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PARTIE I : Introduction 

1. L’adénocarcinome canalaire pancréatique  

1.1. Épidémiologie 

Avec environ 460 000 nouveaux cas par an, les données GLOBOCAN 2018 montrent que 

l’adénocarcinome canalaire du pancréas (PDAC) est le 11ème cancer le plus fréquent dans le 

monde. En 2018, il est à l’origine d’environ 430 000 décès par an dans le monde [1]. 

1.2. Incidence et Mortalité   

Les données issues des registres du réseau FRANCIM permettent d’estimer l’incidence des 

PDAC en France. En 2012, en France, l’incidence estimée du PDAC était de 11 662 nouveaux 

cas avec un ratio homme/femme d’environ 1,5 [2]. En 2018, l’incidence estimée du PDAC était 

de 14 184 nouveaux cas [3]. Il se situe au 8ème rang des cancers chez l’homme et au 6ème rang 

chez la femme [4]. L’incidence standardisée est plus importante chez l’homme (5,5/100 000) 

que chez la femme (4/100 000). De plus, l’incidence augmente avec l’âge indépendamment du 

sexe. En effet, le pic d’incidence est plus important après 70 ans. Dans le monde, l’incidence 

du PDAC varie selon les régions (Figure 1). Le taux d’incidence standardisé selon l’âge est le 

plus important en Europe (7,7/100 000 habitants) et en Amérique du Nord (7,6/100 000 

habitants) et le plus bas en Afrique (2,2/100 000 habitants). Ces différences géographiques 

peuvent être expliquées d’une part par des différences d’exposition à des facteurs 

environnementaux en fonction des pays, mais aussi par une sous-estimation dans les pays en 

voie de développement du fait de l’absence d’outils diagnostics adéquats. Enfin, la qualité des 

registres des cancers varie selon les pays, ce qui peut aussi expliquer ces différences.  

 

Figure 1 : Taux d'incidences standardisés estimés pour l’adénocarcinome canalaire 

pancréatique dans le monde en 2018 [5]. 
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Il existe une grande disparité géographique concernant la mortalité par PDAC dans le monde. 

En effet, en 2018, le taux de mortalité standardisé le plus important se situait en Europe (7,3-

7,6/100 000), alors que le taux le plus faible était retrouvé en Afrique (1,4-2,1/100 000). Le 

PDAC est un des cancers avec le pronostic le plus défavorable. Avec un taux de mortalité 

standardisé de 4,1 pour 100 000, la mortalité par PDAC est similaire à son incidence (4,2 pour 

100 000 personnes) [6]. 

Durant les dernières années, une augmentation de l’incidence et de la mortalité par PDAC a été 

observée et ceci indépendamment du sexe, comme le souligne l’analyse de la base de données 

SEER [7]. Selon l’OMS, il faut s’attendre à une augmentation mondiale de l’incidence de 

77,7% et de la mortalité de 79,9% pour la période 2018-2040.   

Figure 2 : Taux de mortalité standardisés estimés pour l’adénocarcinome canalaire 

pancréatique dans le monde en 2018 [5]. 

Dans le monde, entre 2014 et 2018, la survie globale à 5 ans de l’adénocarcinome canalaire 

pancréatique, tout stade confondu, a augmenté de 6 à 9%. En France, entre 2005 et 2010, la 

survie nette à 5 ans était de 8% avec une nette différence selon l’âge (19% chez les patients de 

moins de 55 ans et 4% chez ceux de plus de 75 ans) [4]. De plus, cette survie varie en fonction 

du stade au diagnostic avec une survie à 5 ans d’environ 32% pour les patients présentant un 

cancer localisé et opérable, 12% pour les patients présentant un cancer localement avancé 

inopérable et de 4% pour les patients métastatiques au moment du diagnostic [8].  
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1.3. Facteurs de risques  

Parmi les facteurs de risque établis, l’âge et le sexe masculin sont retrouvés. Les autres facteurs 

de risque du PDAC sont assez mal connus.  

Le tabac est reconnu comme un facteur de risque majeur [9]. En effet, une analyse combinée 

de 12 études cas-témoin, ayant inclus 6 507 cas et 12 890 témoins, a montré une multiplication 

du risque par 2,2 (IC95% : 1,7-2,8) de développer un PDAC chez les patients fumeurs 

comparativement aux patients non-fumeurs [10]. De plus, ce risque augmente avec le nombre 

de cigarettes et la durée de l’intoxication tabagique. Enfin, il a été montré que chez les anciens 

fumeurs, le risque de PDAC était équivalent à celui de la population des non-fumeurs à partir 

de 20 ans après l’arrêt du tabagisme.  

Parmi les facteurs de risque avérés, la pancréatite chronique quelle que soit sa cause, augmente 

le risque de développer un adénocarcinome du pancréas. En effet, une analyse combinée de dix 

études cas-témoins portant sur plus de 15 000 patients, a mis en évidence une augmentation du 

risque de PDAC chez les patients aux antécédents de pancréatite chronique de plus de 2 ans 

avant le diagnostic de cancer (Odds-ratio = 2,71; IC95% : 1,96-3,74) [11].  

Le rôle de l’alcool a longtemps été un sujet débattu comme facteur de risque de PDAC et ceci 

indépendamment de son rôle démontré comme facteur de risque de pancréatite chronique. 

Récemment, une analyse combinée de 10 études cas-témoins a montré le rôle d’une 

consommation importante d’alcool (≥ 9 verres/jour) comme facteur de risque de PDAC (Odds-

ratio = 1,65; IC95% : 1,2-2,2) et ceci indépendamment des antécédents de pancréatite chronique 

[12]. D’autres études ont montré l’impact du mode de vie dans la carcinogénèse pancréatique 

et notamment de l’alimentation et de l’exercice physique [13,14].  

De manière générale, l’obésité est associée à une augmentation du risque de nombreux cancers 

parmi lesquels le PDAC. Une étude a mis en évidence d’une part que le surpoids (IMC : 25-

29,9 kg/m2) et l’obésité (IMC≥30 kg/m2) étaient associés à une augmentation du risque de 

développer un PDAC, mais aussi que l’obésité au moment du diagnostic était un facteur 

péjoratif en ce qui concerne la survie globale.   

Les PDAC héréditaires concernent environ 10% des adénocarcinomes pancréatiques [15]. 

Schématiquement, il faut distinguer les cancers s’intégrant dans un syndrome génétique 

déterminé (15%) et ceux survenant dans un contexte d’agrégation familiale non syndromique 

(85%). Dans la première population de patients, des syndromes liés à une mutation génétique 

identifiée à transmission autosomique dominante sont retrouvés, tel que des mutations de 



5 
 

BRCA1/2, des mutations dans la voie de réparation des mésappariements (syndrome de 

Lynch), ou encore le mélanome familial multiple (CDKN2A/p16). A contrario, les PDAC non 

syndromiques sont définis par la présence d’au moins deux cas chez les apparentés du premier 

degré sans qu’aucune mutation spécifique ne soit identifiée. Le risque relatif varie de 4 à 32 

selon le nombre d’apparentés atteints [2].  

 

1.4. Altérations génétiques dans les PDAC 

Plusieurs oncogènes et gènes suppresseurs de tumeurs sont fréquemment mutés dans les 

adénocarcinomes pancréatiques. Ces mutations sont impliquées dans de nombreuses voies de 

signalisation parmi lesquelles les quatre plus fréquentes concernent la voie RAS (KRAS), la 

voie du TGF-ß (SMAD4), le cycle cellulaire (CDKN2A) et l’intégration des dommages à l’ADN 

(TP53) (Figure 3). 

1.4.1. KRAS 

L’oncogène KRAS est fréquemment muté dans les adénocarcinomes pancréatiques [16]. Cette 

mutation apparaît précocement dans la carcinogénèse pancréatique [17,18]. Il s’agit d’une 

mutation ponctuelle portant majoritairement sur le codon 12 dans plus de 80% des cas 

(principalement les mutations G12D, G12V et G12A). Cette mutation supprime l’activité 

GTPase de la protéine et ainsi empêche l’hydrolyse du GTP, ce qui induit qu’elle reste 

constamment sous sa forme activée [19]. Ceci engendre une sur-activation des protéines d’aval 

(RAF, MEK) à l’origine de phénomènes de prolifération et d’invasion non contrôlés de la 

cellule cancéreuse pancréatique.   
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Figure 3 : Les voies de signalisation présentant des anomalies dans les PDAC (d’après Fokas 

et al.) [18]. 

1.4.2. CDKN2A 

La deuxième modification génique fréquemment observée dans les lésions précancéreuses 

telles que les néoplasies intra-épithéliales est l’inactivation du gène suppresseur de tumeur 

CDKN2A, principalement par délétion homozygote [20]. Le gène CDKN2A code pour une 

protéine p16 qui permet le contrôle du passage en G1/S. 

1.4.3. SMAD4 

SMAD4 est un gène suppresseur de tumeur inactivé dans plus de 50% des adénocarcinomes du 

pancréas, soit par mutation d’un allèle associée à une délétion de l’autre allèle, soit par délétion 

homozygote [21]. La protéine SMAD4 est impliquée dans la translocation du signal depuis le 

récepteur des ligands du TGF-ß vers le noyau et agit comme cofacteur de transcription. Des 

études récentes ainsi qu’une méta-analyse ont montré que les mutations/délétions de SMAD4 

étaient associées à un pronostic défavorable et particulièrement en cas de présence d’une 

atteinte ganglionnaire et métastatique [22].  

1.4.4. TP53 

Le gène suppresseur de tumeur TP53 est muté dans environ 50% des adénocarcinomes 

pancréatiques. Cette mutation apparait plus tardivement dans la carcinogénèse pancréatique 

[23].   

and colleagues examined the angiogenic switch in PDAC using gene
microarrays [150]. By comparing gene expression between PDAC with
chronic pancreatitis samples, they discovered that the peroxisome
proliferative-activated receptor delta (PPARδ) played a key role in
promoting aberrant angiogenesis. PPARδ overexpressionwas associated
with a more aggressive malignant phenotype characterised by in-
creased recurrence and metastatic spread [150]. Special drug delivery
systems, such as nab-paclitaxel, have been created to facilitate better
drug penetrability into the tumour mass [151,152]. Nab-paclitaxel is a
drug designed to bind to paclitaxel to albumin nano-particles to im-
prove tumour penetrability. In a phase I/II trial, Von Hoff and colleagues
demonstrated improved overall survival in patients with metastatic
PDAC following addition of nab-paclitaxel to gemcitabine, with a re-
sponse rate of 48%. Importantly, SPARC expression in the surrounding
stroma, but not in the intraepithelial compartment, predicted for im-
proved outcome [151,152]. A preclinical study demonstrated the

stroma-depleting ability of nab-paclitaxel [153]. In that work, addition
of nab-paclitaxel significantly decreased the amount of desmoplasia
and increased gemcitabine penetrability by 2.8-fold [153]. Tuveson
and colleagues had previously demonstrated that nab-paclitaxel in-
creases the intratumoural concentration of gemcitabine in GEMMs of
PDAC by blocking cytidine deaminase, a key gemcitabine metabolizing
enzyme [154]. This effect was induced through the enhanced produc-
tion of reactive oxygen species by nab-paclitaxel. Interestingly, SPARC-
deficiency reduced intratumoural concentrations of nab-paclitaxel in a
SPARC-deficient GEMM of PDAC [155].

5. Chemoresistance and radioresistance

Patients with PDAC commonly receive chemotherapy, either in a cu-
rative or palliative intent [156–158]. However, despite the advent of
new agents, such as nab-paclitaxel and the small improvement using

Fig. 1.Ahuman pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) contains an average of 63 genetic alterations. These have been assigned to a core set of 12major signalling pathways as revealed
by global genomic analyses of 20.735 genes in 24 human PDAC samples [37]. The incidence of alterations in these 12 pathways is as follows: Kras— 100%, TGF-β— 100%, Sonic Hedgehog
signalling — 100%, Wnt/Notch signalling — 100%, G1/S-phase transition regulation — 100%, apoptosis — 100%, c-Jun N-terminal kinase signalling — 96%, invasion — 92%, DNA damage
control — 83%, homophilic cell adhesion — 79%, small GTPase Ras-independent signalling — 79% and integrin signalling— 67%.

68 E. Fokas et al. / Biochimica et Biophysica Acta 1855 (2015) 61–82
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Comme présentée dans les figures 4 et 5, c’est l’accumulation de mutations successives au sein 

des cellules pancréatiques qui conduit à l’apparition de lésions précancéreuses (PanIN1-3). 

Ainsi, comme mentionné précédemment, ce sont les mutations de KRAS qui apparaissent le 

plus précocement et ceci dès le stade PanIN-1. Par la suite, l’inactivation de CDKN2A puis de 

TP53 induit l’évolution vers des stades de PanIN plus avancés. Puis les mutations de SMAD4 

apparaissent plus tardivement. Parallèlement à cela, il existe de nombreuses anomalies 

épigénétiques et des altérations dans l’expression d’ARN non codants [24]. 

 

Figure 4 : Modèle de progression génétique de l’adénocarcinome pancréatique (d’après 

Fokas et al.) [18]. 

1.4.5. Apport de l’analyse multi-omics dans la caractérisation moléculaire des 

PDAC 

Les analyses par puces à ADN ont permis, dans certains types de cancers, une meilleure 

classification par sous-typage moléculaire et ainsi de séparer les patients avec des pronostics 

différents [25]. Cependant, compte tenu du nombre défini de gènes exploré, leur intérêt est 

parfois limité. Les techniques de séquençage de nouvelle génération, Next Generation 

Sequencing (NGS), permettent l’exploration de l’ensemble des gènes de manière non 

supervisée. Depuis l’avènement des techniques de séquençage haut débit, de nombreuses études 

se sont intéressées à la compréhension des altérations moléculaires retrouvées dans les PDAC 

[20,26,27].  

Comme décrit précédemment, de nombreux oncogènes tel que KRAS et des gènes suppresseurs 

10. Future perspectives and conclusion

There is now strong evidence that PDAC is a genetic disease (Fig. 2).
Common genetic alterations that promote progress of tumour from
PanIN to PDAC have now been discovered. The advent of new tech-
nologies, such as exome and whole genome sequencing, has provided
novel insight. Indeed, recent genomic studies incorporating mathemat-
ical modelling have indicated that there is a large time gap between the
development of parental andmetastatic subclones, which comes in con-
trast to the notion that the PDAC life span is only few years. Inevitably,
the interrogation of PDAC's clonal evolution has raised questions. For
example, it currently remains unclear to which extent subclones con-
tribute to metastatic spread in PDAC as most metastasis suppressor
genes present haploinsufficiency. Second, it remains to be demonstrat-
edwhether genome sequencing accurately describes the genetic identi-
ty of PDAC independently of intratumoural heterogeneity. This is a key
point as there is currently an increased interest in designing studies
based on genome sequencing to guide personalized treatment with
novel agents. Third, if the time window between the development of
parental clones until the appearance of macrometastases is indeed lon-
ger than a decade, howdowe explore this finding in the clinical setting?
Such observations have important implications for the role of future
population screening to facilitate early diagnosis. Surgery is the corner-
stone in PDAC management but the majority of patients are diagnosed
with locally-advanced, inoperable disease. Hence, early detection of
PDAC, for instance during the PanIN stage can, in theory, improve the
clinical outcome. However, in contrast to other tumour entities, there
is still a lack of a valid screening and early detection method in PDAC
and hence the design of new technologies will be crucial. Detection of
Kras mutations in patient's blood and/or stool might be a promising
way towards this direction but several issues, including public aware-
ness and developments of strategies to avoid overtreatment of patients,
need to be addressed first.

Desmoplasia is one of the hallmarks of PDAC. Traditionally,
desmoplasia had been associated with biological aggressiveness, treat-
ment failure and adverse prognosis in PDAC. However, recent studies
demonstrated that stromal depletion results in even more aggressive,
undifferentiated tumours, whereas patients with higher amount of
stroma had longer overall survival. Currently, it is difficult to envisage
the best way to interpret these novel observations and cross-
validation by other groups should be encouraged. Even though it will
be challenging to completely change the current paradigm, these
unexpected findings highlight the plasticity of PDAC cells and empha-
size that caution is needed when targeting the tumour stroma. A care-
ful reassessment of the novel targeted agents and their impact on
tumour microenvironment is needed. Importantly, these observa-
tions support a protective role for the desmoplastic stroma. In older
studies, Stoker observed that the proliferation of transformed
hamster kidney cells is suppressed by normal fibroblasts [75]. Also, al-
though fibrosis manifests at the cost of organ function loss, it is com-
monly encountered in many different non-malignant inflammatory
diseases in an attempt of the body to develop a protective barrier to pre-
vent spread of the noxious stimuli [301]. Hence, it is plausible that the
fibrotic reaction encountered in PDACmight represent a defencemech-
anism of the host to prevent progression of preneoplastic to neoplastic
lesions and/or mechanically restrain the tumour from growing and
spreading.

Although it remains unclear why PDAC has higher stromal amount
and less vasculature compared to other tumour types, targeting the tu-
mour cells without modifying the stroma to allow better oxygenation
and drug penetrability is unlikely to improve the outcome to conven-
tional radiotherapy and chemotherapy. On the other hand, although it
rendered the tumour more aggressive, stromal depletion “unmasked”
the immunosuppressive microenvironment and tumours responded
better to immune checkpoint blockade and antiangiogenic treatments.
Hence, it will be interesting to analyse the potential of a combining

Fig. 2. Tumour microenvironment and progression in pancreatic cancer. Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) develops from pancreatic intraepithelial neoplasia (PanIN), a well-
defined precursor lesion. Tumour progression is associatedwith genetic and biological alterations. Telomere shortening and Kras mutations occur early during pancreatic tumourigenesis
(PanIN-1) followed by inactivating mutations of CDKN2A (PanIN-2) and late mutations in TP53, SMAD4 and BRCA2 (PanIN-3). In a similar fashion, progression of PanIN to PDAC is
characterised by accumulation of the desmoplastic stroma that drives immunosuppression, tumour growth, invasiveness andmetastatic spread, leading to patient death. Genetic studies
have shown that the average time from early tumourigenesis to patient death frommetastatic disease is approximately 22 years. CAF, cancer-associated fibroblast; Treg, regulatory T cell;
MDSC; myeloid-derived suppressor cell.

75E. Fokas et al. / Biochimica et Biophysica Acta 1855 (2015) 61–82
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de tumeurs tels que CDKN2A, P53 et SMAD4 ont été retrouvés mutés de façon précoce dans 

la carcinogénèse pancréatique. En plus de ces quatre principaux gènes, il existe 24 autres gènes 

avec une fréquence mutationnelle supérieure à 3,5% [28]. Ceci met en évidence la grande 

hétérogénéité génétique des PDAC.  

A partir des données de séquençage du génome entier de 100 PDAC, Waddell et al. ont  proposé 

une classification en 4 groupes selon une approche basée sur la caractérisation des variations 

de structures des chromosomes [20] :  

- Un groupe stable (20 %) présentant un faible nombre d’événements génomiques (≤ 50) 

et une aneuploïdie suggérant des anomalies dans la mitose.  

- Un groupe instable (14%) présentant plus de 200 événements génomiques. 

- Un groupe réarrangement intermédiaire (36%) avec un nombre d’événements 

génomiques compris entre 50 et 200, correspondants à des dégâts chromosomiques 

récurrents.  

- Un groupe présentant un profil génomique localement réarrangé (30%) avec 

gain/amplification de gènes (1–2 % des cas) et des réarrangements de type de 

chromothripsie.  

Les auteurs ont ainsi pu mettre en évidence des anomalies dans les voies de réparation de l’ADN 

dans la population de patients du « groupe instable » chez lesquels, une instabilité 

chromosomique majeure (réarrangements chromosomiques, amplifications et délétions) était 

trouvée [20]. Le niveau de complexité de ces anomalies chromosomiques a été corrélé à la 

réponse au cisplatine, agent endommageant l’ADN [20]. Les auteurs ont montré que 71% de 

ces tumeurs avec un profil instable présentaient des anomalies dans la voie de recombinaison 

homologue (signature HRD ou BRCAness). En effet, le profil BRCAness est défini comme un 

défaut de réparation par la voie de recombinaison homologue dû, soit à une mutation de 

BRCA1/2, soit à un autre gène impliqué dans cette réparation. Ces données ont été corroborées 

plus récemment par Connor et al. qui ont mis en évidence, après séquençage du génome 

complet de 148 tumeurs pancréatiques, la présence d’une signature de type BRCAness chez 

12% des patients [29]. Les auteurs ont montré que ces tumeurs semblaient présenter une 

majoration de l’infiltrat inflammatoire intratumoral, les rendant possiblement sensibles aux 

immunothérapies. 

D’autres auteurs se sont intéressés aux profils d’expression des ARN dans les cancers 

pancréatiques [27,30–32]. Tout d’abord, Collison et al. ont identifié 3 sous-types de PDAC 

basés sur une analyse transcriptomique de 27 tumeurs [32] : 
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- Le sous-type « classique » exprimant des gènes associés à la différentiation épithéliale, 

de bon pronostic. 

- Le sous-type « exocrine-like » exprimant les gènes en rapport avec une différentiation 

exocrine, de pronostic intermédiaire. 

- Le sous-type « quasi-mesenchymal » exprimant de nombreux gènes de la transition 

épithélio-mésenchymateuse, de mauvais pronostic. 

L’analyse transcriptomique faite par Moffit et al. retrouvait particulièrement 2 sous-types 

moléculaires dont un de pronostic défavorable : le sous-type «basal-like» avec une survie 

globale médiane de 19 mois vs 11 mois pour le sous-type «classique» (HR = 1,89; IC95% : 

1,19-3,02) [31].  

Plus récemment, Bailey et al. ont proposé une classification en 4 sous-types à partir d’une étude 

transcriptomique sur 96 tumeurs pancréatiques [27]: 

- Le sous-type « squameux » est caractérisé par l’expression de gènes impliqués dans la 

réponse à l’hypoxie et dans l’inflammation.  

- Le sous-type « progéniteur pancréatique », caractérisé par un réseau transcriptionnel 

impliqué dans le développement des cellules dérivées des cellules progénitrices 

embryonnaires. Il se rapproche en partie des PDAC dits «classiques». 

- Le sous-type « aberrantly differenciated endocrin exocrin (ADEX) », équivalent au 

sous-type « exocrine-like », caractérisé par l’expression de gènes impliqués dans la 

différenciation des cellules acinaires. 

- Le sous-type « immunogénique », associé à la présence d’un infiltrat immunitaire riche 

en lymphocytes. Ce sous-type surexprime également les molécules de surface 

membranaires telles que CTLA-4 et PD-1, suggérant l’intérêt des inhibiteurs de points 

de contrôle immunitaire. 

Cependant, une analyse récente du consortium The Cancer Genome Atlas (TCGA) a ajusté les 

résultats en fonction de la richesse des échantillons en cellules tumorales et a montré que les 

sous-types « ADEX » et « immunogénique » n’étaient retrouvés que dans des échantillons 

pauvres en cellules tumorales, suspectant ainsi une contamination par des cellules pancréatiques 

normales ou des cellules du système immunitaire [24].  

Le transcriptome est défini par l’ensemble des transcrits d’une cellule, qu’ils soient codants ou 

non-codants. L’analyse du transcriptome par des méthodes de séquençage haut débit a permis 

l’acquisition de données d’expression de gènes à l’échelle pangénomique de la même façon que 

les approches antérieures utilisant des puces à ADN. Son principal avantage est aussi de 

permettre la mise en évidence de nouveaux transcrits, tels que des variants d’épissage ou encore 
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des transcrits alternatifs [33]. Enfin, l’analyse transcriptomique a aussi pu permettre d’identifier 

des ARN non codants, tels que des miRNA ou lncRNA associés à la progression tumorale ou 

au pronostic [24].  

 

1.5. Diagnostic et bilan pré-thérapeutique 

1.5.1. Clinique 

 

Cliniquement, les PDAC sont longtemps asymptomatiques, ce qui engendre un retard de 

diagnostic. De plus, les premiers signes cliniques de la maladie sont très souvent aspécifiques 

avec une altération de l’état général, une anorexie et une asthénie. Environ 70 à 80% des 

adénocarcinomes pancréatiques concernent la tête du pancréas et sont plus rapidement 

symptomatiques que ceux situés dans la queue du pancréas [34]. En effet, un ictère peut 

apparaître précocement du fait de la compression de la voie biliaire principale par la tumeur. 

La douleur est le plus souvent intense, classiquement épigastrique, transfixiante, due à 

l’envahissement du plexus cœliaque par la tumeur et nécessite une prise en charge par des 

antalgiques de palier 3. D’autres signes cliniques apparaissent plus tardivement tels qu’une 

ascite en rapport avec une carcinose péritonéale.  

1.5.2. Biologie 

Sur le plan biologique, une cholestase non spécifique peut être observée avec élévation de la 

bilirubine conjuguée, des phosphatases alcalines et de la gamma-glutamyl transpeptidase 

(γGT). Les anomalies du bilan hépatique telles que la cytolyse sont le plus souvent associées à 

la présence de métastases hépatiques. Dans ce cas, une élévation du dosage sérique du CA19-9 

est observée chez plus de 80% des patients. Cependant, sa spécificité est faible et elle n’a pas 

de valeur diagnostique [35]. Elle doit être interprétée avec précaution, et ceci notamment en 

présence d’une cholestase, d’une pancréatite chronique ou d’une cirrhose associée.   

1.5.3. Imagerie 

1.5.3.1.Tomodensitométrie thoraco-abdomino-pelvienne 

Bien que l’échographie abdominale soit souvent l’examen de première intention en cas de 

suspicion de PDAC, elle reste dépendante de l’opérateur et évalue mal les lésions pancréatiques, 

du fait de l’interposition de gaz et parfois de la corpulence des patients [36]. Ce sont le plus 

souvent des signes indirects qui orientent le diagnostic : dilatation de la voie biliaire principale, 
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des voies biliaires intrahépatiques, dilatation du canal de Wirsung, voire métastases hépatiques 

ou présence d’ascites. Ainsi, une fois un PDAC suspecté, la tomodensitométrie thoraco-

abdomino-pelvienne en coupe fine avec injection de produit de contraste est l’examen de choix 

dans le bilan [37]. Elle met en évidence un syndrome de masse tumorale intra-pancréatique 

avec une lésion le plus souvent spontanément hypodense mais parfois isodense. Après injection 

de produit de contraste iodé, la glande normale se rehausse au temps parenchymateux, alors la 

tumeur apparaît faiblement hypodense. Cette technique permet de rechercher des signes 

indirects tels qu’une dilatation des voies biliaires, une dilatation du canal pancréatique, mais 

aussi parfois une atrophie du parenchyme en amont. De plus, elle permet de rechercher des 

lésions secondaires à distance (foie, poumon et carcinose péritonéale). Au-delà de la 

stadification initiale, cet examen permet aussi d’évaluer le degré d’atteinte vasculaire et ainsi 

le potentiel de extirpabilité tumorale. 

1.5.3.2.Imagerie par résonnance magnétique 

Le principal avantage de l’imagerie par résonnance magnétique (IRM) pancréatique est sa 

meilleure sensibilité pour les tumeurs pancréatiques de petites tailles ou isodenses à la 

tomodensitométrie (TDM) [38]. De plus, les séquences de diffusion permettent de rechercher 

des localisations secondaires hépatiques infracentimétriques [39]. Au-delà de ces 

considérations, ses performances sont proches de celle d’une TDM multicoupe. C’est pour ces 

raisons que l’IRM n’est pas recommandée en première intention dans le diagnostic et le bilan 

pré-thérapeutique des tumeurs pancréatiques [39].  

1.5.3.3.Echoendoscopie  

Le principal intérêt de l’échoendoscopie est de permettre le diagnostic et le bilan d’extension, 

en particulier pour les tumeurs céphaliques. Elle peut procéder à des biopsies écho-guidées si 

besoin. Elle permet aussi d’apprécier les rapports de la masse avec les axes vasculaires, 

notamment les vaisseaux mésentériques supérieurs, avec une sensibilité de 80% [40]. Bien que 

cet examen soit informatif, il reste opérateur-dépendant.  

1.5.4. Diagnostic anatomopathologique 

Le diagnostic anatomopathologique doit impérativement être obtenu avant de commencer le 

traitement [39]. Le site le plus accessible à la biopsie doit être préféré. C’est particulièrement 

le cas des métastases hépatiques. En cas de biopsie pancréatique, la biopsie par voie écho-



12 
 

endoscopique doit être préférée à la biopsie par voie pariétale [41]. Une biopsie positive permet 

de confirmer le diagnostic d’adénocarcinome pancréatique et ainsi d’éliminer les diagnostics 

différentiels. Au contraire, une biopsie négative ne permet pas d’éliminer le diagnostic 

d’adénocarcinome pancréatique et nécessite de reprendre les explorations avec de nouvelles 

biopsies principalement par voie échoendoscopique.  

Bien qu’il existe différents types de cancers du pancréas, ce travail de thèse va s’intéresser à la 

forme la plus fréquente, présent dans 85% des cas : l’adénocarcinome pancréatique issu des 

cellules exocrines du pancréas [5]. Ce type de cancer provient de la progression de lésions 

situées au niveau des canaux pancréatiques (Figure 5) [42]. Ses capacités d’invasion lui 

confèrent un fort potentiel métastatique [43]. Les autres types de cancers pancréatiques sont 

issus des cellules endocrines du pancréas et forme la famille des cancers du pancréas 

neuroendocrine.  

 

Figure 5 : Évolution des lésions pancréatiques conduisant à l’adénocarcinome pancréatique 

[44]. 

 

1.6.Classification TNM 

Comme dans la plupart des tumeurs solides, il existe une classification TNM des carcinomes 

pancréatiques (Tableau 1). Cette classification a été réactualisée en 2017 (8ème édition) [45]. La 

définition des adénopathies régionales n’est pas la même selon que la tumeur se situe au niveau 

de la tête, du corps ou de la queue du pancréas.  

chronic pancreatitis, a known risk factor for pancreatic
cancer. Recently, a direct link between CFTR mutation
and cancer has been posited with the detection of a mu-
tant allele in early-onset PDAC cases. Previous studies
had not conclusively identified such a link, but may
have been limited by smaller numbers of cases and more
limited mutational analysis (Neglia et al. 1995; Sharer et
al. 1998; Malats et al. 2001; Matsubayashi et al. 2003;
McWilliams et al. 2005).

While the question as to how these separate genetic
conditions lead to PDAC remains to be fully understood,
the clinical observation of exocrine insufficiency and
pancreatitis as a common patho-physiologic process
leading to PDAC is compelling. Exocrine organ dysfunc-
tion and pancreatitis could promote tumorigenesis in
part by promoting the local release of growth factors,
cytokines, and reactive oxygen species (ROS), thereby
inducing cell proliferation, disrupting cell differentiation
states, and selecting for oncogenic mutations. The ob-
servation that activating K-RAS mutations are detect-
able in up to a third of patients with chronic pancreatitis
is consistent with this hypothesis (Lohr et al. 2000). Fur-
ther evidence from mouse models also suggests the pres-
ence of a ductal precursor cell population that undergoes
expansion in response to organ damage (see below in
section Origins of Pancreatic Cancer). In states of pan-
creatic inflammation or damage, an expanded “stem
cell”-like compartment could represent a subpopulation
of cells susceptible to oncogenic transformation upon
somatic mutation of key proto-oncogenes and tumor
suppressor genes (Beachy et al. 2004).

Morphological characteristics of PDAC and evolving
pancreatic neoplasms

PDAC commonly arises in the head of the pancreas with
infiltration into surrounding tissues including lymphat-
ics, spleen, and peritoneal cavity, and with metastasis to
the liver and lungs. The disease is characterized by the
presence of a dense stroma of fibroblasts and inflamma-
tory cells, termed desmoplasia. Pancreatic stellate cells,
a subpopulation of cells in the normal pancreas with
fibroblast characteristics, have been observed in experi-
mental models to respond to pancreatic injury and may
contribute to the desmoplastic response in the setting of
cancer (Jaster 2004). PDAC primarily exhibits a glandu-
lar pattern with duct-like structures and varying degrees
of cellular atypia and differentiation (Fig. 2). Less com-
mon subtypes of PDAC include colloid, adenosquamous,
or sarcomatoid histology. Often within an individual tu-
mor, there are regional differences in histology, tumor
grade, and degree of differentiation. Even the smallest
primary lesions commonly exhibit perineural and lym-
pho-vascular invasion, suggesting a propensity for early
distant spread.

Clinical and histopathologic studies have identified
three PDAC precursor lesions (Fig. 2): PanIN, mucinous
cystic neoplasm (MCN), and intraductal papillary muci-
nous neoplasm (IPMN) (Brugge et al. 2004; Maitra et al.
2005). Of these precursor lesions, the most common and

extensively studied is PanIN, which is found in the
smaller-caliber pancreatic ducts. Surveys of pancreas
specimens from autopsy studies and surgical resection
cases have suggested that PanINs are a common finding
in older adults, occurring in as many as 30% of speci-
mens. A documented increased incidence of PanINs in
patients with PDAC initially suggested their biologic re-
lationship. PanINs show a spectrum of divergent mor-
phological alterations relative to normal ducts that seem
to represent graded stages of increasingly dysplastic
growth (Fig. 2; Hruban et al. 2000a, 2001; Maitra et al.
2005). PanINs are graded from stages I to III, with the
earliest stage characterized by the appearance of a co-
lumnar, mucinous epithelium and with increasing archi-
tectural disorganization and nuclear atypia through
stages II and III (Figs. 2, 4 [below]). The high-grade
PanINs ultimately transform into frank PDAC with evi-
dence of areas of invasion beyond the basement mem-
brane. Several molecular profiling studies have subse-
quently reinforced the PanIN-to-PDAC progression

Figure 2. Pancreatic precursor lesions and genetic events in-
volved in pancreatic adenocarcinoma progression. Pictured are
three known human PDAC precursor lesions: PanIN, MCN,
and IPMN. The PanIN grading scheme is shown on the left;
increasing grade (1–3) reflects increasing atypia, eventually lead-
ing to frank adenocarcinoma. The right side illustrates the po-
tential progression of MCNs and IPMNs to PDAC. The genetic
alterations documented in adenocarcinomas also occur in
PanIN, and to a lesser extent MCNs and IPMNs, in an apparent
temporal sequence, although these alterations have not been
correlated with the acquisition of specific histopathologic fea-
tures. The various genetic events are listed and divided into
those that predominantly occur early or late in PDAC progres-
sion. Asterisks indicate events that are not known to be com-
mon to all precursors (telomere shortening and BRCA2 loss are
documented in PanIN and LKB1 loss is documented in a subset
of PDACs and IPMNs). Images were generously provided by
Gregory Lauwers.
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Tableau 1 : Classification TNM (Tumor, Node, Metastasis) des PDAC 8ème édition [45]. 

