux
de lymphocytes CD4 est supérieur a 400/mm-3 et la charge virale indétectable. Il est
souhaitable que le patient ait consulté par son médecin référent infectiologue au début, au
cours et au décours de la chimioradiothérapie (8,17,18). Les surveillances cutanée et
hématologique doivent étre rapprochées eu égard d'un risque de toxicité accrue. Les
troubles digestifs sont également plus fréquents chez ces patients, étant donné

I’accélération du transit intestinal déja observée avec le traitement antirétroviral (8,17,18).

5. Efficacité du traitement

Malgré une prise en charge thérapeutique adaplée, la survie globale a 5 ans est de 66% (1).
Les principaux facteurs de mauvais pronostic sont le sexe masculin, I'atteinte ganglionnaire
et la taille de la tumeur (19). L'anémie au diagnostic a également été associée a une survie
globale inférieure, et a un risque majoré de rechute métastatique (20). Cependant, les
rechutes se produisent souvent chez des patients ayant peu de facteurs de risque (11). Des

biomarqueurs pronostiques supplémentaires sont donc nécessaires.
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Il - Inflammation et cancer

1. Contexte
1.1.  Inflammation associée au cancer

Le cancer est une maladie chronique qui repose sur l'intéraction entre des cellules tumorales
et leur environnement. La réponse inflammatoire est un facteur essentiel a l'initiation et au
développement du cancer (21,22). L'inflammation est responsable d'une
immunosuppression, créant un environnement privilégié pour le développement des
tumeurs (23,24). Les principaux médiateurs de I'inflammation associée aux tumeurs sont le
facteur nucléaire kappa B (NF-kB), le transducteur de signaux et activateur des voies de
transcription 3 (STAT3), les espéces réactives d'oxygéne et d'azote (ROS), les cytokines
inflammatoires, les cestrogénes, les prostaglandines et certains microARN (25). Leur activité
collective est responsable d'une réponse inflammatoire protumorale ou antitumorale par
des modifications de la prolifération cellulaire, la mort cellulaire, la sénescence cellulaire, les

taux de mutation de I'ADN, la méthylation de I'ADN et I'angiogeneése (23,24).

1.2. Microenvironnement tumoral

L'évolution tumorale est sous l'influence de son microenvironnement, composé de cellules
hétes diverses, y compris des cellules immunitaires (26). L'influence des macrophages et des
lymphocytes associés aux tumeurs est relativement bien caractérisée, mais le réle des
neutrophiles, en tant que composant du microenvironnement ou en tant que cellules

circulantes, n' a pas encore été pleinement caractérisé (27).

1.3.  Neutrophiles : Cellules effectrices du systéeme immunitaire

Les polynucléaires neutrophiles ont été initialement décrits par Ehrlich en 1879 (28). Ce sont
les globules blancs circulants en plus grand nombre dans le sang. lls sont produits en
permanence dans la moelle osseuse a partir des précurseurs, en raison de leur durée de vie

inférieure a 24 heures. lls ont longtemps été considérés comme des cellules "kamikazes", se
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sacrifiant en tuant les agents pathogenes par divers mécanismes: phagocytose, sécrétion
d'espéces réactives oxygénées, et protéines antimicrobiennes (défensine, lysozyme et
protéases réactives telles que I'élastase et la cathepsine), ou extrusion active d'ADN pour

générer des pieges extracellulaires de neutrophiles (NET) (29).

De plus en plus d'études contredisent cette these, suggérant que les neutrophiles peuvent
réguler le systéme immunitaire inné et adaptatif pendant I'évolution tumorale. La recherche
considérable au cours des dernieres années dans le domaine des immunothérapies
anticancéreuses a généré une quantité croissante de connaissances sur les mécanismes

d'implications des neutrophiles dans le cancer (22,30).

1.4.  Radiothérapie

Les effets de la radiothérapie dépendent de la radiorésistance intrinseque des cellules
cancéreuses et de l'influence extrinseque du microenvironnement tumoral (31). De
nombreuses populations de cellules non cancéreuses associées a des tumeurs sont
impliquées dans la promotion de la récidive tumorale apres traitement (31). Dans les suites
d'une radiothérapie, les cellules tumorales recrutent des cellules inflammatoires dans la
moelle osseuse, y compris les cellules myéloides CD11b+ et les macrophages (32,33). Les
cellules recrutées peuvent reconnaitre les composants de cellules en cours de mort
cellulaire, qui comprennent les agonistes des récepteurs Toll Like (TLR) (31,34,35). Des
études suggerent que les cellules myéloides pourraient stimuler la restauration des
vaisseaux sanguins tumoraux apres une radiothérapie (31,36). Cependant, les mécanismes

biologiques sous-jacents a la résistance tumorale apres radiothérapie restent a définir.

6. Une interaction complexe
1.1.  Les neutrophiles favorisent I'évolution du cancer

Une relation complexe entre les neutrophiles et les cellules cancéreuses favorise la
progression du cancer et le processus métastatique (37). Les cellules cancéreuses et les
cellules stromales du microenvironnement tumoral entrainent la génération et la libération
des neutrophiles de la moelle osseuse, et ce dés le début de leur évolution (30). Les cellules

cancéreuses génerent une polarisation phénotypique et fonctionnelle des neutrophiles
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capables de stimuler la croissance tumorale, localement et de maniere systémique dans les
organes cibles des métastases (30). Les neutrophiles et les cellules cancéreuses produisent
des enzymes régulatrices, comme les métalloprotéases matricielles (MMP), la lysyl oxydase
(LOX), I'urokinase (uPA), qui modifient la matrice extracellulaire tumorale (38). Cette matrice
extracellulaire modifiée agit a son tour comme médiateur de la fonction des cellules
myéloides et cancéreuses (38). De plus, grace a la sécrétion de MMP, les neutrophiles
inhibent l'activité des lymphocytes "natural killer" (NK) et stimulent I'extravasation des
cellules tumorales (39). Une telle protection contre les attaques du systeme immunitaire
inné et adaptatif offre un avantage compétitif majeur aux cellules tumorales en transit (40).
Par conséquent, les neutrophiles associés aux tumeurs ont récemment été présentés
comme la pierre angulaire de l'initiation tumorale, de l'angiogenese, de la croissance

tumorale et du processus métastatique (30,37).

Les neutrophiles ont été associés a la progression tumorale par de multiples voies. Par
exemple, dans le cancer du sein, I'estradiol favorise la migration des cellules tumorales par le
recrutement et |'activation des neutrophiles (41). Les cestrogénes ont été associés a une
diminution de I'activité inflammatoire des neutrophiles et la progestérone a une
augmentation de la chimiotaxie des neutrophiles (29). Ces deux hormones semblent avoir un
effet anti-apoptotique sur les neutrophiles (29,41). La formation de pieges extracellulaires
de neutrophiles (NETs, par le processus de NETose) est une forme unique de mécanisme de
mort cellulaire caractérisée par la libération de réseaux de fibres extracellulaires,
principalement composées d'ADN provenant de neutrophiles, qui enchevétrent les
pathogénes (40,42). Les cellules tumorales enchevétrées seraient plus aptes a survivre dans
le milieu intraluminal, a adhérer aux cellules endothéliales, et a subir ensuite une
extravasation dans les organes cibles des cellules métastatiques (40). Des données récentes
montrent que les NETs produites par l'infection ou induites par les cellules cancéreuses en

I'absence d'infection peuvent favoriser le processus métastatique (43).

2.2.  Ledouble jeu des polynucléaires neutrophiles

Les polynucléaires neutrophiles peuvent exercer une activité antitumorale (phénotype N1)

ou protumorale (phénotype N2) selon le microenvironnement tumoral (44). Les neutrophiles
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associés aux tumeurs sont par exemple polarisés d'un phénotype N2 a un phénotype N1 en
I'absence de facteur de croissance TGF-B (44). Inversement, les neutrophiles associés aux
tumeurs de phénotype N1 (antitumoraux) ne sont pas induits en I'absence d'interféron alpha
(IFN-a) (45). Les neutrophiles antitumoraux N1 induisent un effet cytotoxique par la
production de radicaux libres dérivés de I'oxygéne, réduisent la tumorogénese par sécrétion
de MMP-8, induisent l'apoptose des cellules tumorales par la voie du Fas-ligand et la
cytotoxicité a médiation cellulaire dépendante des anticorps (46). Ills stimulent le
recrutement de leucocytes et I'activation immunitaire en produisant diverses chemokines et
cytokines (46). D'autre part, les neutrophiles de phénotype N2 protumoraux stimulent la
cancérogenese et diminuent I'apoptose des cellules tumorales par la production de MMP-9,
favorisent I'extravasation des cellules tumorales par la sécrétion de collagénase et
I'activation d'AKT par I'élastase, stimulent I'angiogenése par le recrutement des MMP et des
chemokines, et génerent le recrutement de leucocytes et la suppression immunitaire par des

chemokines et la sécrétion d'arginase (46).

Il existe également une intéraction complexe entre les neutrophiles associés aux tumeurs
(TANs) et les lymphocytes infiltrants les tumeurs (TILs) (44,46). Les cellules suppressives
dérivées de lignées myéloides se développent pendant l'inflammation et répriment les
réponses des lymphocytes T (47). Des niveaux accrus de TILs CD8+ ont été associés a un
meilleur pronostic dans différents types histologiques de cancers (48,49). Des études ont
confirmé une corrélation négative entre le nombre de TANs et le nombre de TILs CD8+
(50,51). L'interaction entre les neutrophiles et les TiLs illustre le comportement bipolaire des

neutrophiles au cours du processus néoplasique.