En pratique, la classification thérapeutique des adénocarcinomes pancréatiques dépend de la 

l’extirpabilité de la tumeur et de la présence ou non de métastase. Ainsi, les tumeurs sont 

classées en cancers extirpable, à la limite de l’extirpable (borderline), localement avancé ou 

métastatique [39].  

1.7. Traitement  

Compte tenu de l’absence de symptomatologie au stade précoce, le PDAC est souvent 

diagnostiqué tardivement, si bien qu’au moment du diagnostic, seuls 20% des patients 

présentent une tumeur localisée sans métastase à distance. Par ailleurs, 50% des patients sont 

diagnostiqués initialement au stade métastatique et 30% des patients se présentent avec une 

tumeur localement avancée non métastatique. La prise en charge thérapeutique va dépendre du 

stade de la maladie. 

 

1.7.1. Prise en charge thérapeutique des PDAC au stade localisé  

La chirurgie est le traitement de référence des PDAC localisés [46]. Cependant, une majorité 

des patients (50-86%) vont présenter des rechutes locales, intra-péritonéales et/ou métastatiques 

(hépatique) et ceci du fait de la présence de micrométastases dès le stade précoce de la maladie 

[47]. Ainsi, les stratégies thérapeutiques adjuvantes et néoadjuvantes telles que la 

chimiothérapie (CT) ou la chimioradiothérapie (CRT) peuvent se justifier. Cependant, d’après 

les recommandations publiées récemment, les patients présentant un PDAC localisé et opérable, 

doivent bénéficier d’un traitement chirurgical en première intention suivi d’une CT adjuvante 

(Figure 6). Une alternative est de faire une chimiothérapie néoadjuvante dans le cadre d’un 

essai clinique.   

major modifications were made from the 7th edition stag-

ing system (Table 2), resulting in new definitions for T and

N classifications.6 Instead of denoting extrapancreatic
invasion, which can be difficult to predict accurately before

surgery7 and may be inconsistently assessed by patholo-

gists, T3 tumors are now defined as those larger than 4 cm.
Furthermore, nodal involvement has been revised from a

binary system to one based on extent of nodal involvement

as follows: N0, N1 (1–3 positive regional lymph nodes), or
N2 (C4 positive regional lymph nodes).

A recent multi-institutional study from three centers in

the United States evaluated these changes and suggested
that it improved discrimination of survival for patients with

resected pancreatic cancer.8 The data used in this study

from three East Coast tertiary centers may be subject to
referral bias and treatment selection bias. Validation using

a nationally representative data set is needed. We sought to

evaluate the discriminative ability of the AJCC 8th edition

staging system and to study the impact of T and N classi-
fication changes on stratification of survival using

nationally representative registry data.

METHODS

Data Source and Study Cohort

This study analyzed prospectively collected data from

the Surveillance, Epidemiology, and End Results (SEER)

database maintained by the National Cancer Institute. The
SEER database began in 1973 with seven cancer registries

and has grown to include 21 cancer registries, representing

28% of the U.S. population. Compared with the general

TABLE 1 American Joint Committee on Cancer (AJCC) 8th edition staging system for pancreatic cancer

Primary tumor (T) Regional lymph nodes (N) Distant metastases (M)

T1 Maximum tumor diameter B2 cm N0 No regional lymph node metastasis M0 No distant metástasis

T2 Maximum tumor diameter[2 cm but B4 cm N1 Metastasis in 1–3 regional lymph nodes M1 Distant metastasis

T3 Maximum tumor diameter[4 cm N2 Metastasis in C4 regional lymph nodes

T4 Tumor involves the celiac axis or the superior
mesenteric artery (unresectable primary tumor)

Stage

Stage 1A T1 N0 M0

Stage 1B T2 N0 M0

Stage 2A T3 N0 M0

Stage 2B T1–T3 N1 M0

Stage 3 Any T

T4

N2

Any N

M0

Stage 4 Any T Any N M1

TABLE 2 AJCC 7th edition staging system for pancreatic cancer

Primary tumor (T) Regional lymph nodes (N) Distant metastases (M)

T1 Tumor limited to the pancreas,\2 cm in greatest dimension N0 No regional lymph node metastasis M0 No distant metastasis

T2 Tumor limited to the pancreas,[2 cm in greatest dimension N1 Regional lymph node metastasis M1 Distant metastasis

T3 Tumor extends beyond the pancreas but without involvement of the
celiac axis or the superior mesenteric artery

T4 Tumor involves the celiac axis or the superior mesenteric artery
(unresectable primary tumor)

Stage

Stage 1A T1 N0 M0

Stage 1B T2 N0 M0

Stage 2A T3 N0 M0

Stage 2B T1–T3 N1 M0

Stage 3 T4 Any N M0

Stage 4 Any T Any N M1

2024 S. K. Kamarajah et al.



14 
 

 

 

Figure 6 : Prise en charge des adénocarcinomes pancréatiques opérables (adapté de 

Neuzillet et al.) [39]. 

De nombreuses études ont évalué l’utilisation de CT adjuvante après traitement chirurgical et 

ont montré une amélioration de la survie, comparativement à l’absence de traitement. L’essai 

CONKO-001 a comparé le traitement par gemcitabine comparativement au placebo et a mis en 

évidence une amélioration de la survie sans maladie (13,4 vs 6,9 mois) [48]. Cette différence 

est retrouvée dans l’ensemble des sous-groupe (R1 et/ou N+). L’actualisation des résultats avec 

un suivi médian de 136 mois a montré une amélioration de la survie globale (22,8 vs 20,2 mois; 

HR=0,76 IC95% : 0,61-0,95 ; P=0,01) avec le traitement adjuvant par gemcitabine [49]. L’essai 

ESPAC-3 a mis en évidence une survie globale comparable entre les bras CT adjuvante par 

gemcitabine et 5-fluorouracile (5-FU) (23,6 vs 23,0 mois), mais avec un taux d’effets 

indésirables plus important dans le bras 5-FU (14% vs 7,5% ; P<0,001) [50]. Plus récemment, 

l’essai ESPAC-4 a randomisé 730 patients entre un traitement adjuvant par gemcitabine en 

monothérapie et une bithérapie par gemcitabine et capécitabine. Les investigateurs ont pu 

montrer un bénéfice en survie globale dans la population de patients traitée par la bithérapie 

(28 vs 25,5 mois HR=0,83; IC95% : 0,68-0,98 ; P=0,032), faisant de cette bithérapie une 

nouvelle option thérapeutique dans le traitement adjuvant après résection chirurgicale [51].  

L’adjonction d’une radiothérapie concomitante à une chimiothérapie adjuvante a été évaluée 

dans plusieurs essais cliniques randomisés mais l’interprétation est actuellement difficile 

compte tenu de l’utilisation d’anciennes techniques d’irradiations [52,53]. L’essai 

thérapeutique le plus récent est l’essai RTOG 9704 comparant l’ajout d’une CT adjuvante par 
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gemcitabine ou 5-FU à une CRT adjuvante par 5-FU. La dose totale de l’irradiation était de 

50,4 Gy en 28 fractions de 1,8 Gy, 5 jours par semaine. Les auteurs n’ont pas trouvé de 

différences statistiquement significatives en survie globale dans le groupe gemcitabine, 

comparativement au groupe 5-FU [54]. Cependant le design de cette étude dont le but était de 

comparer deux schémas de CT adjuvantes ne permet pas d’évaluer l’intérêt d’une CRT 

adjuvante à une résection chirurgicale. L’essai randomisé de phase III ESPAC-1 avait pour 

objectif d’évaluer l’apport d’une CRT adjuvante à base de 5-FU, comparativement à une CT 

adjuvante exclusive [55]. Cet essai a mis en évidence une diminution de la survie globale dans 

le bras CRT comparativement au bras CT (15,9 vs 20,1 ; P=0,05), suggérant un effet délétère 

de la CRT adjuvante. Cependant, cette étude présentait certaines limitations, telles qu’une 

irradiation faite selon des modalités anciennes (2D et 3D) et une absence de contrôle qualité de 

la radiothérapie. Ainsi, jusqu’à une publication récente, seule une CT à base de gemcitabine ou 

5-FU en traitement adjuvant des PDAC réséqués pouvait se justifier sans qu’un bénéfice par 

rapport à une CRT soit démontré.  

Récemment, Conoy et al. ont publié les résultats d’un essai clinique randomisé de phase III 

comparant une CT adjuvante par gemcitabine (1000 mg/m2; J1,J8,J15; J1=J28) à une CT par 

FOLFIRINOX modifié (Irinotecan: 150 mg/m2; Oxaliplatine: 85 mg/m2; 5-FU: 2400 mg/m2; 

Leucovorin: 400 mg/m2, J1=J15) sur une durée de 6 mois [56]. Avec un suivi médian de 33,6 

mois, le schéma FOLFIRINOX améliorait de manière significative la durée de survie sans 

maladie (HR=0,58; IC95%=0,46-0,73  P<0,001) et la survie globale (HR=0,64; IC95%=0,48-

0,86; P=0,003). Ainsi, après un traitement chirurgical pour les patients en bon état général 

(OMS0-1), le schéma FOLFIRINOX modifié serait préférable à la gemcitabine [57]. L’étude 

de phase II PRODIGE 44-PANDAS, actuellement en cours, comparant une CT d’induction par 

FOLFIRINOX suivie ou non d’une CRT avant la chirurgie chez les patients présentant un 

adénocarcinome à la limite de l’extirpable, devrait permettre d’apporter des arguments en 

faveur d’un traitement néo-adjuvant.  

A partir de l’ensemble de ces données, des recommandations ont été formulé récemment et sont 

présentée de manière schématique dans la figure 6. 

 

1.7.2. Prise en charge des PDAC localement avancés  

Environ 30% des patients se présentent avec un PDAC localement avancé, c’est-à-dire non 

extirpable mais ne présentant pas de métastases à distance. Plusieurs essais randomisés ont 

évalué le bénéfice de la CRT comparativement à la CT ou à la radiothérapie seule (RT) [58].  
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Trois essais randomisés ont montré l’intérêt d’une CRT comparativement à une RT exclusive 

(Tableau 2). Tout d’abord, un essai de la Mayo Clinic a randomisé 64 patients entre une RT 

exclusive (35-40 Gy) et une CRT selon les mêmes modalités de radiothérapie associée à une 

CT par 5-FU. Les auteurs ont mis en évidence un bénéfice en survie globale en faveur du bras 

de chimioradiothérapie (10,3 vs 6,3 mois) [59]. Par la suite, le «Gastrointestinal Tumor Study 

Group» (GITSG) a comparé trois modalités, une RT exclusive de 60 Gy en «split course», une 

CRT selon les mêmes modalités de radiothérapie et une chimiothérapie par 5-FU et une CRT à 

40 Gy en «split course» avec une chimiothérapie par 5-FU. Le bras de traitement RT seule a 

dû être cloturé prématurément compte tenu de la différence majeure de survie globale à un an 

comparativement aux bras CRT (10 vs 40 %) [60]. Plus récemment, le «Eastern Cooperative 

Oncology Group» a publié les résultats de l’essai randomisé ECOG-8282 comparant une RT 

exclusive (59,4 Gy) et une CRT concomitante associant 5-FU et mitomycine-C. Les auteurs ont 

montré l’absence de différence significative en terme de survie globale entre le bras RT (7,1 

mois) et CRT (8,4 mois) [61]. 

 

 
Tableau 2 : Essais cliniques randomisés comparant la radiothérapie exclusive à la 

chimioradiothérapie. RT : radiothérapie exclusive, 5-FU : 5-fluorouracile, MMC : 

mitomycine C, NR : non renseigné. 

 

Par la suite de nombreuses études se sont intéressées d’une part à la comparaison de la CRT 

avec la CT exclusive et d’autre part à la comparaison entre différents régimes de CRT (Tableau 

3) [62–65]. Une méta-analyse récente d’essais cliniques prospectifs a mis en évidence que 
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l’ajout d’une CRT après une CT d’induction n’améliorait pas la survie globale à 1 an, 

comparativement à une CT exclusive [66]. Cependant des essais randomisés récents ont pu 

montrer un bénéfice en contrôle local de l’association CRT comparativement à la CT exclusive 

[67]. Concernant les schémas de CT associées, plusieurs méta-analyses ont comparé les CT à 

base de 5-FU ou gemcitabine et ont conclu pour certaines à un bénéfice de l’association avec 

la gemcitabine et pour d’autres à une équivalence [68,69]. Toutefois, l’ensemble de ces études 

vont dans le sens d’une augmentation de la toxicité digestive et hématologique, en défaveur de 

la gemcitabine comparativement au 5-FU. La CT exclusive est une option thérapeutique dans 

les PDAC localement avancés. Les poly-chimiothérapies actuellement utilisés pour les patients 

métastatiques (FOLFIRINOX,  gemcitabine et nab-paclitaxel) pourraient permettre 

d’augmenter les taux de réponses et d’améliorer la survie globale [70].  

Dans les années 1980, deux essais cliniques (GITSG 1988 et ECOG 1985) ont comparé la CRT 

à la CT exclusive pour les patients présentant un adénocarcinome pancréatique localement 

avancé. Seul l’essai du GITSG a montré un bénéfice en ce qui concerne la survie globale, au 

prix d’une toxicité plus importante dans le groupe chimioradiothérapie. Cependant ces essais 

ont été conduit avant l’ère de la gemcitabine. Ainsi, plus récemment, l’essai de la FFCD/SFRO 

a évalué une CT exclusive par gemcitabine à une CRT à base de 5-FU et cisplatine avec une 

dose de RT de 60 Gy suivi d’une CT adjuvante par gemcitabine [63]. Cent dix-neuf patients 

ont été randomisées et l’étude a mis en évidence une augmentation de la survie globale dans le 

groupe gemcitabine comparativement au groupe CRT (survie médiane 13 mois vs 8,6 mois; 

P=0.03). Il est important de noter que du fait d’une toxicité plus importante en cours de la CRT, 

seulement 42,4% des patients ont pu recevoir plus de 75% de la dose de CT ou de RT. De plus, 

dans le groupe CRT, le nombre de cures de gemcitabine en maintenance était statistiquement 

plus faible (6 vs 10) comparativement au groupe sans RT. Enfin, la dose cumulée de 

gemcitabine était aussi plus faible dans le groupe avec RT comparativement au groupe de CT 

seule (6845 vs 15000 mg/m2). Ces données pourraient expliquer la différence observée entre 

les deux groupes de traitement.  
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Tableau 3 : Essais cliniques randomisés comparant la chimiothérapie exclusive à la 

chimioradiothérapie. RT : radiothérapie, 5-FU : 5-fluorouracile, SMF : Streptozotocine, 

Mitomycine C et 5-FU, CDDP : cisplatine, Gem : Gemcitabine.  

 

Plus récemment, les approches basées sur la CT d’induction suivie d’une CRT ont été évaluées. 

Il est notable que la CRT ne peut être proposée qu’en absence de progression tumorale. Cette 

approche permet de sélectionner les patients qui ne présenteront pas d’évolution métastatique 

en cours de CT d’induction et qui pourront potentiellement bénéficier d’une intensification 

locorégionale avec une chimioradiothérapie. Cette stratégie thérapeutique a été évaluée par 

l’essai clinique randomisé de phase III LAP07 [67]. Cet essai randomisait dans un premier 

temps 442 patients entre un traitement d’induction par gemcitabine ou gemcitabine et erlotinib. 

Puis, parmi les patients n’ayant pas progressé sous le traitement d’induction, une deuxième 

randomisation avait lieu entre une CRT (54 Gy et capécitabine) ou la même CT que durant la 

phase d’induction. Le critère de jugement principal était la survie globale à partir de la première 

randomisation. Avec un suivi médian de 36 mois, la survie médiane n’était significativement 

pas différente entre le bras CRT et CT (15,2 vs 16,5 mois ; HR=1,03 ; IC95% : 0,79-1,34; 

P=0,83). Cependant, les patients qui avaient reçu une CRT présentaient une diminution 

significative du risque de récidive locale (32%) comparativement à ceux qui avaient reçu une 

CT exclusive (46% ; P=0,03). Une des limitations de cet essai est lié au fait que son design 

avait été fait avant l’ère du FOLFIRINOX (5-FU, Oxaliplatine, Irinotecan). En effet, les essais 

de phase III PRODIGE-4/ACCORD-11 et MPACT effectués par la suite, ont montré la 
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supériorité respectivement du schéma FOLFIRINOX et du nab-paclitaxel pour les patients 

présentant un PDAC localement avancé ou métastatique [71,72].  

A partir de l’ensemble de ces données, des recommandations ont été formulées récemment et 

sont présentées de manière schématique dans la figure 7. 

 

 

Figure 7 : Schéma de prise en charge des adénocarcinomes pancréatiques localement 

avancés adapté de Neuzillet et al. [39]. 

 

1.7.3. Apport des techniques innovantes d’irradiation dans la prise en charge 

préopératoire des PDAC  

Il est notable que les adénocarcinomes pancréatiques présentent une radiorésistance 

intrinsèque. Plusieurs possibilités permettent de contourner cette problématique: la 

radiothérapie stéréotaxique (SBRT) et la protonthérapie. 

 

1.7.3.1. La radiothérapie stéréotaxique 

La SBRT a pour objectif d’augmenter la dose par fraction et ainsi d’augmenter l’équivalence 

biologique. Une revue systématique de la littérature avec analyse combinée a permis de montrer 

une bonne tolérance du traitement (10% toxicité de grade 3) mais aussi une survie médiane 

comparable aux essais de CRT concomitante d’environ 17 mois. Toutefois, une grande 

hétérogénéité des fractionnements et des étalements utilisés est notable [73]. 
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1.7.3.2.La protonthérapie 

Contrairement à la RT par photons, la protonthérapie possède l’avantage balistique lié au pic 

de Bragg. En effet, les protons déposent peu d’énergie en début de parcours mais un maximum 

en fin de parcours avec une chute de l’énergie rapide, expliquant la protection des organes qui 

sont au-delà du pic de Bragg [74]. De plus, la protonthérapie a montré une augmentation de 

l’efficacité biologique comparativement aux photons, principalement lié au transfert d’énergie 

linéique (TEL), correspondant à l’énergie déposée par les particules par unité de distance 

(keV/µm) [75]. La figure 8A illustre que pour obtenir une dose suffisante au sein de la tumeur, 

la dose déposée en surface par les photons est plus importante, sachant que la dose délivrée par 

les photons diminue en fonction de la profondeur, induisant une dose plus importante au niveau 

des organes à risques (OAR). Contrairement à cela, les protons délivrent la dose à une 

profondeur donnée en fonction de leur énergie. En effet, en traversant un milieu homogène, du 

fait de leur charge et de leur masse, les protons perdent peu d’énergie et déposent la grande 

majorité de leur énergie avant leur arrêt, expliquant la présence du pic de Bragg. Le pic de 

Bragg étroit ne permet pas d’irradier une tumeur de manière homogène. Ainsi, il est nécessaire 

de superposer plusieurs pics de Bragg de différentes profondeurs, correspondant à des énergies 

de protons différents, afin de construire un pic de Bragg étalé, qui permet de délivrer une dose 

maximale stable au niveau de la tumeur, tout en protégeant au maximum les tissus sains au-

delà de la tumeur (Figure 8B).  

L’intérêt de la protonthérapie pour les PDAC réside dans son avantage dosimétrique 

comparativement à la radiothérapie avec des photons. Cela permet d’améliorer l’index 

thérapeutique en diminuant la dose aux organes à risque de proximité (duodénum) mais aussi 

d’augmenter la dose dans le volume cible. Plusieurs études in silico et cliniques ont déjà 

rapporté des résultats sur l’intérêt des protons dans les PDAC. Comparant la protonthérapie à 

un traitement par RT conformationnelle 3D, une diminution statistiquement significative de la 

dose dans la moelle, le rein gauche, le rein droit, le foie et l’intestin grêle a été montrée, que 

l’irradiation ait utilisé un fractionnement classique ou un hypofractionnement [76,77]. Dans le 

cadre d’une irradiation exclusive de PDAC inopérable, Bouchard et al. ont montré que les 

protons permettent d’atteindre une dose de 72 Gy, tout en diminuant la dose dans l’intestin 

grêle, comparativement à une irradiation par photons (le volume d’intestin recevant 15 Gy : 

61% en photons et 9% en protons) [78]. Lee et al. ont montré in silico que grâce aux protons, 

il était possible d’étendre le volume irradié pour inclure les aires ganglionnaires, sans pour 

autant augmenter la dose dans les OAR,  précisant que de tels résultats ne sont pas possibles 

avec les photons [79]. Sur le plan clinique, une équipe a publié les résultats d’un essai de phase 
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I sur des carcinomes pancréatiques qui délivrait 25 Gy en 5 fractions en préopératoire et 

concomitamment à la gemcitabine. Quatre cas de toxicité de grade 3 ont été décrits, mais les 

doses toxiques limites n’ont pas été atteintes et 11 patients sur 15 ont pu être opérés [80]. En 

parallèle, l’utilisation d’une dosimétrie adaptative à la variation de position des OAR permet 

de diminuer la toxicité [81]. Un essai de phase II a permis d’obtenir une médiane de survie 

globale de 18 mois avec un taux à 2 ans de 31%, alors que le taux de survie sans récidive locale 

à 2 ans était de 69%. La toxicité était limitée et sur les 11 patients initialement inopérables, 4 

ont finalement été opérés [79]. Ainsi ces deux techniques d’irradiation fortement 

conformationnelles limitent la toxicité des tissus sains avoisinants, tels que l’intestin et 

semblent être adéquates pour l’irradiation des PDAC localement avancées.   

 

Figure 8 : A : Distribution de dose d’un faisceau de photons et de protons en fonction de la 

profondeur des tissus sains et tumoraux et B : Superposition de plusieurs pics de Bragg pour 

obtenir un pic de Bragg étalé en fonction de la profondeur des tissus (d’après 

https://www.uzleuven.be/fr/protontherapie). 

 

1.7.4. Prise en charge au stade métastatique  

1.7.4.1. Première ligne  

La gemcitabine a longtemps été le traitement de référence de première ligne métastatique des 

adénocarcinomes pancréatiques depuis la publication d’un essai clinique de phase III qui avait 

randomisé 126 patients entre une perfusion hebdomadaire de 5-FU (600 mg/m2) ou de 

gemcitabine (1000 mg/m2) [82]. Les auteurs ont mis en évidence une amélioration significative 

de la survie globale dans le groupe gemcitabine (P=0,0025). Par ailleurs, les auteurs ont montré 

une amélioration du bénéfice clinique dans le bras gemcitabine (23,8%) par rapport au bras 5-

FU (4,8% ; P=0,0022). Le bénéfice clinique était défini comme une amélioration d’au moins 
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un des critères suivants : la douleur ou la nécessité d’un traitement antalgique, l’index de 

Karnofsky, le poids, sur une durée d’au moins 4 semaines, sans détérioration des autres critères. 

Par la suite de nombreux essais ont tenté de moduler l’efficacité de la gemcitabine en 

association avec des taxanes, des sels de platines ou des anthracyclines sans bénéfice en survie 

globale [83]. Un essai clinique randomisé de phase III évaluant l’ajout à la gemcitabine, d’un 

inhibiteur de tyrosine kinase de l’EGFR, l’erlotinib, dans une population de patients présentant 

un adénocarcinome du pancréas métastatique a montré un bénéfice significatif en survie globale 

mais considéré cliniquement comme non pertinent (6,24 vs 5,91 mois) [84]. Plus récemment, 

les résultats des essais MPACT et PRODIGE-4/ACCORD-11 ont modifié la prise en charge en 

première ligne métastatique des patients atteints d’un adénocarcinome du pancréas 

métastatique. L’essai PRODIGE-4/ACCORD-11, publié en 2011 est un essai clinique de phase 

III de supériorité, comparant le schéma FOLFIRINOX à la gemcitabine en monothérapie, dans 

une population de patients avec un adénocarcinome pancréatique métastatique ou localement 

avancé [71]. Les patients devaient avoir un statut OMS <0-1 et un taux de bilirubine inférieur 

à 1,5 fois la normale. Cette étude est la première à montrer un bénéfice d’une 

polychimiothérapie comparativement à la gemcitabine en ce qui concerne la survie globale 

(survie médiane : 11,1 vs 6,8 mois ; HR=0,57 ; P<0,001). Cette étude a fait du schéma 

FOLFIRINOX le traitement standard de première ligne des patients présentant un 

adénocarcinome du pancréas métastatique ou localement avancé, qui avait un état général 

conservé. Par la suite, une deuxième étude a été publiée et a comparé l’association nab-

paclitaxel et gemcitabine avec la gemcitabine en monothérapie [72]. Dans cette étude, 861 

patients ont été randomisé entre une dose standard de gemcitabine en monothérapie ou la même 

dose de gemcitabine et le nab-paclitaxel (125 mg/m2). Cette étude a mis en évidence une 

amélioration significative de la survie globale (survie médiane : 8,5 vs 6,7 mois ; HR=0,72; 

P<0,001). Cependant aucune étude n’a comparé le schéma FOLFIRINOX à l’association 

gemcitabine et nab-paclitaxel. Actuellement, le schéma FOLFIRINOX est préféré pour les 

patients OMS 0-1 et ne présentant pas d’hyperbilirubinémie avant le début du traitement [39]. 

 

1.7.4.2. Deuxième ligne 

Après une première ligne de traitement, la plupart des patients présentent une dégradation de 

leur état général rendant difficile une seconde ligne de traitement. Seuls les patients avec un 

statut OMS 0-1 peuvent bénéficier d’une seconde ligne de traitement.  

Les combinaisons de CT à base d’oxaliplatine ont été évaluées en 2ème ligne après échec d’une 

CT à base de gemcitabine. L’essai CONKO-003 a montré une amélioration de la survie sans 
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progression (2,9 vs 2,0 mois ; HR 0,68 ; P=0,019) et de la survie globale (5,9 vs 3,3 mois ; 

HR=0,66; P=0,01) avec l’ajout de l’oxaliplatine au 5-FU comparativement à une monothérapie 

par 5-FU [85]. Plus récemment, l’essai de phase III PANCREOX a comparé dans une 

population de patients OMS ≤ 2, le schéma FOLFOX6 modifié (mFOLFOX6) à une 

monothérapie par 5-FU [86]. Les auteurs n’ont pas mis en évidence de différence sur la survie 

sans progression (2,9 vs 3,1 mois ; HR=1.0 ; P=0,99). Cependant, la survie globale était 

significativement inférieure dans le groupe mFOLFOX6 (6,1 mois) comparativement au groupe 

5-FU en monothérapie (9,9 mois ; HR=1,78 ; P=0,02). Ceci pouvant s’expliquer par le fait que 

dans le groupe mFOLFOX6 le taux d’effets secondaires ≥ grade 3 était significativement plus 

important (63% vs 11%), mais aussi car le taux d’arrêt de traitement était plus important (20,4% 

vs 1,9%) et que les patients sous mFOLFOX6 ont eu significativement moins de lignes de 

traitements supplémentaires (6,8 vs 25%).  

Par ailleurs, l’ajout de l’irinotecan dans sa forme liposomale au 5-FU a été évalué dans l’essai 

de phase III NAPOLI-1 [87]. Les patients traités par l’association 5-FU et irinotecan liposomal 

avaient une meilleure survie sans progression (médiane : 3,1 vs 1,5 mois; HR=0,56; P=0,0001), 

un meilleur taux de réponse objective (16% vs 1%; P=0,0001) et une meilleure survie globale, 

comparativement au 5-FU en monothérapie. 

Cependant, aucune étude ne s’est intéressée au traitement après CT par FOLFIRINOX ou 

gemcitabine et nab-paclitaxel en première ligne.    

A partir de l’ensemble de ces données, des recommandations ont été formulées récemment et 

sont présentées de manière schématique dans la figure 9. 
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Figure 9 : Schéma de prise en charge des adénocarcinomes pancréatiques métastatiques 

adapté de Neuzillet et al.  [39]. 

 

2. Rationnel biologique de la chimioradiothérapie à base de gemcitabine 

2.1.Les rayonnements ionisants induisent des dommages à l’ADN 

L’ADN est constamment soumis à des dommages qui peuvent être endogènes ou alors dus à 

des sources environnementales telles que les rayonnements ionisants. L’effet biologique des 

rayonnements ionisants est principalement lié à leur capacité à créer des dommages de l’ADN, 

soit de manière directe, soit plus fréquemment de manière indirecte par création de radicaux 

issus de la radiolyse de l’eau (Figure 10) [88]. En effet, l’ionisation des molécules d’eau conduit 

à la formation d’espèces radicalaires oxydantes telles que le radical hydroxyle (•OH). En 

présence d’oxygène les espèces radicalaires peuvent engendrer des radicaux superoxydes O2
•- 

qui sont à l’origine de stress oxydant. 
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Figure 10 : Effets directs et indirects des rayonnements ionisants provoquant des dommages 

à l’ADN adapté de Müssig et al. [89]. 

 

La conséquence biologique de ces effets indirects consiste en la création d’une grande diversité 

de dommages à l’ADN tel que des modifications de bases, des cassures simple-brin (CSB), des 

cassures double-brin (CDB), des ponts inter brins et des lésions covalentes ADN-protéines [90]. 

Ces lésions de l’ADN font intervenir trois types de protéines. Tout d’abord, une étape de 

reconnaissance de la lésion est indispensable et fait intervenir des senseurs (MRN, PARP). Il 

s’en suit une phase pendant laquelle des protéines médiatrices permettent d’amplifier le signal 

et de recruter des protéines effectrices. Leurs rôles est de permettre la réparation des dommages 

de l’ADN, mais aussi d’induire un arrêt dans le cycle cellulaire afin de permettre cette 

réparation et enfin, en cas de difficultés de réparation, d’induire la mort cellulaire programmée 

(Figure 11). Certaines protéines interviennent dans plusieurs voies de réparation. La réparation 

correcte des dommages à l’ADN est primordiale pour la survie cellulaire et le maintien de 

l’intégrité génomique. En fonction du type de dommage, les voies de signalisation sont 

différentes. Nous nous intéresserons particulièrement à la réparation des CSB, CDB et des 

mésappariements de bases.  
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Figure 11 : Dommages induits par les rayonnements ionisants et principales voies de 

réparation impliquées [91]. 

 

2.1.1. Réparation des mésappariements de bases 

Leur réparation par excision de bases (BER) permet de prendre en charge les bases 

endommagées par le stress oxydatif, mais aussi les CSB de l’ADN (Figure 12). Son 

fonctionnement dans le cas de la réparation des mésappariements de base est assez bien connu 

et fait intervenir plusieurs étapes : 

- Phase de reconnaissance par une glycosylase qui supprime la ou les bases mésappariées 

et engendrant un site abasique. Actuellement onze glycosylases humaines ont été 

décrites et sont spécifiques du type de lésion.  

- Création d’une brèche par une phosphodiestérase. 

- Synthèse d’ADN par l’action concertée de la polymérase ß, la ligase II et de la protéine 

XRCC1. 

- Brin d’ADN réparé par la ligase I ou III. 
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Figure 12 : Mécanisme de réparation par excision de base [91]. 

 

2.1.2. Réparation des cassures simple-brin 

Les CSB sont reconnues par la PARP-1 en complexe avec XRCC1 qui permet de recruter 

d’autres protéines telles que PNK qui façonne les extrémités de la cassure et facilite l’action 

des polymérases et ligases (Figure 12). L’action de la PARP sera décrite dans le paragraphe 3.  

 

2.1.3. Réparation des cassures double brin  

La recombinaison homologue (RH) domine en phase S et G2, alors que la voie de religation 

non-homologue (NHEJ) est présente dans toutes les phases du cycle cellulaire. L’activation 

d’une voie plutôt qu’une autre dépend donc de l’avancement dans le cycle cellulaire [92]. 

 

2.1.3.1.La recombinaison homologue 

Dans ce mécanisme de recombinaison homologue, la CDB est reconnue par le complexe MRN 

[93] composé de MRE11, RAD50 et NBS1 [92], ce qui permet de protéger et de signaler le 

dommage via ATM (Figure 13). Cela permet également le recrutement d’une endonucléase qui 
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effectue une résection des brins d’ADN de 5’- 3’ [93]. L’extrémité simple brin 3’ est alors 

envahie par les protéines BRCA1 et BRCA2, ainsi que la protéine RAD51, ce qui permet la 

recherche de régions homologues de la cassure sur la chromatide sœur [94]. Il y a alors 

appariement du simple brin 3’ de la cassure avec le brin complémentaire de la région 

homologue trouvée, à l’origine d’une formation d’une boucle en D, puis synthèse d’ADN grâce 

à une ADN polymérase [95] (Figure 13).  

 

2.1.3.2.La religature non-homologue 

Le mécanisme de religature non-homologue (c-NHEJ) permet de joindre deux extrémités de 

CDB [96]. Il permet d’effectuer la ligature de tout type d’ADN et ne requière pas de séquences 

homologues (Figure 12). Tout d’abord, la protéine 53BP1 est recrutée aux sites de dommages 

et cela permet l’orientation vers la voie NHEJ pour la réparation [97]. La première étape est la 

reconnaissance de la cassure et la liaison à l’ADN par l’hétérodimère Ku (Ku70 et Ku80), ce 

qui permet de le protéger d’une éventuelle dégradation [98]. Cet hétérodimère procède à la 

phosphorylation de l’histone H2AX, ce qui permet de relaxer la chromatine. Cette liaison 

entraîne également le recrutement d’autres facteurs de réparation: DNA-PKcs (permet 

l’accessibilité des CDB  aux autres protéines), ADN polymérase (synthèse d’ADN), XRCC4 

(X-ray cross complementing protein 4) et la ligase IV. Ce mécanisme ne permettant pas de 

restaurer la molécule d’ADN initiale, des pertes de nucléotides entre les deux extrémités jointes 

ou même des ajouts de nucléotides sont possibles. De nouvelles combinaisons de séquences 

peuvent donc être produites. 