2.3.  Radiothérapie, réponse immunitaire

La conception traditionnelle de la radiothérapie et son activité immunosuppressive a été
remise en question par les résultats des recherches sur sa synergie potentielle avec
I'immunothérapie (52). La radiothérapie amplifie les réponses immunitaires adaptative et
innée des tumeurs en induisant la libération de cytokines pro-inflammatoires, favorisant le
recrutement de lymphocytes T effecteurs dans les tumeurs, I'extravasation des cellules
immunitaires et la mort immunitaire induite par les lymphocytes T cytotoxiques (53). Les

ligands du récepteur 9 (TLR9) libérés par les tumeurs ont été décrits comme des acteurs
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majeurs de l'inflammation associée aux cellules myéloides et a la régénération tumorale
apres un traitement par radiothérapie (31). Les effets tumorigénes du TLR9 dépendraient de
I'expression de l'interleukine (IL)-6 médiée par MyD88/NF-kB, ce qui entrainerait |'activation

en aval de la voie de signalisation Jak/STAT3 dans les cellules myéloides (31).

Des études cliniques ont révélé que la radiothérapie peut déclencher des réactions en
dehors du volume irradié, appelé "l'effet abscopal" par Mole et al. dés 1953 (53-55). Les
tumeurs irradiées induisent une augmentation de la présentation du complexe majeur
d'histocompatibilité (CMH) de classe |, conduisant a la reconnaissance tumorale (53). lls
libérent également des signaux de danger, activant les lymphocytes T CD8+ antitumoraux
(53). Les mécanismes sous-jacents sont encore mal compris et faiblement exploités sur le

plan thérapeutique (55).

2.4.  Neutrophiles et radiothérapie

La radiothérapie active I'immunité innée par des mécanismes dépendants du TLR (52). Les
neutrophiles reconnaissent les agonistes des TLR aprés une radiothérapie localisée
(31,34,35). La liaison des TLRs stimulerait les réponses immunitaires dirigées contre les
antigenes associés aux tumeurs, augmentant a la fois I'immunité antitumorale et le ciblage a
médiation immunitaire du stroma tumoral, en plus de diminuer l'activité régulatrice des
lymphocytes T (52). STAT3 a également été décrit comme un acteur réle majeur de
stimulation de la réponse immunitaire et de régulation des TLR dans les cellules myéloides
(56). L'inactivation de STAT3 dans les cellules hématopoiétiques a été associée a I'activation
de l'immunité innée par les TLR, a une production accrue d'IFN-a, de TNF-a, d'IL-12, a

I'activation des neutrophiles et a une activité antitumorale accrue (56).

Les tumeurs irradiées recrutent un grand nombre de cellules myéloides CD11b+ dérivées de
la moelle osseuse exprimant la métalloprotéase matricielle 9 (MMP-9), restaurant ainsi la
croissance vasculaire et tumorale (57). Cette hypothése a été étayée par I'observation d'une
amélioration significative de I'effet antitumoral de Ila radiothérapie avec traitement
concomitant par anticorps anti-CD11b, inhibant I'adhésion et la transmigration des cellules

dérivées de la moelle osseuse (32).
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Le role clé des neutrophiles dans la réponse immunitaire antitumorale radio-induite a été
récemment rapporté lors de travaux étudiant les effets immunologiques de la radiothérapie
sur le microenvironnement tumoral (58). L'expression du TGF-B dans le microenvironnement
tumoral favorise le processus métastatique et la progression tumorale, en induisant une
population de TANs avec un phénotype protumoral N2 (59). TGFp intervient dans I'activation
des voies SMAD, PI3K-AKT, RHOA et MAPK (29). Il a également été décrite que la
radiothérapie inhibe la voie TGF-B, stimulant ainsi la polarisation neutrophilique vers un

phénotype N1 antitumoral (44,58).

Les interactions entre les cellules tumorales, le microenvironnement, les neutrophiles
périphériques ainsi que les interactions avec la radiothérapie et les cellules immunitaires

sont résumées dans les FIGURES 2 et 3.
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7. Biomarqueur de I'inflammation
3.1.  Biomarqueurs dérivés de l'inflammation

Des dosages ou des scores basés sur des marqueurs de l'inflammation ont été largement
étudiés en tant que biomarqueurs pronostiques chez les patients atteints de cancer. La
combinaison de la protéine C réactive (CRP) et de I'albumine, le Glasgow Prognostic Score
(GPS), est validé dans divers types histologiques de cancer (60). Le rapport neutrophile/
lymphocyte (NLR), le rapport plaquettaire/ lymphocyte (PLR) entre autres sont également
des biomarqueurs bien établis (61,62). Cependant, le NLR illustre (i) une augmentation isolée
du nombre de neutrophiles, (ii) une diminution du nombre de lymphocytes ou (iii) une
association des deux (63). Ces marqueurs sont efficaces parce qu'ils mettent en évidence un

état inflammatoire mais ne sont pas des marqueurs spécifiques avec des cibles actionnables.

3.2.  Neutrophilie : biomarqueur pronostique

Dans le domaine de la radiothérapie ainsi que de l'immunothérapie, il est nécessaire que les
biomarqueurs prédisent et évaluent la réponse immunitaire (53). Les neutrophiles
constituent une part importante de l'infiltration des cellules inflammatoires dans le
microenvironnement tumoral. lls ont méme été établis comme étant le type de cellules
immunitaires le plus répandu dans le microenvironnement des adénocarcinomes
bronchiques (46,64). Une association négative entre des niveaux élevés de TANs et une
survie globale, sans récidive, sans récidive et spécifique au cancer a été décrite dans divers

types de cancer (65).

La question est de savoir si les propriétés immunosuppressives des TANs sont présentes ou
non chez leurs homologues circulants (66). Des études rétrospectives ont associé le nombre
de neutrophiles circulants > 7 G/L, c'est-a-dire la neutrophilie, avec une survie globale
inférieure dans différents modeles tumoraux, principalement des carcinomes épidermoides,
chez des patients traités par radiothérapie (67-71). Dans I'étude EORTC 18951, Ia
neutrophilie au diagnostic était un facteur pronostique indépendant associé a une survie
globale inférieure chez les patients atteints de mélanome métastatique soumis a une
immunothérapie a base d'interleukine 2 (72). L'inflammation pulmonaire extrinséque a

également été associée au recrutement de neutrophiles dérivés de la moelle osseuse par
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I'expression excessive de la glycoprotéine thrombospondine-1 (TSP-1) dans le stroma
tumoral, ce qui favorise le processus métastatique (73). Ces résultats pourraient expliquer
en partie pourquoi environ 80% des patients atteints d'un carcinome bronchique non a
petites cellules ne répondent pas aux immunothérapies actuelles ("checkpoint inhibiteurs")

(64).

3.3.  Neutrophilie : biomarqueur prédictif

L'association prédictive entre la neutrophilie et la résistance au traitement a été mal
étudiée, la plupart des études se concentrant sur l'association avec la survie globale des
patients. Une analyse post hoc d'une étude clinique randomisée menée chez des patients
atteints d'un cancer du pancréas localement avancé non résécable (LAP-07) a révélé une
association prédictive entre la neutrophilie et I'évolution du nombre de neutrophiles avec
une réponse locale a la chimioradiothérapie (74). Cette observation appuie le besoin d'une
évaluation prospective du taux de neutrophiles circulants dans les essais cliniques, pour

mettre en évidence des associations prédictives de la réponse aux traitements.

8. Approches thérapeutiques
4.1.  Thérapies ciblant les neutrophiles

Des thérapies ciblant les neutrophiles sont actuellement mises au point pour le traitement
des maladies inflammatoires et auto-immunes (30). Par exemple, pour les patients atteints
d'une broncho-pneumopathie chronique, I'utilisation de I'antagoniste du CXCR2 diminue le
nombre de neutrophiles absolus, réduit I'inflammation biologique et les symptomes de la
maladie (75). L'inhibition de la signalisation CXCL8-CXCR1/2 par les anticorps CXCL8, ou de
petites molécules ciblant CXCR1 et/ou CXCR2, diminue également la croissance et la
progression tumorale dans des modeles prétumoraux (27).L'inhibition du CXCR2 a
également été associée a une majoration de I'action antitumorale en cours de
chimiothérapie (76). Des essais cliniques en cours évaluent la reparixine, un inhibiteur de

CXCR1 et CXCR2 (30).

Compte tenu du rdéle critiques des neutrophiles pour la défense de I'héte contre les
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infections, leur ciblage peut cependant étre associé a des effets secondaires (27). Une autre
approche pourrait consister a cibler spécifiguement les neutrophiles du
microenvironnement tumoral et non I'ensemble des neutrophiles circulants, par migration
inverse et repolarisation (27). De plus, les approches de ciblage des neutrophiles en clinique
nécessiteront une évaluation des stratégies optimales de traitement d'association (30). Par
exemple, la neutrophilie a été associée a une résistance a la thérapie anti-VEGFA, ce qui
suggere une potentialisation des thérapies ciblées anti-angiogéniques et anti-neutrophiles
(30). En effet, une synergie thérapeutique a été observée lorsque la thérapie anti-VEGF-A est

associée a l'appauvrissement des neutrophiles (77).

4.2.  Thérapies de manipulation des neutrophiles

Les neutrophiles n'ont pas tous des effets protumoraux. Les neutrophiles ayant un
phénotype N2 protumoral sont caractérisés par une forte expression de CXCR4, VEGF et de
la gélatinase B/MMP9 (27). Le TGF-B induit dans le microenvironnement tumoral une
population de TANs avec un phénotype protumoral N2 (44). Le blocage du TGF-B ralentit la
croissance de la tumeur par I'activation des lymphocytes T CD8+, des macrophages et des
neutrophiles associés a la tumeur avec un phénotype N1 antitumoral (44,59). Des études ont
montré une association entre les neutrophiles N1 qui expriment des cytokines et/ou des
chimiokines immunoactivantes, ainsi que de faibles taux d'arginase et une activité
antitumorale induite par le blocage du TGF (27). Il sera ainsi crucial de comprendre comment
les neutrophiles sont polarisés et de savoir s'ils peuvent étre reprogrammeés, et comment ils
peuvent I'étre (27). Les inhibiteurs de la TGF-B représentent donc une voie d’action

prometteuse ; des essais cliniques sont en cours (78,79).

La modification épigénétique des neutrophiles pour moduler leur polarisation ne se limite
pas seulement au domaine de la recherche: les inhibiteurs de I'histone désacétylase (HDACi)
ont obtenu |'approbation de la Food and Drug Administration (FDA) des Etats-Unis (29). Les
HDACi ont un impact sur la différenciation, la prolifération et la survie des populations
distinctes de leucocytes (80). llIs influencent positivement |'angiogenése et le systéme

immunitaire dans une perspective antitumorale (80). lls améliorent également I'activité des
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médicaments anticancéreux, y compris le cisplatine et les inhibiteurs du récepteur du

facteur de croissance antiépidermique (anti-EGFR) (81).

4.3.  Radiothérapie combinée a des thérapies ciblant les neutrophiles

Dans des modeles précliniques ont rapporté qu'un appauvrissement des neutrophiles - anti-
Ly6G+ était associé a une meilleure efficacité de la radiothérapie (30). A l'inverse, la
combinaison d'une radiothérapie ciblée a un agent stimulant la production de neutrophiles
peut renforcer l'immunité antitumorale (58). L'administration concomitante de G-CSF
améliore |'activité antitumorale médiée par la radiothérapie en activant les neutrophiles
avec le phénotype N1-antitumoral (58). Ce mode d'action a été confirmé dans un essai
clinique de preuve de concept, combinant le facteur de stimulation des colonies de
granulocytes et de macrophages (GM-CSF) et une radiothérapie localisée, afin de générer

des réponses abscopales chez les patients atteints de tumeurs solides métastatiques (82,83).

Cependant, si I'on considere les combinaisons de radiothérapie et d'immunothérapie, les
principaux problemes demeurent sans réponse: la dose totale et le fractionnement, la
chronologie optimale de la radiothérapie et les immunothérapies (53). La combinaison de
traitements ciblant les neutrophiles avec la radiothérapie est intéressante mais une
meilleure compréhension des effets immunologiques de la radiothérapie est nécessaire pour

concevoir les prochains essais thérapeutiques (53,55).

4.4.  Autres combinaisons avec des thérapies ciblant les neutrophiles

Une approche thérapeutique a I'étude consiste en I'association de I'immunothérapie par
inhibition des "checkpoints" des lymphocytes T et de la manipulation des neutrophiles (30).
Des études expérimentales ont montré que la protéine 1 (PD1) et I'anticytotoxique T
lymphoide associé a |'anticytotoxique 4 (CTLA4) agissent en synergie avec les anti-CXCR2 ou

anti-Ly6G, respectivement, pour retarder la croissance tumorale (84,85).

La chimiothérapie est un autre partenaire potentiel de la combinaison, bien que de
nombreux types de chimiothérapie eux-mémes affectent négativement la production de
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neutrophiles. La profondeur de la neutropénie induite par la chimiothérapie a d'ailleurs été
associée a une amélioration de la survie (30). Si I'on considére la neutropénie comme un
marqueur biologique de l'efficacité de la chimiothérapie, I'absence de neutropénie peut
indiquer un dosage insuffisant et une efficacité inadéquate. Cependant, I'avantage de la
neutropénie induite par chimiothérapie pour la survie globale du patient pourrait découler
de la réduction des neutrophiles protumoraux, qui contrecarrent ['efficacité de la
chimiothérapie (30). La gemcitabine et le 5-fluorouracile réduisent directement la viabilité
et/ou modifient la fonctionnalité des cellules myéloides, ce qui influe alors sur I'efficacité

anticancéreuse de ces médicaments (30)
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lll - Objectif

L'objectif de cette étude était d’analyser l'impact pronostique de I'hyperleucocytose
systémique et de la neutrophilie sur la survie globale, la récidive locale et la récidive
métastatique a distance dans deux cohortes multicentriques de patients traités de fagon
homogene par chimioradiothérapie conservatrice a visée curative pour un carcinome

épidermoide du canal anal.
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IV - Matériels et Méthodes

1. Patients et tumeurs

Les dossiers cliniques des patients traités a I'Institut Gustave Roussy consécutivement entre
2006 et 2016 ont été analysés pour constituer la cohorte d'entrainement. Ceux des patients
traités dans deux autres centres, (i) I'Institut Paoli-Calmettes (Marseille, France) entre mai
2000 et novembre 2014, et (ii) I'Hopital Tenon (Paris, France) entre octobre 2011 et juin
2015 ont été analysés pour constituer une cohorte de validation bicentrique. L'extraction

des données a été effectuée indépendamment dans chaque institution.

Les patients inclus devaient avoir été traités dans un but curatif et conservateur par
chimioradiothérapie pour un carcinome épidermoide du canal anal histologiquement
prouvé. Les explorations au moment du diagnostic comprenaient une échoendoscopie
anorectale, une tomodensitométrie (TDM) permettant |'exploration des régions thoracique,
abdominale et pelvienne, ainsi qu'une IRM pelvienne. Un TEP-scanner eu 18-FDG a été
prescrit chez les patients atteints d'une tumeur > T1 et/ou avec atteinte ganglionnaire (5). La
stadification de la maladie a été définie selon le manuel publié par I'American Joint

Committee on Cancer (AJCC) en 2002, 7éme édition (Annexe 1).

Dans la cohorte d'entrainement, nous avons enregistré et analysé a part les patients atteints
du virus de l'immunodéficience humaine (VIH) au moment du diagnostic s'ils étaient traités
par chimioradiothérapie concomitante. Les patients atteints d'une maladie métastatique
d'emblée traités par chimioradiothérapie standard avec une intention de contrdle
locorégional, suivie d'une chimiothérapie, ont également été analysés séparément. Nous
avons exclu les patients traités a visée palliative par radiothérapie hypofractionnée ainsi que
les patients ayant regu une chimiothérapie néoadjuvante, et ceux présentant un syndrome
inflammatoire chronique (ex: maladies inflammatoires chroniques de I'intestin [MICI], ou
traités pour une maladie immunitaire, une infection aigué ou chronique (hors VIH), ou sous

traitement médicamenteux confondant (corticostéroides, antibiotiques pour une infection
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récente...).

2. Caractéristiques du traitement

Les patients traités a I'Institut Gustave Roussy ont regu une radiothérapie externe (45 Gy en
25 fractions de 1,8 Gy ou 44 Gy en 22 fractions de 2 Gy) dans un volume prophylactique
comprenant les aires ganglionnaires iliaques et inguinales bilatérales. La plupart des patients
avant 2009 ont été traités par une technique conformationnelle en 3D sur un accélérateur
linéaire selon avec une technique mono-isocentrique ; ceux traités apres 2009 ont recu une
RCMI (86). Un complément de dose de 15 a 20 Gy était délivré au volume cible clinique
(CVT), généralement défini a partir du volume tumoral macroscopique (GTV) additionné
d'une marge de 1 a 2 cm. Ce complément de dose était délivré de maniere séquentielle. Les
organes a risque étaient la vessie, le rectum, l'intestin gréle et les os du bassin. Tous les
organes a risque ont été délinéés de fagon a générer des histogrammes dose-volume avec
des doses et des volumes maximums tolérés. Le traitement était réalisé avec un accélérateur
linéaire d'au moins 6 MV. Les patients atteints d'une tumeur >T1 et/ou d'une atteinte
ganglionnaire ont regu une chimiothérapie concomitante IV associant mitomycine C (10
mg/m2 les jours 1 et 29) et 5-fluorouracile (5FU) (1 000 mg/m2 les jours 1 a4 et29a32)ou
une dose équivalente de capécitabine (5). Les patients présentant une maladie TINO ont été
traités par radiothérapie exclusive selon des recommandations spécifiques (5,87). Certains
patients atteints d'une petite tumeur sans atteinte ganglionnaire ont regu un complément
séquentiel par curiethérapie, avec une implantation interstitielle délivrée par une seule
application en utilisant une source d'iridium (Ir-192) avec dosimétrie et implantation réalisée
selon le systeme de Paris. L'objectif de la planification du traitement était de délivrer au
moins 60-65 Gy a l'isodose de référence (85% du débit de dose minimal entre les plans) en
tenant compte de la dose délivrée par radiothérapie externe, apres conversion des doses en
doses biologiques efficaces normalisées en équivalent de dose radiobiologique a 2 Gy par
fraction (a/R = 10 Gy). Les patients séropositifs ont été traités selon des modalités similaires,

(88).

Les patients traités a I'hopital Tenon ont regu une radiothérapie externe pelvienne (49,5 Gy

en 30 fractions de 1,65 Gy) dans un volume prophylactique comprenant les aires
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ganglionnaires iliaques et ganglions inguinaux bilatéraux. Pour les tumeurs > T1, 30 fractions
de 2 Gy par jour étaient prescrites au PTV de la tumeur anale primitive, tandis que les
adénopathies inguinales ont recu une dose de 54 Gy en 30 fractions (1,8 Gy par jour) par
RCMI planifiée avec une technique de boost intégré simultané (« Simultaneous Integrated

Boost », SIB).