 

2.1.3.3.Ligation alternative 

Ce mécanisme de la voie alternative de NHEJ fait appel à des microhomologies (Figure 13). La 

CDB est reconnue par la PARP1, ce qui oriente vers la voie A-NHEJ, plutôt que la voie C-

NHEJ [99]. Le complexe MRN ainsi que CtlP permettent la résection des brins à l’origine 

d’extrémités simple brin [95]. Ensuite, une hybridation des microhomologies entre ces 

extrémités peut avoir lieu. Cela va générer des extrémités sortantes non appariées, qui vont être 

clivées. La polymérisation et la ligation des brins complètent la réparation d’ADN. Ce 

mécanisme est également sujet aux erreurs, puisqu’il peut joindre deux molécules d’ADN non 

apparentées, ces erreurs de jonctions sont plus probables qu’avec la C-NHEJ [99]. 
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Figure 13 : Trois mécanismes de réparation des cassures double-brins : la recombinaison 

homologue (HR), la religation non-homologue (c-NHEJ) et la ligation alternative (A-NHEJ) 

[100]. 

 

2.2. La gemcitabine est un agent radiosensibilisant 

La gemcitabine est un antimétabolite utilisé dans de nombreuses indications en cancérologie. 

Pour être active, elle subit plusieurs modifications sous forme de phosphorylations (Figure 14) 

[101]. La déoxycytidine kinase (DCK) catalyse la phosphorylation de la gemcitabine en 

gemcitabine monophosphate (Gem-MP). Deux kinases contribuent à la phosphorylation en 

gemcitabine diphosphate (Gem-DP) et triphosphate (Gem-TP) (Figure 14). 

ATM

M R N

CtIP

ATRIP
ATR

RPA

RAD51

RAD51

RAD51

RAD54

Pol

5’ to 3’ end resec!on

Coating of ssDNA with RPA

RPA replaced by RAD51

Homologous
Recombination (HR)

Non-homologous end-
joining (NHEJ)

Strand invasion and synthesis

Holliday junction resolution

Ku80

Ku70

Ku80

Ku70

Ku 70/80 associates 
with free ends

Polλ

DNA
PK Ku80

Ku70
Ku80

Ku70
Ligase

IV
Ligase

IV

Polµ
Polλ

Polµ

DNA-PK tethers broken 
ends and repair factors bind

Ends ligated together

XRCC4 XRCC4

Alternative non-
homologous end-joining 

(Alt-NHEJ)

M R N

CtIP

5’ to 3’ end resec"on

M R N

CtIP

Microhomology
annealing (4-20 bp)

PolθLigase

LigasePolθ

Gap-filling and ligation

Ends ligated together

Insertion/deletion

Fig. 2.2 The DNA damage response. Homologous recombination (HR) begins with signaling of 
the DSB in which ATM plays an early role. 5′–3′ end resection by MRN-CtIP is followed by coat-
ing of the ssDNA with RPA which triggers checkpoint initiation by ATR. RPA is displaced by 
RAD51, which along with RAD54 initiates strand exchange and homology search. Polymerases 
use the homologous sequence as a template to synthesize new DNA, resulting in the formation of 
cross-over structures (Holliday junctions) that are cleaved by resolvases at the end of the HR path-
way. Non-homologous end joining (NHEJ) begins with association of the Ku70/80 heterodimer on 
the broken DNA ends which mediates binding of other repair factors, including DNA-PK which  
tethers the broken ends, and polymerases μ and λ which work together with ligase IV and XRCC4 
to fill in the gaps and join the DNA ends. Alternative non-homologous end- joining (alt-NHEJ) 
begins with small-scale resection of the broken ends by MRN-CtIP, the resected ends then anneal 
at regions of microhomology where polymerase θ works together with ligases to fill and seal the 
gap, often resulting in insertions or deletions



30 
 

Tout d’abord, la Gem-DP inhibe la ribonucléotide réductase (RNRase) empêchant ainsi la 

transformation de nucléotide diphosphate en nucléotide triphosphate et diminuant ainsi le pool 

de nucléotide triphosphate au sein de la cellule (Figure 14.1). La Gem-TP inhibe la cytidine 

désaminase qui est la principale enzyme de dégradation de la gemcitabine, augmentant ainsi le 

pool de gemcitabine au sein de la cellule (Figure 14.2). De plus, la Gem-TP s’insère dans l’ADN 

de manière compétitive avec d’autres déoxynucléoside triphosphate (DNTP) (Figure 14.3), 

induisant l’inhibition de la synthèse d’ADN. Ceci a pour conséquence une augmentation de 

l’intégration de la gemcitabine au sein de l’ADN comparativement aux autres nucléotides [102]. 

L’ensemble de ces mécanismes explique la radiosensibilisation par la gemcitabine. Il a aussi 

été démontré aussi que la radiosensibilisation in vitro était à la fois temps et dose dépendante. 

En d’autres termes, une exposition prolongée à une concentration faible radiosensibilise autant 

qu’une exposition courte à une concentration élevée [103,104]. 

 

 

Figure 14 : Schématisation des différents mécanismes d’action de la gemcitabine. DCK : 

déoxycytidine kinase, Gem : Gemcitabine, MP : monophosphate, DP : diphosphate, TP : 

triphosphate, dFdUMP : difluorodéoxyuridine monophosphate, DCTD : déoxycytidine 

déaminase, NDP : nucléoside diphosphate, dNDP : déoxynucléoside diphosphate, dNTP : 

déoxynucléoside triphosphate, RNRase : ribonucléotide réductase. 

 

3. La Poly(ADP-ribosylation) 

3.1. Synthèse du Poly(ADP-ribose) 

Décrit pour la première fois en 1963 par Chambon et al., le poly (ADP-ribose) est un polymère 

d’unité d’ADP-ribose dérivé de l’hydrolyse du NAD+ avec libération simultanée d’un 

nicotinamide (Figure 15) [105]. La poly(ADP-ribosy)lation (PARylation) des protéines est une 

modification post-traductionnelle réversible dans laquelle les PARP hydrolysent le NAD+ dans 

	 6	

to repair these S-phase DSBs by HR. Thus, HR provides a backup repair pathway for unrepaired 

SSBs. 

3.3 Gemcitabine is a radiosensitizing agent 

Gemcitabine or 2’,2’-difluoro-2’-deoxycytidine is a deoxycytidine analog that requires 

sequential phosphorylation by multiple kinases into cytoplasm to become pharmacologically active 

and interferes by incorporating into DNA, thus stopping DNA replication (Figure 3). Deoxycytidine 

kinase (DCK) catalyzes the phosphorylation of gemcitabine to gemcitabine monophosphate (Gem-

MP). Two kinases contribute to the phosphorylation to gemcitabine diphosphate (Gem-DP) and 

triphosphate (Gem-TP). 

Gemcitabine diphosphate inhibits ribonucleotide reductase (Figure 3: 1), thus leading to 

intracellular depletion of deoxynucleotide triphosphate (dNTP). Deamination is the major way to 

inactivate gemcitabine and is catalysed by deoxycytidine deaminase (DCTD)16. Gemcitabine 

triphosphate inhibits gemcitabine deamination by inhibiting DCTD (Figure 3: 2), thus leading to an 

amplification loop. Furthermore, gemcitabine triphosphate incorporates into DNA in a competitive 

way with other dNTP (Figure 3: 3), thus leading to inhibition of DNA synthesis. Combined with IR, 

gemcitabine produces a synergistic enhancement in tumor cell killing17.  

Figure 3: Schematic representation of gemcitabine mechanism of action in cell.  DCK: Deoxycytidine 

kinase; DCTD: deoxycytidine deaminase; Gem: gemcitabine; Gem-MP: gemcitabine monophosphate; 

Gem-DP: demcitabine diphosphate; Gem-TP: gemcitabine triphosphate; NDP: nucleoside 

diphosphate; dNDP: deoxynucleoside diphosphate; dNTP: deoxynucleside triphosphate; dFdUMP: 

difluoro-deoxyuracile monophosphate; RNRase: ribonucleotide reductase. 

3.4 In locally advanced PDAC, chemoradiotherapy with gemcitabine is effective but toxic 

Approximately 30% of patients present with locally advanced PDAC are defined as surgically 

unresectable but without evidence of distant metastases. The therapeutic options of this subset of 

patient include chemotherapy alone or chemoradiotherapy (CRT)18. Many randomised studies, as well 
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Figure 4: schematic representation of gemcitabine mechanism of action in cell.  DCK: Deoxycytidine 

kinase; DCTD: Deoxycytidine deaminase; Gem: Gemcitabine; Gem-MP:Gemcitabine monophosphate; 

Gem-DP: Gemcitabine Diphosphate; Gem-TP:Gemcitabine triphosphate; NDP=nucleoside diphosphate; 

dNDP:deoxynucleoside diphosphate; dNTP:deoxynucléside triphosphate; dFdUMP: difluoro-deoxyuracile 

monophosphate; RNRase : Ribonucleotide Réductase. 

3.4 In locally advanced PDAC, chemo-radiotherapy with gemcitabine is effective but 
toxic. 

Approximately 30% of patients present with locally advanced PDAC are defined as surgically 

unresectable but without evidence of distant metastases. The therapeutic options of this subset of patient 

include chemotherapy alone or chemoradiotherapy (CRT)19. Many randomised studies as well as two meta-

analyses have confirmed the superiority of CRT over external radiotherapy alone on locally advanced 

PDAC20. Although, many chemotherapy agents have been assessed, concurrent fluoropyrimidines and 

gemcitabine are the commonly used regimens.  

 A meta-analysis of four studies, comparing 5-Fluorouracile based CRT with gemcitabine-based 

CRT, demonstrated a benefit for gemcitabine-based CRT (12 month survival rate relative risk 1.54, p=0.03) 

but with relative severe acute haematological toxicities21. Since this publication, a largest randomised phase 

II trial comparing gemcitabine versus capecitabine (a fluoropyrmidine) as a radiosensitizer (SCALOP) 

showed that the median overall survival was 15.2 and 13.4 months in the capecitabine and gemcitabine arm 

respectively (p=0.012). One of the explanation of survival detriment in the gemcitabine arm is probably the 

lower dose of gemcitabine compared to other studies22. Indeed fewer patients in the capecitabine group 

needed dose reductions or stopped chemotherapy (44%) early compared to the gemcitabine group (76%). 

Moreover, only 68% of patients in the gemcitabine arm completed the full protocol dose of radiotherapy. It 

emphasizes that association of radiotherapy and gemcitabine is a highly dose-dependant effective treatment, 

but is also limited because of high toxicity rate. Then, radiosensitizing cancer cells with targeted agents 

could allow to decrease gemcitabine concentration, thus leading to increase therapeutic ratio between 
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le but de forme des homopolymère d’ADP-ribose, parfois branchés sur des protéines 

acceptrices ou bien sur elles-mêmes. Cette modification se fait par une liaison covalente sur des 

résidus lysine, glutamate ou asparagine [105]. A contrario, les poly(ADP-ribose) glyohydrolase 

(PARG) sont des glycohydrolases permettant la dégradation les liaisons glycosidiques entre les 

molécules d’ADP ribose [105]. 

La synthèse du polymère fait suite à trois étapes : 

- Une première étape de mono(ADP-ribosyl)ation de la protéine acceptrice 

- Une seconde étape d’élongation par ajout d’ADP(ribose). Dans cette réaction, il s’agit 

de la formation d’une liaison glycosidique entre deux riboses liés à l’adénine de chaque 

unité d’ADP-ribose. 

- Une troisième étape permet de créer des ramifications en permettant la création d’une 

liaison glycosidique entre deux riboses qui sont liés au nicotinamide.   

 

Figure 15 : De la découverte de la PARylation à l’autorisation de mise sur le marché des 

inhibiteurs de PARP (d’après Schreiber et al.) [105]. 

 

3.2. La superfamille des PARP 

Jusqu’en 2004, la poly(ADP-ribose) polymérase -1 (PARP-1) était la seule protéine identifiée 

comme pouvant catalyser la réaction de poly(ADP-ribosyl)ation. En recherchant les protéines 

qui présentaient une homologie avec le domaine catalytique de PARP-1, Amé et al. ont mis en 

évidence de nouvelles protéines, agrandissant la famille à 17 protéines [106]. Ces protéines sont 

impliquées dans le maintien de nombreuses fonctions cellulaires telles que la réparation de 

l’ADN, la transcription, le cycle cellulaire, la différenciation cellulaire, la mort cellulaire, 

l’inflammation et la réponse immunitaire. A partir de ces données, Schreiber et al. ont proposé 

Introduction
De la découverte du PAR à la famille PARP
Le poly(ADP-ribose), décrit pour la première fois en 1963, est
une molécule complexe synthétisée par les poly(ADP-ribose)
polymérases (PARP) [1,2] (figures 1 et 2). Dans cette réaction
appelée poly(ADP-ribosyl)ation, ou PARylation, les PARP hydro-
lysent le NAD+ et polymérisent des résidus d'ADP-ribose pour
former un long polymère éventuellement branché, fortement
chargé négativement, sur des protéines acceptrices (réaction
d'hétéromodification), et sur elles-mêmes dans la réaction
d'automodification (figure 2). Ce PAR peut être dégradé par
les activités endo- et exo-hydrolases d'une autre enzyme, la
poly(ADP-ribose) glycohydrolase (PARG). Pendant plus de
30 ans, PARP-1 et PARG ont été considérées comme les seules
enzymes capables de respectivement synthétiser et dégrader le
PAR. Cette modification post-traductionnelle si particulière a été
alors largement étudiée pour son implication dans la réponse
aux dommages à l'ADN, la surveillance et le maintien de
l'intégrité du génome [1,2]. De nombreux travaux ont mis en

évidence le rôle prépondérant du PAR dans l'organisation spa-
tiale et temporelle de la réparation des cassures dans l'ADN, par
l'ouverture locale de la chromatine par la poly(ADP-ribosyl)ation
(PARylation) des histones, le recrutement de facteurs de répa-
ration au site endommagé et le contrôle de la progression du
cycle et de la survie cellulaire [1,2]. L'importance de PARP dans
la réponse aux dommages a été clairement démontrée par la
génération indépendante de modèles de souris Parp!/! défi-
cientes en PARP, sensibles aux agents endommageant l'ADN.
La découverte inattendue d'une synthèse de PAR résiduelle dans
les cellules Parp!/! traitées par un agent alkylant et l'identifica-
tion simultanée par différents laboratoires de l'existence de nou-
velles protéines possédant une activité de PARylation a
totalement bouleversé le domaine. Ces PARP constituent une
famille de 17 protéines [3], dont lemembre fondateur, renommé
PARP-1, reste non seulement le plus caractérisé à ce jour, mais
aussi le plus actif. PARP-2 et PARP-3 sont à l'heure actuelle les
seules nouvelles PARP à également être activées par l'ADN
endommagé [4]. Toutefois, d'autres membres de la famille PARP

proved to be exquisitely efficient to kill tumour cells deficient in double strand break repair by
homologous recombination, such as cells mutated for the breast cancer early onset genes BRCA1
or BRCA2, by synthetic lethality. Several phase III clinical trials are in progress for the treatment of
breast and ovarian cancers with BRCA mutations and the PARP inhibitor olaparib has just been
approved for advanced ovarian cancers with germline BRCA mutation. This review recapitulates
the history from the discovery of poly(ADP-ribosyl)ation reaction to the promising therapeutic
applications of its inhibition in innovating anticancer strategies. Benefits, hopes and obstacles are
discussed.
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une classification basée sur les fonctions établies et permettant de les regrouper en quatre 

familles (Figure 16) [107] : 

- Les PARP dépendantes de l’ADN (PARP-1, PARP-2 et PARP-3) qui permettent de 

reconnaître des domaines d’ADN discontinus via leur domaine de liaison à l’ADN N-

terminal.  

- Les tankyrases (Tankyrase 1 (PARP-5a) et Tankyrase 2 (PARP-5b)) via leur large 

domaine de répétitions ankyrine permettent d’interagir avec de nombreuses protéines et 

régulent de nombreuses fonctions cellulaires telles que la maintenance des télomères ou 

encore la mitose. 

- Les PARP CCCH (PARP-7; PARP-12 et PARP-13) présentent des motifs en doigts de 

Zinc : Cystéine-Cystéine-Cystéine-Histidine, leur permettant la liaison à l’ARN. Ainsi 

PARP-13, a été présenté comme un régulateur des modifications post-

transcriptionnelles des ARN messagers mais aussi de miRNA.  

- Les macros PARP (PARP-9, PARP-14 et PARP-15) comme leur nom l’indique 

possèdent un domaine macro permettant la liaison au poly(ADP) ribose (PAR). 

Les autres protéines de la PARP (PARP-4; PARP-10; PARP-11; PARP-6; PARP-8 et PARP-

16) ne sont pas classées dans des sous-groupes précis. 
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Figure 16 : Classification des 17 PARP et de la PARG [107]. 
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Par la suite, Kleine et al. ont présenté une nouvelle classification basée sur leur activité 

enzymatique. En effet, bien que certaines PARP soit structurellement proche, leur activité 

enzymatique peut être totalement différente et de même que leur fonction dans la cellule [108].  

Il en résulte une classification en 3 sous-groupes : 

- Les PARP qui ont une activité de poly(ADP-ribosyl)ation tels que PARP-1, PARP-2, 

PARP-3, PARP-4, Tankyrase 1 et Tankyrase 2 

- Les PARP avec une activité de mono(ADP-ribosyl)ation tels que PARP-10, PARP-14 

et PARP-15 

- Les PARP ne présentant pas d’activité enzymatique 

A partir de ces données, Hottiger et al. ont présenté une nouvelle nomenclature basée sur cette 

classification. Les auteurs préfèrent le terme d’ADP-ribosyl transférase (ART) [109]. En effet, 

cette publication a mis en évidence que les PARP ont une activité transférase et que certains 

membres de la famille ont une activité de mono(ADP-ribosyl)ation.  

 

3.3. Rôle de la PARylation dans la réponse aux dommages à l’ADN  

Parmi les PARP, PARP-1 et PARP-2 sont les protéines les plus exprimées au sein de la cellule 

et sont principalement impliquées dans la reconnaissance des dommages à l’ADN (Figure 17) 

[107]. En effet, la PARylation a plusieurs conséquences dont la finalité est de permettre la 

réparation des dommages à l’ADN. Tout d’abord, elle permet le remodelage de la chromatine 

au niveau du site endommagé en permettant le recrutement de facteurs de remodelage de la 

chromatine (Figure 17). Leur recrutement a pour conséquence d’inhiber l’activité 

transcriptionnelle au niveau de la lésion, en attendant la réparation. Parallèlement, la 

PARylation permet de recruter des protéines impliquées directement dans la réparation des CSB 

(XRCC1, Ligase III) ou des CDB (MRE11, NBS1).  

Concernant la réparation des CSB, l’activité de la PARP-1 est bien documentée et reconnue. 

La reconnaissance des CSB par la PARP-1 engendre à la fois une auto-PARylation mais aussi 

une PARylation de nombreuses protéines nucléaires. L’auto-PARylation permet le recrutement 

de protéines pivot impliquées dans la voie BER et réparation des CSB : XRCC1, polymérase ß 

et ligase III (Figure 17). PARP-2 est aussi reconnue comme étant impliquée dans la réparation 

des CSB, alors que PARP-3 ne présente, a priori, pas de rôle dans cette réparation.  

Concernant la réparation des CDB, l’implication de PARP-1 a été démontrée en mettant en 

évidence les interactions physiques et fonctionnelles avec les protéines impliquées dans la 

réparation de ces cassures. Parmi les voies de réparation des CDB, il est démontré que PARP-

1 intervient principalement dans la voie de A-NHEJ (Figure 17). En effet, dans les cellules 
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déficientes en NHEJ (Ku-/-), en absence de PARP-1, il n’y a pas de réparation des CDB. De 

plus, il a été démontré une interaction physique entre PARP-1 et le complexe protéique de la 

voie A-EJ. De plus, il a été montré une accumulation de MRE11 et NBS1 aux sites des CDB et 

que cette accumulation nécessite PARP-1, suggérant un rôle de PARP-1 dans la réparation des 

cassures par recombinaison homologue (Figure 17). Enfin, les CDB provoquées par le stress 

réplicatif mettent en jeu PARP-1 et PARP-2. En effet, Bryant et al. ont montré que PARP-1 et 

PARP-2 étaient nécessaires au redémarrage de la fourche de réplication [110]. En effet, les 

délétions de PARP-1 et PARP-2 abrogent la recombinaison induite par l’hydroxyurée et 

sensibilisent les cellules à cette CT [110]. 

En conclusion, bien qu’initialement le rôle de PARP-1 ait été principalement décrit dans la 

réparation des mésappariements de bases (voie BER) et la réparation des CSB, les données 

récentes de la littérature complètent son rôle dans la reconnaissance des CDB et son implication 

principale dans la voie A-NHEJ. De plus, le rôle de PARP-2 et PARP-3 dans la reconnaissance 

et la réparation des dommages de l’ADN est de plus en plus reconnue [111].  

De ce fait, inhiber les PARP impliquées dans la reconnaissance de ces lésions permettrait 

d’augmenter la létalité de ces lésions et engendrerait une augmentation de la mort cellulaire.  

 

Figure 17 : Rôle de la PARP dans la réponse aux dommages de l’ADN [105]. PAR : 

poly(ADP-rybosyl); BER : réparation par excision de base; SSBR : réparation des cassures 

simple-brin ; A-NHEJ : ligation alternative ; C-NHEJ : religation non-homologue ; RH : 

recombinaison homologue ; X : protéine acceptrice. 

exhaustive FACT, ALC1, macroH2A1.1, ISWI, SMARCA5, les pro-
téines du complexe NuRD CHD4 et MTA1, l'histone chaperone
APLF, les protéines polycomb EZH2, BMI1, CBX4 ou encore les
déméthylases KDM5B, KDM4B et KDM4D [4,7]. Mais le PAR
permet aussi le recrutement rapide au site endommagé de
facteurs de réparation de l'ADN. Ainsi, XRCC1, la protéine cen-
trale de la réparation des bases endommagées et des cassures
simple brin (base excision repair/single strand break repair
[BER/SSBR]) est recrutée en quelques secondes au site endom-
magé grâce au PAR synthétisé par PARP-1. La liste des facteurs
de réparation dont le recrutement au site endommagé dépend
du PAR, ou est accéléré par la présence de PAR, ne cesse de
s'allonger, que ce soit pour réparer les cassures simple brin
(XRCC1, DNA ligase III, PNK, APTX, TDP1, PCNA) ou double brin
(ATM, BARD1, MRE11, NBS1, APLF) de l'ADN. Enfin, parmi les
facteurs recrutés via le PAR au site endommagé, il faut encore
citer la protéine RNF146/Iduna, une ubiquitine E3-ligase, qui
poly-ubiquitinyle de façon PAR-dépendante certains facteurs de

réparation pour les orienter vers une dégradation par le pro-
téasome [9].
Les paragraphes ci-dessous ne font qu'apporter une description
succincte du rôle de la PARylation dans les différentes voies de
réparation des dommages à l'ADN. Pour plus de détails, se
reporter aux diverses revues récentes et exhaustives sur le sujet
[1,2,4,7,10].

Réparation des cassures simple brin et des bases
endommagées (BER/SSBR)
C'est dans la voie de réparation par excision de base et des
cassures simple brin (base excision repair/single strand break
repair [BER/SSBR]) que l'implication de PARP-1 est la plus docu-
mentée. Celle-ci est étayée par la sensibilité des souris et
cellules déficientes en PARP-1 à l'irradiation et aux agents alky-
lants et oxydants, ainsi que par le délai dans la réparation des
cassures simple brin et des bases endommagées. PARP-1 est
recrutée très rapidement, mais de façon transitoire, au site de

Figure 3
Fonctions du PAR dans la réponse aux dommages
Rôle de la PARylation dans la réponse aux dommages dans l'ADN. PARP-1 (et, dans certaines situations décrites dans le texte, PARP-2 et PARP-3) détecte les cassures dans l'ADN,
signale leur présence en synthétisant localement sur elle-même et sur des protéines acceptrices (X) du PAR. La quantité de PAR produite, reflétant la sévérité du dommage, va
permettre à la cellule d'adapter sa réponse en ouvrant des programmes de survie ou de mort cellulaire. Le PAR produit au site endommagé va permettre l'ouverture de la
chromatine, par l'action combinée de l'éviction des histones par leur PARylation et le recrutement de facteurs de remodelage et de modification de la chromatine. Certains
facteurs de réparation (indiqués en bleu) vont alors être recrutés par le PAR au site endommagé. Selon le type de lésion (cassure simple ou double brin), les facteurs présents
dans la cellule, et la phase du cycle cellulaire, différentes machineries de réparation vont se charger de la restauration de l'intégrité de l'ADN (pour plus de détails, se reporter au
texte).
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3.4. Les inhibiteurs de PARP 

Dans le cadre de thérapie anticancéreuse, les inhibiteurs de la PARP-1/2 sont apparus comme 

une cible thérapeutique de choix dans la mesure où l’inhibition de la PARylation permet de 

bloquer les mécanismes de réparations associés à ce phénomène [112]. Ainsi, il est possible 

d’utiliser les inhibiteurs de PARP (PARPi) selon deux modalités, soit en monothérapie selon le 

principe de létalité synthétique ou alors en combinaison avec des agents génotoxiques tels que 

les alkylants de l’ADN ou les rayonnements ionisants [105].  

De nombreux PARPi sont actuellement en cours de développement clinique ou ont obtenus 

l’AMM dans certaines indications. L’olaparib (AZD-2281) est celui qui est le plus avancé dans 

son stade de développement clinique [113]. En effet, il s’agit d’un PARPi initialement testé en 

monothérapie dans les cancers présentant des mutations BRCA1/2 [114]. Par la suite, l’olaparib 

a été utilisé en combinaison avec des CT génotoxiques, parmi lesquelles le témozolomide, dans 

des modèles précliniques et cliniques de glioblastome, mélanome, sarcome d’Ewing et de 

cancer de la prostate [115,116]. Actuellement l’olaparib a obtenu l’AMM en maintenance pour 

les cancers de l’ovaire avec mutations germinales ou somatiques de BRCA1/2 en réponse aux 

sels de platine. D’autres PARPi tels que le niraparib (MK-4827) ou le rucaparib (AG-014699) 

ont aussi l’AMM en monothérapie dans la prise en charge des cancers avancés de l’ovaire. 

Enfin, de nouveaux PARPi sont en cours de développement clinique tel que le veliparib (ABT-

888) et le talazoparib (BMN 673). 

Récemment, un essai clinique de phase III randomisé a montré un bénéfice en survie sans 

progression dans les PDAC avec une mutation germinale de BRCA1/2, en réponse après une 

CT à base de sels de platine [117].  

 

3.4.1. Traitement en monothérapie: principe de létalité synthétique 

En 2005, deux études ont montré l’impact majeur des PARPi dans les cellules déficientes en 

BRCA1/2. L’inhibition de la PARP empêche la réparation des CSB par le mécanisme BER qui 

deviennent des CDB au passage de la fourche de réplication et qui, en absence de protéines 

impliquées dans la réparation des CDB (BRCA1/2), conduisent à la mort cellulaire (Figure 

18.2) [118,119]. 

La létalité synthétique est un phénomène selon lequel une mutation d’un seul gène n’est pas 

létale pour la cellule mais devient létale lorsqu’elle est associée à une autre mutation [120]. 

Dans le contexte d’une cellule cancéreuse, une mutation dans un gène impliqué dans la 

réparation des dommages à l’ADN n’induit pas de mort cellulaire. L’inhibition d’une protéine 

impliquée dans la réparation permettrait d’augmenter la mortalité cellulaire dans ces cellules 
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déjà déficientes. En d’autres termes, dans les cellules déficientes en BRCA1/2, gène dont la 

protéine est impliquée dans la réparation des CDB par recombinaison homologue, l’inhibition 

de la PARP empêche la réparation des CSB et induit des CDB au passage de la fourche de 

réplication [121]. Ces CDB sont donc moins facilement réparées et augmentent ainsi la 

mortalité cellulaire (Figure 18.2). Il est tout à fait possible d’extrapoler cette théorie à 

l’ensemble des gènes impliqués dans la voie de recombinaison homologue : c’est le concept de 

« BRCAness » [122]. En effet, il a été démontré que d’autres anomalies telles que des 

hyperméthylation du promoteur de BRCA, une perte de RAD51, une mutation d’ATM ou un 

déficit en MRE11 peuvent être des mécanismes alternatifs qui rendent les cellules cancéreuses 

plus sensibles aux PARPi [123–125].  

D’autres mécanismes de toxicité des PARPi ont été mis en évidence. Tout d’abord, il a été 

démontré que les PARPi induisent la phosphorylation de DNA-PKcs et augmentent la 

réparation des CDB par la voie NHEJ, augmentant la mutagénèse et conduisant à une instabilité 

génomique. Cette instabilité est à l’origine de la cytotoxicité cellulaire. En effet, cette dernière 

est diminuée en association avec des PARPi et des inhibiteurs de DNA-PKcs [126]. Plus 

récemment, Murai et al. ont proposé un modèle de cytotoxicité des PARPi basé sur leurs 

capacités à piéger la PARP sur le site de dommage à l’ADN et ceci indépendamment de leur 

potentiel d’inhibition de l’activité catalytique de la PARP. En effet, les auteurs soulignent que 

la cytotoxicité des PARPi est plus importante que l’invalidation du gène de la PARP [127].  

La découverte de la létalité synthétique entre la PARP et BRCA a rapidement été utilisée pour 

son application clinique chez les patientes avec un cancer de l’ovaire et porteuses de mutations 

germinales/somatiques de BRCA1/2. Plus récemment, d’autres localisations telles que les 

cancers de prostate, les cancers du sein ou encore les PDAC ont fait l’objet d’essais cliniques 

dans la même population de patients mutés pour ces gènes [128]. Enfin, des signatures 

génomiques cherchant à mettre en évidence des anomalies dans la voie de RH pourront à 

l’avenir permettre d’élargir les indications de traitement avec des PARPi en monothérapie 

[125].  
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Figure 18 : Principe du ciblage de la PARylation dans les stratégies anticancéreuses [105] 

TMZ : témozolomide; CPt : cisplatine, IR : irradiation, PAR : poly(ADP-rybosyl); BER : 

réparation par excision de base; SSBR : réparation des cassures simple-brin; RH : 

recombinaison homologue. 

 

3.4.2. Combinaisons des PARPi avec des chimiothérapies  

Bien avant l’utilisation des PARPi dans le contexte de létalité synthétique, certains auteurs 

avaient émis l’hypothèse selon laquelle il pourrait exister une synergie entre les PARPi et des 

agents de CT ciblant l’ADN. En effet, les CT génotoxiques augmenteraient les dommages à 

l’ADN et en inhibant la PARP, ces dommages pourraient être amplifiés (Figure 18.1). Ainsi, 

de nombreuses études précliniques ont montré la synergie avec des agents de CT tels que le 

témozolomide, le cisplatine ou les inhibiteurs de topoisomérases I. En effet, le témozolomide 

est un agent alkylant de l’ADN avec une bonne distribution encéphalique. Il crée des adduits 

au niveau des nucléotides de l’ADN, sous la forme de N7-méthylguanine (N7-MeG), O6-

méthylguanine (O6-MeG) et N3-méthyladénine (N3-MeA). Les adduits N7-MeG et N3-MeA 

représentent environs 90% des adduits provoqués par le témozolomide. L’adduit O6-MeG est 

principalement réparé par le système faisant intervenir la MGMT, alors que la réparation des 

deux autres adduits fait principalement intervenir le système de réparation de base, BER, 

dépendant de la PARP. De ce fait, il existe un rationnel biologique à combiner le témozolomide 

avec un PARPi. Ainsi la combinaison veliparib et temozolomide a été évaluée dans un modèle 

murin de mélanome et a montré une augmentation du temps jusqu’à reprise tumorale. Par la 

essai clinique de phase III avec l'iniparib, mais aussi de plusieurs
essais de phase II avec l'olaparib [30,31]. Lorsqu'il s'est avéré
que l'iniparib était un inhibiteur médiocre de PARP, la course a
été relancée, par AstraZeneca dans un premier temps, qui a
repris le développement de l'olaparib. Les résultats obtenus en
pré-clinique et clinique ont rapidement encouragé les compa-
gnies pharmaceutiques à rouvrir leur programme « PARP ».
Actuellement, plusieurs essais de phase III ciblés sur le traite-
ment de cancers mutés génétiquement ou fonctionnellement
pour BRCA1/2 sont en cours (http://clinicaltrials.gov). L'olapa-
rib/lynparza a obtenu en août 2014 une autorisation tempo-
raire d'utilisation (ATU) puis, 4 mois après, une autorisation de
mise sur le marché (AMM) pour une utilisation enmonothérapie
pour le traitement d'entretien de patientes atteintes d'un cancer
de haut grade de l'ovaire, des trompes de Fallope ou du péri-
toine, récidivant et sensible au platine, avec une mutation
germinale et/ou somatique et qui présentent une réponse
complète ou partielle à une chimiothérapie à base de platine.
Il faut souligner que ce principe de létalité synthétique ne se
limite pas aux gènes BRCA. De nombreux autres gènes ont été
identifiés comme répondant au principe de létalité synthétique

avec l'inhibition dePARP, parmi lesquels RAD51, ATRX, RPA1,NBN,
ATR, ATM, CHEK1, CHEK2, PNKP, PALB2, CDK1, PTEN, FANCA, FANCM
[29,32]. Leur point commun serait une diminution de l'efficacité
de la RH, même si, pour certains d'entre eux, cet effet n'est pas
clairement démontré, voire sujet à controverse. C'est notamment
le cas de PTEN (Phosphatase and TENsin homolog), gène sup-
presseur de tumeur régulant la voie de signalisation PI3K/AKT,
dont l'impact de la mutation sur la RH et sur la sensibilité aux
inhibiteurs PARP a été remis en question [33]. Une étude récente
vientmême compliquer la donne,montrant qu'un défaut de PTEN
ou BRCA1 altère bien la RH, alors qu'un défaut simultané de PTEN
et BRCA1 restore une activité de RH et donc une résistance
à l'inhibition de PARP [34]. Il reste donc de nombreuses pistes
à explorer afin d'identifier quelles mutations génétiques et, sur-
tout, quelles combinaisons de mutations peuvent bénéficier de
cette stratégie thérapeutique d'inhibition de PARP.

Vers des inhibiteurs de PARP plus efficaces, plus
spécifiques ?
Les inhibiteurs développés jusque-là et utilisés en essais clini-
ques sont essentiellement des dérivés du premier inhibiteur
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suite, d’autres auteurs ont montré la synergie entre PARPi et TMZ dans des modèles de 

glioblastome ou de sarcome d’Ewing. Ces données précliniques font l’objet d’un 

développement clinique principalement dans le glioblastome. Ainsi l’essai randomisé de phase 

II/III NCT02152982 évalue l’association TMZ et veliparib avec la RT, comparativement à 

l’association TMZ et RT, dans les glioblastomes avec méthylation du promoteur de MGMT.  

Une autre association possible des PARPi consiste à les coupler avec des sels de platine. En 

effet, il est connu que les sels de platine permettent de créer des adduits covalents, 

principalement sous forme de ponts inter brins. Ces anomalies conduisent à un effondrement 

de la fourche de réplication et la formation de CSB et CDB. Une partie de ces cassures sont 

donc principalement réparées par la voie BER/PARP. Des données précliniques ont montré que 

l’association PARPi et CT à base de cisplatine était synergique, particulièrement dans les 

cancers de l’ovaire [20]. Ceci a conduit à de nombreux essais cliniques principalement dans le 

cancer de l’ovaire [129]. 

 

3.4.3. Combinaison des PARPi avec la radiothérapie 

Comme mentionné précédemment, l’irradiation des cellules tumorales engendre des 

modifications au niveau de l’ADN et principalement des CSB et des CDB. Un certain nombre 

de ces lésions sont létales d’emblée, mais un grand nombre de ces lésions sont potentiellement 

létales si elles ne sont pas réparées dans de bonnes conditions. C’est pour augmenter la létalité 

de ces dernières que les PARPi ont leur intérêt [130]. En effet, la RT crée des CSB de l’ADN 

qui potentiellement sont reconnues par la PARP dont l’auto-PARylation permet le recrutement 

d’enzymes impliquées dans la réparation ad integrum de ces lésions. En absence de réparation 

ces lésions peuvent se transformer, au passage de la fourche de réplication, en cassures double-

brin qui seront plus difficiles à réparer. De plus, comme nous l’avons mentionné précédemment, 

les PARP sont impliquées dans plusieurs voies de réparation de l’ADN que ce soit pour la 

réparation des CSB ou des CDB.  

La radiosensibilisation par les PARPi est dépendante de la capacité de prolifération des cellules 

cancéreuses et les PARPi sont plus actifs en phase S du cycle cellulaire [131]. Ainsi, Dungey 

et al. ont montré que la radiosensibilisation des lignées de glioblastome est plus importante en 

phase S du cycle cellulaire (SER=1,60) qu’en phase G1 (SER=1,27) ou G2 (SER=1,33) [132]. 

Ceci est particulièrement intéressant dans la mesure où les tumeurs sont plus proliférantes que 

les cellules saines, permettant ainsi d’obtenir un index thérapeutique plus important. 

En plus de l’inhibition de la réparation, de par leur structure proche du nicotinamide, qui est un 

puissant vasodilatateur, les PARPi permettent aussi de réoxygéner les tumeurs en augmentant 
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le débit de perfusion au sein de la tumeur. De plus, les PARPi radiosensibilisent plus 

particulièrement les cellules hypoxiques (Figure 19). En effet, il a été montré que les cellules 

hypoxiques présentent une altération dans les voies de réparation de l’ADN les rendant plus 

sensibles aux PARPi. C’est le concept de létalité synthétique contextuel (Figure 19) [133].  

Ainsi les mécanismes de radiosensibilisation des PARPi sont multiples et agissent à la fois sur 

la cellule cancéreuse, mais aussi sur le microenvironnement tumoral (Figure 19). 

L’ensemble du rationnel d’utilisation des PARPi comme radiosensibilisant, de même que les 

études précliniques et cliniques utilisant les PARPi ont fait l’objet d’une publication [134].  

 

Figure 19 : Mécanismes impliqués dans la radiosensibilisation par des PARPi [134]. 
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PARTIE II : Objectifs 

 

L’adénocarcinome pancréatique est un problème majeur de santé publique. En effet, son 

incidence est en augmentation et sa mortalité ne diminue pas, faisant de ce cancer l’un de ceux 

au pronostic le plus péjoratif. Les avancées technologiques constantes en matière de techniques 

d’irradiation, telles que la radiothérapie avec modulation d’intensité (RCMI), la SBRT ou 

encore la protonthérapie, permettent d’améliorer le ciblage physique de la tumeur, tout en 

épargnant, au mieux, les OAR. Cependant, cette évolution technologique ne permettra pas à 

elle seule d’améliorer le pronostic de ces tumeurs. En effet, l’association de la RT avec des 

thérapies ciblant la réparation de l’ADN est une voie qui nécessite d’être explorer dans la prise 

en charge des adénocarcinomes pancréatiques.  

Au vu du rationnel d’utilisation des PARPi en combinaison avec la RT et des CT ciblant l’ADN, 

nous avons souhaité évaluer ces associations dans des modèles précliniques de PDAC. 

Pour cela, ce travail de thèse avait pour objectifs : 

- De faire le point sur les différentes stratégies actuellement en cours de développement 

sur le ciblage des voies de réparation, en association avec la radiothérapie dans les 

PDAC. Ce travail a fait l’objet d’une revue systématique de la littérature évaluant la 

radiosensibilisation avec différentes molécules ciblant la réponse aux dommages à 

l’ADN dans les PDAC. 

- D’évaluer in vitro la radiosensibilisation de la gemcitabine, de l’olaparib et de leur 

association sur quatre lignées cellulaires de carcinomes pancréatiques qui ne présentent 

pas de mutation BRCA1/2.  

- D’évaluer in vivo la radiosensibilisation de la gemcitabine, de l’olaparib et de leur 

association sur un modèle de xénogreffe de PDAC sur souris nude, après une irradiation 

à dose forte par photons X ou par protons.  

- D’évaluer la réponse transcriptomique après irradiation et/ou traitement par la 

gemcitabine et/ou l’olaparib. 

- Enfin, dans la mesure où plusieurs PARPi sont actuellement en cours d’évaluation, nous 

avons testé la radiosensibilisation in vitro de deux PARPi dont la capacité de piégeage 

de la PARP sur l’ADN est différente : l’olaparib et le talazoparib, sur 4 lignées 

cellulaires de cancers pancréatiques.  
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PARTIE III : Matériels et Méthodes 

 

1.  Les lignées cellulaires pancréatiques  

Pour la partie in vitro, nous avons étudiés 4 lignées cellulaires pancréatiques : MIA PaCa-2, 

PANC-1, BxPC-3 et AsPC-1.  

La lignée cellulaire MIA PaCa-2 (CRL-1420, ATCC) provient d’un adénocarcinome 

pancréatique d’un homme de 65 ans qui présentait une tumeur au niveau du corps et de la queue 

du pancréas et de la région péri-aortique [135]. Ces cellules sont adhérentes et ont une 

morphologie de type épithéliale. Le milieu utilisé pour sa mise en culture est composé de 500 

ml de Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM; PAN Biotech™), 10% de sérum de veau 

fœtal (SVF; PAN Biotech™) préalablement décomplémenté 30 minutes à 56°C, une solution 

de pénicilline (10 000 U/ml) et de streptomycine (PS) (10 mg/ml) (PAN Biotech™), 1x de 

d’acides aminés non essentiels (PAN Biotech™), 1 mM de sodium pyruvate (PAN Biotech™) 

et 10 mM de tampon acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique (HEPES) 1 M 

(PAN Biotech™).  

Les cellules AsPC-1 (CRL-1682™, ATCC) proviennent d’un adénocarcinome d’une femme 

caucasienne de 62 ans. Elles sont cultivées dans du milieu Roswell Park Memorial Institute 

(RPMI ; PAN Biotech™) complété avec 10% de SVF (PAN Biotech™) ainsi que 1% 

d’antibiotiques pénicilline et streptomycine (PAN Biotech™, 10 000 U/ml pénicilline - 10 

mg/ml streptomycine).  

Les cellules PANC-1 (CRL-1469™, ATCC) proviennent d’un adénocarcinome d’un homme 

caucasien de 56 ans. Elles sont cultivées dans du milieu DMEM (PAN Biotech™) complété 

avec 10% de SVF (PAN Biotech™) et 1% d’antibiotiques pénicilline et streptomycine (PAN 

Biotech™).  

La lignée cellulaire BxPC-3 (CRL-1687, ATCC) est issue d’un adénocarcinome pancréatique 

provenant d’une femme de 61 ans [135]. Le milieu utilisé pour sa mise en culture est composé 

de 500 ml de RPMI (Pan BiotechTM), 10% de SVF et 1% de pénicilline-streptomycine.  

Concernant les principales mutations (KRAS, CDKN2A, TP53 et SMAD4) de ces lignées 

cellulaires, elles sont reportées dans le Tableau 4. L’ensemble de ces lignées ne présentent pas 

de mutation ou délétion des gènes BRCA1/2.  
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Tableau 4 : Principales mutations des lignées cellulaires pancréatiques. 

 

2.  La culture cellulaire  

Les lignées cellulaires ont été entretenues et maintenues en culture monocouche à 37°C sous 

atmosphère humide en présence de 5% de CO2. Les cellules ont été observées au microscope 

inversé à contraste de phase et les milieux de culture ont été changés tous les deux, trois jours. 

Les passages ont été effectués environ une fois par semaine, lorsque les cellules atteignaient 

une confluence d’environ 70-80%. Les cellules adhérentes ont été mises en suspension par 

incubation avec une solution de trypsine-EDTA (Pan Biotech) à 37°C pendant 5 à 7 minutes en 

fonction de la lignée cellulaire. Les comptages cellulaires ont été réalisés par un test d’exclusion 

au bleu de trypan (Invitrogen) réalisé sur un compteur automatique de cellules Countess 

(Invitrogen). 

3.  Schémas de traitement des analyses in vitro 

Le même schéma thérapeutique a été appliqué pour l’ensemble des 4 lignées cellulaires 

pancréatiques. Tout d’abord, les cellules ont été ensemencées dans des plaques 6 puits. Vingt-

quatre heures après ensemencement, les cellules ont été traitées par la gemcitabine ou le DMSO 

pour un délai de 24 heures. Par la suite, le milieu de culture a été retiré et les cellules ont été 

traitées avec l’olaparib ou le DMSO. Une heure après ce dernier traitement, les cellules ont été 

irradiées à différentes doses.  

Dans le cadre d’une seconde étude comparant l’olaparib et le talazoparib, les cellules ont été 

ensemencées selon les mêmes conditions que précédemment puis  traitées par soit l’olaparib, 

soit le talazoparib pendant 1h puis irradiées à différentes doses (2,4,6 Gy). 

4.  Traitements pharmacologiques 

4.1. Gemcitabine 

La gemcitabine (Selleckchem) a été mise en solution dans du DMSO (Sigma-Aldrich) à 10 
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mM. La concentration finale de gemcitabine choisie pour le projet est de 10 nM. 

4.2.Inhibiteurs de la PARP 

Deux PARPi ont été utilisés. L’olaparib (AZD2281, Ku-0059436, Selleckchem) a été mis 

en solution à 10 mM dans 1 ml de DMSO (Sigma-Aldrich), avec une concentration finale 

d’olaparib choisie pour le projet est de 1 µM. De même le talazoparib (BMN 673, Selleckchem) 

a été mis en solution à 1 mM dans du DMSO (Sigma-Aldrich), avec une concentration finale 

de talazoparib choisie pour le projet est de 100 nM. 

5.  Procédure d’irradiations in vitro 

Les irradiations in vitro ont été effectuées au moyen d’un irradiateur auto-protégé 

BIOBEAM GM 8000 (Gamma Service Medical GmbH). Cet appareil dispose d’une source de 

Césium 137 (137Cs) délivrant des rayons gamma, avec un débit de dose à 3 Gy/minutes. Les 

doses d’irradiation utilisées varient de 2 à 10 Gy. Toutes les irradiations ont eu lieu à 

température ambiante et en conditions normoxiques. A ces cellules irradiées, s’ajoutent des 

cellules non irradiées, témoin, maintenues dans les mêmes conditions que celles irradiées.  

 

6.  Test de viabilité cellulaire 

Un test avec le réactif Uptiblue® (Interchim) a été utilisé afin de déterminer la prolifération 

cellulaire dans nos échantillons en fonction des doses de traitements utilisées et du temps de 

traitement. Le réactif Uptiblue® contient un indicateur de croissance cellulaire qui permet de 

détecter l’activité métabolique. L’indicateur d’oxydo-réduction inclus dans le réactif est basé 

sur la résazurine qui est un composé bleu et non fluorescent qui, lorsqu’il est réduit en résorufine 

devient rose et fluorescent. La mesure de la prolifération cellulaire est basée sur la fluorescence 

de ce réactif. Afin de réaliser ce test de prolifération cellulaire, les cellules ont été ensemencées 

en plaques 96 puits à une concentration de 1 000 cellules par puit. Vingt-quatre heures après 

l’ensemencement, les cellules ont été traitées avec des gammes de concentrations de 

gemcitabine (10 nM-1 µM) ou d’olaparib (10 nM-10 µM) pour une durée de 48 à 72 heures. 

La mesure de prolifération cellulaire a été possible par l’ajout de 20 µL de réactif Uptiblue® 

par puit (10% du volume total) puis incubation 4 heures à 37°C. Une mesure de fluorescence a 

ensuite été réalisée à l’aide d’un lecteur de microplaques Synergy (Biotek®) et analysée avec 

le logiciel Gen5 (Biotek). La longueur d’onde d’excitation est de 560 nm et la mesure de la 

longueur d’onde d’émission s’effectue à 590 nm. Le blanc a été réalisé avec un volume de 200 

µl de milieu de culture cellulaire. La valeur de fluorescence mesurée du blanc a été soustraite 
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aux autres échantillons contenant des cellules, afin de ne prendre en compte que la viabilité 

cellulaire au cours de cette expérience. 

 

7.  La survie clonogénique 

Le test de survie clonogénique est la méthode de choix pour déterminer la survie cellulaire 

après un traitement par radiations ionisantes et par agents cytotoxiques [136]. Ce test est basé 

sur la capacité d’une cellule isolée à se développer en colonie, après 14 à 20 jours d’incubation 

en fonction de la lignée cellulaire utilisée. Une colonie est définie par un amas d’au minimum 

50 cellules. 

Les cellules MIA PaCa-2, PANC-1, BxPC-3 et AsPC-1 ont été ensemencées à raison de 2.105 

cellules par puit (2 ml par puit) dans des plaques 6 puits (Falcon). Les cellules ont été traitées 

par gemcitabine (10 nM), olaparib (1 µM), talazoparib (100 nM) et/ou irradiées (dose : 2-6 Gy 

ou 2-10 Gy selon l’étude) selon les procédures décrites précédemment. 24h après irradiation, 

les cellules ont été réensemencées. Chaque concentration cellulaire ensemencée est connue et 

celle-ci est adaptée en fonction de la dose d’irradiation. Les plaques sont incubées à 37°C 

pendant 14 à 20 jours en fonction de la lignée cellulaire. Le test de survie clonogénique a été 

ensuite arrêté. Les colonies ont été lavées au tampon phosphate salin (PBS ; Pan Biotech) puis 

fixées et colorées par une solution contenant 0,5% de cristal violet (Sigma-Adrich, 1 g de cristal 

violet dissous dans 50 ml d’éthanol et 950 ml d’eau distillé). Après rinçage au PBS, les plaques 

ont été séchées à température ambiante. Les colonies positives (>50 cellules) ont ensuite été 

comptées à l’œil nu. La fraction de cellules survivantes a été calculée par rapport à un contrôle 

sans traitement. 

L’efficacité d’ensemencement (EE) a été calculée à partir des cellules non-irradiées selon la 

formule :  

 !! = 	100	 × 	
'()*+,	-,	.(/('0,1	2(+)é,1

'()*+,	-,	.,//4/,1	,'1,),'.é,1
	 

Les résultats sont exprimés en fractions de survie calculées pour toutes les conditions selon la 

formule :  

56789:;<	=>	?@6A:> = 	
<;BC6>	=>	8;D;<:>?	E;6Bé?	><	8;<=:9:;<	F
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8.  Co-marquage cycle cellulaire/ ɣH2AX 

24h après les traitements, le milieu a été aspiré puis les cellules ont été lavées avec 1 ml de 

PBS. Les cellules ont été trypsinées, récoltées et centrifugées 5 min à 1500 rpm. Les cellules 

ont été lavées au PBS et fixées avec une solution d’éthanol 70% froid puis congelés à -20°C 

pour un jour minimum. Une solution de BSA-T-PBS a été préparée avec 5 g de BSA (Sigma-

Aldrich) dissous dans 500 ml de PBS et 1 ml de TRITON X-100 (0,2%, Merck Millipore). Pour 

le marquage anti-ɣH2AX, les tubes ont été centrifugés 5 min à 1500 rpm, l’éthanol a été retiré 

et les cellules ont été re-suspendues dans 2 ml de BSA-T-PBS à deux reprises. Les cellules ont 

été re-suspendues dans 100 µl de solution d’anticorps primaire phospho-γ-H2AX (1/100e, 

Merck Millipore), puis incubées une nuit à 4°C. Le lendemain, 2 ml de BSA-T-PBS ont été 

ajoutés dans chaque tube et centrifugés pendant 5 min à 1500 rpm à deux reprises. Les cellules 

ont été re-suspendues dans 100 μl de solution contenant l’anticorps secondaire Anti-souris 

Alexa 488 (Thermofischer) dilué au 1/1000e. Les tubes ont été incubés 1 heure à température 

ambiante, dans l’obscurité et mélangés régulièrement. Puis 2 ml de BSA-T-PBS ont été ajoutés 

dans tous les tubes après l’incubation et ils ont été centrifugés pendant 5 min à 1500 rpm. Une 

solution iodure de propidium (IP)/RNASE a été préparée avec de la RNASE à 100 μg/ml 

(Thermofischer) et de l’IP à 5 μg/ml (Sigma-Aldrich). Les cellules ont été ensuite re-suspendues 

dans 200 μl de solution IP/RNASE puis incubées 30 minutes à température ambiante, dans 

l’obscurité et mélangées régulièrement. Les tubes ont été ensuite directement passés au 

cytomètre en flux. Un minimum de 10 000 cellules a été analysé au cytomètre en flux BD 

Accuri™ C6 (Becton Dickinson). L’analyse des données a été faite avec le logiciel BD Accuri 

Software (Becton Dickinson). 

9.  Évaluation de la mort cellulaire  

9.1.Apoptose 

Les cellules pancréatiques ont été traitées par les agents pharmacologiques 

(olaparib/gemcitabine/talazoparib) et irradiées. Vingt-quatre heures après traitement à 

l’olaparib et/ou à la gemcitabine et quarante-huit heures après traitement par l’olaparib ou le 

talazoparib,  le milieu a été aspiré et les cellules ont été lavées avec du PBS et trypsinées. Les 

cellules ont été reprises dans 200 μl de binding buffer (FITC Annexin V Apoptosis Detection 

kit, BD Pharmingen), sauf pour le premier tube (DMSO, non irradié) où les cellules ont été 

reprises avec 400 μl de binding buffer. 100 μl de ces solutions sont repris dans de nouveaux 

tubes avec 5 μl d’iodure de propidium (IP, FITC Annexin V Apoptosis Detection kit, BD 

Pharmingen) et 5 μl d’annexine V (FITC Annexin V Apoptosis Detection kit, BD Pharmingen). 
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Le contrôle a été effectué à partir du premier tube (DMSO, 0 Gy) où trois marquages ont été 

effectués: sans marquage, marquage à l’IP seul, marquage à l’annexine V seul et double 

marquage. Ensuite, 400 μl de binding buffer ont été ajoutés par tube puis la lecture a été faite 

avec un cytomètre. Un minimum de 10 000 cellules par condition a été analysé au cytomètre 

en flux BD Accuri™ C6 (Becton Dickinson). L’analyse des données a été faite avec le logiciel 

BD Accuri Software.  

Ce co-marquage permet alors de mettre en évidence trois populations cellulaires, les cellules 

vivantes (Annexine V-/IP-), les cellules en apoptose précoce (Annexine V+/IP-) et les cellules 

en apoptose tardive ou nécrose (Annexine V+/IP+). 

 

9.2.Autophagie 

Le marquage de l’autophagie a été réalisé à l’aide d’un kit : Cyto-ID® Autophagy Detection 

Kit (Enzo Life Sciences) et a permis le marquage des vésicules autophagiques de façon 

spécifique à l’aide d’un agent fluorescent. Cet agent fluorescent est un traceur cationique 

amphiphile. Celui-ci pénétre dans les cellules et marque les vacuoles liées à la voie de 

signalisation de l’autophagie. Ce test a été réalisé à partir des mêmes conditions que la mesure 

de l’apoptose (§23.1).  

Vingt-quatre heures après traitement, 500 000 cellules ont été récoltées, les cellules ont été 

lavées au PBS, centrifugées 5 minutes à 1500 rpm puis suspendues dans 250 µl de PBS + 250 

µl de solution de marquage autophagique (Cyto-ID, dilué au 1/2000e dans du PBS). Les tubes 

ont été incubés à l’abri de la lumière pendant 30 minutes à 37°C. Après marquage, les cellules 

ont été centrifugées 5 minutes à 1500 rpm, le surnageant a été éliminé et le culot cellulaire a été 

suspendu dans 200 µl de PBS. Un minimum de 10 000 cellules a été analysé au cytomètre en 

flux. Un facteur d’induction d’autophagie, fonction de la moyenne d’intensité de fluorescence 

(MFI) a été ensuite calculé selon la formule [137] : 

5789>@6	=G:<=@89:;<	=G7@9;Hℎ7J:> = 100	 ×
KLM	N+O0NéPKLM	.('N+ô/,

KLM	N+O0Né
  

 

10.  Immunofluorescence  

L’immunofluorescence est une technique d’immunomarquage permettant de mettre en 

évidence une protéine spécifique ainsi que sa localisation dans la cellule. Les puits de la Lab 

Tek (Brand Products, Thermo Fisher Scientific) ont été ensemencés avec 25 000 cellules/ml 

dans 2 ml d’une suspension cellulaire. 24h après ensemencement, les cellules ont été traitées 
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par différents agents, en fonction de la finalité de l’expérience (olaparib, talazoparib, 

irradiation, H2O2).  

Pour le marquage des lames, le milieu de chacun des puits de la lame a été retiré et un lavage 

PBS a été effectué (2 ml par puit). Les cellules ont été ensuite fixées en PFA 4% ou par une 

solution de méthanol : acétone froid (v/v 1 : 1) puis incubées 15 minutes à température 

ambiante. La solution de méthanol-acétone a été utilisée pour le marquage de la PARylation 

car le PFA active la PARylation. Les cellules ont été ensuite rincées avec du PBS-Triton à 0,5% 

ou PBS-Tween 20 0,05%, puis incubées 10 minutes à température ambiante. Cette étape a été 

réalisée 2 fois. Le marquage des lames, les délais de traitement et les dilutions des anticorps 

sont présentés dans le Tableau 5. Les anticorps primaires anti-g-phospho-H2Ax, anti-DNA 

PKcs, anti-RAD51 et anti-53BP1 ont été dilués dans une solution de PBS-Triton 0,1%, BSA 

1% (Sigma Life sciences). L’anticorps anti-PAR a été dilué dans une solution de PBS-Tween 

20 0,05% contenant 1mg/ml de BSA.  

400 μl de cette solution d’anticorps ont été ajoutés dans les puits. Les lames ont été incubées une 

nuit à 4°C. Trois lavages PBS-Triton 0,1% (2 ml par puit) ont été effectués, avec 10 min 

d’incubation à chaque fois. Les anticorps secondaires Alexa 488 ou Alexa 568 ont été dilués 

dans une solution de PBS-Triton 0,1%, BSA 0,1% (Tableau 5). 400 μl de cette solution 

d’anticorps par puit ont été incubés 3h à température ambiante et dans l’obscurité, pour éviter 

que les fluorochromes ne soient excités par la lumière. Ensuite, la solution de chaque puit est 

retirée. Deux lavages PBS (2 ml par puit, 10 min d’incubation) ont été effectués puis 30 μl de 

4',6-diamidino-2-phénylindole (DAPI, agent intercalant de l’ADN, Southern Biotech) et d’un 

antifading ont été déposés dans chaque « puit » de la lame. Les lamelles ont été déposées sur 

chaque lame, qui ont été ensuite placées à 4°C, à l’abri de la lumière pendant au moins 30 

minutes. Les cellules ont été visualisées au microscope à fluorescence (Nikon Eclipse 80i, 

objectif 40x, logiciel NIS Element BR). Les cellules présentant plus de 10 foci ont été comptées 

sur l’ensemble des cellules présentes dans le champ. Un minimum de 100 noyaux a été compté 

par condition. 
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Tableau 5 : Anticorps utilisés pour l’immunofluorescence et le western-blot. 

 

11.  Piégeage de la PARP-1 

Afin d’évaluer la capacité des PARPi à piéger la PARP-1 sur l’ADN, les cellules ont été traité 

par un PARPi (olaparib/talazoparib) pendant 1h puis les cellules ont été incubées 10 min avec 

500 µM de H202. Les fractions protéiques nucléaires et liées à la chromatine ont ensuite été 

extraites avec un kit d’extraction des fractions sub-cellulaire (Subcellular protein extraction kit, 

#78840, Thermofischer Scientific). Les extraits protéiques ont été déposés sur gel SDS-PAGE 

(Bio-Rad, Marnes-La-Coquette). Après migration et transfert sur membrane de PVDF, les 

membranes ont été saturées avec du TBS (Tris-Buffered saline) avec 0,05% de Tween et 5% 

BSA pendant 1h puis incubées à 4°C toute la nuit avec l’anticorps primaire monoclonal anti-

PARP-1 de lapin (Cell signaling, France, Tableau 5). Après lavages, les immunocomplexes ont 

été détectés avec l’anticorps secondaire anti-lapin couplé à l’HRP et les Western-blot ont été 
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révélés par chimioluminescence avec le ChemiDoc Touch (Bio-Rad, Marnes-La-Coquette et 

analysé avec le logiciel Image lab (Bio-Rad, Marnes-La-Coquette). 

12.  Etude in vivo 

12.1. Xénogreffe des tumeurs sur souris nude NMRI 

Une étude a été réalisée pour évaluer la radiosensibilisation in vivo de la gemcitabine et/ou de 

l’olaparib sur les cellules tumorales pancréatiques MIA PaCa-2. Les protocoles 

d’expérimentation ont été approuvés par le comité d’éthique n°35 CREMEAS et autorisés par 

le Ministère de l’Enseignement Supérieur de la recherche et de l’Innovation sous les références 

APAFIS#14091-2018031512594332 v1 pour l’étude photon et APAFIS#11951-

201706091022756 v4 pour l’étude proton. Durant toute la durée de l’expérimentation, les souris 

ont été hébergées à l’animalerie du Instotut de recherche en cancérologie digestive (IRCAD 

Strasbourg) pour l’étude photon et à l’animalerie de l’Institut Pluridisciplinaire Hubert Curien 

(IPHC, Strasbourg) pour l’étude proton. 

Les tumeurs ont été obtenues par injection sous-cutanée de 5.106 cellules MIA PaCa-2 (ATCC) 

dans 100 µl d’une solution de 10% de SVF/DMEM : Matrigel (1 : 1) dans le flanc droit de 

souris nude NMRI Foxn1 femelles âgées de 5 semaines (Janvier Labs, France). Des tumeurs 

d’environ 100±20 mm3 de diamètre ont été obtenues 10 jours après injection. Les souris ont 

alors été randomisées afin de les répartir en 12 groupes de traitement de 10 souris chacun. Les 

souris ont été sacrifiées par dislocation cervicale après anesthésie à l’isoflurane (2,5%) dès 

qu’un point limite ont été atteint (volume tumoral V≥1500 mm3, nécrose de la tumeur, perte de 

poids, altération de l’apparence générale et de la condition corporelle de l’animal).  

12.2. Groupes de traitement  

Après la greffe, les souris ont été réparties de manière aléatoire en 12 groupes : 

1) Groupe témoin : les souris non-irradiées et non traitées 

2) Groupe PARPi: traitement à l’olaparib 

3) Groupe antimétabolite: traitement à la gemcitabine 

4) Groupe olaparib + gemcitabine 

5) Groupe irradiation photons à 10 Gy  

6) Groupe olaparib + irradiation photons à 10 Gy 

7) Groupe gemcitabine + irradiation photons à 10 Gy 

8) Groupe CRT photon : olaparib + gemcitabine + irradiation photons (10 Gy) 

9) Groupe irradiation protons à 10 Gy 

10) Groupe olaparib + irradiation protons à 10 Gy 
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11) Groupe gemcitabine + irradiation protons à 10 Gy 

12) Groupe chimioradiothérapie proton: olaparib + gemcitabine + irradiation protons (10 

Gy) 

 

12.3. Traitement par la gemcitabine et/ou l’olaparib 

L’olaparib (50 mg/kg, SelleckChem) et la gemcitabine (40 mg/kg, SelleckChem) ont été 

administrés par voie intra-péritonéale 24 heures et 1 heure avant irradiation. La gemcitabine est 

dissoute dans du DMSO pour une concentration de 50 mg/ml, puis diluée dans du sérum 

physiologique à une concentration finale de 0,4 mg/100 µl et administrée à la concentration de 

10 µl/g de masse corporelle. L’olaparib a été dissout dans du DMSO pour obtenir une 

concentration de 50 mg/ml, puis dilué dans du sérum physiologique et 10% de 2-hydroxypropyl-

b-cyclodextrine (Sigma), afin d’augmenter sa solubilité, à une concentration finale de 0,5 

mg/100 µl et administré à la concentration de 10 µl/g de masse corporelle. 

 

Figure 20 : Schéma de traitement des souris nude NMRI avec l’olaparib et/ou la gemcitabine 

et/ou l’irradiation. 

 

12.4. Irradiations in vivo 

Pour les expériences in vivo, les irradiations ont été effectuées, pour les rayons X, sur un 

accélérateur linéaire Novalis Tx (Service de Radiothérapie, Centre Paul Strauss, Strasbourg). 

L’irradiation par photon, limitée à la tumeur, a été assurée en protégeant la souris au moyen 

d’un bouclier en plomb (XRaystore), à l’exception de la zone tumorale.  

Dans le cas de l’irradiation par des protons, les expériences ont été réalisées sur la ligne de 

radiobiologie du cyclotron Cyrcé (IPHC, Strasbourg) [138]. Pour les protons, la distribution de 

dose ne nécessite pas de protection (pic de Bragg).  

Les souris ont été anesthésiées avant irradiation avec un mélange de kétamine (100 mg/kg) et 

de xylazine (10 mg/kg). L’irradiation a été réalisée avec une dose unique ablative de 10 Gy et 

un débit de dose de 8 Gy/min.  
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12.5. Évaluation de la croissance tumorale 

L’efficacité des traitements a été évaluée par le paramètre de retard de croissance (temps pour 

atteindre le volume limite de 1500 mm3) et la survie. La croissance tumorale et le poids des 

souris ont été mesurés 3 fois par semaine. Les mesures des tumeurs ont été recueillies à l’aide 

d’un pied à coulisse et le volume tumoral a été calculé selon la formule suivante : V= (Longueur 

x largeur2)/2. 

 

12.6. Extraction et qualification de l’ARN 

Vingt-quatre heures après le traitement, cinq souris par groupe ont été euthanasiées et les 

tumeurs excisées ont été cryoconservées. L’ARN des tumeurs a été extrait à l’aide du kit 

RNeasy Plus Universal Tissue Mini kit (Qiagen®) selon les instructions du fournisseur. Les 

rendements d’ARN, les concentrations et les ratios A260/280 ont été déterminés et quantifiés sur 

un spectromètre Nanodrop ®.  L’intégrité et la qualité des ARN totaux ont été analysées sur un 

Bioanalyser 2100 (Agilent®). Les ARN validés ont ensuite été stockés à -80°C avant l’envoi 

pour séquençage de nouvelle génération.  

 

13.  Analyse RNAseq 

L’analyse transcriptomique a été effectuée via la plateforme GenomEast de l’Institut de 

Génétique et de Biologie Moléculaire et Cellulaire (Illkirch). Le séquençage a été réalisé en 

2x50 paires de bases sur un séquenceur HiSeq 4000 d’Illumina avec une profondeur de lecture 

d’environ 60 millions de reads par échantillon. 

L’analyse RNAseq a été réalisée en utilisant le langage R (version 3.6.0). Une analyse 

différentielle a été effectuée entre les différents traitements avec le DESeq2 package. Les gènes 

avec une p valeur <0,05 et un fold change >1,5 ont été considérés comme différentiellement 

exprimés et représentés dans un volcano plot généré avec le package EnhancedVolcano. 

L’identification des voies biologiques dans chaque comparaison, les annotations et l’analyse 

d’enrichissement des gènes différentiellement exprimés a été réalisée avec le logiciel Database 

for Annotation, Vizualisation and Integrated Discovery (DAVID) (https://david.ncifcrf.gov/). 

Les librairies Ggplot2 et clusterProfiler [139,140] ont été utilisées pour illustrer les analyses. 