Les patients traités a I'Institut Paoli Calmettes ont regu une radiothérapie externe a la dose
de 45 Gy en 25 fractions de 1,8 Gy dans un volume prophylactique et un complément
séquentiel de 15 a 20 Gy a été délivrée au PTV comprenant la tumeur primitive anale et les
ganglions macroscopiquement envahis. Les patients traités avant 2010 ont regu une
radiothérapie par technique de conformationnelle en 3D délivrée par un accélérateur
linéaire de 6 MV avec une technique mono-isocentrique. Les patients traités apres avril 2010
ont été traités par RCMI séquentielle. A la discrétion du médecin, les patients ont regu un
complément de dose par curiethérapie avec implantation interstitielle délivrée par une seule
application en utilisant une source d'iridium (Ir-192) avec dosimétrie et implantation selon le
systéeme de Paris, visant a délivrer au moins 60 a 65Gy a l'isodose de référence, en tenant

compte de la dose délivrée par radiothérapie externe.

3. Analyse de la numération formule sanguine

Les analyses sanguines prélevées avant toute chimiothérapie ont été utilisées pour la
présente étude. Les patients avaient ensuite une numération formule sanguine (NFS)
systématique une fois par semaine pendant la chimioradiothérapie. L'hyperleucocytose et la
neutrophilie ont été établies a plus de 10 G/L et 7 G/L respectivement (seuils pathologiques
de référence dans les différents laboratoires), tandis que I'anémie a été définie comme un
chiffre d'hémoglobine inférieur a 12 g/dL. Ces trois parametres ont été analysés pour établir
une corrélation statistique avec la survie globale, la survie sans progression, la survie sans

rechute locale et la survie sans rechute métastatique a distance.

4. Suivi et analyse statistique

La surveillance débutait a 6 semaines de la fin de la chimioradiothérapie, puis tous les 3 mois
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pendant 2 ans, puis tous les 6 mois. Une échoendoscopie rectale était systématique a 1, 5 a
3 mois de la fin du traitement, puis tous les six mois. L'IlRM et le TEP-scanner n'étaient pas
faites de maniere systématique. La chirurgie était réalisée en cas d'échec local isolé ou de
troubles fonctionnels invalidants, aprés une réévaluation de la maladie par TEP-scanner. Les
durées de survie ont été calculées a partir du diagnostic et les taux de survie ont été estimés
a l'aide de la méthode de Kaplan Meier. Des analyses univariées ont été effectuées a l'aide
du test du log-rank. Les analyses multivariées ont été effectuées pour les variables ayant une
valeur p inférieure a 0,2 lors de I'analyse univariée, selon la méthode de Cox. Les analyses

statistiques ont été effectuées a I'aide du logiciel R (version 3.3.2).
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V - Résultats : cohorte d'entrainement

1. Caractéristiques cliniques et biologiques: cohorte d'entrainement

Dans la cohorte d'entrainement, 103 patients séronégatifs pour le VIH atteints d'un
carcinome épidermoide du canal anal confirmé histologiquement et non métastatique ont
été inclus. L'age médian était de 61 ans (de 33 a 86 ans), et la grande majorité des patients
inclus (90%) était des femmes. Cinquante-sept patients présentaient une maladie T3-T4
(55%) et 57 patients (55%) avaient des ganglions pelviens macroscopiquement envahis. Tous
les patients présentaient un indice de performance de 0 ou 1 selon la classification de

I'Organisation mondiale de la santé (OMS).

La numération formule sanguine complete était disponible pour 97 patients; les données
manquantes correspondaient a des patients présentant une petite tumeur, sans
envahissement ganglionnaire, qui n’ont pas recu de chimiothérapie. La stadification des 6
patients sans numération disponible était T1 (2 patients, 40%) ou "petit T2" (3 patients, 60%)
sans atteinte ganglionnaire au moment du diagnostic ; aucun d'entre eux n'a présenté de

rechute dans le suivi ni n'est décédé apres un suivi moyen de 42,9 mois.

Au moment du diagnostic, 57 patients (59%) présentaient une anémie. Une
hyperleucocytose ou une neutrophilie ont été retrouvées chez 12 patients (12%) et 8
patients (8%), respectivement. L'hyperleucocytose était associée a une tumeur plus

infiltrante au moment du diagnostic (T1 - T2 contre T3 - T4) (p = 0,061).

2. Traitement : cohorte d'entrainement

Tous les patients ont regu une irradiation pelvienne étendue aux aires ganglionnaires
bilatérales iliaques et inguinales, délivrée selon une technique conformationnelle 3D chez 48
patients (47%) et une technique RCMI chez 55 patients (53%). Il n'y avait pas d'impact
significatif de la technique sur la survie globale (p = 0,899) ou sur la survie sans progression
(p = 0,523). Quatre-vingts patients (78%) ont recu une chimiothérapie concomitante, a base

de 5FU & mitomycine C chez 61 patients (76%) et de 5FU & cisplatine chez 15 patients (19%).
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Quatre patients ont regu d'autres schémas de chimiothérapie concomitante : cisplatine &

5FU & cetuximab (n = 2), carboplatine (n = 1) ou capécitabine (n = 1).

La dose totale médiane regue par la tumeur anale apres complément de dose séquentiel
était de 60 Gy (40 a 74 Gy), administrée par curiethérapie interstitielle chez 10 patients
(10%) (6 patients atteints d'un stade T1, 60%). La dose médiane délivrée de maniere
séquentielle aux zones ganglionnaires envahies était de 15 Gy (9 a 20 Gy, 1,8 a 2 Gy par

fraction). La durée médiane du traitement était de 47 jours (24 a 84 jours).

Les caractéristiques des patients, les résultats de la numération des cellules sanguines et les
caractéristiques des traitements sont présentés dans le TABLEAU 1A. Nous avons analysé
séparément 6 patients séropositifs et 7 patients atteints d'une maladie métastatique initiale
et naifs de traitement anticancéreux. Leur tumeur, leur numération des cellules sanguines et

leurs caractéristiques thérapeutiques sont détaillées dans les TABLEAUX 1B et 1C.
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TABLEAU 1A. Caractéristiques cliniques, biologiques et thérapeutiques des patients inclus dans la

cohorte d'entrainement.

Caractéristiques Médiane (min-max) ou nombre (%)
n=103
Age (années) 61 (33 - 86)
Femmes 93 (90%)
TNM (UICC 7th)
T T1 15 (14,5%)
T2 31 (30%)
T3 42 (41%)
T4 15 (14,5%)
N NO 46 (44,5%)
N1 39 (38%)
N2 13 (12,5%)
N3 5 (5%)
Numération formule sanguine initiale
Disponible Oui 97 (94%)
Non 6 (6%)

Hémoglobine (g/dl)
Plaquettes (G/L)
Leucocytes (G/L)
Neutrophiles (G/L)

12,8 (8.9 - 16.1)
266 (73 — 499)
7,6 (3,1-17,6)
4,6 (1,7 - 14,9)

Hyperleucocytose Oui 12 (12%)
Non 85 (88%)
Neutrophilie Oui 8 (8%)
Non 89 (92%)
Anémie Oui 57 (59%)
Non 40 (41%)
NLR > 4.5 Oui 21 (14%)
Non 77 (86%)
Radiothérapie
Dose a la tumeur (Gy) 60 (40 - 74)
Dose prophylactique (Gy) 45 (36 — 50)
Complément ganglionnaire 55 (53%)
Dose médiane du complément (Gy) 15 (9 - 20)
RCMI Oui 55 (53%)
Non 48 (47%)
Complément par curiethérapie 10 (10%)
Non 93 (90%)
Etalement (jours) 47 (24 - 84)
Chimiothérapie concomitante Oui 80 (78%)
Non 23 (22%)
Type de chimiothérapie concomitante
Mitomycine C + 5FU 29 (36%)
Mitomycine C + Capécitabine 32 (40%)
Cisplatine + 5FU 14 (18%)
Autres 5 (6%)
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TABLEAU 1B. Caractéristiques cliniques, biologiques et thérapeutiques des patients séropositifs
inclus dans la cohorte d'entrainement.

Caractéristiques Médiane (min-max) or nombre (%)
n=6
Age (années) 58 (41 - 69)
Femmes 3 (50%)
TNM (UICC 6th)
T T1 0 (0%)
T2 6 (100%)
T3 0 (0%)
T4 0 (0%)
N NO 6 (100%)
N1 0 (0%)
N2 0 (0%)
N3 0 (0%)
Numération formule sanguine initiale
Disponible 6 (100%)

Hémoglobine (g/dl)
Plaquettes (G/L)
Leucocytes (G/L)
Neutrophiles (G/L)

Hyperleucocytose

Neutrophilie

Anémie

NLR > 4.5

Radiothérapie
Etalement (jours)
Dose a la tumeur (Gy)
Dose prophylactique (Gy)
Complément ganglionnaire
RCMI
Complément curiethérapie

Chimiothérapie concomitante
Mitomycine C + 5FU
Mitomycine C + Capecitabine
Cisplatine + 5FU
Autre

12,8 (8.8 - 14.3)
311 (233 - 402)
8,3 (4,4-11,8)
5,1 (2,5 - 6,6)

2 (33%)

0 (0%)

3 (50%)

2 (33%)

52 (41 -70)
64,5 (56 — 65)
44,5 (42 — 45)
0 (0%)
1(17%)
1(17%)

4 (67%)
1(17%)
1(17%)
1(17%)
1(17%)
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TABLEAU 1C. Caractéristiques cliniques, biologiques et thérapeutiques des patients métastatiques

inclus dans la cohorte d'entrainement.

Caractéristiques

Médiane (min-max) or nombre (%)
n=7

Age (années)

Femmes

Séropositivité VIH

TNM (UICC 6th)

T T1

T2
T3
T4

N NO
N1
N2
N3
Numération formule sanguine initiale
Disponible
Hémoglobine (g/dl)
Plaquettes (G/L)
Leucocytes (G/L)
Neutrophiles (G/L)
Hyperleucocytose
Neutrophilie
Anémie
NLR > 4.5
Radiothérapie
Etalement (jours)
Dose a la tumeur (Gy)
Dose prophylactique (Gy)
Complément ganglionnaire
Dose au complément (Gy)
RCMI
Complément par curiethérapie
Chimiothérapie concomitante
Mitomycine + 5FU
Mitomycine + Capecitabine
Cisplatine + 5FU
Autre

60 (45 - 77)
7 (100%)
0 (0%)

0 (0%)

3 (43%)
1(14%)
3 (43%)

0 (0%)

1(14%)
1(14%)
5 (72%)

7 (100%)

11.5 (10.8 — 13.5)
267 (146 — 430)
9,7 (6,3 - 15,3)
7,6 (3,3 -13,7)

3 (43%)

4 (57%)

6 (86%)

0 (0%)

44 (40 - 83)
60 (59 — 61)
44 (44 — 45)
5 (71%)

15 (14 — 15)
55 (53%)

0 (0%)

7 (100%)

2 (29%)

4 (57%)
1(14%)

0 (0%)

5FU : 5-Fluorouracile ; Anémie : hémoglobine < 12 g/dL ; Hyperleucocytose : leucocytes > 10 G/L ;
Neutrophilie: neutrophiles > 7 GL/ ; NLR : Rapport neutrophiles / lymphocytes; RCMI : Radiothérapie

conformationnelle avec modulation d'intensité
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3. Suivi : cohorte d'entrainement

Avec un suivi médian de 38,7 mois (0,9 a 111,7 mois), 29 patients (28%) ont présenté une
rechute, dont 24 rechutes locorégionales (23%) et 17 rechutes métastatiques a distance

(17%). Une colostomie a été nécessaire chez 11 patients (11%).

Lors de la derniére consultation de suivi, 12 patients (12%) étaient décédés des suites d'une

évolution tumorale.

Le taux de survie globale a 3 ans était de 88% (intervalle de confiance a 95% (IC95%) : 84 -

92%). Le taux de survie sans progression a 3 ans était de 67% (1C95% : 61 - 73%).

4. Valeur pronostique de I'hyperleucocytose et de Ila neutrophilie : cohorte

d'entrainement

En analyse univariée, les facteurs significativement associés a une survie globale inférieure
étaient I'hyperleucocytose (p < 0,001), la neutrophilie (p < 0,001), un étalement de la
radiothérapie > 50 jours (p = 0,032), I'anémie (p = 0,047), le stade T3-4 (p = 0,026) et
I'atteinte ganglionnaire (p = 0,014). Il n'y avait pas d'association entre le sexe masculin et la

survie dans cette cohorte (p = 0,682).

La survie globale estimée a 2 ans était de 94% (1C95% : 91 - 97%) chez les patients ne
présentant pas d'hyperleucocytose au diagnostic contre 43% (IC95% : 25 - 61%) chez ceux
qui en présentait une. La survie globale a 2 ans était de 95% (1C95% : 92 - 98%) chez les
patients ne présentant pas une neutrophilie contre 31% (IC95% : 13 - 49%) chez ceux en

présentant une.

En analyse univariée, I'hyperleucocytose et la neutrophilie avant traitement étaient
également associés a une survie sans progression inférieure (p < 0,001 et p < 0,001
respectivement). Le rapport neutrophile/ lymphocyte (NLR) > 4,5, I'anémie, la durée de
traitement > 50 jours, le stade tumoral T ou N n'étaient pas significatifs (p= 0,857, p = 0,053,

p =0,063, p=0,132 et p = 0,149 respectivement).

La survie sans progression a 2 ans était estimée a 93% (IC95% : 79 - 97%) chez les patients

qui n'avaient pas d'hyperleucocytose contre 22% (IC95% : 8 - 36%) chez ceux qui en
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présentaient une. En ce qui concerne la neutrophilie, la survie sans progression a 2 ans était
de 8% (95%IC : 0 - 23%) contre 82% (95%CIl : 78 - 86%) selon que les patients présentaient ou

non une neutrophilie au diagnostic.

Les courbes de Kaplan Meier représentant la survie globale et la survie sans progression

selon la présence ou non d'une hyperleucocytose sont détaillées dans les FIGURES 2A et 2B.
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FIGURE 2A. Estimation de la survie globale chez les patients avec ou sans hyperleucocytose

(cohorte d'entrainement).
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Progression free survival - Leukocytosis
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FIGURE 2B. Estimation de la survie sans progression chez les patients avec ou sans

hyperleucocytose (cohorte d'entrainement).

L'hyperleucocytose et de la neutrophilie étaient également significativement associés a un
risque accru de rechute locorégionale (respectivement p = 0,002 et p < 0,001) et

métastatique (p < 0,001 et p = 0,001, respectivement).

L'anémie était associée a une moins bonne survie sans rechute métastatique (p = 0,021). En
revanche, elle n'était pas pronostique la survie sans rechute locorégionale (p = 0,165).
L'étalement > 50 jours (p = 0,046), le stade T3-4 (p = 0,039) et I|'atteinte ganglionnaire (p =

0,028) étaient également associés a une survie sans rechute métastatique inférieure.

En analyse multivariée, en considérant I'hyperleucocytose et la neutrophilie dans 2 modeles
multivariés distincts, I'hyperleucocytose et la neutrophilie étaient des facteurs indépendants

associés a une survie globale et une survie sans progression inférieure (p < 0,01), avec un
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rapport de risque (Hazard Ratio, HR) de 6,9 et 7,6. L'anémie était un facteur pronostique
péjoratif indépendant de la survie globale (p = 0,034), de la survie sans progression (p=0,022)
et de la survie sans rechute métastatique (p=0,024). Une durée de traitement > 50 jours

était associée a une diminution de la survie sans progression (p=0,029).

Les résultats des analyses univariées et multivariées sont détaillés dans le TABLEAU 2. Les
pourcentages de patients présentant une récidive tumorale (locorégionale ou a distance)
dans notre population selon les facteurs de risque initiaux ou associés au traitement sont

présentés dans les FIGURES 3A et 3B.
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TABLEAU 2. Résultats des analyses univariées et multivariées dans la cohorte
d'entrainement (les facteurs significatifs sont en caracteres gras).

Variable Survie globale

Survie sans progression

Log-rank Cox (HR)

Log-rank Cox (HR)

Hyperleucocytose” <0.001 <0.001 (19.9) <0.001 <0.001 (6.9)

Neutrophilie” <0.001 < 0.001 (22.7) <0.001 < 0.001 (7.6)

Anémie 0.047 0.034 (5.4) 0.053 0.022 (2.5)

Stade T 0.026 0.542 0.132 --

Stade N 0.014 0.039 (5.8) 0.149 --

Etalement > 50 jours  0.032 0.106 0.063 0.029 (2.3)

Variable Survie sans rechute locorégionale Survie sans rechute a distance
Log-rank Cox Log-rank Cox

Hyperleucocytose* 0.002 0.003 <0.001 0.004

Neutrophilie* <0.001 <0.001 0.001 0.012

Anémie 0.165 -- 0.021 0.024

Stade T 0.145 -- 0.039 0.753

Stade N 0.157 -- 0.028 0.088

Etalement > 50 jours 0.208 -- 0.046 0.077

L'hyperleucotytose et la neutrophilie ont été étudiés dans 2 modeles multivariés distincts, en
raison de la forte corrélation entre ces 2 parametres, les polynucléaires neutrophiles étant

une composante majoritaire des leucocytes.
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FIGURE 3A. Pourcentages de rechute locorégionale et a distance dans notre cohorte par

rapport aux facteurs de risque initiaux (analyse multivariée).
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FIGURE 3B. Pourcentages de rechute locorégionale et a distance dans notre cohorte par

rapport aux facteurs de risque initiaux (analyse multivariée).

RT : radiothérapie ; Anémie : hémoglobine < 12 g/dL ; Hyperleucocytose : leucocytes > 10 G/L

En gras : x% : x représente le pourcentage de patients en progression dans notre population ; x représente le
pourcentage de patients en progression dans notre population ; x représente le pourcentage de patients.

Italique : n / N : n représentent les patients en progression / N représentent les patients présentant un facteur
de risque ; N représentent les patients présentant un facteur de risque

Pas de FdR : facteurs de risque ; absence d'anémie ou d'hyperleucocytose au départ ou d'atteinte ganglionnaire
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5. Patients séropositifs VIH et métastatiques au diagnostic : cohorte d'entrainement

Nous avons analysé séparément 6 patients séropositifs et 7 patients atteints d'une maladie
métastatique initiale et naifs de traitement anticancéreux. Leurs caractéristiques sont

détaillées dans les TABLEAUX 1B et 1C.