Les cibles des lncRNA ont été identifiées à l’aide de la base de base de données 

LncRNADisease 2.0 [141].  
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14.  Analyses statistiques  

Les analyses statistiques ont été réalisés avec l’environnement statistique R (version 3.5.2). Les 

données descriptives sont exprimées en moyenne ± erreur-standard à la moyenne. Les 

comparaisons de moyennes ont été faites avec un test t de Student. Pour l’analyse de la survie 

clonogénique, les courbes ont été modélisées en appliquant le modèle linéaire quadratique en 

utilisant le package CFAssay [142] dans l’environnement R. Les courbes ont été comparées 

avec un test ANOVA. 

Pour l’analyse in vivo, la progression a été définie comme la première date à laquelle le volume 

tumoral avait doublé par rapport au volume tumoral de départ au début du traitement. Les 

courbes de survie selon la méthode de Kaplan-Meier ont été construites avec le package 

Survminer dans l’environnement R. La comparaison des fonctions de survie a été fait selon un 

test du Log-rank.  

Les valeurs de p<0,05 ont été considérées comme significatives. 
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Résumé PARTIE IV 
 

Revue systématique de la littérature de la radiosensibilisation par des 

inhibiteurs de voies de réparation de l’ADN dans les cancers du pancréas 
 

Des mutations impliquant des voies de réparation de l'ADN se produisent dans près de 40% des 

adénocarcinomes pancréatiques (PDAC), comme cela a récemment été confirmé dans une étude 

de séquençage de « whole exome » [20]. Les auteurs ont observé une fréquence élevée de 

mutations et de délétions dans les gènes qui interviennent dans la prise en charge des dommages 

à l'ADN (ATM, CHEK2, BRCA1 et BRCA2). Le facteur déterminant de la radiosensibilité 

cellulaire est la capacité des cellules à réparer les cassures double brin. Par conséquent, le 

ciblage des protéines impliquées dans la réponse des dommages de l'ADN aux rayonnements 

ionisants peut constituer une stratégie thérapeutique appropriée. La sensibilité à l'irradiation 

dépend du déficit de réparation de l'ADN et l'utilisation d'agents inhibant la réparation de l'ADN 

peut augmenter le nombre et/ou la complexité des cassures de l’ADN, entraînant la mort 

cellulaire [143]. Nous avons cherché à déterminer si la combinaison d’un traitement inhibant la 

réparation de l’ADN associé à la radiothérapie pouvait radiosensibiliser les PDAC dans des 

modèles in vitro ou in vivo. Pour répondre à cela, nous avons effectué une revue systématique 

de la littérature afin d'identifier les publications évaluant l’association de la radiothérapie et de 

thérapies ciblant la réponse aux dommages de l’ADN dans des modèles de PDAC. Le ratio de 

rehaussement standard (SER), la survie médiane et le retard de croissance tumoral ont été 

extraits. Nous avons identifié 13 publications utilisant des thérapies ciblant la réparation de 

l'ADN dans des modèles précliniques de PDAC.  

Douze publications utilisant neuf lignées cellulaires différentes ont été incluses dans la revue. 

Les thérapies ciblaient spécifiquement PARP1/2, CHK1/2, ATR, Wee1, PP2A et DNA-PK. Le 

niveau de radiosensibilisation différait en fonction du type de lignées cellulaires et du type de 

traitement utilisé. Selon le type d'inhibiteur de la réponse aux dommages de l'ADN, le SER 

variait de 1,14 à 1,48. Pour les lignées cellulaires BRCA sauvage, tous les inhibiteurs de 

réponses aux dommages à l’ADN (DDRi) ont présenté une radiosensibilisation, à l'exception 

de l'inhibiteur de Wee1. MIA PaCa-2 étant la lignée cellulaire la plus étudiée, nous avons 

analysé le niveau de radiosensibilisation et montré que la radiosensibilisation augmentait de 30 

à 75% selon l’inhibiteur étudié. L’ensemble des études in vitro a montré que les lignées 

cellulaires de PDAC pouvaient être radiosensibilisées par les DDRi dans une grande majorité 

d’études (24/28) avec un SER moyen de 1,35±0,047.  
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Nous avons aussi évalué la radiosensibilisation in vivo des lignées cellulaires pancréatiques. 

Quinze expériences se sont intéressées à l’association de la radiothérapie et des DDRi in vivo. 

La plupart des études sur le sujet se sont intéressées principalement à des modèles de 

xénogreffes sur souris immunodéprimées. Les lignées cellulaires les plus utilisées sont des 

lignées commerciales mais 1/3 des expériences ont été faites avec des lignées dérivées de 

patients (PDX). Les schémas d’irradiation différaient aussi d’une publication à l’autre avec 

dans 2/3 des cas une irradiation fractionnée. Une radiosensibilisation a pu être mise en évidence 

dans 60% des cas.  

Enfin, nous avons recherché les études évaluant l’association de la gemcitabine, de la 

radiothérapie et des DDRi. Deux études se sont intéressées à cette association (inhibiteurs de 

CHK1 et Wee1) in vitro et trois études à cette association in vivo (inhibiteurs de CHK1, Wee1 

et ATR).  

En conclusion, de nombreuses études se sont intéressées à évaluer la radiosensibilisation par 

DDRi dans des modèles précliniques de PDAC. Ces résultats vont dans le sens d’une 

radiosensibilsation in vitro et in vivo. Cependant, aucune étude ne s’est intéressée à la triple 

association de l’irradiation, de la gemcitabine et de l’olaparib. 

  



59 
 

Targeting DNA repair in combination with radiotherapy in pancreatic cancer: a 

systematic review of preclinical studies.  

Waisse WAISSI, MD. MSc. (1,2), Adrien PAIX MD. MSc (1), Anaïs NICOL MSc. (2), 

Georges NOEL, MD. PhD. (1,2), Hélène BURCKEL PhD (2)* 

1: Radiotherapy department, Centre Paul Strauss, 3, rue de la Porte de l’Hôpital, BP 42, 67065 

Strasbourg cedex 

2: Université de Strasbourg, CNRS, IPHC UMR 7178, Centre Paul Strauss, UNICANCER, F-

67000 STRASBOURG, France 

* : Corresponding author: Dr H. BURCKEL, PhD, same address, 

hburckel@strasbourg.unicancer.fr 

Conflict of Interest: no conflict for all authors  

  



60 
 

Targeting DNA repair in combination with radiotherapy in pancreatic cancer: a 

systematic review of preclinical studies 

Abstract: 

Background: Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is a devastating disease with a 

cumulative 5-year overall survival of less than 10% for all stages. Current research that 

combines radiation with targeted therapy may dramatically improve prognosis. We investigated 

preclinical outcomes of DNA repair inhibitor targeted therapy associated with radiotherapy.  

Methods: We searched Pubmed database to identify publications assessing DNA damage 

targeted therapies in preclinical models of PDAC in vitro and in vivo. Standard enhancement 

ratio (SER), median survival and growth delay were extracted.  

Results: We identified thirteen publications using DNA repair targeted therapies in preclinical 

models of PDAC. Twelve publications comprising 28 experiments evaluated radiosensitization 

with DNA repair inhibitor in vitro and displayed cell killing by a factor of 1.35±0.047.  

Moreover, 86% (24/28) of in vitro experiments showed radiosensitization with DDRi. 

However, only 60% (9/15) of the fifteen in vivo experiments showed radiosensitization. 

Conclusion: DNA repair targeted therapies use promising radiosensitizers for PDAC and could 

successfully be translated into clinical trials.  
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Introduction: 

Pancreatic cancer has one of the highest mortality rates among carcinomas. Chemoradiotherapy 

(CRT) of pancreatic cancer enables unresectable tumors to be resectable and can improve 

outcomes. Pancreas is an abdominal gland surrounded by many radiosensitive organs such as 

small bowel, kidneys and liver. Nowadays, delivering appropriate dose to the tumor and 

minimizing dose to normal tissue is mainly possible, using modern techniques of radiotherapy 

such as intensity modulated radiotherapy (IMRT) or stereotactic body radiotherapy (SBRT). 

Another way to optimize cancer cell killing and reduce adverse events to normal tissue is based 

on the development of targeted radiosensitizers. Targeted therapy differs from chemotherapy 

as it interferes with a key pathway in tumoral progression, whereas chemotherapy acts on cell 

growth/division. In the era of personalized medicine, association between radiotherapy and 

targeted therapy could offer a new perspective for patients with pancreatic cancer. Recently, 

interest has focused on the understanding of molecular and biological nature of pancreatic 

cancer [1]. Over the last few years, several studies have delivered a large and complete genetic 

analysis of pancreatic cancer. Indeed, key oncogenes (KRAS) and tumor suppressor genes 

(CDKN2A, TP53, SMAD4, BRCA2) are highly mutated in pancreatic ductal adenocarcinoma 

(PDAC) and appear early in the tumoral progression leading to cell proliferation, differentiation 

and survival [2]. DNA repair has become a major topic of investigation for the treatment of 

cancer. Mutations involving DNA repair pathways occur in almost 40% of PDAC, as it has 

recently been confirmed in a whole-exome sequencing study from microdissected PDAC cases 

associated with outcome data. Authors observed a high frequency of mutations and deletions 

in genes that interfere with DNA damage maintenance, such as multiple Fanconi Anemia genes 

(ATM, CHEK2, BRCA1 and BRCA2)[2]. The key determinant of cellular radiosensitivity is 

the capacity of cells to repair highly lethal DNA double-strand breaks (DSBs). Therefore, 

targeting proteins involved in DNA damage response to ionizing radiation may be an 

appropriate alternative strategy. Indeed, a recent whole-genome sequencing study analysing 

structural variations among pancreatic cancers identified four structural variations based on 

translocations, copy number variations, deletions and amplifications [3]. Tumors with an 

“unstable” subtype were harbouring BRCANess signature with BRCA1/2 or PALB2 

deleterious mutations and were sensitive to platinum-based therapy. Irradiation sensitivity 

depends on DNA repair deficiency and using agents that inhibit DNA repair may enhance 

number and/or complexity of strand breaks, leading to cell death. Therefore, the goal of the 

present systematic review was to retrieve publications regarding in vitro and in vivo assessments 

of DNA repair targeted therapies used as radiosensitizers for pancreatic cancer (2007–2018). 
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We aimed to investigate whether in vitro and in vivo combination of DNA repair targeted 

therapy and irradiation are affected by types of targeted therapies and/or by types of cell lines.  

 

Materials and methods: 

Data sources and study selection. PubMed database was searched with the following search 

string: "Pancreatic cancer"[All Fields] AND ("radiosensitization"[All Fields] OR 

"chemoradiation"[All Fields] OR "radiochemotherapy"[All Fields] OR 

"chemoradiotherapy"[All Fields] OR "radiation"[All Fields]) AND ("2007/01/01"[PDAT] : 

"2019/01/11"[PDAT]). Then, all titles or abstracts containing DNA damage response terms 

(ATM/ATR, CHK1/2, Wee1, PARP, DNA-PK, PP2A) were identified. References of all 

included studies were reviewed for more eligible studies. The last search was run on January 

the 11th 2019. Each study was screened and reviewed for eligibility independently by two 

authors. For in vitro assessment, studies were excluded if they did not report colony forming 

assay with multiple dose assessment. Finally, because photon irradiation is currently standard 

of care for patients with PDAC, we analyzed studies using photons as part of treatment. 

Outcomes. The primary outcome was the standard enhancement ratio (SER) evaluating the in 

vitro radiosensitization effect of DNA damage response inhibitor on colony forming assay. For 

studies which did not specify SER in their manuscript, data were extracted from published plots 

using Web Plot Digitizer (https://automeris.io/WebPlotDigitizer) to convert datapoints into 

numerical values. Then SER was determined by calculating the ratio of doses in treated and 

control conditions for a given isoeffect (SF=0.1).  

Secondary outcomes included the in vivo radiosensitization effect of DNA damage response 

inhibitors, the in vitro/in vivo radiosensitization effect of DNA damage response inhibitors on 

normal cell lines and the in vitro/in vivo effect of DNA damage response inhibitors on 

gemcitabine-based chemoradiotherapy. 

Data extraction. Data were extracted independently and verified by two authors (WW and AP) 

using a predefined data extraction form.  

For each study, we extracted the type of cell line and the type of targeted therapy used. 

Concerning in vivo studies, the type of graft (xenotopic/orthotopic), the radiotherapy schedule 

(fractionation/single dose) and the criteria for assessing drug activity (tumor doubling time/ 

tumor growth delay) were also reported. 
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Results: 

Identified studies: 

PubMed database searches yielded 2496 unique citations. All abstracts from PubMed were 

retrieved and using pubmed.mineR package we selected 76 abstracts containing one of the 

following terms: “ATM”, “ATR”, “PARP”, “Wee1”, “PP2A”, “CHK” and “DNA-PK”. After 

full-text review and evaluation of appropriate references, 13 unique citations were included in 

this review (Figure 1).  

  
Figure 1: Flow chart of systematic review. 
 

In Vitro radiosensitization: 

Twelve publications using 9 different cell lines were included in the review (Table 1). They 

presented therapies targeting PARP1/2, CHK1/2, ATR, Wee1, PP2A and DNA-PK in 

respectively three, three, two, two, one and one studies. Radiosensitization level differed from 

type of cell lines and type of targeted therapy (figure 2 and 3). Depending on the type of DNA 

damage response (DDR) inhibitor, SER ranged from 1.14 to 1.48. For BRCA-WT cell lines, all 

DDR inhibitors (DDRi) showed radiosensitization, except for Wee1 inhibitor which 

radiosensitized in 40% of experiments (2/5). As MIA PaCa-2 was the most studied cell line, we 
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analyzed the level of radiosensitization and showed that radiosensitization was enhanced from 

30 to 75% depending on DDRi. In two studies with Capan-1 (BRCA2 mutated) cell line, there 

was no radiosensitization with either Wee1 or CHK1 inhibitors. Taken together, the pooled 

analysis of in vitro studies showed that DNA targeting therapy radiosensitized pancreatic cancer 

cell lines in a large majority of studies (24/28), with a mean standard enhancement ratio of 

1.35±0.047.  

 

Author Target DDR inhibtor Cell line Radiosensitization SER±SE Mean SER±SE 

Fokas et al. [5] 

ATR 

VE-822 

MIA PaCa-2 Yes 2.1* (N=3) 

 

1.48 ± 0.11 

PSN1 Yes 1.5* (N=3) 

PancM Yes 1.5* (N=3) 

Prevo et al. [17] VE-821 

MIA PaCa-2 Yes 1.4* (N=3) 

PSN1 Yes 1.3* (N=3) 

PANC-1 Yes 1.35* (N=3) 

PancM Yes 1.25* (N=3) 

Morgan et al. [23] 

CHK1 

AZD7762 

MIA PaCa-2 Yes 1.5±0.08 (N=4) 

 

1.35 ± 0.13 

Vance et al. [4] 
MIA PaCa-2 Yes 1.5±0.0 (N=3) 

Mpanc-96 Yes 2±0.01 (N=3) 

Engelke et al. [7] MK8776 

AsPc-1 Yes 1.2±0.1 (N=3) 

MIA PaCa-2 Yes 1.2±0.1 (N=3) 

BxPC-3 Yes 1.2±0.1 (N=3) 

CAPAN-1 No 0.9±0.1 (N=3) 

Tuli et al. [13] 

PARP 

Veliparib MIA PaCa-2 Yes 1.29# (N=NC) 

 

1.34 ± 0.07 

Vance et al. [4] 

Olaparib 

MIA PaCa-2 Yes 1.5±0.1 (N=3) 

Mpanc-96 Yes 1.5±0.1 (N=3) 

Karnak et al. [14] 
AsPc-1 Yes 1.2±0.2 (N=3) 

MIA PaCa-2 Yes 1,2±0.1 (N=3) 

Kausar et al. [8] 

Wee1 AZD1775 

MIA PaCa-2 No 1.1±0.1 (N=4) 

1.14 ± 0.05 

PANC-1 No 1.1±0.1 (N=4) 

CAPAN-1 No 1±0.3 (N=4) 

Karnak et al. [14] 
AsPc-1 Yes 1.2±0.1 (N=3) 

MIA PaCa-2 Yes 1.3±0.1 (N=3) 

Li et al. [18] DNA-PK NU7026 
PANC-1 Yes 1.44* (N=3) 

1.38  ±0.06 
898T Yes 1.33* (N=3) 

Wei et al. [24] PP2A LB100 
MIA PaCa-2 Yes 1.3±0.04 (N=3) 

1.35 ± 0.05 
PANC-1 Yes 1.4±0.04 (N=3) 

 
Table 1: In vitro radiosensitizing effect of DNA damage response inhibitors. DDR =DNA 
Damage Response; SER=Standard enhancement ratio; SE=Standard error. * Data extracted 
from cell survival curves. #Standard error was not described in the manuscript. 
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Figure 2: Boxplot representing standard enhancement ratio as a function of DNA damage 
response inhibitor type.  
 

Figure 3: Boxplot depicting standard enhancement ratio as a function of cell line type. 

In Vivo radiosensitization: 

Eight studies with fifteen different experiments were included in this review (Table 2). Almost 

all experiments worked on subcutaneous xenografts, except one which used orthotopic 

xenograft. Most in vivo experiments were based on commercial cell lines derived xenograft 
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models (10/15), the others on patient-derived xenografts (PDX). For both survival and volume 

experiments, the reporting amount of pancreatic tumor cells injected gave a median of 5.106 

cells (range: 1.106-5.106). One-third of the experiments reported single dose schedule (5/15) 

from 5 to 12 Gy, whereas the remaining ten experiments reported fractionated irradiation (from 

1 to 2 Gy per fraction, for a total dose of 9 to 18 Gy). Radiosensitization effects were reported 

in 60% experiments (9/15), by enhancing tumor doubling time or increasing growth delay, 

compared to irradiation alone.  

 

Potentialized gemcitabine-based chemoradiotherapy: 

As gemcitabine-based chemoradiotherapy is part of treatment for patients with locally advanced 

PDAC, we aimed to analyze the capacity of DDRi to enhance chemoradiosensitization. Two in 

vitro studies assessed gemcitabine-based chemoradiotherapy (GB-CRT) sensitization with 

DNA repair targeted therapies on five different cell lines for a total of seven experiments (Table 

3). Five among seven experiments showed a significant enhancement of GB-CRT with DDRi, 

compared to radiosensitization with gemcitabine alone. Capan-1 cell line was the only one that 

could not be radiosensitized with DDRi when treated with GB-CRT. Three in vivo studies 

assessed gemcitabine-based chemoradiotherapy sensitization with DNA repair targeted 

therapies on subcutaneous xenografts (Table 4). One study used PDX. The addition of DDRi 

to the combination of gemcitabine and irradiation extended substantially tumor growth delay 

(survival) and time required for tumor doubling in two out of three experiments and trend to 

enhance tumor growth delay in the latter. 

 

Effect on normal cell radiosensitivity:  

Given that the dose-limiting toxicity for radiation treatment of the pancreas is duodenum, two 

studies also evaluated the effect of DDRi on the radiosensitization of normal intestinal epithelial 

cells. Vance et al. showed that neither olaparib (PARP inhibitor, PARPi) nor AZD7762 (CHK1 

inhibitor) radiosensitized normal cells [4]. However, their association enhanced cytotoxicity 

compared to each inhibitor alone. Fokas et al. evaluated the radiosensitizing effect of VE-822 

(ATR inhibitor (ATRi)) on intestinal morphology, after mice abdominal X-ray irradiation 

(XRT). Authors showed that in mice treated with VE-822 and XRT, number of apoptotic 

intestinal cells, jejunal morphology and weight loss were not significantly different compared 

to mice treated with XRT alone [5].  
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Discussion: 

Although many chemotherapeutic agents have been evaluated for radiosensitization of 

pancreatic cancer, 5-fluorouracile and gemcitabine are the most used in current daily practice. 

More recently, non-chemotherapeutic agents such as DNA damage response inhibitors were 

under development as single agents or in association with chemotherapy. In this review, we 

aimed to define the potential radiosensitizing role of DDRi for pancreatic cancer. To the best 

of our knowledge, this is the first systematic review assessing published preclinical 

radiosensitization data, through DDR inhibition in pancreatic cancer. We identified that DNA 

repair targeted therapies enhanced by one-third radiosensitization in vitro. As a result of the 

small number of studies, we could not fully establish that radiosensitization was influenced by 

the type of DNA repair inhibitor or type of cell line. As the therapeutic effect depends on the 

difference between efficacy on tumor cells and toxicity on normal cells, we submitted in this 

review that only two studies out of fifteen assessed the effect of two targeted therapies (PARPi 

and ATRi) on both epithelial intestinal and pancreatic tumor cells. These studies emphasized 

that neither PARPi nor ATRi enhanced radiation effect on intestinal cells in vitro (PARPi) and 

in vivo (ATRi) [4,5]. Whereas gemcitabine-based chemoradiotherapy can increase local control 

rates and improve progression-free survival, local recurrence remains a matter of concern [6]. 

DDRi may radiosensitize and also enhance gemcitabine-based chemoradiotherapy. Three 

publications presented that targeting DDR proteins (CHK1, ATR, Wee1) is an effective strategy 

for sensitizing pancreatic cancers to gemcitabine-based chemoradiation [5,7,8].  

Irradiation induces different types of DNA damage such as single-strand breaks (SSB), double-

strand breaks (DSB), DNA crosslinks and base modifications. The type of DNA damage 

triggers different response pathway. It is well known that PARP-1 is a major SSB sensor, 

allowing the recruitment of DNA repair proteins such as XRCC1, DNA ligase III and 

polymerase- ß, thus inducing DNA repair [9]. As a single agent, PARPi are particularly used 

for treatment of homologous recombination (HR) deficient cells, based on the concept of 

synthetic lethality [10]. However, only a small fraction of pancreatic cancers (15.4%) is HR 

deficient [11]. As a fundamental component of DDR, PARP-1 can be inhibited in cancer cells, 

thus explaining the rationale for combination with irradiation [12]. In this review, we pointed 

out that three studies presented an increase of in vitro radiosensitization with PARPi from 20 

to 50% [4,13,14]. However, two of these studies evaluated radiosensitization in vivo [13,14] 

and only one showed radiosensitization [13]. Based on preclinical data, authors conducted a 

phase I study evaluating gemcitabine-based chemoradiotherapy with PARPi (veliparib) and 

indicated that the association was well-tolerated and emphasized that PARP3 and RBX1 
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expressions were associated with improved overall survival [15]. 

Single-strand breaks could also activate ATR/CHK1 pathway, thus triggering S and G2/M-

phase checkpoints. It is worthnoting that ATR is also involved into the stabilization of stalled 

forks replication preventing their collapse [16]. Thus, inhibiting ATR may enhance stress 

replication. Two studies evaluated ATRi as radiosensitizer and presented a SER from 1.3 to 

2.1, depending on cell lines [5,17]. This in vitro radiosensitization was confirmed in vivo [5].  

DSB remains to be the major lethal type of DNA damage after irradiation. DSBs repair requires 

histone H2AX phosphorylation, recruitment of MRN complex (MRE11-Rad50-NbS1) and 

ATM. Two main mechanisms are involved in DSBs repair: homologous recombination (HR) 

and non-homologous end-joining (NHEJ). DDRi were evaluated in proficient and deficient HR 

cell lines. It is stressed that DDRi did not radiosensitize BRCA2 mutated and HR deficient cell 

line Capan-1 [7,14]. Indeed, HR deficient cells are sensitive to both DDRi and irradiation alone. 

Thus, the expected benefit of their combination would be very small and not clinically 

significant. In comparison to HR, DSB ligation through NHEJ pathway is active throughout the 

cell cycle and has faster kinetic. Li et al. showed that PDAC developed a reliance on NHEJ and 

as major component of NHEJ, DNA-PK inhibition enhanced radiosensitization in vitro [18].  

In past few years, radiotherapy technical advances such as protontherapy, allowed to increase 

physical dose to the tumor, while decreasing dose to normal tissue. Thanks to physical 

characteristic of Bragg peak (BP), protons demonstrate a good dose distribution. The biological 

effectiveness of charged particles is mostly dependent on the linear energy transfer (LET) of 

the particles. Indeed, it has been postulated that multiple damage within a short DNA segment, 

known as clustered damage sites, is the major lethal type of damage induced by high-LET 

particles [19]. Thus, one would argue that enhancing the number or complexity of DNA damage 

through DDR inhibition could improve biological effectiveness [20]. Thus, two studies 

investigated the effect of PARP inhibition on the response of high-LET irradiation and showed 

that in vitro enhancement ratio ranged from 1.4 to 2.5, depending on LET and PARPi 

concentrations [21,22]. Authors implied that PARPi sensitized cells with high-LET irradiation 

by enhancing the number of sub-lethal oxidative clustered DNA damage, thus leading to a delay 

in DNA damage repair [22].  

In past decades, many advances have been made for most of cancer subtypes. However, there 

was no substantial change for patients diagnosed with pancreatic cancers. In the same time, the 

comprehension of pancreatic cancer biology generated considerable interest. The major 

challenge is now to translate this biological knowledge into clinical application. For this 

purpose, targeting DNA damage response in combination with radiotherapy is of great potential 
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and needs to be confirmed with clinical data. Lastly, future clinical trials should also assess the 

potential of biomarkers of response for each drug, thus identifying patients that could benefit 

from each type of radiosensitizers.  
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Author Target DDR inhibtor Cell line Type of graft Fractionation Endpoint 
Endpoint for 

RT (days) 
Endpoint for RT + 
inhibitor (days) 

P Radiosensitization 

Morgan et al. [23] 
 

CHK1 

AZD7762 

MIA PaCa-2 xeno 1.8 Gy/fraction, 
5 days a week 

for 2 weeks 
(18Gy) 

Tumor  DT 89 (68-nd) >114 (83-nd) NS No 

PDX xeno Tumor  DT 15(9-18) 44 (39-53) <0.001 Yes 

PDX xeno Tumor  DT 32,5(16-42) 44,5(43-47) <0.001 Yes 

Engelke et al. [10] MKK8776 MIA PaCa-2 xeno 
1 Gy/fraction, 5 
days a week for 
2 weeks (10Gy) 

Tumor DT NC NC NS No 

Fokas et al. [5] 
 

ATR 
VE-822 

 

PSN-1 xeno 6 Gy once Tumor GD NC NC <0.001 Yes 

PSN-1 xeno 
2 Gy/fraction, 5 
days a week for 
1 week (10Gy) 

Tumor GD NC NC <0.001 Yes 

MIA PaCa-2 xeno 6 Gy once Tumor GD NC NC <0.001 Yes 

Karnak et al. [14] 

PARP 
Olaparib 

MIA PaCa-2 xeno 

1.8 Gy/fraction, 
5 days a week 

for 1 week 
(9Gy) 

Tumor  DT 13 (10-16) 10 (4-15) NS No 

Lohse et al. [25] 
PDX xeno 12 Gy once Tumor  GD 53.5 53.167 NS No 

PDX xeno 12 Gy once Tumor GD 61.5 58 NS No 

Tuli et al. [13] Veliparib MIA PaCa-2 ortho 5 Gy once Tumor GD 28 36 <0.05 Yes 

Kausar et al. [8] 
Wee1 

AZD1175 
AZD1175 

PDX xeno 

1.8 Gy/fraction, 
5 days a week 

for 2 weeks 
(18Gy) 

Tumor  DT 17 (8-25) 21(16-26) NS No 

Karnak et al. [14] MIA PaCa-2 xeno 1.8 Gy/fraction, 
5 days a week 

for 1 week 
(9Gy) 

 

Tumor  DT 13 (10-16) 17 (10-18) <0.05 Yes 

Karnak et al. [14] 
PARP/
Wee1 

Olaparib/ 
AZD1175 

MIA PaCa-2 xeno Tumor  DT 13 (10-16) 26(18-36) <0.05 Yes 

Wei et al. [24] PP2A LB100 MIA PaCa-2 xeno 

1.2 Gy/fraction, 
5 days a week 

for 2 weeks 
(12Gy) 

Tumor GD 24 33.5 <0.05 Yes 

 

Table 2: In vivo radiosensitizing effect of DNA damage response inhibitors. DDR =DNA Damage Response; DT=Doubling time; GD=Growth 
Delay compared to control. PDX =Patient-derived xenograft, xeno=Xenotopic.
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Author Treatment Target Cell line Gemcitabine SER DDRi and Gemcitabine 
combination SER 

Enhancement of Gemcitabine-
based CRT 

Engelke et al. [7] MK8776 CHK1 

AsPc-1 1.1±0.1 1.6±0.1 Yes 

MIA PaCa-2 1.2±0.1 1.6±0.1 Yes 

BxPC-3 1.1±0.2 1.7±0.3 Yes 

Capan-1 1.3±0.1 1.3±0.1 No 

Kausar et al. [8] AZD1775 Wee1 

MIA PaCa-2 1.3±0.2 2.1±0.2 Yes 

PANC-1 1.1±0.4 1.5±0.2 Yes 

Capan-1 1.8±0.4 1.9±0.2 No 
 

Table 3: In vitro radiosensitizing effect of DNA damage response inhibitors association with gemcitabine compared to gemcitabine alone. DDRi 
=DNA Damage Response inhibitor; DT=Doubling time. 
 
 
 

Author Cell line Type of graft Treatment Target Fractionation Tumor DT  after 
RT + Gem 

Tumor DT  
after RT + Gem + 

DDRi 
P 

Radiosensitization 
compared to 

Gemcitabine-based CRT 

Kausar et al. [8] PDX Xenograft AZD1775 Wee1 
1.8 Gy/fraction, 5 
days a week for 2 

weeks (18Gy) 
21.5 34 0.07 Trend 

Engelke et al. [7] MIA PaCa-2 Xenograft MK8776 CHK1 
1 Gy/fraction, 5 

days a week for 2 
weeks (10Gy) 

NC NC 0.0087 Yes 

Fokas et al. [5] PSN-1 Xenograft VE-822 ATR 6 Gy once NC NC P<0.001 Yes 

 Table 4: In vivo radiosensitizing effect of DNA damage response inhibitors association with gemcitabine compared to gemcitabine alone. DDRi 
=DNA Damage Response inhibitor; DT=Doubling time. 
 



73 

 
 
 
 

PARTIE V 

  



74 

Résumé PARTIE V  

Évaluation in vitro de la radiosensibilisation par l’olaparib et/ou la 

gemcitabine de quatre lignées cellulaires d’adénocarcinomes pancréatiques 

 
 

Après avoir mis en évidence, dans une revue systématique de la littérature, l’absence de 

données de radiosensibilisation avec la gemcitabine et l’olaparib dans des lignées cellulaires 

pancréatiques, nous avons évalué la radiosensibilisation de quatre lignées pancréatiques 

BRCA1/2 sauvage par la gemcitabine, l’olaparib et leur association. 

Dans un premier temps, nous avons constaté que la lignée BxPC-3 est plus radiorésistante que 

les autres lignées. En effet, la fraction de survie à 5 Gy (SF5) est de 21,1 % pour la lignée BxPC-

3, tandis que les SF5 des lignées AsPc-1, MIA PaCa-2 et PANC-1 étaient respectivement de 

5,1%, 7,1% et 14,2%. 

Nous avons aussi étudié la chimiosensibilité des quatre lignées tumorales en ce qui concerne la 

survie clonogénique. Nous avons montré que la gemcitabine à 10 nM ne diminuait pas de 

manière significative la survie clonogénique des lignées cellulaires. Au-delà de 10 nM, deux 

sous-types de réponses ont été observés. En effet, les lignées AsPC-1 et BxPC-3 sont plutôt 

sensibles à la gemcitabine, alors que les lignées PANC-1 et MIA PaCa-2 sont plus résistantes. 

Par la suite, nous avons étudié la radiosensibilisation par l’olaparib et/ou la gemcitabine sur les 

quatre lignées cellulaires. La lignée BxPC-3 n’est pas radiosensibilisée par l’olaparib (SER = 

1,02), alors qu’elle est la lignée cellulaire la plus radiosensibilisée par la gemcitabine (SER= 

1,75). A contrario, la lignée PANC-1 est peu radiosensibilisée par la gemcitabine (SER=1,04), 

mais bien plus radiosensibilisée par l’olaparib (SER=1,38). Enfin l’addition de l’olaparib à 

l’association chimioradiothérapie à base de gemcitabine radiosensibilise les trois lignées 

cellulaires MIA PaCa-2, PANC-1 et AsPc-1 comparativement à une chimioradiothérapie seule 

(P<0,05).  

Par la suite, nous nous sommes intéressés à la distribution dans le cycle cellulaire des lignées 

de cancer pancréatique traitées par l’olaparib et/ou la gemcitabine et/ou l’irradiation. En 

présence de gemcitabine, un arrêt du cycle cellulaire en phase S a été observé, alors que 

l’irradiation augmentait le pourcentage de cellules arrêtées en phase G2/M. Le pourcentage 

d’arrêt en phase G2/M augmentait avec la dose d’irradiation. Enfin, l’olaparib seul ne modifie 

pas la distribution dans le cycle cellulaire, mais en association avec l’irradiation, l’olaparib 

augmente le pourcentage de cellules arrêtées en phase G2/M.   
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Puis, la proportion de cellules présentant un marquage g-H2Ax a été évaluée par cytométrie en 

flux. Le pourcentage de cellules marquées par g-H2Ax augmente avec la dose d’irradiation et 

ceci quelle que soit la lignée cellulaire.  

Sur les quatre lignées cellulaires MIA PaCa-2, PANC-1, AsPc-1 et BxPC-3 nous n’avons pas 

mis en évidence d’apoptose à 24h, quel que soit le traitement. Cependant, l’irradiation à forte 

dose (10 Gy), ainsi que la gemcitabine, induisaient de l’autophagie sur les lignées cellulaires 

pancréatiques. L’ajout de l’olaparib ne modifiait pas l’induction d’autophagie.  

En conclusion, ce travail in vitro a montré une radiosensibilisation de trois lignées cellulaires 

de PDAC par l’olaparib à une concentration non cytotoxique. De plus, dans les trois lignées 

cellulaires, l’olaparib augmente la radiosensibilisation lié à la gemcitabine. Concernant la lignée 

BxPC-3, elle n’est pas radiosensibilisée par l’olaparib. A la suite de ce travail, nous avons 

continué d’explorer la radiosensibilisation dans un modèle préclinique in vivo (PARTIE VI) 

puis nous avons cherché à savoir si en changeant d’inhibiteur de PARP, la radiosensibilisation 

de ces lignées pouvait varier (PARTIE VII), plus particulièrement sur la lignée BxPC-3. 
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ABSTRACT:  

Background: Pancreatic ductal adenocarcinoma is a devastating disease with a cumulative 5-

year overall survival of approximately 9% for all stages. Gemcitabine-based 

chemoradiotherapy for locally advanced pancreatic cancer is highly toxic. We conducted an in 

vitro study to determine whether poly(ADP-ribose) polymerase-1 inhibition radiosensitized 

gemcitabine-based chemotherapy on pancreatic adenocarcinoma cell lines.  

Materials and methods: Four human pancreatic cancer cell lines, MIA PaCa-2, AsPC-1, BxPC-

3 and PANC-1 were treated in their exponential growth phase at room temperature. Cells were 

previously treated with non-cytotoxic concentration of gemcitabine (10 nM) and/or olaparib (1 

µM). Low-LET gamma radiations were carried out using a 137Cs irradiator with a dose rate of 

2.5 Gy/min. Cells were irradiated with single doses of 2, 5 and 10 Gy. Clonogenic assay, cell 

cycle distribution, PAR immunoblotting and γ-H2AX quantifications were performed.  

Results: In vitro, treatment with olaparib alone was not cytotoxic, but highly radiosensitized 

cell lines (standard enhancement ratio (SER)=1.21±0.06 for AsPC-1, SER=1.27±0.02 for MIA 

PaCa-2 and SER=1.38±0.01 for PANC-1), particularly at high dose per fraction (10 

Gy).Simultaneously, a non-cytotoxic concentration of gemcitabine also radiosensitized cells, 

but clearly less than olaparib (SER=1.22±0.01 for AsPC-1, SER=1.11±0.04 for MIA PaCa-2 

and SER=1.03±0.04 for PANC-1). In contrast, BxPC-3 cells were radiosensitized with 

gemcitabine (SER=1.75±0.01) but not with olaparib (SER=1.02±0.02). Interestingly, olaparib 

significantly enhanced gemcitabine-based radiosensitization in three out of four cell lines. In 

addition, combination of olaparib and irradiation induced a G2/M arrest in all cell lines. Finally, 

24h after treatment, the number of remaining γ-H2AX stained cells was higher with cells treated 

with a combination of gemcitabine/olaparib and 10 Gy irradiation, compared to irradiation 

alone.  

Conclusion: Our results showed that MIA PaCa-2, AsPC-1 and PANC-1 cell lines could be 

radiosensitized by the combination of gemcitabine and olaparib, through an increase of 

unrepaired double-strand breaks and a G2 phase block. This combination of olaparib with 

gemcitabine-based chemoradiotherapy could lead to an enhancement of local control in vivo 

and an improvement in disease-free survival. 
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INTRODUCTION 

 Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) has a very poor prognosis with a 5-year 

overall survival of approximately 9% (1,2). Surgery remains the only means of cure. However, 

at the time of diagnostic, up to 30% of patients present with unresectable locally advanced 

pancreatic cancer. In a subset of these patients, failing to control the primary tumor may result 

in side effects that can lead to death. Therefore, making unresectable tumors resectable may 

improve outcomes.  

As gemcitabine has been shown to both be effective and to enhance radiosensitivity on 

PDAC cells, chemoradiotherapy (CRT) with gemcitabine is one of the current effective option 

for treating non-metastatic unresectable pancreatic cancer (3). However, gemcitabine-based 

CRT has high rate toxicity leading to a reduction of gemcitabine dose or chemotherapy 

discontinuation. Using modern techniques of radiotherapy such as intensity modulated 

radiotherapy (IMRT) or stereotactic body radiotherapy (SBRT) may simultaneously enhance 

dose to tumor and decrease dose to organ-at-risk, leading to a reduction of gemcitabine-

radiation related toxicity. Besides targeted therapies that could be radiosensitizers and/or 

chemopotentiating agents may enhance this synergy.  

 Recently, DNA repair has become a major topic of investigation for the treatment of 

cancer. The key determinant of cellular radiosensitivity is the capacity of cells to repair highly 

lethal DNA double-strand breaks (DSBs). Therefore, targeting proteins implicated in the 

response to ionizing radiation-induced DNA damage, such as poly(ADP-ribose) polymerase-1 

(PARP-1), may be an appropriate strategy. Indeed, PARP-1 is a major DNA damage sensor 

allowing the recruitment of DNA repair proteins involved in DNA single- and double-strand 

breaks repair (4). At the outset of PARP inhibitors (PARPi) development, targeting BRCA1/2 

mutant tumors has been the main approach and is known as the concept of synthetic lethality. 

Ongoing phase III trials are testing olaparib in different tumor types with BRCA1/2 mutations 

such as breast cancer (clinical trial.gov NCT02032823, NCT02000622), ovarian cancer 

(NCT01844986, NCT01874363) and pancreatic cancer (NCT02184195). More recently, the 

use of PARPi has been investigated on BRCA1/2 wild-type tumors in combination with 

radiotherapy (4). Olaparib is one of the most recent and extensively studied PARPi, which 

potentiated the effect of radiotherapy in different cell lines and tumor xenograft models (5). 

However, association of olaparib, gemcitabine and radiotherapy has never been assessed on 

BRCA wild type pancreatic cancer cells yet. The main purpose of this study is to evaluate the 

in vitro antitumor efficacy of the association of a PARPi (olaparib) and gemcitabine, combined 

with different radiation doses, on four pancreatic cancer cell lines. 
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MATERIALS AND METHODS 

 

Cell culture  

The human pancreatic cancer cell lines MIA PaCa-2, AsPC-1, PANC-1 and BxPC-3 were 

purchased from American Type Culture Collection (CRL-1420TM, CRL-1682, CRL-1469 and 

CRL-1687, respectively, ATCC; Rockville, MD, USA) and banked at Centre Paul Strauss. 

Cells were cultured at 37°C in a humidified atmosphere containing 5% CO2 and 95% air. 

PANC-1 was cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM; PAN Biotech GmbH, 

Aidenbach, Germany) supplemented with 10% foetal bovine serum (FBS, PAN Biotech 

GmbH) and 1% of a solution of penicillin (10000 IU/ml) and streptomycin (10 mg/ml) (PAN 

Biotech GmbH). MIA PaCa-2 was cultured in the same conditions with 1% of 4-(2-

hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (HEPES, 1mM, PAN Biotech GmbH), 1% of 

sodium pyruvate (10 mM, PAN Biotech GmbH) and 1% of non-essential amino acids (NEAA, 

PAN Biotech GmbH). AsPc-1 and BxPc-3 were cultured in Roswell Park Memorial Institute 

medium (RPMI; PAN Biotech GmbH) supplemented with 10% FBS, and 1% of a solution of 

penicillin (10000 IU/ml) and streptomycin (10 mg/ml). Subconfluent cell monolayers were 

trypsinyzed once a week using 0.5% trypsin containing 2% EDTA (PAN Biotech GmbH) and 

plated at passage ratios between 0.25:10 to 1:10 according to the cell line or used directly for 

study after enumeration determined with a Countess® Cell Counter (Countess, Invitrogen, 

Carlsbad, USA).   

 

Drugs and chemicals  

Olaparib and gemcitabine were provided by Selleck Chemicals (Houston, TX, USA). Stock 

solutions were prepared at 10 mM in DMSO and stored in aliquots at -20°C. Olaparib was used 

at 1 µM and gemcitabine at 10 nM. 

 

Irradiation exposure  

Cells seeded in 6-well plates were exposed, at room temperature, to photon irradiation, one 

hour after pharmacological treatment (olaparib and/or gemcitabine), at one fraction-doses of 2 

Gy, 5 Gy and 10 Gy. A 137Cs γ-irradiator (Biobeam GM 8000, GSM GmbH, Leipzig, Germany) 

was used in the Paus Strauss Center (Strasbourg, France) at a dose rate of 2.5 Gy/min. Control 

flasks were sham irradiated. 
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Clonogenic survival assay 

Cells were seeded in 6–well plates at a density of 2x105 cells per well and allowed to adhere 

overnight in standard culture conditions. Cells were exposed to DMSO (control), olaparib 

and/or gemcitabine 1 hour before irradiation with 2, 5 or 10 Gy. Following treatment for 24 

hours, cells were trypsinized, collected and numbered. Then, cells were seeded at optimised 

densities according to radiation dose and plated at two different dilutions into 6-well plates. 

Twelve to nineteen days later, depending on cell lines, the clones were stained using 0.05% 

crystal violet (Sigma-Aldrich) in 5% ethanol solution and positive colonies (>50 cells) were 

scored. The plating efficiency (PE) and then the surviving fractions were calculated. Survival 

curves were plotted using surviving fractions for different dose. To generate the radiation dose–

response curves, the data fitted to the linear quadratic (LQ) model where S(D) is the fraction of 

cells surviving a dose of D and α/β are inactivation constants: !(#) = &'()'*)+	. Semi-

logarithmic survival curves were constructed for determination of survival ability of cells in 

response to various treatments. The linear-quadratic (LQ) cell survival curve parameters were 

calculated with CFAssay Package. 

 

PARP inhibitor activity 

Cells were pre-incubated with olaparib (1 µM) during 1 hour. The treated cells were then 

exposed to 500 µM of H2O2 for 10 minutes. Cells were fixed with a solution of 

methanol/acetone 1:1 at 4°C for 20 minutes. Next, cells were permeabilized by three washes 

with PBS-tween. The PAR signal was then detected by incubation with the anti-PAR antibody 

(1/1000) in PBS-tween and BSA 0.1% for 2 hours at 4°C. Then, the cells were washed three 

times with PBS-tween. The cells were incubated with the secondary mouse antibody anti-IgG 

coupled with Alexa 488 (1/2000) in PBS-tween and BSA 0.1% for 2 hours at 4°C. 

Subsequently, cells were washed with PBS-tween, next PBS and finally PBS-DAPI. Last, cells 

glass slides were prepared by fixation with Mowiol and antifade agent DABCI. Finally, 

detection of poly(ADP-ribose) (PAR) was analyzed by immunofluorescence microscopic 

imaging using an Olympus BH-2 fluorescent microscope equipped with a digital camera. 

 

Cell cycle distribution  

24 hours after treatments, treated cells were trypsinised, harvested and washed twice in 

phosphate buffered saline (PBS, pH 7.2) fixed in 1 ml of ice-cold 70% ethanol and stored at -

20°C. The pellet was resuspended in 200 μl PBS containing 1 mg/ml RNase A, and the cellular 

DNA was stained with propidium iodide (PI; 0,1 mg/ml; Sigma). Cells were incubated at 37°C 
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in the dark for 30 min prior to analysis. Cell cycle determination was performed using a BD 

AccuriTM C6 flow cytometer (Becton Dickinson, BD, San Jose, CA, USA) and fluorescence of 

at least 10,000 cells were analyzed using BD Accurri and the ModFit softwares, provided by 

the manufacturer.  

 

Apoptotic detection assay 

Apoptotic cells were quantified 24 hours after irradiation. Harvested cells were washed with 

PBS and resuspended in 200 μl of 1X Annexin V Binding Buffer (FITC Annexin V Apoptosis 

Detection kit, BD Pharmingen). Then, 5 μl of Annexin V and 5 μl of propidium iodide (PI) 

were added to 100 μl of the solution. After incubation in the dark at room temperature for 15 

min, 200 μl 1X Annexin V Binding Buffer was added to the solution and the fluorescence of 

10,000 cells was analyzed using a BD AccuriTM C6 flow cytometer and software (BD). Annexin 

V+/PI- cells were recorded as being early apoptotic, whereas Annexin V+/PI+ were considered 

to be necrotic.  

 

Autophagic detection assay 

For autophagy determination 24 hours after irradiation, we used the Cyto-IDTM Autophagy 

Detection kit (Enzo Life Sciences, Plymouth Meeting, PA, USA) according to the 

manufacturer's instructions. Cells were washed in PBS (pH 7.2) and resuspended in 500 μl PBS 

containing Cyto-ID® Green Detection Reagent (0,1% v/v). Then, cells were incubated at 37°C 

in the dark for 30 min and were resuspended in 200 μl PBS. The fluorescence emission of 

10,000 cells was analyzed using a BD AccuriTM C6 cytometer and software (BD).  

 

Determination of γ-H2AX formation 

For γ-H2AX foci visualization, cells grown on lab-tek were treated as indicated earlier and 

fixed with a 4% paraformaldehyde solution for 15 minutes. Then samples were permeabilized 

with PBS containing 0.5% Triton-X-100 and blocked with 10% BSA. Then, cells were 

incubated overnight at 4°C, with blocking buffer containing primary antibody against γ-H2AX 

followed by incubation with Alexa Fluor 594 goat anti-mouse IgG for 3 hours at room 

temperature. Samples were counterstained with antifading agent containing DAPI. The 

formation of foci in nuclei were monitored by immunofluorescence using an Olympus BH-2 

fluorescence microscope equipped with digital camera.  

For γ-H2AX analysis in flow cytometry, 24 hours after treatment, cells were harvested and 
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washed in ice-cold PBS, fixed in 1 ml of 70% ethanol and stored at -20°C for 24 hours. Fixed 

cells were centrifuged and pellet was resuspended twice in 2 ml cold PBS containing 10% 

bovine serum albumin (BSA, Aldrich) and 0,2% Triton-X-100 (T-PBS-BSA). Then, labelling 

was performed using a solution of monoclonal mouse anti-phospho-histone-H2AX (ser 139) 

polyclonal antibody (clone JBW301; Merck Millipore, Darmstadt, Germany) diluted in 1/100 

in T-PBS-BSA. Cells were stored at 4°C overnight. Cells were washed twice with 2 ml T-PBS-

BSA and resuspended in 100 μl of a solution containing an anti-mouse IgG fluorescein-

conjugated antibody diluted at 1:200 (Invitrogen) and were stored 1 hour in room temperature 

and gently shake. Then, 2 ml T-PBS-BSA wad added, cells were centrifuged and pellet was 

resuspended in 200 μl of PBS containing PI (5 µg/ml) and RNAse A (100 µg/ml). Next, cells 

were stored at room temperature in the dark for 30 min and gently shake. The fluorescence of 

10,000 cells was analysed using a BD AccuriTM C6 flow cytometer and software (BD). For 

quantification of γ-H2AX positivity, a gate was arbitrary set on the control, untreated sample 

to define a region of positive staining for γ-H2AX of approximately 5%. This gate was then 

overlaid on the treated samples.  

 

Statistical analysis  

Experiments were performed at a minimum in triplicate and results were expressed as the mean 

± standard deviation (SD) unless otherwise indicated. Statistical differences of data were 

assessed by the t-test using R Software (ver. 3.4.0 http://cran.r-project. org/). p-values lower 

than 0.05 were considered as statistically significant. For clonogenic survival assay, results 

from 4 experiments were subjected to linear-quadratic regression analysis, using the maximum 

likelihood approach. Differences between curves were evaluated using a two-way ANOVA 

test.  

 

RESULTS 

Cytotoxicity of gemcitabine and/or olaparib on PDAC cell lines 

To assess long term differential inhibition with gemcitabine, we conducted clonogenic survival 

assay and showed that 10 nM of gemcitabine was not cytotoxic for all PDAC cell lines (Figure 

1). However, beyond this concentration, cell lines were differentially sensitive to gemcitabine. 

Indeed, at 200 µM gemcitabine, surviving fractions were 35%, 23%, 11% and 2% for PANC-

1, MIA PaCa-2, AsPC-1 and BxPC-3 cells, respectively.  
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Figure 1: Cell survival of PDAC cell lines after gemcitabine treatments. Cells were treated 

with 10 nM to 200 nM gemcitabine for 24 hours and cell survival was determined using 

clonogenic formation assay. Experiments were done in triplicate and represent mean with 

standard error of 3 independent experiments. 

 

Finally, we confirmed that olaparib, at a concentration of 1 µM, did not significantly decrease 

long term surviving fraction on the four pancreatic cell lines (Table 1).  

 

Treatment MIA PaCa-2 PANC-1 AsPC-1 BxPC-3 

Olaparib (1 µM) 1,02±0,03 0,97±0,02 1,05±0,06 0,93±0,05 

Gemcitabine (10 nM) 1,01±0,02 0,95±0,02 0,98±0,03 0,96±0,03 

 

Table 1: Surviving fraction after treatment with olaparib or gemcitabine for PDAC cell lines. 

Mean±SEM in 5 independent experiments. 

 

Taking together, these data displayed that olaparib at a concentration of 1 µM and gemcitabine 

at 10 nM were not toxic for PDAC cell lines. 
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Effect of olaparib on PARylation  

Olaparib at 1 µM significantly reduced PARP-1 activity in the four PDAC cell lines (Figure 2). 

As olaparib at 1 µM was not cytotoxic for PDAC cell lines, but significantly decreased 

PARylation level, this concentration was selected for subsequent experiments. 

 

 

Figure 2: Immunodetection of PAR in the four PDAC cell lines either untreated (DMSO) or 

treated with olaparib (1 µM). DNA is counterstained with DAPI. 

 

Radiosensitization of gemcitabine and/or olaparib on PDAC cell lines 

A broad range of intrinsic sensitivity was identified across PDAC cell lines as presented in 

Figure 3. Among the four cell lines, BxPC-3 is the most radioresistant (surviving fraction at 2 

Gy, SF2=71%) and AsPC-1 the most radiosensitive (SF2=24%). 
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Figure 3: Clonogenic survival curves of PANC-1, AsPC-1, MIA PaCa-2 and BxPC-3 cell lines 

treated with increasing dose of radiotherapy (2, 5 and 10 Gy).  Data shown from 4 to 5 

experiments.  

 

To investigate intrinsic radiosensitivity and validate that a one-hour pre-treatment with olaparib 

and 24 hours pre-treatment with gemcitabine enhanced radiosensitivity in PDAC cell lines, 

clonogenic assays were performed (Figure 4). Olaparib highly radiosensitized MIA PaCa-2, 

AsPC-1 and PANC-1 cell lines (standard enhancement ratio: SER=1.21±0.06 for AsPc-1, 

SER=1.27±0.02 for MIA PaCa-2, and SER=1.38±0.01 for PANC-1), particularly at high dose 

per fraction (10 Gy). In contrast, olaparib did not radiosensitize BxPC-3 cell line 

(SER=1.02±0.01).  
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Figure 4: Clonogenic survival curves presenting surviving fractions of PANC-1, AsPC-1, MIA 

PaCa-2 and BxPC-3 cell lines treated with gemcitabine (Gem 10 nM), olaparib (Ola 1 µM) or 

the association of gemcitabine and olaparib (Gem+Ola).  Data are shown from 4 to 5 

experiments. 

 

Moreover, a non-cytotoxic concentration of gemcitabine radiosensitized MIA PaCa-2 and 

PANC-1 cells, but substantially less than olaparib (SER=1.11±0.04 for MIA PaCa-2 and 

SER=1.03±0.04 for PANC-1, Table 2). In contrast, BxPC-3 cell line was highly radiosensitized 

by gemcitabine (SER=1.75±0.005). Finally, AsPC-1 was radiosensitized by either gemcitabine 

or olaparib at the same level (Table 2). 

Combination of gemcitabine and olaparib enhanced radiosensitization compared to 

gemcitabine or olaparib alone, in all cell lines except BxPC-3, with a major effect on PANC-1 

(Table 2). 
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Cell line Treatment 
α (Gy-

1) 

ß (Gy-

2) 
SER 

MIA PaCa-2 

DMSO 0.454 0.025 1.0 

Gemcitabine 0.404 0.040 1,04±0,01 

Olaparib* 0.515 0.048 1,24±0,001 

Olaparib+Gemcitabine• 0.590 0.041 1,30±0,02 

PANC-1 

DMSO 0.273 0.024 1.0 

Gemcitabine * 0.250 0.032 1,04±0,01 

Olaparib* 0.402 0.041 1,38±0,01 

Olaparib+Gemcitabine• 0.291 0.077 1,48±0,05 

AsPC-1 

DMSO 0.438 0.033 1.0 

Gemcitabine * 0.520 0.053 1,22±0,01 

Olaparib* 0.319 0.098 1,21±0,06 

Olaparib+Gemcitabine• 0.367 0.138 1,45±0,08 

BxPC-3 

DMSO 0.267 0.013 1.0 

Gemcitabine*  0.640 -0.006 1,75±0,01 

Olaparib 0.374 0.004 1,02±0,02 

Olaparib+Gemcitabine 0.779 -0.015 2,07±0,07 

Table 2: Values of linear quadratic parameters (α and ß) and standard enhancement ratio 

(SER) from PDAC cells treated with ionizing radiation and olaparib and/or gemcitabine. 

Statistical significance is indicated: * p<0.05 (vs control). • p<0.05 (vs Gemcitabine). Data are 
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shown of 4-6 independent experiences. 

 

Effect of the treatments on cell cycle 

As expected, analysis of cell cycle distribution using flow cytometry (Supplementary figure 1) 

revealed that irradiation induced a G2/M phase arrest 24 hours after irradiation and the 

percentage of cells in G2/M phase expanded with increasing radiation doses (2-10 Gy). 

Moreover, the association of olaparib and irradiation enhanced cell cycle arrest in G2/M phase, 

24 hours after irradiation. Concurrently, gemcitabine alone markedly increased cell cycle arrest 

in S-phase. Cells co-treated with gemcitabine and olaparib with or without irradiation, did not 

significantly modify cell cycle distribution, compared to olaparib alone. Taking together, these 

results presented that olaparib and irradiation had combined effect on cell cycle arrest in G2-

phase, whereas gemcitabine blocked cells in early S-phase independently of olaparib and/or 

irradiation treatment.  

 

Supplementary figure 1: Cell cycle distribution of PANC-1, AsPC-1, MIA PaCa-2 and BxPC-

3 cell lines, after irradiation (2, 5 and 10 Gy) and treatment with olaparib (1 µM) and/or 

gemcitabine (10 nM). Data presented of 4 independent experiments. 

 

Effect of the treatments on γ-H2AX foci persistence  

Residual double-strand breaks are generally irreparable and may induce cell death. We recorded 

foci corresponding to the persistent activation of γ-H2AX in control and treated cells 24 hours 
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after the exposure to gemcitabine, olaparib and irradiation alone or in combination (Figure 5). 

As expected, the number of persistent γ-H2AX foci after irradiation increased according to the 

dose and after pre-treatment with olaparib, with a strong rise for MIA PaCa-2. The addition of 

olaparib with gemcitabine did not consistently increase the number of residual γ-H2AX foci 

after treatment on all PDAC cell lines.  

 

Figure 5: Effect of irradiation (10 Gy), olaparib (1 µM) and gemcitabine (10 nM) on the 

amount of γ-H2AX positive cells, 24 hours after treatment on PANC-1, AsPC-1, MIA PaCa-2 

and BxPC-3 cell lines. Cells were labelled 24 hours after treatment with anti- γ-H2AX antibody 

and analyzed for γ-H2AX positivity and DNA content. Data shown are the mean percentage of 

γ-H2AX positive cells from 4 independent experiments. Statistical significance is indicated: 

p<0.05(*), p<0.01 (**), p<0.001(***).  

 

Effect on cell death induction (apoptosis and autophagy) 

Next, we investigate whether treatment with olaparib, gemcitabine and irradiation, individually 

or in combination could induce apoptosis or autophagy on PDAC cell lines. Percentages of cells 

undergoing apoptotic cell death were determined 24 hours after treatment. As presented in 

supplementary figure 2, apoptosis levels were very low whatever the treatment and never 

exceeded 5%. Then, autophagy was assessed as another mechanism of cell death 

(Supplementary figure 2). Both gemcitabine and irradiation treatments alone induced 

autophagy, whereas olaparib did not induce autophagic cells compared to non-treated cells 

(Supplementary figure 2). Cells treated with the association of gemcitabine and olaparib alone 
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or coupled with irradiation, did not induce significantly higher autophagy than in gemcitabine 

treated cells alone.  

 

 

 

Supplementary figure 2: Effect of irradiation (2, 5 and 10 Gy), olaparib (1 µM) and 

gemcitabine (10 nM) on PANC-1, AsPC-1, MIA PaCa-2 and BxPC-3 cell death quantification 

(apoptosis and autophagy). (A) Cells were labelled 24 hours after treatment with Annexin V 

and propidium iodide. Cells marked as Annexin V+/PI- were determined by flow cytometry. (B) 
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Cells were labelled after 24 hours using Cyto-ID® Green detection reagent according to 

treatment protocol, and the mean fluorescence was determined by flow cytometry. Results are 

expressed in fold induction of autophagy. 

 

DISCUSSION 

 Effective treatments for locally advanced pancreatic cancer are limited. Therefore, any 

new modality to replace or support current treatments for pancreatic cancer would be highly 

valuable.  

In this study, we evaluated in vitro efficacy of the association of gemcitabine, olaparib and 

irradiation in four locally advanced pancreatic cancer cell lines. First, our results indicated that 

this triple association reduced cell growth and clonogenic survival, compared to both 

gemcitabine/irradiation or olaparib/irradiation combinations and standard treatment 

(chemoradiotherapy with gemcitabine alone). This effect was mainly due to the radiosensitizing 

effect of olaparib. Although olaparib alone at a concentration of 1 µM was not toxic for all four 

cell lines as wanted for this project, it had a clear radiosensitizing effect and particularly with 

high dose of radiation (10 Gy). This is consistent with results of Vance et al., who treated MIA 

PaCa-2 cells with 1 µM of olaparib and increasing doses of irradiation (ranged from 2 to 8 Gy) 

and found a radiation enhancement ratio of 1.5±0.1, whereas cytotoxicity of olaparib alone was 

1.1±0.1 (7). It is also coherent with Karnak et al. who reported radiosensitization of AsPC-1 

cell line with olaparib (SER=1.2±0.2). We also studied two other pancreatic cell lines that have 

never been studied before with olaparib, PANC-1 and BxPC-3. Another aspect of the present 

study was the investigation of cell cycle perturbation with PARPi. We and others have shown 

that PARP-1 inhibition resulted in a greater accumulation of cells in the G2/M phase in response 

to radiation, likely due to persistent DNA damage, whereas gemcitabine blocked cells in early 

S-phase, likely due to the inhibition of replication (8–10). As G2 checkpoint activation is known 

to be a consequence of persistent DNA damage, we assessed DSBs repair through residual γ-

H2Ax foci, 24 hours after treatments and presented that olaparib combined with irradiations 

(10 Gy) increased γ-H2AX foci compared to control irradiated cells. To properly compare 

radiosensitization effect of gemcitabine with olaparib, we assessed radiosensitization effect of 

a non-cytotoxic concentration of gemcitabine (10 nM). As Pauwels et al. indicated in different 

types of cancer cell lines, radiosensitization with gemcitabine was time-exposure dependant 

and was higher with 24 hours exposure before irradiation (14), therefore we treated cell lines 

with 24 hours of gemcitabine before irradiation. To display radiosensitization with CHK1/2 
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(AZD7762) inhibitor in pancreatic cancer, Morgan et al. irradiated and co-treated MIA PaCa-

2 cells with gemcitabine/AZD7762 and showed a radiation enhancement ratio of 1.5 with 

gemcitabine treatment alone. In their treatment schedules, cells were treated 24 hours before 

irradiation with gemcitabine and at time of irradiation, approximately 45% of cells were in S-

phase (15).  Indeed, Im et al. presented that radiosensitization with gemcitabine required a 

depletion in deoxynucleotide for approximately 4 hours with accumulation of cells in S-phase 

(16). These observations are coherent with our hypothesis that gemcitabine could synchronise 

cell lines into S-phase, thus leading to enhanced sensitization after irradiation and/or olaparib 

treatment.  

 On the side, qualitative differences were noticed in staining patterns of γ-H2AX 

(supplementary figure 3). Indeed, cells treated with olaparib shaped discrete punctuated and 

well-defined foci, compared with cells treated with gemcitabine that displayed a diffuse, pan-

nuclear γ-H2AX staining pattern. Ewald et al. showed that H2AX phosphorylation was not only 

associated with DSBs but also with agents that inhibit DNA synthesis, such as gemcitabine and 

was due to stalled replication forks during S-phase (17). Moreover, they displayed that some γ-

H2AX foci co-localized with DNA damage response proteins (Mre11, Rad50 and Nbs1) at the 

site of stalled replication forks, shortly after nucleoside analogue exposure. More recently, 

Bryant et al. presented that treatment with hydroxyurea induced stalled replication forks, thus 

stimulating PARP-1 activation, leading to recruitment of Mre11 and Nbs1, and promoting 

repair through homologous recombination (13). Then, there is interplay between gemcitabine 

inducing stalled replication forks, PARP activation and homologous recombination, which 

needs more investigations, focusing on pancreatic cancer cell lines.  

 We also reported that cell death was partly induced by autophagy, specifically for 

gemcitabine-base treatments, but apoptosis was clearly not involved. Our results are consistent 

with literature. Indeed, Chen et al. indicated that even with the highest concentration of olaparib 

(1 µM), there was at most 6% of apoptosis in PANC-1 and BxPC-3 pancreatic cancer cell lines 

(18). More recently, Pandita et al. displayed that in MIA PaCa-2 cell line, treatment with 660 

nM of gemcitabine resulted in 2% of apoptosis (19). MIA PaCa-2 cells seemed to be more 

resistant to gemcitabine. This was partly explained by the fact that gemcitabine induced 

apoptosis through p53 pathway and mutant p53 cells (20). Autophagy is a conserved process 

by which cytoplasm and cellular organelles are degraded in lysosomes. There is much 

controversy concerning the role of treatment induced-autophagy in pancreatic cancer. Authors 

argued that gemcitabine-induced autophagy prevents pancreatic carcinoma entering in 

apoptotic pathway, thus allowing resistance to treatment (20,21). Others claimed that autophagy 
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constituted a death mechanism, when pancreatic cancer cells were treated with gemcitabine 

and/or ionizing radiation (20,22). Indeed, Rosenfeldt et al. used a humanized genetically 

modified mouse model of PDAC and showed that autophagy’s role in tumor development was 

connected to the status of p53. Indeed, loss of autophagy in tumor lacking p53 accelerated tumor 

onset, whereas it blocked progression to high grade malignant tumors in p53 wild-type cells 

(22). These data are consistent with results published by Fiorini et al., describing in a mutant 

p53 cell line, that incubation of gemcitabine with p53 reactivating molecules, induced 

autophagy and apoptosis. However, inhibiting autophagy enhanced anti-proliferative activity 

of combined treatment, thus demonstrating that autophagy induced by gemcitabine in p53 wild-

type cell line may have a pro-survival effect (20). Here, we presented on p53 mutant cell lines, 

that gemcitabine induced autophagy compared to control, but this effect was clearly attenuated 

with increasing radiation doses and did not seem to be synergic. On the other hand, surviving 

fraction and cell growth were decreased with irradiation and gemcitabine compared to control, 

and the addition of olaparib also decreased surviving fraction. These data suggested that some 

other types of cell death contribute to the effectiveness of the combined triple treatment with 

gemcitabine, olaparib and irradiation. Several studies have examined the mechanism of cell-

death induced by PARP inhibition. Some authors explored senescence as a mode of cell death 

after irradiation and treatment with PARPi. A radiosensitization of tumor cells was observed 

via the promotion of senescence (23). Another induced cell death could be mitotic catastrophe. 

Indeed, Porcelli et al. showed that MIA PaCa-2 cells pre-treated with 1 µM of rucaparib, 

another PARPi, before irradiation (10 Gy) presented micronuclei and polynucleate cells 24 

hours after combined treatment (9).  

 Generally, our results presented that PDAC cell lines could be sensitized by irradiation 

and olaparib treatments, through an increase of unrepaired DSBs and a block in G2 phase. 

Moreover, we displayed that this radiosensitizing effect was greater with higher dose per 

fraction.  

 Our work could have clinical impact for patients with locally advanced PDAC. Indeed, 

the low response rate after chemoradiation (52%) could be enhanced by the radiosensitization 

effect of olaparib (24). Moreover, as olaparib radiosensitized cells when treated with high dose 

of radiation, patients could benefit from advanced modality treatment technology such as 

stereotactic radiotherapy, which can deliver high dose per fraction in a highly conformal way. 

Finally, we need to investigate the effect of gemcitabine, olaparib and irradiation on an in vivo 

model of PDAC.  
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Supplementary figure 3 : Pattern of γ-H2AX foci  after treatment with gemcitabine, irradiation  

or association of 10 Gy irradiation with olaparib.  
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Annexe de la partie V 

 

 

 

Annexe : Test de viabilité cellulaire de la lignée MIA PaCa-2 avec une gamme croissante de 

gemcitabine (1 nM à 10 µM) (A) et d’olaparib (100 nM à 100 µM) (B). 
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Résumé PARTIE VI  

Évaluation in vivo de la radiosensibilisation par l’olaparib et/ou la 

gemcitabine après irradiation photon ou proton et analyse transcriptomique 

 

Après avoir montré, in vitro, la radiosensibilisation par l’olaparib, la gemcitabine et leur 

association, particulièrement dans la lignée MIA PaCa-2, nous avons cherché à savoir si cela 

pouvait se traduire par une radiosensibilisation in vivo dans un modèle de xénogreffe sur souris 

nude. De plus, nous avons cherché à savoir si en changeant de particule d’irradiation 

(protonthérapie), la radiosensibilisation avec l’olaparib et/ou la gemcitabine était plus 

importante. Pour cela, nous avons injecté des cellules de la lignée MIA PaCa-2 en sous-cutanée 

au niveau du flanc des souris nude NMRI, puis les souris ont été randomisées entre différents 

type d’irradiation (rayons X ou protons) précédés ou non d’un traitement par l’olaparib et/ou la 

gemcitabine.  

Nous avons montré que l’irradiation par protonthérapie à la dose physique de 10 Gy ralentissait 

de manière significative la croissance tumorale comparativement à l’irradiation par photon. 