Tous les patients séropositifs ont été diagnostiqués avec une tumeur T2 NO MO. Apres un
suivi médian de 11 mois (3,6 - 80,3 mois), deux patients ont présenté une progression
tumorale : un patient qui avait une hyperleucocytose (11 900 /mm3) a présenté une rechute
locale ; un autre patient qui avait une anémie au diagnostic (8,6 g/dL) a développé une
rechute métastatique a distance. Dans notre population métastatique, 6 patients (86%)
avaient une anémie et 4 patients (57%) une hyperleucocytose et une neutrophilie au

diagnostic.
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VI - Résultats : cohorte de validation

1. Caractéristiques cliniques et biologique : cohorte de validation

De 2000 a 2015, 133 patients avec une numération formule sanguine disponible ont été
inclus pour analyse : 68 traités a I'hOpital Tenon (Paris) et 65 a l'Institut Paoli Calmettes
(Marseille). L'age médian était de 62 ans (21 a 93 ans) et la majorité était des femmes (82%).
La plupart des patients présentait une maladie T3-T4 (59%) et/ou des ganglions pelviens

(52%) ; 30 patients (23%) présentaient un état général OMS 1.

Avant la premiere semaine de chimioradiothérapie, 47 patients (35%) présentaient une
anémie, 10 patients (8%) une hyperleucocytose et 9 patients (7%) une neutrophilie. Les

caractéristiques des patients sont présentées dans le TABLEAU 3.
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TABLEAU 3. Caractéristiques cliniques, biologiques et thérapeutiques des patients inclus dans la
cohorte de validation.

Caractéristiques Population Leucocytes > 10 G/L
totale Non Oui ‘ p
n (%) or médiane [extrémes]
Nombre de patients 133 | 123 | 10 |
Caractéristiques des patients

Hopital Marseille (IPC) 65 (49%) 62 (50%) 3 (30%) 0,361
Paris (Tenon) 68 (51%) 61 (49%) 7 (70%)

Age (années) 62 [21, 93] 62 [21, 93] 67 [34,79] | 0,393

PS (OMS) 0 103 (78%) 98 (80%) 5 (50%) 0,050
1 27 (20%) 22 (18%) 5 (50%)
2 3(2%) 3(2%) 0 (0%)

Sexe Femmes 109 (82%) 100 (81%) 9 (90%) 0,795
Hommes 24 (18%) 23 (19%) 1(10%)

Tabagisme Actif 94 (71%) 89 (72%) 5 (50%) 0,256
Non actif 37 (28%) 32 (26%) 5 (50%)
NA 2 (1%) 2 (2%) 0 (0%)

Statut VIH négatif 133 (100%) 123 (100%) 10 (100%) -

Stade T (TNM) 1 6 (4%) 6 (5%) 0 (0%) 0,610
2 49 (37%) 46 (37%) 3 (30%)
3 56 (42%) 52 (42%) 4 (40%)
4 22 (17%) 19 (16%) 3 (30%)

Taille tumorale 3.5[0.7,11] | 3.5[0.7, 11] 51[2,7] 0,066

Stade N (TNM) 0 64 (48%) 62 (51%) 2 (20%) <0,001
1 49 (37%) 47 (38%) 2 (20%)
2 15 (11%) 11 (9%) 4 (40%)
3 5 (4%) 3(2%) 2 (20%)

Biologie au diagnostic

Anémie Oui 47 (35%) 40 (32.5%) 7 (70%) 0,041
Non 86 (65%) 83 (67.5%) 3 (30%)

Thrombocytose Oui 12 (9%) 113 (92%) 4 (40%) 0,002
Non 119 (89%) 8 (6%) 6 (60%)
NA 2 (2%) 2 (2%) 0 (0%)

Hyperleucocytose Oui 10 (8%) 0 (0%) 10 (100%) |<0,001
Non 123 (93%) 123 (100%) 0 (0%)

Neutrophilie Oui 9 (7%) 2 (2%) 7 (70%) <0,001
Non 124 (93%) 121 (98%) 3 (30%)

Lymphopénie Oui 99 (74%) 93 (76%) 6(60%) | 0,531
Non 7 (5%) 6 (5%) 1(10%)
NA 27 (20%) 24 (20%) 3 (30%)

Monocytose Oui 3(2%) 2 (2%) 1(10%) 0,263
Non 99 (74%) 94 (76%) 5 (50%)
NA 31 (23%) 27 (22%) 4 (40%)

NLR 24 Oui 16 (12.%) 14 (11%) 2 (20%) 0,456
Non 90 (68%) 85 (69%) 5 (50%)
NA 27 (20%) 24 (20%) 3 (30%)

Anémie : < 12 g/dL ; Hyperleucocytose : > 10 G/L ; Lymphopénie : < 1 G/L ; Monocytose : > 1 G/L ;
Neutrophilie : > 7 G/L ; NLR : Ratio des lymphocytes neutrophiles ; PS : Indice de performance de
I'OMS; NA?.
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2. Traitement : cohorte de validation

Tous les patients ont regu une irradiation pelvienne, délivrée avec une technique
conformationnelle en 3D chez 30 patients (23%) et RCMI chez 103 patients (77%), dont 69
(52%) avec technique SIB. Il n'y avait pas d'impact significatif de la technique sur la survie
globale (p = 0,720 et p = 0,613, respectivement) ou la survie sans rechute (p = 0,071 et p =

0,285, respectivement).

La dose médiane administrée a a la tumeur était de 60 Gy (44 a 70 Gy), administrée par
curiethérapie interstitielle chez 17 patients (13%), atteints de tumeurs T1 (n=1), T2 (n=5) ou
T3 (n=11). L'étalement médian était de 45 jours (29 a 114 jours). Il n'était pas corrélé a

I'hyperleucocytose (p = 0,914).

Concernant la chimiothérapie, 122 patients (92%) ont regu une chimiothérapie
concomitante a base de 5FU, associée a de la mitomycine C chez 86 patients (65%) ou du
cisplatine chez 35 patients (26%). Un patient (1%) a recu du 5FU seul, tandis que 11 patients
(8%) n'avaient pas de chimiothérapie concomitante (3, 5, et 3 patients atteints d'une tumeur
T1, T2 ou T3 au moment du diagnostic, respectivement). Les taux de leucocytes et
neutrophiles initiaux étaient comparables selon la chimiothérapie recue et le stade T (p =

0,159 et p = 0,121 respectivement).

3. Suivi : cohorte de validation

Avec un suivi médian de 37,4 mois (2,2 a 155,8 mois), des rechutes ont été rapportées chez
34 patients (26%) et une colostomie a été réalisée chez 11 patients (11%). Des rechutes
locorégionales sont survenues chez 26 patients (20%), et métastatiques a distance pour 26

patients (20%).

Aux dernieres nouvelles, 18 patients (14%) étaient décédés, dont 16 (12%) de progression
tumorale. Le taux de survie a 3 ans était estimé a 88 % (IC95% : 83 - 95%), le taux de survie
sans progression a 3 ans était de 77% (1C95% : 69 - 84%) et le taux de survie sans colostomie

a 3 ans était de 86% (1C95% : 80 - 92%).
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4. Valeur pronostique de I'hyperleucocytose et de la neutrophilie : cohorte de

validation

En analyse univariée, les facteurs significatifs associés une survie globale inférieure étaient
I'hyperleucocytose (p = 0,001), la neutrophilie (p = 0,001), le performance status > 0 (p =

0,001), le statut N positif (p = 0,039) et le sexe masculin (p = 0,010).

Le stade tumoral primitif (p = 0,763), I'anémie (p = 0,452), la thrombocytose (p = 0,348), la
monocytose (p=0,188), la lymphopénie (p = 0,423), le NLR (p = 0,303) et la durée du
traitement supérieure a 50 jours (p = 0,718) n'influaient pas significativement pas la survie

globale.

La survie globale a 3 ans était estimée a 90% (IC 95% : 82 — 97%) chez les patients ne
présentant pas d'hyperleucocytose initiale contre 70% (IC 95%: 56 — 84%) chez les patients
atteints d'hyperleucocytose initiale et a 90% (IC 95% : 82 — 97%) pour ceux qui ne
présentaient pas de neutrophilie contre 50% (IC 95% : 36 — 64%) chez les patients présentant

une neutrophilie (FIGURE 4A).

En stratifiant par lieu de prise en charge (Tenon vs. Institut Paoli Calmettes),
I'hyperleucocytose (p = 0,002) et la neutrophilie (p = 0,001) restaient associées a une

diminution de la survie globale.

En analyse univariée, I'hyperleucocytose et la neutrophilie au diagnostic étaient également
des facteurs pronostiques significatifs de survie sans progression (p = 0,002 et p = 0,009,
respectivement). La survie sans progression estimée a 3 ans était de 79% (1C95% : 72 - 87%)
chez les patients ne présentant pas de neutrophilie initiale contre 48% (1C95% : 25 - 94%)

chez les patients présentant une neutrophilie (FIGURE 4B).

En stratifiant par hopital de prise en charge, I'hyperleucocytose (p = 0,01) et la neutrophilie

(p =0,01) restaient associées a une diminution de la survie sans progression.
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L'hyperleucocytose et la neutrophilie ont également été associées a une augmentation du
risque de rechute locorégionale (p = 0,046 et p = 0,025, respectivement) et métastatique (p

=0,004 et p = 0,021, respectivement).

En analyse multivariée, I'hyperleucocytose et Ila neutrophilie étaient des facteurs
indépendants associés a une survie globale diminuée (HR = 4,6 et 4,4 respectivement).
L'hyperleucocytose et la neutrophilie étaient également indépendamment associées a une

survie sans progression inférieure (HR = 7,1 et 5,0 respectivement).

Ces deux facteurs étaient également indépendamment associés a une diminution du
contréle locorégional et a distance (p = 0,017 et p = 0,004 respectivement). L'anémie était
corrélée indépendamment a une diminution de la survie sans progression et du contrdle

locorégional (HR 5,3 et 4,1, respectivement) (TABLEAU 4).