Prenant comme critère de jugement principal le doublement du volume tumoral, une différence 

significative a été mise en évidence avec un temps de doublement médian de 19 jours pour le 

groupe contrôle, 30 jours pour le groupe irradié par photons et de 40 jours pour le groupe traité 

par protonthérapie (p<0,001). Ainsi, le temps de doublement après irradiation en protonthérapie 

est 30% plus important qu’en radiothérapie avec des rayons X. Bien que cela soit attendu du 

fait d’une efficacité biologique plus importante des protons, cette différence est tout de même 

bien plus importante que celle attendue avec un EBR moyen estimé à 1,1. 

Dans notre modèle in vitro, nous avions montré que l’olaparib radiosensibilisait la lignée 

pancréatique MIA PaCa-2 de manière significative et ceci particulièrement avec de fortes doses 

d’irradiations (10 Gy). Les résultats sur la croissance tumorale in vivo n’ont pas permis de 

montrer cette différence en irradiation photons (P=0,47), mais une importante 

radiosensibilisation a été observée avec la protonthérapie (p=0,048).   

Comparativement au traitement standard de chimioradiothérapie avec la gemcitabine, le suivi 

de la croissance tumorale après irradiation et traitements par la gemcitabine et l’olaparib a 

montré un ralentissement supplémentaire de la croissance tumorale après une irradiation par 

des rayons X ou des protons. Nous avons montré une diminution significative de la croissance 

tumorale avec la triple association combinant la gemcitabine, l’olaparib et la protonthérapie. 
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De manière très impressionnante, une disparition complète de tumeur a été observée dans trois 

souris sur dix après protonthérapie, olaparib et gemcitabine. 

Afin de mieux comprendre la réponse à ces associations de traitement, une analyse 

transcriptomique 24h après irradiation a été réalisée. Les neuf différents groupes étudiés pour 

l’analyse transcriptomique étaient : contrôle non irradié, irradiation photon (RT), irradiation 

proton (PT), gemcitabine + RT, gemcitabine + PT, olaparib + RT, olaparib + PT, gemcitabine 

+ olaparib + RT et gemcitabine + olaparib + PT. Les tumeurs ont été traitées aux différentes 

conditions, puis excisées 24h après irradiation. Les ARN de 45 tumeurs ont été extraits et 

qualifiés. Les différents échantillons ont été envoyés à la plateforme de bio-informatique 

GenomEast de l’Institut de Génétique et de Biologie Moléculaire et Cellulaire (IGBMC, 

Illkirch) pour l’analyse RNASeq, Nous avons mis en évidence une régulation transcriptionnelle 

hétérogène en fonction des traitements. L’enrichissement a permis d’identifier des processus 

biologiques impliqués dans la régulation des microvésicules. Par ailleurs, une dérégulation de 

l’expression des ARN long non codants (lnc RNA) a également pu être démontrée. Enfin, une 

signature transcriptomique de la réponse à la gemcitabine a été identifiée.  

En conclusion, ce travail sur un modèle in vivo a montré l’intérêt d’associer des inhibiteurs de 

PARP à la protonthérapie, mais aussi d’évaluer de potentiels biomarqueurs de réponse à ces 

associations de traitements. 
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Radiosensitizing pancreatic cancer with PARP inhibitor and gemcitabine: an in vivo and 

a whole-transcriptome analysis after proton or X-rays therapies 

 

Abstract: 

Purpose/Objective(s): Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is a devastating disease 

with a cumulative 5-year overall survival of less than 9% for all stages. Thirty percent of 

patients diagnosed with PDAC present with a locally advanced disease that could benefit from 

chemoradiotherapy with gemcitabine, which is effective but toxic. Over the past few years, 

studies have focused on the development of targeted radiosensitizers such as poly(ADP-ribose) 

polymerase (PARP) inhibitors. We conducted an in vivo study to determine whether PARP 

inhibition enhanced gemcitabine-based chemoradiosensitization of pancreatic cancer 

xenografts, with either proton or X-rays irradiations. 

Materials and methods: MIA PaCa-2 cells were injected subcutaneously into the flank of 

athymic nude mice. Tumor-bearing mice were treated with gemcitabine and/or olaparib for two 

consecutive days before irradiation (10 Gy) with either X-rays or protons. Tumor size was 

measured three times per week for tumor growth. Furthermore, 24 hours after irradiation, 

tumors were excised and fresh frozen tissues were stored. RNA-Seq profiling analysis was 

performed to examine whole-transcriptome alterations. 

Results: First, a significant growth inhibition was observed with 10 Gy proton irradiations 

compared to 10 Gy photon irradiations (p=0.046). Moreover, the combination of olaparib, 

gemcitabine and protontherapy significantly sensitized tumor xenografts, compared to 

gemcitabine (p=0.05), olaparib (p=0.034) or protontherapy (P<0.0001) alone. Finally, RNA-

Seq analysis exhibited a large number of dysregulated genes between different treatment 

associations, particularly genes involved in extracellular vesicles and exosomes and long non-

coding RNA (lncRNA). Finally, a transcriptomic signature was identified to be associated with 

gemcitabine treatment. 

Conclusions: The addition of olaparib to gemcitabine-based chemoradiotherapy enhanced 

significantly local control in vivo, especially with proton therapy. Whole-transcriptome analysis 

presented several dysregulated lncRNA and genes associated with extracellular vesicles.   
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INTRODUCTION 

 As a result of its high rate of mortality, pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is 

considered as one of the most aggressive human malignancy (Vincent et al., 2011). 

Approximately 30% of patients are diagnosed with locally advanced disease with a median 

overall survival of 24 months (Suker et al., 2016). Two randomised studies have confirmed the 

superiority of chemoradiotherapy (CRT) compared to radiotherapy alone (Huguet et al., 2014). 

However, the overall downstaging rate after CRT regimens is only 4-15%, highlighting the 

need of novel combinations.  

On the side, gemcitabine-based chemoradiotherapy can be used in first-line treatment 

for PDAC, nevertheless its toxicity is a matter of concern. Hence, adding a targeted therapy and 

diminishing Gemcitabine dose could be interesting to investigate. Gemcitabine inhibits DNA 

synthesis, thus inducing S-phase arrest (Alvarellos et al., 2014).  

 Inhibiting DNA damage response, through poly(ADP-ribose) polymerase-1 (PARP-1) 

inhibition could be an option. PARP-1 has an essential role in the recognition of DNA damage 

and initiation of DNA single- and double-strand breaks repair. Therefore, PARP inhibitors 

(PARPi) could sensitize cells to exogenous DNA damage inducer treatment, such as irradiation 

or gemcitabine (Curtin and Szabo, 2013). Olaparib inhibits PARP-1 by interacting with the 

binding site of the nicotinamide adenine dinucleotide (NAD+). PARPi radiosensitization is 

specific of the S phase of the cell cycle, as it involves stalled replication forks (Noël et al., 

2006). Then the combination of PARPi and irradiation could be interesting for PDAC. 

Thus, synchronising cancer cells in S phase of the cell cycle with gemcitabine treatment, before 

PARPi treatment and irradiation could enhance radiosensitizing effect of PARPi.  

 In addition to conventional photons, other types of radiation such as protons have 

recently been used in cancer therapy (Nichols et al., 2015). Protons have the physical advantage 

to shape tumors without increasing dose to normal tissue, as there is no more significant 

radiation dose beyond the Bragg peak (Woodward and Amos, 2016).  

Therefore, we assessed the efficacy of olaparib, a PARP inhibitor, to sensitize human pancreatic 

cancer xenografts to gemcitabine-based chemoradiotherapy, with either photons or protons 

irradiations , and to identify potential transcriptomic alterations between those treatments. 

 

MATERIALS AND METHODS 

Xenografts 

Animal’s procedures were performed according to institutional and national guidelines. All 
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procedures were assessed under protocols approved by the French Ministry of Agriculture and 

in accordance with the ethical rules for the care and use of animals for research. MIA PaCa-2 

cells (5.106) were suspended in 1:1 mixture of 10% fetal bovine serum/DMEM:Matrigel and 

injected subcutaneously in the right flank of 5-week, athymic, NMRI-Foxn1 nu/nu mice 

(Janvier Labs, Saint Berthevin, France). Ten days after injection, mice were randomized in 

different treatment groups to obtain an equivalent tumor volume average in each group (100±20 

mm3). Each group included 10 mice for growth delay and 5 mice for RNA-Seq analysis. 

Tumor size was measured three times a week using a caliper until tumor volume reached the 

limit point of 1500 mm3. Tumor volume (TV) was calculated according to the equation: TV = 

(L x W2)/2, where L and W are the length and width dimensions of the tumor, respectively.  

Mice were sacrificed by cervical dislocation after isoflurane anaesthesia, 24 hours after 

irradiation for RNA-Seq analysis or as soon as a limit point was reached for growth delay. 

Survival times were calculated from the day of randomization to death (TV ≥ 1500 mm3).  

 

Treatments 

Gemcitabine (40 mg/kg) and olaparib (50 mg/kg) were administered via intra-peritoneal 

injections 24 hours and 1 hour before irradiation (Figure 1). Gemcitabine (Selleck Chemicals 

LLC, Houston, USA) was dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO) and diluted in PBS at a 

concentration of 0.4 mg/100 µl. Olaparib (Selleck Chemicals LLC) was also dissolved in 

DMSO and diluted as needed in PBS and in 10% 2-hydroxypropyl-b-cyclodextrin (Sigma) at a 

concentration of 0.5 mg/100 µl.  

 

 

Figure 1: Randomized tumor bearing mice (n=15 per group) were treated with DMSO or 

olaparib (50 mg/kg) and/or gemcitabine (40 mg/kg) for two consecutive days. One hour after 

the last treatment injection, mice were irradiated with 10 Gy X-rays, proton therapy or sham. 

Five tumors per group were harvested 24 hours after irradiation for RNA-Seq analysis. Tumor 

volumes were evaluated three times a week for tumor growth delay until 50 or 80 days 

according to radiotherapy schedules. 
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Irradiation procedures 

Mice were irradiated under anaesthesia (ketamine 100 mg/kg and xylazine 10 mg/kg). Photons 

and protons irradiations were performed at a physical dose of 10 Gy with a dose rate of 8 

Gy/min. 

Photon irradiation 

Photon irradiations were carried out using Novalis Tx (Varian), with 6 MeV energy photon in 

Centre Paul Strauss (Strasbourg, France). For tumor irradiation, animals were positioned so that 

only tumor would be irradiated and the rest of the animal was protected with lead shield 

(XRaystore, La Garde, France). Some dosimetry assays were previously performed in order to 

ensure the mice lead shield protection.   

 

Proton irradiation 

The proton beam irradiations were extracted from CYRCé Cyclotron in Institut 

Pluridisciplinaire Hubert Curien (Strasbourg, France) with an averaged energy beam of 25 

MeV. Using an in-house immobilization bed, tumor was irradiated directly in contact with the 

collimator. Dosimetry and characterization of the beam have been recently published 

(Constanzo et al., 2019). 

 

RNA extraction, RNA-Seq and gene enrichment analysis 

Animals were euthanized 24 hours after irradiation for RNA-Seq. For each condition, tumors 

from five mice were collected. Tumors samples were excised and flash frozen in liquid 

nitrogen, followed by storage at -80°C. Total RNA was extracted using RNeasy Plus Universal 

Tissue Mini kit (Qiagen, Hilden, Germany) as per manufacturer’s instructions. RNA integrity 

was assessed using an Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Palo Alto, USA). RNA 

quantification and quality (ratio of OD260/230 and OD260/280) were assessed using a 

NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, USA). 

The RNA sequencing procedure was performed by the Plateforme Biopuces et Séquençage de 

l’Institut de Génétique et de Biologie Moléculaire et Cellulaire (Illkirch, France). RNA-Seq 

libraries were generated from total RNA using TruSeq Stranded mRNA LT Sample Preparation 

Kit (Illumina, San Diego, CA), according to manufacturer's instructions. Once qualified, single-

end libraries were sequenced using 2 x 50 bp output on a Hiseq 4000 device (Illumina). 

RNA-Seq analysis was performed with the free software R (R version 3.6.0). The DESeq2 

package was used to perform differential analysis between all treatment modalities (Love et al., 

2014). Genes with an adjusted p-value < 0.05 and a fold change >1.5 were considered 



106 

differentially expressed (DE) and represented in a volcano plot, obtained with the package 

EnhancedVolcano. To identify biological process (GO BP) within each cluster, annotations and 

enrichment analyses of the DE genes were conducted using Database for Annotation, 

Visualization and Integrated Discovery (DAVID) online tool (https://david.ncifcrf.gov/) and a 

customised background. Ggplot2 and clusterProfiler were used to illustrate the results of these 

analyses (Wickham, 2009; Yu et al., 2012). The lncRNA’s targets were identified with the help 

of LncRNADisease 2.0 database which list lncRNAs and their associated diseases (Bao et al., 

2019). 

 

Statistical analysis 

For tumor growth experiments, the time required for tumor volume doubling was determined 

for each xenograft by identifying the earliest day by which the volume was twice higher than 

before treatment. Kaplan-Meier curve were constructed for analysis of doubling time and log-

rank test was performed to compare doubling time between two treatment groups. Using 

multivariate cox regression model, treatment variables were identified associated with better 

local control. 

 

RESULTS 

Tumor Growth  

Mice bearing MIA PaCa-2 xenografts were treated with 50 mg/kg olaparib or 40 mg/kg 

gemcitabine or both treatments for two consecutive days. One hour after the last treatment 

injection, tumors were locally irradiated with 10 Gy X-rays, protons or sham irradiation. 

Gemcitabine and olaparib as single agent or their combination had no significant effect on 

tumor growth or tumor doubling time (Figures 2A-B). In contrast, a single dose of 10 Gy X-

rays significantly inhibited growth delay and enhanced tumor-doubling time compared to sham 

irradiation (P<0.0001, Figures 2-3A). Moreover, a single dose of 10 Gy protons irradiation 

significantly increased tumor growth delay compared to X-ray irradiation (P=0.046, Figures 2-

3A). Indeed, the median time for tumor to reach twice their initial volume was 19 days for 

controls (DMSO), 30 days for photons irradiation and 40 days with protons (Supplementary 

table 1). Thus, enhancement factor was 1.3 with protons compared to photons, meaning that 

proton irradiation enhanced tumor doubling-time by 30%.  
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Figure 2: Athymic nude mice bearing subcutaneous MIA PaCa-2 xenografts were treated with 

DMSO, gemcitabine (GEM), olaparib (OLA), olaparib + gemcitabine (OG), X-Rays (RT), 

gemcitabine + X-rays (RTG),  olaparib + X-rays (RTO), olaparib + gemcitabine + X-rays 

(RTOG), proton therapy (PT), gemcitabine + proton therapy (PTG), olaparib + proton therapy 

(PTO) and olaparib + gemcitabine + proton therapy (PTOG). Mice were followed until 50 or 

80 days, according to radiotherapy schedules and mean normalized tumor volume ± SE (A) 

and mean tumor volume doubling time (B) are described. 
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Supplementary table 1: Median progression-free survival (days) obtained for each condition 

observed until 80 days. NI : Not irradiated; NR: Never reached. 

 

 

 

Figure 3: Athymic nude mice bearing subcutaneous MIA PaCa-2 xenografts were treated with 

(A) : DMSO (Control, red), X-Rays (10 Gy, blue) or protons (10 Gy, green) ; (B) : X-Rays (10 

Gy, green) or protons (10 Gy, red), olaparib and X-rays (purple) and olaparib and protons (blue) 

; (C) X-Rays (10 Gy, red) alone, the combinations of olaparib and X-rays (purple) or 



109 

gemcitabine and X-rays (green) and the triple therapy of olaparib, gemcitabine and X-Rays 

(blue) and (D) : proton therapy alone (red), the combinations of olaparib and proton therapy 

(purple) or gemcitabine and protons (green) and the triple therapy of olaparib, gemcitabine and 

protons (blue). Mice were followed until 50 or 80 days according to radiotherapy schedules and 

progression-free survival was designated as the time when tumor doubled compared to the 

tumor size before treatment (day 0).   

 

To investigate the potential radiosensitization effect of olaparib, tumor-bearing mice were 

treated with olaparib 24 hours and 1 hour before irradiation (Figure 1). While X-rays alone 

significantly reduced tumor growth as presented above, pre-treatment with olaparib did not 

significantly enhanced progression-free survival (P=0.47) (Figure 3B), nor tumor-doubling 

time (Figure 2B), compared with X-rays alone. However, pre-treatment with olaparib before 

irradiation with protons significantly enhanced progression-free survival and tumor-doubling 

time, compared to proton therapy alone (P=0.048) (Figure 3B). Thus, olaparib was an effective 

radiosensitizer on PDAC tumor xenografts with proton irradiation, whereas no significant 

effects were found with photons.  

As gemcitabine-based chemoradiotherapy is a treatment option for locally advanced PDAC, we 

evaluated whether olaparib enhanced tumor response to gemcitabine and irradiation 

combinations (Figure 5). Olaparib sensitized PDAC tumor xenografts to gemcitabine-based 

chemoradiation, as evidenced by significantly higher median tumor-doubling time in response 

to triple combination compared to the association’s gemcitabine-radiation or olaparib-radiation 

(Figure 2). Although pre-treatment with olaparib significantly enhanced tumor growth delay 

after X-Rays (P=0.0011) or protons gemcitabine-based chemoradiotherapy (P=0.05), proton 

radiosensitization was more effective compared to X-ray (P=0.024) (Figures 3C and D).  

Finally, after 50 days, 90% of tumor-bearing mice treated with the triple combination of 

olaparib, gemcitabine and proton therapy had objective responses, defined as the decrease of 

two-fold of their initial volume for 6 mice on 10 and even absence of tumor for three mice 

(Figure 4). In contrast, the objective response rate with X-Rays-based triple combination was 

10% after 50 days. 
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Figure 4: Growth of MIA PaCa-2 tumors in athymic nude mice treated with DMSO (dmso, 

control), olaparib (OLA), gemcitabine (GEM) or olaparib and gemcitabine (OG) with either 

sham irradiation (A), X-rays (B) or proton therapy (C). 10 mice per group. 

 

RNA sequencing analysis  

Gene transcripts were analysed 24 hours after irradiation in each group. The number of genes 

significantly differentially expressed (DE) was determined according to treatment comparisons 

(Table 1) and some of them are illustrated in volcano plots (Figure 5).  
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Comparison (A vs B) Number of DE transcripts Number of lncRNA 

RT vs RTG 77 9 (11.6%) 

RT vs RTO 0 0 (0%) 

RT vs RTOG 153 11 (7.19%) 

RT vs CTL 7 1 (14.28%) 

RT vs PT 227 22 (4.5%) 

RTG vs RTOG 22 1 (4.5%) 

RTO vs RTOG 26 4 (15%) 

CTL vs PT 425 32 (7.5%) 

PT vs PTG 217 10 (4.6%) 

PT vs PTO 739 15 (2.0%) 

PT vs PTOG 1336 51 (3.81%) 

PTG vs PTOG 0 0 (0%) 

PTO vs PTOG 31 7 (22.5%) 

RTOG vs PTOG 2691 68 (2.52%) 

RTO vs PTO 588 19 (3.23%) 

RTG vs PTG 1749 105 (6.0%) 

 

Table 1: Numbers of significantly differentially expressed genes according to all treatment 

comparisons (p-value adjusted < 0.05 and log2 Fold Change > |1|). CTL: control (DMSO); 

RT: X-rays; RTG: gemcitabine + X-Rays ; RTO: olaparib + X-Rays; RTOG: gemcitabine + 

olaparib + X-Rays ; PT: proton therapy; PTG: gemcitabine + protons;  PTO: olaparib + 

protons ; PTOG: gemcitabine + olaparib + protons. 
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Figure 5: Volcano plot illustrating fold change (log base 2) compared with p value (−log base 

10) between A) proton therapy (PT) and gemcitabine-olaparib-protontherapy (B) gemcitabine-

olaparib-X-rays (RTOG) and gemcitabine-olaparib-protontherapy (PTOG) and (C) 

gemcitabine-X-rays (RTG) and gemcitabine-protontherapy (PTG). Horizontal bar represents 

a significance level of p = 0.05 significance level and vertical bar represents a significant 

log2FC. The red points represented the transcripts with a log2 fold change higher than |1| and 

a P-value less than 0.05. The 10 most differentially expressed transcripts in each contrast are 

labelled in the black boxes, among them, the most significantly dysregulated lincRNA. 

 

To identify possible genes and pathways affected by radiosensitization with gemcitabine, 

olaparib or the combined treatments, RNA sequencing was performed on excised MIA PaCa-2 

xenografts. The numbers of DE transcripts between all contrasts are reported in Table 1. 

Intriguingly, there were less than 10 DE transcripts expressed in three comparisons (proton-

gemcitabine (PTG) vs proton-olaparib-gemcitabine (PTOG), X-rays (RT) vs X-rays-olaparib 

(RTO) and RT vs control (CTL)). Moreover, nine comparisons have between 10 and 800 DE 

transcripts. The most relevant differentially expressed transcripts were encountered between X-

rays-olaparib-gemcitabine (RTOG) and PTOG, with 2691 DE transcripts. Then, second most 
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relevant differences were observed between X-rays-gemcitabine (RTG) and PTG, with 1749 

DE transcripts. Finally, we also observed 1336 DE transcripts between protontherapy (PT) and 

PTOG (Figure 5).   

 

Enrichment analyses were performed for all comparisons and DE genes involved in cellular 

components terms such as organelle part and extracellular vesicle are common in the three most 

relevant comparisons (PT/PTOG, RTOG/PTOG, RTG/PTG, Figures 6A, B and C, 

respectively). Extracellular vesicles are known to carry a large amount of RNA, particularly 

long non coding RNA (lncRNA). 

 

 

 

 

 

Figure 6: Enrichment on biological process for (A) PT vs PTOG, (B) RTOG vs PTOG and (C) 

RTG vs PTG. BP: biological process, CC: cellular component. 

Besides, we identified that our whole RNA sequencing also revealed a large amount of long 

non-coding RNA (lncRNA). Thus, 2.5%, 3.8% and 6% of transcripts were lnc-RNA in RTOG 

vs PTOG, PT vs PTOG and RTG vs PTG comparisons, respectively. According to the lncRNA 
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Disease 2.0 Database, five lncRNA were known to be involved in PDAC development, 

progression, invasion or metastasis: UCA1 (Urothelial Cancer Associated 1), NEAT1 (Nuclear 

Abundant Transcript 1), HAR1A (Highly Accelerated Region 1A), HAR1B (Highly 

Accelerated Region 1B) and FTX (XIST Regulator). Among the significant DE lncRNA 

obtained in our analysis, two of them were found to be dysregulated between RTG vs PTG: 

UCA1 and NEAT1 (Table 1). NEAT1 is a nuclear-restricted lncRNA known to be associated 

with PDAC progression and metastasis. Indeed, UCA1 and NEAT1 were upregulated when 

tumors were treated with protontherapy compared to X-rays, after pre-treatment with 

gemcitabine. Furthermore, we also found that two of its targets, SCYL1 and SLC25A45, were 

significantly downregulated in gemcitabine-proton therapy condition. 

According to the significant differences observed in growth delay analysis between irradiation 

type, independently of systemic treatment, we focused on common DE genes between X-rays 

(RT) and Proton therapy (PT) schedules (Table 2). Five common genes were identified, but 

their regulation was dependant of the pre-treatment with gemcitabine. Indeed, when cells were 

pre-treated with gemcitabine, genes were downregulated, whereas there were upregulated in 

absence of gemcitabine. This emphasized the transcriptomic consequences of gemcitabine. 

Based on this observation, we evaluated the consequences of gemcitabine treatment  using 

supervised clustering analysis. Two clusters were found representing tumors treated with 

gemcitabine-based irradiation and tumors that were not treated with gemcitabine, irrespective 

of the type of irradiation or treatment with olaparib (Figure 7). We identified a 23-gene 

signature highly correlated with gemcitabine treatment. Among these genes, there was a strong 

negative association between tumors treated with gemcitabine and expression of 4 transcripts. 

Furthermore, there was a strong correlation between negative expression of 19 transcripts and 

tumors that were treated with gemcitabine. The identified genes correlated with gemcitabine 

treatment are listed in table 3. 
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Table 2: Significantly dysregulated transcripts between tumors treated with X-Rays and tumors 

treated with Protons, with a P-value < 0.05 and a |log2FC| > 1. 

X-Rays (RT), gemcitabine + X-rays (RTG), olaparib + X-rays (RTO), olaparib + gemcitabine 

+ X-rays (RTOG), proton therapy (PT), gemcitabine + proton therapy (PTG), olaparib + 

proton therapy (PTO) and olaparib + gemcitabine + proton therapy (PTOG). 
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Figure 7: Heatmap presenting the gene expression levels in RNA samples of MIA PaCa-2 

tumors treated with (black) or without gemcitabine (red). 

DMSO (CTL), X-Rays (RT), gemcitabine + X-rays (RTG), olaparib + X-rays (RTO), olaparib 

+ gemcitabine + X-rays (RTOG), proton therapy (PT), gemcitabine + proton therapy (PTG), 

olaparib + proton therapy (PTO) and olaparib + gemcitabine + proton therapy (PTOG). Five 

samples per condition. 
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Table 3: Significantly dysregulated transcripts between tumors treated with gemcitabine and 

tumors not treated with gemcitabine, with a P-value < 0.05 and a log2FC > |1|. 

 

DISCUSSION 

In this study, we investigated the potential of olaparib, a potent PARP inhibitor, to 

radiosensitize PDAC xenografts after gemcitabine-based chemoradiotherapy with X-ray or 

proton therapy. This tumor growth study presented that protontherapy alone significantly 

increased progression-free survival, compared to radiotherapy with photon. It is well known 

that the relative biologic effectiveness (RBE) is defined as the ratio between the dose delivered 

in photon irradiation and proton irradiation, achieving the same specified biologic effect 

(Paganetti, 2014). As recommended by the ICRU 78, it is common to use a constant generic 

RBE of 1.1 in clinical studies (Newhauser, 2009). However, in our study 10 Gy protons delayed 

tumor growth by enhancing tumor-doubling by 30% compared to X-ray with the same dose. 

Therefore, we could assume that RBE would be 1.3 with MIA PaCa-2 PDAC xenografts. 

Indeed, the RBE for protontherapy is considered as complex function of cell type a/b, linear 

energy transfer (LET), dose and endpoint (Paganetti, 2014). Because the 1.1 RBE is a general 

definition, in this particular case of PDAC tumors, the difference of effect observed between 

photons and protons irradiations could be due to previous cited factors.  
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In our study, olaparib did not radiosensitized pancreatic cancer xenografts with photon 

irradiation. This was consistent with Karnak et al., who evaluated fractionated radiotherapy (X-

rays) with olaparib in MIA PaCa-2 xenografts model and found that olaparib did not induce 

radiosensitization (Karnak et al., 2014). Other publications displayed no radiosensitization with 

olaparib in PDX model, in BRCA-WT PDAC tumors (Lohse et al., 2016). In contrast, olaparib 

sensitized PDAC xenografts treated with proton therapy. The major difference between photon 

and proton irradiations is the linear energy transfer (LET). Indeed, the average LET of 

conventional megavoltage radiotherapy is around 0.2 keV/µm, whereas in the spread-out Bragg 

peak region, the simulated LET was between 2-3 keV/µm, which is approximately ten times 

higher than megavoltage X-rays (Constanzo et al., 2019). DNA damages induced by high LET 

particles such as protons are more complex and clustered than those induced by photons 

(Keszenman and Sutherland, 2010), particularly closely associated oxidized base and single-

strand breaks. These lesions are mainly repaired by BER, in which PARP plays a significant 

role (Carter et al., 2018; Chaudhary et al., 2016). Recently, Hirai et al. determined that treatment 

of MIA PaCa-2 cell line by olaparib before proton irradiation enhanced radiosensitization and 

specifically in the SOBP region, compared to the entrance region, thus demonstrating that 

PARP inhibition radiosensitized cancer cells in a LET dependant manner (Hirai et al., 2016). 

Furthermore, we displayed that association with gemcitabine and olaparib relevantly enhanced 

gemcitabine-based chemoradiotherapy either with X-rays or proton irradiation. Few studies 

investigated proton-based radiosensitization with PARPi and all of them were in vitro studies 

(Hirai et al., 2012, 2016). To the best of our knowledge, this is the first study evaluating proton-

based chemoradiosensitization with gemcitabine and olaparib in a preclinical in vivo model of 

PDAC xenograft. Moreover, studies evaluated other DNA damage response inhibitor to 

sensitize gemcitabine-based chemoradiation, in preclinical model of PDAC xenografts 

(Engelke et al., 2013; Fokas et al., 2012; Kausar et al., 2015). Indeed, Kausar et al. evaluated 

AZD1775 (Wee1 inhibitor) in PDX model of PDAC and presented enhancement of tumor-

doubling time with association of photons radiotherapy, gemcitabine and AZD1775 (34 days) 

compared to gemcitabine radiotherapy (21.5 days) (Kausar et al., 2015). Fokas et al. evaluated 

the potential role of ATR inhibitor (VE-822) to sensitize PDAC xenografts to gemcitabine-

based chemoradiotherapy. The addition of VE-822 to the combination of gemcitabine and X-

rays extended tumor growth delay, compared with X-rays and gemcitabine (Fokas et al., 2012). 

Engelke et al. presented that MIA PaCa-2 xenografts were significantly sensitized to 

gemcitabine-based chemoradiation by Chk1 inhibitor (Engelke et al., 2013). All these data 

highlighted that targeting DNA damage response pathways is an effective manner to enhance 
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gemcitabine-based chemoradiotherapy, thus translating in better clinical outcomes.  

Recently Tuli et al. published results of phase I clinical trial assessing efficacy of gemcitabine, 

fractionated intensity-modulated radiotherapy and veliparib, a PARPi, in locally advanced 

PDAC (Tuli et al., 2019). Authors emphasized that co-treatment with veliparib and gemcitabine 

was well tolerated, and median progression-free survival was 9.8 months (95% CI: 8.4-18.6). 

Moreover, alterations in PARP3 expression was associated with improved survival (Tuli et al., 

2019). However, baseline poly(ADP-ribose) levels, tumor mutational burden or microsatellite 

instability were not correlated with survival. Thus, assessing that transcriptional response to 

treatment could help to better identify biomarkers of response.  

Bioinformatics analyses were performed to investigate transcriptional response after 

irradiation, associated or not with gemcitabine and/or olaparib. First, transcriptomic response 

was affected in various ways by all treatment associations. Indeed, a wide range of DE genes 

between different conditions varied from no significantly DE genes to maximum 2691 DE 

genes. This highlighted that irradiations and/or their combinations with olaparib and/or 

gemcitabine sometimes highly altered early transcriptomic response. The number of DE 

transcripts was important in three comparisons, and meaningful dysregulated terms were 

obtained after enrichment. Among these terms, extracellular vesicles and exosomes were 

common to the most relevant three comparisons with high absolute log fold change. 

Microvesicles enclose a large type of molecules and particularly lncRNA. Indeed, an important 

number lncRNA have been identified to be part of intercellular communication, through 

microvesicles secretions and could provide drug resistance (Dragomir et al., 2018). Thus, 

lncRNA charged microvesicles could be used as a diagnostic tool or biomarker of response and 

could be easily assessed with fluid sample through liquid biopsy.  In our study, by means of an 

in-depth analysis, many long non-coding RNA were found differentially expressed between 

some conditions with irradiations. LncRNA are newly recognized as regulators of genes 

expression, transcriptionally and post transcriptionally, thus affecting mRNA biogenesis 

(Engreitz et al., 2016). Gene Ontology and Kegg pathway enrichment analysis are major 

processes for investigating gene group that contribute in common biological process or 

molecular function, however, genes affected by lncRNA are not considered in these approaches. 

There have been lots of evidence that lncRNA may affect number of biological process of 

cancer cells, such as proliferation, cell cycle regulation, DNA repair, cell death, invasion, 

metastasis (Bhan et al., 2017). However, less is known about the potential prognosis value of 

lncRNA, particularly after irradiation. In our analysis, we identified two known lncRNA 

involved in PDAC progression: NEAT1 and UCA1. NEAT1 has been reported to be 
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upregulated in PDAC and is a prognostic factor of overall survival (Raphael et al., 2017). Huang 

et al. described that NEAT1 enhanced cancer progression through downregulation of miR-506-

3p (Huang et al., 2017). UCA1 was initially identified in bladder cancer tissues and its 

overexpression enhanced bladder cancer cells invasiveness. Then it has been shown to be 

associated in many other cancers such as gastric cancer, colorectal cancer and recently PDAC 

(Zhang et al., 2017). UCA1 is known to be upregulated in 4 PDAC cell lines (PANC-1, BxPC-

3, Capan-1 and MIA PaCa-2) (Zhang et al., 2017). Different mechanisms, such as 

downregulation of miR-135a and Hippo pathways, explained PDAC prognosis (Zhang et al., 

2018). However, it has never been identified as a predictive factor of response after treatment.  

As observed in our tumor growth analysis, proton therapy is more effective than X-Rays. Then 

identification of common dysregulated genes between X-rays and protons is a matter of 

concern. We identified five genes differentially expressed between proton therapy and X-rays. 

Furthermore, their expressions were influenced by pre-treatment with gemcitabine. Then, using 

supervised clustering, our analysis showed a gemcitabine response signature. Indeed, we 

displayed that there was a high correlation between underexpression of AURKA and 

gemcitabine treatment. The Aurora kinases comprise a family of three homologs 

serine/threonine kinases that play an essential role in cell cycle progression, particularly in 

G2/M phase. Among them, Aurora kinase A participates in centrosome assembly. This kinase 

is important for the maintenance of genomic integrity. It is well known that overexpression of 

Aurora kinase A is associated with tumor proliferation and chromosomal instability. Thus, 

downregulation of AURKA after treatment with gemcitabine-based CRT could explain 

response to these treatments. Based on the hypothesis that AURKA could be a prognostic factor 

in PDAC, we assessed TCGA database and found that patient with underexpression of AURKA 

have a significant better overall survival (supplementary figure 1). This is consistent with our 

data exhibiting that downregulation of AURKA after gemcitabine-based CRT could enhance 

tumor response. 