La survie sans colostomie a 3 ans était estimée a 86% (1C95% : 80 - 92%) dans I'ensemble de
la population. Elle était de 89% (1C95% : 83 - 95%) contre 50% (CI95% : 27% - 93%) chez les
patients sans ou avec une hyperleucocytose initiale, respectivement, et de 89% (IC95% : 83 -
96%) contre 44% (Cl 95% : 21 - 92%) chez les patients sans ou avec neutrophilie au

diagnostic, respectivement.
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TABLEAU 4. Résultats d'analyses univariées et multivariées (Cox) pour la cohorte de validation (facteurs significatifs en gras).

Survie globale Survie sans progression Controle locorégional Controle métastatique
) Univarié . Univarié e Univarié . Univarié e
Variable (log-rank) Multivarié (Cox) (log-rank) Multivarié (Cox) (log-rank) Multivarié (Cox) (log-rank) Multivarié (Cox)
p HR  95%Cl P p HR  95%Cl P p HR  95%Cl P p HR  95%CI p
E3
Hype(r;iizzt)ose 0001 46 1,4-149 0012 | 0002 71 25-202 0,001 | 0046 45 13-156 0,017 | <0001 4,0 1,6-103 0,004
Neutrophilie *
i:t::epnc'; 0,001 44 1,3-148 0,017 | 0,009 50 1,7-145 0,003 | 0025 3,6 1,2-11,6 0,027 | 0002 3,3 12-91 0,021
: :g‘szr:éz) 0452 - - - 0,052 53 1,9-147 0,001 0,149 41 1,3-12,4 0,013 | 0,315 - - -
(EZrT:::) 0,010 48 1,6-145 0,005 | 0067 3,6 15-86 0,004 | 0119 34 13-94 015 | 0299 - - -
PS 1-2
(750) 0,001 - - 0073 | 007 49 21-11,5 0,001 | 0,003 55 2,2-140 0,001 | 0,025 - - 0,054
(ﬁzg) 0,763 - - - 0,557 - - - 0,243 - - - 0276 - - -
N {’I\?(‘;‘;t'f 0,039 - - 0,367 | 0,210 - - - 0292 - - - 0,285  -- - -
Ez?zg‘;’:s::; 0423 - - - 0,527 - - - 038 - - - 0423 - - -
('\\flso';ct’)‘;‘étnocss 0,188 - - - 0,608 - - - 0,493 - - - 0,547 - - -
TT\:?E;’::EZ;E 0,348 - - - 0,270 - - - 0,304 - - - 0,705  -- - -

* L’hyperleucocytose et la neutrophilie ont été analysées dans différents modéles multivariés.
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VIl - Discussion

Cette étude suggere qu'il existe une relation pronostique entre I'hyperleucocytose et la
neutrophilie au diagnostic et une diminution de la survie globale et sans rechute chez les
patients atteints d'un carcinome épidermoide du canal anal traités par chimioradiothérapie.

Elle valide rétrospectivement cette relation dans une cohorte bicentrique indépendante.

L'inflammation a été associée a des lésions précancéreuses dans plusieurs organes comme la
sphere ORL, les poumons, le canal anal et le col de I'utérus. L'hyperleucocytose et la
neutrophilie sont également associées a un mauvais pronostic dans divers types de cancer,
comme récemment démontré dans une population importante de plus de 2 000 patients
atteintes de carcinomes épidermoides de la téte et du cou, ainsi que dans d'autres cohortes
de patients atteints de carcinomes épidermoides du canal anal ou du col de I'utérus (67,89—
91). L'impact de ces anomalies biologiques sur le pronostic des patients varie selon les
études (20,68,89,92). De nombreux biais existent dans ces études, inhérents a leur nature
rétrospective, aux divers seuils utilisés pour définir l'inflammation en fonction de ces
biomarqueurs, ainsi qu'aux différences dans la prise en charge des patients d'un
établissement a I'autre. Cependant, bon nombre d'études présentent cette conclusion : une
inflammation biologique accrue au diagnostic d'un cancer réduit la survie globale des

patients (68,89,92). Nos résultats sont ainsi cohérents avec ceux d'études antérieures.

A ce jour, une seule publication a analysé la valeur pronostique de I'hyperleucocytose chez
les patients traités par chimioradiothérapie exclusive pour carcinome épidermoide du canal
anal (89). Le taux rapporté d'hyperleucocytose était de 16% au diagnostic, significativement
associé avec une survie globale diminuée (89). Le statut sérologique pour le VIH n'était pas
évalué dans cette étude. Nous avons trouvé des taux comparables de hyperleucocytose
initiale de 12% (89). Parmi les 12 patients de la cohorte d'entrainement atteints

d'hyperleucocytose, toutes présentaient une neutrophilie. En cela, I'hyperleucocytose était
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possiblement associée a une différenciation neutrophilique des cellules progénitrices
hématopoiétiques, comme décrit dans des séries précédentes de patientes traitées pour un

cancer du col de I'utérus (67,91).

L'anémie au diagnostic a déja été décrite comme un facteur pronostique négatif chez les
patients traités pour un carcinomes épidermoide du canal anal (92,93). Deux mécanismes
peuvent expliquer I'anémie chez les patients atteints de carcinomes épidermoides du canal
anal : le saignement anal externe et l'inflammation systémique (92,93). Dans cette derniére
hypothése, la validation de I'anémie comme prédicteur d'un mauvais pronostic sous-tend
également la validation d'un impact négatif sur le pronostic de l'inflammation systémique
associée a une tumeur, par analogie avec d'autres histologies, le cancer du rein par exemple.
Dans nos cohortes d'entrainement et de validation, I'anémie était indépendamment
associée a une plus faible survie sans progression. L'anémie était cependant relativement
fréquente dans nos deux cohortes (35 et 59%), ce qui réduit son impact en tant que
biomarqueur pronostique indépendant, mis a part en cas d'association avec

I'hyperleucocytose (FIGURES 3).

Le rapport neutrophile/ lymphocyte (NLR) avant traitement a été rapporté comme facteur
pronostique, mais le statut sérologique pour le VIH était inconnu (94,95). Le rapport
plaquettes/ lymphocyte également a été proposé comme biomarqueur pronostic (96). Décrit
dans de nombreux modeles histologiques de cancer, le NLR illustre cependant 3 désordres
immunitaires différents: (i) augmentation isolée du nombre de neutrophiles, (ii) diminution
du nombre de lymphocytes, (iii) association des deux (63). Le NLR a été décrit comme
facteur pronostique indépendant dans de nombreux types de cancer (97). Son application
reste cependant controversée. L'hyperleucocytose et la neutrophilie pourraient étre le reflet
de conditions inflammatoires systémiques défavorables dans les carcinomes épidermoides
du canal anal, avec plus de puissance que le NLR (92,95). Dans la cohorte d'entrainement, le
nombre moyen de lymphocytes était comparable chez les patients qui ont rechuté ou qui
sont décédés a la suite d'une évolution tumorale (p = 0,216). De fagon constante dans notre
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cohorte d'entrainement et dans notre cohorte de validation, le NLR n'était pas un facteur
pronostique. De plus en plus d'études démontrent que des taux élevés de lymphocytes
infiltrant les tumeurs, notamment les lymphocytes cytotoxiques CD8 (+), peuvent avoir un
impact positif sur la réponse a la chimioradiothérapie dans le cancer du canal anal (48,98).
Trop peu d'études ont analysé a la fois les phénotypes des globules blancs circulants et ceux
tumoraux infiltrants simultanément. Les neutrophiles du microenvironnement associés a la
tumeur (TANs) semblent étre différents des neutrophiles circulants, de méme que les
lymphocytes infiltrés par les tumeurs (TILs) different des lymphocytes circulants, ce qui peut
expliquer ces controverses (50,99). Dans une étude chez des patients atteints de tumeurs
pancréatiques, les TILs et les lymphocytes en circulants ne présentaient pas de
chevauchements dans leur répertoire immunitaire (100). lllustrant les réles controversés des
TANSs, distincts de ceux des neutrophiles circulants, une étude préclinique a mis en évidence
une régression tumorale plus élevée apres |'association du G-CSF et de la radiothérapie,
suggérant que les TANs peuvent augmenter la production d'especes réactives dérivées de
I'oxygene apres la radiothérapie, conduisant a une efficacité thérapeutique accrue grace a
une meilleure présentation des antigénes tumoraux et a une augmentation des lymphocytes

cytotoxiques CD8 (+) infiltrant (58).

Les lignées cellulaires HPV-positives sont plus efficaces que les lignées cellulaires HPV-
négatives dans le recrutement de leucocytes dans le microenvironnement tumoral (101).
Dans les lignées HPV-positives, une prolifération accrue des cellules myéloides dans la
moelle osseuse et la rate était associée a un effet immunosuppresseur de la réponse des
lymphocytes T antitumoraux, et a un effet proangiogénique, conduisant a une résistance aux
traitements (101). Ces résultats pourraient indiquer que les lignées cellulaires tumorales
liees au HPV présentent une intéraction importante avec les cellules de I'inflammation, au

sein du microenvironnement tumoral (101).

Nous avons également observé dans la cohorte d'entrainement un phénotype
hématologique majoritaire au diagnostic chez les patients qui présentaient ensuite une

récidive tumorale : une monocytose (> 1 G/L), une thrombocytose (> 400 G/L) et une anémie
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(< 12 G/L). Les taux élevés d'hyperleucocytose et de neutrophilie (57%) dans notre
population métastatique plaident également en faveur du caractere pronostique de
I'hyperleucocytose et de la neutrophilie. Les patients présentant un syndrome inflammatoire
biologique au diagnostic ont-ils besoin d'une intensification du traitement °?
L'immunomonitoring prospectif des neutrophiles dans le sang et les tissus tumoraux dans
des essais cliniques prospectifs chez des patients atteints de carcinomes épidermoides du

anal semble essentiel (102).

L'immunothérapie étant en plein développement dans le traitement du cancer, il est
nécessaire de mieux comprendre le role fonctionnel des neutrophiles au sein du
microenvironnement tumoral (27). Ces résultats pourraient étre pertinents pour développer
de nouveaux biomarqueurs. Nos données suggerent qu'en plus de la stadification TNM,
I'hyperleucocytose et la neutrophilie pourraient aider a individualiser le risque de rechute
chez les patients traités pour un carcinome épidermoide du canal anal. Dans cette approche,
I'exploration de divers biomarqueurs inflammatoires pourrait aider a déterminer le pronostic
des patients et a décider quels patients peuvent bénéficier de traitements intensifs (103).
D'autres recherches translationnelles sont nécessaires pour mieux définir le potentiel
thérapeutique de cytokines et chemokines ainsi que de nouveaux agents ciblant le stroma

immunitaire de la tumeur, en association avec la radiothérapie.

L'exclusion des patients séropositifs, métastatiques ou ayant déja recu une chimiothérapie
était nécessaire dans notre analyse statistique principale, en raison d'un biais potentiel dans
le nombre de leucocytes circulants. Cependant, les effets de la chimioradiothérapie sont
similaire en termes de toxicité et de taux de contrdole dans la population séropositive pour le
VIH (88). L'étude de I'Organisation Européenne pour la Recherche et le Traitement du Cancer
(EORTC) n'incluait que les patients atteints d'une maladie localement avancée et excluait les
patients atteints d'une maladie a T1-T2 et NO (12). Nous n'avons pas exclu les patients
atteints de tumeurs TINO. Aucun des 12 patients dans la cohorte d'entrainement ne
présentait d'hyperleucocytose ou une neutrophilie au diagnostic, et aucun d'entre eux n'a

présenté de récidive tumorale. L'utilisation de la radiothérapie seule est établie dans cette
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population, alors que la chimiothérapie utilisant la mitomycine et le 5FU a démontré un
bénéfice que pour les patients atteints d'un carcinome épidermoide du canal anal

localement avancés (87,104).

La force de cette étude réside en I'association solide entre I'hyperleucocytose et un mauvais
pronostic dans une cohorte de validation externe bi-centrique, en cohérence avec les études
publiées antérieurement et les résultats de la cohorte d'entrainement. Cette étude retrouve
une forte association statistique entre I'hyperleucocytose, la neutrophilie, ainsi que
I'anémie, et le pronostic plus défavorable dans différentes cohortes homogenes de patients
atteints d'un carcinome épidermoide du canal anal. Ces résultats sont cohérents avec ceux
d'études publiées antérieurement sur le cancer du col de l'utérus, deux maladies associées

au virus HPV (67).

Les principales limites de cette étude sont le rétrospectif et le faible nombre de patients.
L'absence d'évaluation de la dose regue par la moelle osseuse pelvienne et I'hétérogénéité
de planification des traitements (53% RCMI et 47% 3D dans la cohorte d'entrainement) est
également une limite. Le taux élevé de patients traités sans chimiothérapie concomitante
(22% dans la cohorte d'entrainement) et I'hétérogénéité relative des schémas de
chimiothérapie utilisés (76% par rapport a la mitomycine C avec antimétabolite dans la
cohorte d'entrainement) sont d'autres limites. De plus, les taux de réponse initiaux n'ont pas
pu étre analysés, ce qui nous empéche d'étudier |'association entre inflammation et réponse

précoce a la radiothérapie.
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VIII - Conclusion

Dans un premier temps, une revue générale de la littérature a permis de faire un point sur
les connaissances actuelles concernant l'intéraction entre les neutrophiles et Ia
radiothérapie. Le rOle des facteurs dérivés des tumeurs sur la chimiotaxie et la polarisation
des neutrophiles, ainsi que les voies qui régulent leur action pro- ou antitumorale sont
partiellement définis. Peu d'études se sont concentrées sur les intéractions entre les

neutrophiles et la radiothérapie.

Dans un second temps, ce travail a permis de valider I'hyperleucocytose et la neutrophilie
comme biomarqueurs pronostiques, cliniquement pertinents et peu col(teux, chez les
patients séronégatifs pour le VIH, avec une maladie non métastatique, traités par

chimioradiothérapie a visée curative pour un carcinome épidermoide du canal anal.

Chez les patients en cours de traitement par radiothérapie, il existe de nombreuses
associations pronostiques avec la neutrophilie, et ce dans de multiples histologies. Pour
inscrire la neutrophilie comme un biomarqueur personnalisé, une évaluation prospective et
des mesures longitudinales en cours de traitement seront nécessaires. En outre, la
neutrophilie n'a pas été clairement rapportée a ce jour comme un marqueur prédictif de
I'effet du traitement avec un impact sur la survie globale. Une autre question est de savoir si
I'évaluation parallele des taux sériques des médiateurs solubles activant et polarisant les
neutrophiles (IL-1a, IL-17, G-CSF, GM-CSF et/ou TGFB) augmente I'impact pronostique ou

prédictif du taux de neutrophiles.

Enfin, les thérapies ciblées sur les neutrophiles représentent une voie thérapeutique
prometteuse, avec de multiples pistes a explorer. La caractérisation de l'infiltration et de la
polarisation des TANs dans divers organes, histologies, stades tumoraux et stades de

I'inflammation sont nécessaires pour appréhender pleinement leur potentiel en tant que
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cibles thérapeutiques. Cependant, cibler une défense innée contre l'infection avec des
événements indésirables acceptables sera un défi de taille. Les développements en rapport
avec la radiothérapie sont limités, mais les premiers résultats sont encourageants. Comme il
en est pour le développement d'utilisations concomitantes des "checkpoint inhibiteurs"
(anti-CTLA-4, anti-PD1), le schéma optimal de radiothérapie (fractionnement, dose et

calendrier) devra étre défini.
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X - Annexe

1. ANNEXE 1 : Classification TNM clinique de I’AJCC et de I’'UICC, 7éme édition (2011) :
Tumeur primitive

T1 : tumeur inférieure ou égale a 2 cm dans sa plus grande dimension

T2 : tumeur supérieure a 2 cm mais inférieure ou égale a 5 cm dans sa plus grande
dimension (de 21 mm a 50 mm)

T3 : tumeur supérieure a 5 cm dans sa plus grande dimension

T4 : tumeur, quelle que soit sa taille, qui envahit un ou plusieurs organes adjacents (vagin,
urétre, vessie) a I'exception du rectum, de la peau périnéale, du tissu cellulaire sous-cutané

et du sphincter.
Adénopathies régionales (N)

Nx : ganglions non évalués

NO : pas de localisation secondaire ganglionnaire

N1 : ganglions péri-rectaux

N2 : ganglions iliaque interne et/ou inguinal unilatéraux

N3 : ganglions péri-rectaux et inguinaux et/ou iliaques internes bilatéraux et/ou inguinaux

bilatéraux.
Métastases a distance (M)

MX : non évaluées
MO : pas de localisation secondaire a distance de la tumeur primitive

M1 : métastases a distance

2. ANNEXE 2 : Publications associées.
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Titre
L'hyperleucocytose et la neutrophilie, facteurs pronostiques avant chimioradiothérapie des
carcinomes épidermoides du canal anal.

Résumé

Objectif :

Cette étude visait a étudier I'association pronostique de I'hyperleucocytose et la neutrophilie chez
les patients traités par chimioradiothérapie concomitante pour un carcinome épidermoide du canal
anal.

Matériels et Méthodes :

Les données cliniques des patients traités entre 2006 et 2016 a l'Institut Gustave Roussy ont été
analysées pour former la cohorte d'entrainement. Les patients traités a I'hopital Tenon (Paris) et a
I'Institut Paoli Calmettes (Marseille) constituaient la cohorte de validation. L'hyperleucocytose était
définie comme un taux de leucocytes circulants au diagnostic = 10 G/L, et la neutrophilie un taux de
neutrophiles circulants au diagnostic > 7 G/L. L'association pronostique entre I'hyperleucocytose et
la neutrophilie a été étudiée rétrospectivement.

Résultats :

La cohorte d'entrainement incluait 103 patients. La majorité (78%) ont recu une chimiothérapie
concomitante. Une hyperleucocytose ou une neutrophilie étaient présentes au diagnostic chez 12%
et 8% des patients, respectivement. Les survies globale et sans progression a 3 ans étaient
respectivement de 88% et 67%.

En analyse univariée, I'hyperleucocytose et la neutrophilie étaient fortement associées a une survie
globale, une survie sans progression, sans rechute locale ou a distance diminuées (p<0,01). En
analyse multivariée, I'hyperleucocytose et la neutrophilie restaient des facteurs pronostiques
indépendamment associés a une survie globale et sans récidive altérée. Ces résultats ont été validés
dans la cohorte de validation, qui incluait 133 patients.

Conclusion :

L'hyperleucocytose et la neutrophilie sont des facteurs pronostiques indépendants associés a une
survie globale et sans progression inférieure dans ces deux cohortes indépendantes de patients
traités par chimioradiothérapie d'un carcinome épidermoide du canal anal. Ces biomarqueurs
simples et peu onéreux pourraient aider a sélectionner les patients les plus a risque de rechute, afin
de leur proposer des protocoles d'essais cliniques spécifiques.

Mots clés : Carcinome épidermoide ; canal anal ; facteur pronostique ; chimioradiothérapie ;
hyperleucocytose ; neutrophilie
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