To the best of our knowledge, this is the first study evaluating tumor growth and transcriptional 

changes after treatment with olaparib, gemcitabine and irradiation with protons or X-rays in 

PDAC mice model. Our analysis described that the association of gemcitabine, olaparib and 

proton therapy significantly enhanced tumor response and progression-free survival in 

heterotopic xenograft mice model. 

Knowing that irradiation and PARPi could enhance immune response (Césaire et al., 2018), it 

could be interesting to evaluate tumor, its microenvironment and the immune response to 
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radiation with DNA damage response inhibitor drug association, in models such as genetically 

engineered mouse model (GEMM) (Castle et al., 2017; Kersten et al., 2017).  

 

 

 

Supplementary figure 1: Kaplan-Meier curve analysis of overall survival according to AURKA 

expression based on TCGA RNA sequencing data.  
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PARTIE VII  

Comparaison de la radiosensibilisation par deux inhibiteurs de PARP :  

rôle du piégeage de la PARP 

 

 
Introduction 

L'adénocarcinome canalaire pancréatique (PDAC) représente la quatrième cause de mortalité 

par cancer dans le monde. Le pronostic associé au PDAC reste médiocre avec une survie globale 

à 5 ans de 9%. Ce mauvais pronostic est en partie dû à une symptomatologie non spécifique et 

à une résistance au traitement conventionnel. Environ 30% des patients sont diagnostiqués avec 

une maladie localement avancée. Bien que la chimiothérapie néoadjuvante suivie d'une 

chimioradiothérapie puisse améliorer le contrôle des tumeurs chez ce sous-groupe de patients, 

près de 30% d'entre eux présenteront une récidive locale. Compte tenu de ces résultats parfois 

décevants, la recherche de nouveaux agents radiosensibilisants est indispensable pour améliorer 

le contrôle tumoral et la survie spécifique. Des études récentes se sont intéressées à la 

compréhension moléculaire et biologique de PDAC. Récemment, une étude de séquençage de 

l'exome entier a confirmé que 40% des tumeurs présentaient une mutation dans les voies de 

réparation de l’ADN. Ainsi, cibler la réponse aux dommages de l'ADN est une solution 

prometteuse pour les patients atteints de PDAC. Des études récemment publiées évaluant de 

l'olaparib, un inhibiteur de la PARP, dans des PDAC mutées BRCA1/2 ont montré une 

amélioration de la survie sans progression chez les patients atteints de PDAC métastatique. La 

combinaison de la radiothérapie et des inhibiteurs de la PARP (PARPi) pourrait constituer un 

moyen efficace d'améliorer le contrôle local et la survie sans maladie [7]. L’effet 

radiosensibilisant des PARPi est secondaire à différents mécanismes. Les PARPi inhibent 

l'activité enzymatique de la PARP, diminuant ainsi la PARylation des protéines. En 

complément de l’inhibition de l’activité enzymatique de la PARP, les PARPi ont une capacité 

de piégeage de la PARP sur l’ADN. Cette capacité varie d’un PARPi à l’autre [127]. Nous 

avons précédemment montré que l’olaparib radiosensibilisait in vitro les lignées pancréatiques 

MIA PaCa-2, BxPC-3, AsPC-1 et PANC-1. Seule la lignée BxPC-3 n’était pas radiosensibilisée 

par l’olaparib. Nous avons donc évalué la capacité de radiosensibilisation de deux PARPi : 

l’olaparib et le talazoparib sur les quatre lignées cellulaires pancréatiques MIA PaCa-2, BxPC-

3, AsPC-1 et PANC-1.  
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Une concentration non cytotoxique d’olaparib et de talazoparib diminue de manière 

significative la PARylation. 

Nous avions précédemment montré que l’olaparib à 1 µM n’était pas cytotoxique sur les quatre 

lignées cellulaires pancréatiques. Afin de trouver une concentration non cytotoxique de 

talazoparib, nous avons traité les lignées cellulaires avec des concentrations croissantes de 

talazoparib pendant 24h, puis les cellules ont été réensemencées en conditions clonogéniques. 

Les résultats du test de survie clonogénique pour les quatre lignées cellulaires sont présentés 

dans la figure 21. Nous avons mis en évidence qu’à la concentration de 100 nM, le talazoparib 

n'est pas cytotoxique pour les lignées cellulaires pancréatiques MIA PaCa-2, BxPC-3, AsPC-1 

et PANC-1.  

 
Figure 21 : Survie clonogénique (fractions de survie) des lignées cellulaires MIA PaCa-2, 

BxPC-3, AsPC-1 et PANC-1 en fonction de la concentration de talazoparib (10-1000 nM). 

Moyennes +/- écart-type de 3 expériences indépendantes. 

 

Afin de s’assurer de l’inhibition de la PARylation à cette concentration, nous avons traité les 

cellules avec le talazoparib à la concentration de 100 nM, puis les cellules ont été endommagées 

par ajout d’H202. Le marquage de la PARylation en immunofluorescence après traitement par 

H202 a mis en évidence une disparition de la PARylation après prétraitement par le talazoparib 

(Figure 22). Parallèlement, nous avons montré que l’olaparib à la dose de 1 µM diminue aussi 

de manière significative la PARylation.  

Ainsi, à une concentration non cytotoxique de 1 µM d’olaparib ou de 100 nM de talazoparib, 
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la PARylation était significativement diminuée.  

 

  
Figure 22 : Immunofluorescence anti-PAR des lignées cellulaires BxPC-3, AsPC-1, MIA 

PaCa-2 et PANC-1 après traitement par DMSO (contrôle), avec le talazoparib (100 nM) ou 

l’olaparib (1 µM). 

 

Le talazoparib radiosensibilise d’avantage les lignées cellulaires pancréatiques que 

l’olaparib.  

Afin de comparer le pouvoir radiosensibilisant de l’olaparib (1 µM) et du talazoparib (100 nM) 

sur les quatre lignées cellulaires, les cellules ont été prétraitées par l’olaparib ou le talazoparib, 

puis irradiées 1h après avec des doses d’irradiation de 2, 4 et 6 Gy. Les courbes de survie 

clonogénique confirment une radiosensibilisation par l’olaparib dans le cas des trois lignées 

cellulaires (P<0,0001) mais pas sur la lignée BxPC-3 (P=0.256). A contrario, le talazoparib 

radiosensibilise les quatre lignées cellulaires (P<0,0001), avec une capacité de 

radiosensibilisation plus importante que l’olaparib (P<0,0001) (figure 23).  
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Figure 23 : Courbes de survie clonogénique des lignées cellulaires pancréatiques PANC-1, 

AsPC-1, BxPC-3 et MIA PaCa-2 après irradiation et prétraitement par le DMSO, l’olaparib 

(1 µM) ou le talazoparib (100 nM). Moyennes +/- écart-type de 5 ou 6 expériences 

indépendantes. *P<0,05 vs DMSO ; #P<0,05 vs olaparib.  

 

Le talazoparib augmente significativement le piégeage de la PARP-1 sur l’ADN, 

comparativement à l’olaparib. 

Nous avons montré précédemment que l’olaparib et le talazoparib à des concentrations non 

cytotoxiques diminuent de manière significative l’activité enzymatique de la PARP (Figure 21). 
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Cependant, nous avons montré qu’il existait une différence de radiosensibilisation entre les 

deux inhibiteurs de PARP. Plus particulièrement dans la lignée BxPC-3, nous avons montré 

une radiosensibilisation avec le talazoparib mais pas avec l’olaparib, alors que dans les deux 

cas, les inhibiteurs diminuent la PARylation aux concentrations testées. Nous avons donc émis 

l’hypothèse qu’il existe un autre mécanisme pouvant expliquer la radiosensibilisation : le 

piégeage de la PARP-1. Pour mettre en évidence le piégeage de la PARP-1 sur l’ADN, les 

cellules ont été traitées avec l’olaparib (1 µM) ou le talazoparib (100 nM), puis mises en contact 

avec de l’H202 et ensuite collectées afin d’extraire les fractions protéiques nucléaires et 

chromatiniennes. L’expression protéique de la PARP-1 a été analysée en western-blot. Nous 

avons mis en évidence une augmentation de la fraction chromatinienne de la PARP-1 après 

traitement par le talazoparib comparativement à l’olaparib sur les quatre lignées cellulaires 

pancréatiques (Figure 24).  

Ainsi, le talazoparib à une concentration non cytotoxique augmente le piégeage de la PARP-1 

sur l’ADN de manière plus importante que l’olaparib.  

  

 
Figure 24 : Expression des fractions nucléaires et chromatiniennes de la PARP-1 sur les 

lignées cellulaires PANC-1, AsPC-1, BxPC-3 et MIA PaCa-2, en fonction du traitement : 

DMSO (D), olaparib (1 µM) (O) et talazoparib (100 nM) (T). H3 : Histone H3 confirmant 

l’extraction de la fraction chromatinienne. 
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Le talazoparib augmente significativement les dommages à l’ADN à 24h 

comparativement à l’olaparib. 

Afin d’évaluer si la radiosensibilisation observée par l’olaparib (1 µM) et le talazoparib (100 

nM) était liée à la persistance des cassures double brins de l’ADN, les cellules ont été marquées 

par l’anticorps anti-gH2AX, 24h après irradiation et/ou traitement par un PARPi.  

Les résultats sont présentés dans la figure 25 et ont montrent la formation de foci gH2AX après 

traitement par le talazoparib dans les quatre lignées cellulaires comparativement au groupe 

contrôle mais aussi par rapport au groupe traité par l’olaparib seul.  De plus, le nombre de 

cassures double brin résiduelles est significativement plus important lorsque les cellules étaient 

prétraitées par le talazoparib avant irradiation (6 Gy), comparativement à une irradiation 

exclusive et ceci pour les quatre lignées.  

Enfin, le nombre de cellules positives pour gH2AX est significativement plus important après 

traitement par le talazoparib comparativement à l’olaparib après irradiation (Tableau 6). 

L’ensemble de ces résultats met en évidence une augmentation du nombre de cassures double 

brin non réparés à 24h qui est plus important après un traitement par le talazoparib 

comparativement à l’olaparib.  

 
Figure 25 : Pourcentage de cellules avec plus de 10 foci gH2AX sur les lignées cellulaires 

BxPC-3, AsPC-1, PANC-1 et MIA PaCa-2, 24h après irradiation et/ou traitement par 

l’olaparib (1 µM) ou le talazoparib (100 nM). Moyennes +/- écart-type de 3 expériences 

indépendantes. *P<0,05 
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Tableau 6 : Pourcentage de cellules positives pour gH2AX (> 10 foci/cellule) sur les lignées 

cellulaires BxPC-3, AsPC-1, PANC-1 et MIA PaCa-2, 24h après irradiation et/ou 

traitement par l’olaparib (1 µM) ou le talazoparib (100 nM). 

 

Les inhibiteurs de PARP induisent significativement un arrêt du cycle cellulaire en phase 

G2/M. 

La persistance des cassures de l’ADN non réparées induit un arrêt du cycle cellulaire. De ce 

fait, nous avons évalué la distribution des cellules dans le cycle cellulaire après un traitement 

par l’olaparib (1 µM) ou le talazoparib (100 nM) associé ou non à une irradiation (6 Gy). Les 

résultats sont reportés dans la figure 26 et mettent en évidence un arrêt significatif des cellules 

en phase G2/M après prétraitement par le talazoparib, mais pas avec l’olaparib. De plus, un 

traitement par l’olaparib ou le talazoparib associé à l’irradiation induit un arrêt significatif du 

cycle cellulaire en phase G2/M comparativement à une irradiation seule.  

 
Figure 26 : Pourcentage des cellules arrêtées en phase G2/M du cycle cellulaire sur les 

lignées cellulaires BxPC-3, MIA PaCa-2, AsPC-1 et PANC-1, 24h après irradiation et/ou 

traitement par l’olaparib (1 µM) ou le talazoparib (100 nM). Moyennes +/- écart-type de 4 

expériences indépendantes. * : P<0,05 vs DMSO), # : P<0,05 (vs 6 Gy), § : P<0,05 (vs 6 

Gy+olaparib). 
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Les cassures double brin engendrées par l’irradiation et les PARPi induisent 

préférentiellement la voie de réparation NHEJ.  

Afin d’évaluer les voies de réparations mises en jeu par l’association radiothérapie et PARPi, 

les cellules ont été prétraitées par un PARPi et irradiées ou non à 6 Gy 1h après traitement. 

Puis, les cellules ont été marquées par un anticorps anti-DNA-PKcs, 3h après l’irradiation ou 

par un anticorps anti-53BP1, 24h après l’irradiation (Figures 27-28).  

L’irradiation seule augmente de manière significative la formation de foci DNA-PKcs et 

53BP1. De plus, le talazoparib seul augmente la formation des foci DNA-PKcs et 53BP1 dans 

les quatre lignées cellulaires. A contrario, l’olaparib n’induit pas la formation de foci DNA-

PKcs et 53BP1 dans la lignée BxPC-3 alors que c’est le cas dans les trois autres lignées. 

L’association de l’irradiation avec un PARPi augmente le nombre de foci DNAPKcs dans les 

lignées BxPC-3 et AsPc-1, mais pas dans les lignées PANC-1 et MIA PaCa-2 où la formation 

de foci est bien augmentée par l’irradiation seule (Tableau 7). 

Au total, l’irradiation et les PARPi, en particulier le talazoparib induisent principalement la 

réparation des cassures double brin par la voie de la NHEJ.  

 
Figure 27 : Pourcentage de cellules avec plus de 10 foci 53BP1 sur les lignées cellulaires 

BxPC-3, AsPC-1, PANC-1 et MIA PaCa-2, 24h après irradiation et/ou traitement par 

l’olaparib (1 µM) ou le talazoparib (100 nM). Moyennes +/- écart-type de 3 expériences 

indépendantes. *P<0,05 
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Tableau 7 : Pourcentage de cellules positives pour 53BP1 (> 10 foci/cellule) sur les lignées 

cellulaires BxPC-3, AsPC-1, PANC-1 et MIA PaCa-2, 24h après irradiation et/ou traitement 

par l’olaparib (1 µM) ou le talazoparib (100 nM). 

 

 

Figure 28 : Pourcentage de cellules avec plus de 10 foci DNA-PKcs sur les lignées 

cellulaires BxPC-3, AsPC-1, PANC-1 et MIA PaCa-2, 3h après irradiation et/ou 

traitement par l’olaparib (1 µM) ou le talazoparib (100 nM). Moyennes +/- écart-type de 

3 expériences indépendantes. *P<0,05 

 

Discussion : 

En monothérapie, ni l’olaparib, ni le talazoparib ne diminuent la survie clonogénique des quatre 

lignées cellulaires pancréatiques. Ceci est cohérent avec le fait que les lignées de PDAC 

étudiées sont BRCA1/2 sauvages. Dans cette étude, des concentrations non cytotoxiques 
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d’olaparib ou de talazoparib augmentent considérablement l’efficacité des rayonnements 

ionisants sur quatre lignées de cellules de PDAC et l’effet de la radiosensibilisation dépend de 

la lignée cellulaire. De plus, nos résultats ont indiqué que cette radiosensibilisation est plus 

élevée avec le talazoparib, comparativement à l’olaparib. En effet, l’olaparib ne radiosensibilise 

pas la lignée BxPC-3, alors qu’elle est radiosensibilisée par le talazoparib. Comme les deux 

inhibiteurs de PARP ont été utilisés à des concentrations non cytotoxiques et que la PARylation 

est significativement réduite, l'augmentation de l'effet de radiosensibilisation observée pour le 

talazoparib serait principalement due à l'effet de piégeage de la PARP-1. Ce piégeage de la 

PARP est connu pour être plus élevé avec le talazoparib [127,144]. En effet, l'effet de la 

radiosensibilisation des PARPi n'est pas seulement dû à l'inhibition de l'activité catalytique de 

la PARP-1, mais également à l'effet de piégeage de celle-ci qui est confinée au site des 

dommages à l'ADN, bloquant sa réparation [127].  Le talazoparib est capable de piéger la PARP 

avec un facteur 10 000 fois plus élevé que les autres PARPi [144]. De plus, l'effet ne semble 

pas dépendre du type de cellules tumorales. En effet, Laird et al. ont évalué l'effet 

radiosensibilisant du talazoparib (200 nM) par rapport au veliparib, dans le cancer du poumon 

à petites cellules et ont montré que le piégeage de PARP contribue à la radiosensibilisation 

[145]. Le veliparib est connu pour avoir l’effet de piégeage de PARP le plus faible de tous les 

PARPi. Comme l'olaparib a récemment montré une amélioration de la survie sans progression 

chez les patients atteints de PDAC métastatiques et porteurs de mutations de BRCA1/2, nous 

avons voulu évaluer la radiosensibilisation des lignées PDAC par le talazoparib en la comparant 

à l’olaparib [117]. 

Une autre hypothèse pouvant expliquer le meilleur effet de radiosensibilisation du talazoparib 

serait que le talazoparib ait une activité anti-PARP-3 supérieure à celle de l'olaparib, expliquant 

ainsi son activité plus élevée [146]. En effet, des études récentes ont souligné le rôle émergent 

de la PARP-3 dans l’équilibre entre les voies de réparation concurrentes. Beck et al. ont montré 

que la PARP-3 empêche la résection terminale extensive, afin de favoriser la réparation par la 

voie NHEJ classique, en facilitant le recrutement de Ku80 sur les sites de lésions de l'ADN 

[111]. Par conséquent, l’inhibition de la PARP-3 diminue la voie de réparation c-NHEJ. Dans 

notre étude, nous avons montré que la radiosensibilisation par le talazoparib induit 

principalement la réparation par la voie NHEJ, ce qui ne permet pas de confirmer l’hypothèse 

de l’inhibition de la PARP-3. Les prochains travaux devront donc s’intéresser à confirmer le 

rôle du piégeage de la PARP comme principal mécanisme de radiosensibilisation dans les 

lignées de PDAC mais aussi de comprendre si l’inhibition spécifique de PARP-3 contribue à la 

radiosensibilisation.   
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Une radiosensibilisation dépendante des lignées cellulaires de PDAC a été observée avec le 

talazoparib et l'olaparib. Cela souligne l’intérêt de biomarqueurs de réponse à l’association 

irradiation et talazoparib. En effet, les complexes PARP-ADN sont réparés par plusieurs voies 

de réparation, en particulier la voie de l’anémie de Fanconi [1]. D'autres gènes tels que FEN1, 

la polymérase ß ou PCNA sont prédictifs de la réponse aux inhibiteurs de PARP ayant une forte 

capacité à piéger la PARP-1 sur l’ADN [1]. 

L’association radiothérapie et thérapie ciblée peut aussi conduire à des toxicités plus 

importantes. En effet, la toxicité des PARPi diffère d’un inhibiteur à l’autre et le talazoparib est 

73 fois plus puissant pour engendrer la mort des cellules progénitrices hématopoïétiques que le 

rucaparib, un autre PARPi [147]. Ces résultats suggèrent que l'activité de piégeage de la PARP-

1 est l'un des principaux facteurs de toxicité au niveau de la moelle osseuse [147,148]. Il est 

donc nécessaire de prendre cela en compte dans le choix thérapeutique. Dans notre étude, les 

concentrations d’olaparib et talazoparib choisies ne sont pas cytotoxiques mais 

radiosensibilisent les lignées cellulaires. Toutefois, nous n’avons pas évalué l’effet de ces 

inhibiteurs sur des cellules non cancéreuses.  

Les inhibiteurs de la PARP sont de plus en plus utilisés pour le traitement des PDAC. Dans une 

étude récente de phase I/II, Tuli et al. ont évalué la chimioradiothérapie à base de gemcitabine 

associée à un PARPi, le veliparib, chez des patients présentant des PDAC localement avancés 

ou border line. La médiane de survie globale et de survie sans progression était respectivement 

de 14,6 et 9,8 mois, sensiblement proches,  mais inférieures aux résultats des essais randomisés 

de chimioradiothérapie récents [62,67], suggérant une moindre efficacité du veliparib 

comparativement aux agents de chimiothérapie.  Le veliparib est un inhibiteur dont la capacité 

à piéger la PARP-1 sur l'ADN est limitée, pouvant expliquer ainsi un faible bénéfice de cette 

radiosensibilisation [149]. Les futures études de radiosensibilisation devraient s’intéresser à 

associer des inhibiteurs de PARP avec une activité de piégeage plus importante afin de montrer 

un bénéfice en ce qui concerne la survie sans progression et de survie globale.  

 

En résumé, les inhibiteurs de la PARP ont une grande capacité à radiosensibiliser in vitro un 

grand nombre de lignées cellulaires de PDAC, en particulier le talazoparib, qui exerce la plus 

grande activité de piégeage de la PARP à l’heure actuelle. Le traitement des PDAC localement 

avancés est une problématique majeure pour les oncologues-radiothérapeutes. Notre étude est 

la première étape dans le développement d’une nouvelle stratégie pour ce sous-groupe de 

patients. Dans la mesure où la radiosensibilisation diffère d’une lignée cellulaire à l’autre,  cet 

effet de radiosensibilisation peut dépendre du fond génétique des PDAC. Par conséquent, la 
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recherche de biomarqueurs de réponse devrait être généralisée dans les études futures pour 

permettre la sélection des patients. De plus, afin de réduire les effets secondaires de 

l’irradiation, l'administration de la radiothérapie avec les techniques de stéréotaxie ou en 

utilisant la protonthérapie devrait être développée. Cette approche pourrait se traduire par une 

amélioration du contrôle local, une meilleure survie sans maladie et une meilleure qualité de 

vie. 
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PARTIE VIII : Conclusions générales et perspectives 

 
L’adénocarcinome pancréatique est un cancer dont à la fois l’incidence et la mortalité ne cessent 

de croître en France et dans le monde [2,150]. Il constitue de ce fait un enjeu majeur de santé 

publique. Son diagnostic est souvent très tardif du fait de l’absence de symptomatologie 

clinique spécifique. Ceci explique que seulement 20% des patients soient diagnostiqués au stade 

localisé et peuvent ainsi bénéficier d’un traitement chirurgical à visée curative et que 50% des 

patients soient diagnostiqués au stade métastatique. Le cadre nosologique dans lequel s’inscrit 

ce travail de thèse est celui des adénocarcinomes pancréatiques localement avancés, qui 

représentent environ 30% des patients au moment du diagnostic. Pour ces patients, la CRT est 

une option thérapeutique qui a démontré sa supériorité, comparativement à la RT exclusive ou 

la CT exclusive [58]. Cependant, le bénéfice en ce qui concerne la contrôle locale ne s’inscrit 

pas toujours en bénéfice en ce qui concerne la survie globale, et ceci du fait d’une augmentation 

de la toxicité liée aux traitements, pouvant conduire à diminuer les doses de CT et de RT [68]. 

Une autre des problématiques concerne l’apparition de métastases à distance pouvant aussi 

impacter la survie globale de ces patients. Les évolutions technologiques au cours de ces 

dernières décennies ont permis d’améliorer la définition des volumes d’irradiation avec 

l’acquisition tomodensitométrique, de mieux cibler ces volumes en cours de traitement avec la 

RT guidée par l’image et enfin d’avoir des index de conformation améliorés avec la RCMI 

[151]. Par ailleurs, les techniques d’irradiation utilisant des particules chargées telles que les 

protons ou encore les ions carbones ont permis d’améliorer la balistique et d’augmenter l’effet 

biologique comparativement aux photons [78]. La finalité de ces développements 

technologiques consiste à augmenter le contrôle tumoral tout en diminuant les effets 

secondaires au niveau des organes à risque. Cependant, il est important de noter que les 

récidives locales restent fréquentes, nécessitant ainsi d’améliorer le ciblage biologique en 

parallèle du ciblage physique en RT. Parmi les voies de ciblage, l’inhibition des voies de 

réparation des dommages à l’ADN permet d’augmenter les effets de la RT et des CT [100]. Les 

PARPi ont montré leur potentiel à induire la mort cellulaire des cellules présentant des 

anomalies dans la voie de recombinaison homologue et ceci en monothérapie [114]. Ces 

constatations ont conduit à des essais ayant permis d’obtenir l’AMM dans les cancers de 

l’ovaire avec mutation BRCA1/2 et répondeurs aux sels de platine [114,114]. Un autre essai a 

récemment montré le bénéfice en survie sans progression dans les PDAC métastatiques avec 

mutation BRCA1/2 [117].  
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Ainsi, l’objectif de ce travail de thèse a consisté à évaluer l’efficacité des inhibiteurs de PARP 

dans des modèles précliniques de carcinomes pancréatiques. 

 

Les résultats de l’étude in vitro réalisée sur 4 lignées cellulaires pancréatiques ont mis en 

évidence des profils de radiosensibilité intrinsèque et de chimiosensibilité à la gemcitabine 

différents. Par ailleurs, le prétraitement par la gemcitabine et/ou l’olaparib modifie la 

radiosensibilité des lignées tumorales avec des degrés de radiosensibilisation différents en 

fonction de la lignée cellulaire. La radiosensibilisation par l’olaparib est liée à l’accumulation 

de CDB non réparées à 24 heures, induisant un arrêt du cycle cellulaire en phase G2/M. A 

contrario, la gemcitabine induit un arrêt du cycle cellulaire en phase S. L’évaluation des morts 

cellulaires n’a pas mis en évidence d’apoptose à 24 heures, quel que soit le traitement pour les 

4 lignées cellulaires déjà évaluées. Cependant nous avons montré que l’irradiation à forte dose 

(10 Gy) induisait de l’autophagie sur les 4 lignées cellulaires pancréatiques. En parallèle, 

l’olaparib et la gemcitabine à dose non cytotoxique ne modifient pas l’induction d’autophagie.  

Les résultats de cette étude in vivo sur la lignée MIA PaCa-2 ont tout d’abord mis en évidence 

une efficacité biologique supérieure des protons, comparée aux photons et ceci avec une 

différence bien plus importante qu’attendue. De plus, même si la lignée MIA PaCa-2 ne 

présente pas d’anomalies de BRCA1/2, l’olaparib a permis sa radiosensibilisation, avec la 

protonthérapie. Ce niveau de radiosensibilisation était sensiblement identique avec la 

gemcitabine, le principal agent radiosensibilisant utilisé en clinique, mais connue pour être 

moins bien toléré et plus toxique que l’olaparib. Enfin, la triple l’association irradiation, 

olaparib et gemcitabine a montré un ralentissement de la croissance tumorale, particulièrement 

avec la protonthérapie.  

Les protons sont un type de rayonnement qui possède des caractéristiques particulières qui font 

que la dose est délivrée sous forme d’un pic dit de Bragg. Au-delà de celui-ci, la dose délivrée 

est nulle, les organes à proximité ne sont donc pas irradiés et le risque de complications est 

quasiment négligeable [76,152]. Plusieurs études dosimétriques se sont intéressées à la 

problématique des cancers pancréatiques et ont montré d’une part pouvoir significativement 

diminuer la dose aux OAR digestifs et aux reins, et d’autre part d’augmenter la dose jusqu’à 72 

Gy en proton [78]. Ceci est d’autant plus intéressant dans la problématique des PDAC 

localement avancés ou borderline où l’irradiation par protonthérapie pourrait permettre 

d’augmenter le taux de réponse pathologique complète, ainsi que le taux de résection en marges 

saines, qui sont des facteurs pronostiques reconnus de survie globale [153].  
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L’analyse transcriptomique 24 heures après les traitements a présenté un large nombre de gènes 

différentiellement exprimés entre les différentes combinaisons de traitement. L’enrichissement 

a fait ressortir des gènes impliquées particulièrement dans la régulation des microvésicules. 

Nous avons aussi montrer un grand nombre d’ARN long non codants qui étaient 

différentiellement exprimés entre les différentes modalités de traitement, soulignant le rôle des 

régulations post-transcriptionnelles dans la réponse des PDAC à l’irradiation, la gemcitabine et 

l’olaparib. Une signature transcriptomique liée à la réponse à la gemcitabine a pu être identifiée. 

Enfin nous avons comparé 2 inhibiteurs de PARP : l’olaparib et le talazoparib. Une plus grande 

radiosensibilisation avec le talazoparib comparativement avec l’olaparib a été démontrée et ceci 

pour les 4 lignées cellulaires pancréatiques BRCA sauvage. Nous avions montré précédemment 

que la lignée BxPC-3 n’était pas radiosensibilisé par l’olaparib et nous avons pu conforter les 

résultats. Cependant, cette radiosensibilisation est plus importante avec le talazoparib. Murai et 

al. avait pu mettre en évidence que l’activité de piégeage de la PARP sur l’ADN pouvait aussi 

être à l’origine de sa cytotoxicité et ceci indépendamment de son activité enzymatique. Nous 

avons donc exploré cette hypothèse et non avons pu montrer que le talazoparib augmentait le 

piégeage de la PARP sur la chromatine comparativement à l’olaparib.  

 

L’une des limites de ce travail réside dans le fait qu’il s’est intéressé exclusivement à la 

radiosensibilisation et la réponse des cellules de cancer pancréatique sans évaluer cette 

association sur le microenvironnement tumoral. En effet, il est connu que les cellules 

cancéreuses communiquent avec les autres composantes cellulaires du microenvironnement. 

Ainsi, il serait intéressant d’étudier la réponse du microenvironnement tumoral et de la réponse 

immunitaire avec l’association PARPi et radiothérapie [154], ceci dans le but de contourner 

l’une de problématiques majeures dans les PDAC : l’absence de réponse aux inhibiteurs de 

checkpoint immunitaire.  

Enfin, la recherche de biomarqueurs de réponse à l’association radiothérapie et PARPi fait 

partie des axes de recherche actuellement au laboratoire. Pour cela, nous nous intéressons 

particulièrement aux variants structuraux et à leur complexité afin de prédire la réponse à la 

radiothérapie et aux PARPi. En effet, lorsqu’il s’agit de rechercher des marqueurs/signatures 

prédictifs de réponses à la radiothérapie in vitro, la plupart des publications ne se sont 

intéressées qu’à la variation de gènes impliqués dans les voies de réparation de l’ADN. 

Cependant, les mutations dans les gènes codants pour des protéines impliquées dans la réponse 

aux dommages de l’ADN n’ont pas obligatoirement pour conséquences des pertes ou gain de 

fonction de ces protéines. Ainsi, une nouvelle approche serait d’identifier les conséquences 
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fonctionnelles de dérégulation de ces voies de réparation sous forme de « cicatrices » (genomic 

scars) sur l’ADN [155]. Récemment, plusieurs études ont montré que la mesure de trois 

marqueurs d’instabilité génomique, la perte d’hétérozygotie (Loss of heterozygosity), le 

déséquilibre télomérique (Telomeric allelic imbalance) et les réarrangements génomiques de 

plus de 10 Mb (Large Scale Transition) étaient des marqueurs de déficiences en recombinaison 

homologue [156]. De plus, la présence de cette signature serait corrélée à la réponse à des 

traitements ciblant l’ADN tels que les sels de platines mais aussi à de inhibiteurs de PARP et 

ceci indépendamment du statut BRCA [157].  Pour nous aider à répondre à cette problématique, 

nous mettons actuellement en place une méthode de séquençage long read basée sur la 

technologie Oxford Nanopore Technologies®, avec laquelle les séquences obtenues se 

caractérisent par une plus grande longueur (plusieurs centaines de kilobases) comparativement 

aux méthodes de séquençage short read qui est actuellement plus répandues. Du fait de la 

longueur des séquences, l’assemblage des reads est facilité, permettant de diminuer la 

profondeur de séquençage tout en restant sensible dans la détection des variants structuraux. 

Une étude récente a montré la faisabilité du séquençage en une journée afin de mettre en 

évidence des variants structuraux dans les glioblastomes [158]. L’identification de ces 

biomarqueurs de réponse permettrait d’individualiser les traitements. 

Au total, ce travail présente une première étape avant un essai de phase I évaluant l’association 

d’un PARPi avec une capacité de piégeage de la PARP plus importante et la RT dans les PDAC 

localement avancés. 
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Optimisation de la chimioradiothérapie  
à base de gemcitabine par un inhibiteur  

de poly(ADP-ribose) polymérase  
dans les cancers du pancréas 

 

 

Résumé 
L’incidence de l’adénocarcinome pancréatique (PDAC) est en nette augmentation en 
France durant ces dernières années. Son pronostic reste très péjoratif avec une survie 
globale à 5 ans inférieure à 9%. Environ 30% des patients se présentent avec un cancer 
localement avancé pouvant bénéficier d’une chimioradiothérapie.  

Ce travail de thèse a évalué le potentiel de l’inhibition de la PARP par l’olaparib associé à 
la chimioradiothérapie à base de gemcitabine dans les PDAC. Après avoir montré la 
radiosensibilisation in vitro sur 4 lignées cellulaires BRCA1/2 sauvage, nous avons validé 
cette radiosensibilisation in vivo et plus particulièrement avec la protonthérapie. L’analyse 
des données transcriptomiques après traitement a montré une dérégulation des gènes 
impliquées dans la régulation des microvésicules, des ARN longs non codants et a 
identifié une signature associée au traitement par la gemcitabine. Enfin, en évaluant le 
talazoparib, nous avons montré que la radiosensibilisation est augmenté 
comparativement à l’olaparib. 

Mots clés : Radiothérapie, protonthérapie, poly(ADP-ribose) polymérase, adénocarcinome 

pancréatique, gemcitabine. 
 

Résumé en anglais 
Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is a devastating disease with a cumulative 5-
year overall survival of less than 9% for all stages. Current research that combine 
radiation with targeted therapy dramatically improve prognosis. We investigated preclinical 
outcomes of PARP inhibitor associated with radiotherapy and gemcitabine.  

In vitro, treatment with olaparib alone was not cytotoxic, but highly radiosensitized cell 
lines. The addition of olaparib to gemcitabine-based chemoradiotherapy enhanced 
significantly local control in vivo, especially with proton therapy. Whole-transcriptome 
analysis presented several dysregulated lncRNA and genes associated with extracellular 
vesicles. Finally, talazoparib enhanced radiation effect on PDAC cell lines by inhibiting 
PARylation and by enhancing PARP-1 trapping, compared to olaparib. 

Keywords: Pancreatic ductal adenocarcinoma, radiotherapy, proton therapy, poly(ADP-

ribose) polymerase, gemcitabine. 


