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Avant-Propos

Cette etude a eté réalisée au sein de L'Unité de Recherches Médicales et Biologiques (URMB)
du Centre National de 1’Energie, Des Sciences Et Techniques Nucléaires (CNESTEN), en
collaboration avec 1’Equipe de Microbiologie et Biologie Moléculaire de la Faculté des
Sciences de Rabat, Université Mohammed V de Rabat, 1’Institut Pasteur du Maroc et le Centre

Mohammed VI pour le traitement des cancers.

Ce travail a été dirigé par Dr. CHAOUI Imane, Dr. EL MZIBRI Mohammed et Dr.
ATTALEB Mohammed au sein de ’'URMB du CNESTEN et par Pr. FILALI-MALTOUF
Abdelkrim pendant les trois premiéres années de 2017-2020 et de 2020-2023 par Pr.
BELKADI Bouchra a la Faculte des Sciences de Rabat.

Ce travail s’insére dans le cadre d’une étude multicentrique, intitulée : « Evaluation de la
corrélation pronostique de la TEP-SCAN, des biomarqueurs moléculaires viraux et des
marqueurs prédictifs de radiorésistance dans la prise en charge du cancer du nasopharynx au
Maroc », sous la direction du Dr. KHYATTI Meriem.
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Résumé

Le cancer du nasopharynx (NPC) est une maladie tres agressive qui représente un défi majeur pour les
cliniciens et les biologistes dans de nombreux domaines. Bien que relativement rare, le NPC est trés
fréquent dans les pays d’Afrique du Nord. Du fait de sa grande sensibilité aux radiations, la radiothérapie
constitue la principale modalité de traitement du NPC. Néanmoins, la radiorésistance demeure un
obstacle significatif dans la prise en charge de cette maladie.

Durant les derniéres décennies, une grande avancée a été réalisée dans le domaine du développement
des biomarqueurs liés au NPC, dans le but d’augmenter I’efficacité et 1’efficience de la prise en charge
de ce cancer. Dans cette perspective, la présente étude visait a déterminer 1’association entre certaines
altérations génétiques et la radiorésistance chez les patients atteints de NPC, ainsi qu'a mesurer la charge
du virus Epstein-Barr (EBV), qui semble étre corrélée a la survie et au pronostic du NPC, afin
d’identifier des biomarqueurs moléculaires spécifiques pour une meilleure gestion du NPC.

Le génotypage et I’analyse statistique n’ont révélé aucune association significative entre les SNPs des
génes de réparation de I’ADN, des génes de détoxification et la réponse a la radiothérapie (p>0,05). Cela
suggere gue ces SNPs n'ont aucun impact sur le statut de radiorésistance/radiosensibilité des patients
atteints du NPC. Par conséquent, ils ne peuvent pas étre utilisés, a ce stade, comme biomarqueurs
prédictifs de la réponse a la radiothérapie dans le NPC. Des études supplémentaires, sur un panel plus
large, pourraient mieux démontrer I'interaction de ces polymorphismes et la réponse a la radiothérapie.
La présente étude a également révélé une forte association entre la charge virale avant le traitement et
les facteurs pronostiques classiques. De plus, nos résultats ont clairement démontré la valeur clinique de
la charge virale aprés le traitement. Ceci suggere que la mesure de la charge virale peut étre un
biomarqueur pronostique utile dans la prise de décision clinique et pour I'amélioration de la prise en
charge du NPC au Maroc.

Ces travaux ont été realisés dans le but de contribuer & la sélection des biomarqueurs potentiels
permettant d'élaborer un profil moléculaire de la tumeur, en vue d'améliorer la prise en charge du NPC
au Maroc.

Mots clés : Cancer du nasopharynx, Biomarqueurs, Polymorphismes, Radiorésistance, Charge virale.



Abstract

Nasopharyngeal cancer (NPC) is a highly aggressive disease that represents a major challenge for
clinicians and biologists in various fields. Although relatively rare, NPC is very common in North
African countries. Due to its high sensitivity to radiation, radiotherapy is the primary treatment modality
for NPC. However, radioresistance remains a significant obstacle in managing this disease.

In recent decades, significant progress has been made in the development of biomarkers related to NPC,
aiming to increase the effectiveness and efficiency of managing this cancer. In this context, the present
study aimed to determine the association between specific genetic alterations and radioresistance in NPC
patients, as well as to measure the Epstein-Barr virus (EBV) load, which appears to be correlated with
NPC survival and prognosis, in order to identify specific molecular biomarkers for better NPC
management.

Genotyping and statistical analysis did not reveal any significant association between DNA repair gene
SNPs, detoxification gene SNPs, and response to radiotherapy (p>0.05). This suggests that these SNPs
have no impact on the radioresistance/radiosensitivity status of NPC patients. Therefore, at this stage,
they cannot be used as predictive biomarkers for radiotherapy response in NPC. Further studies, with a
broader panel, could better demonstrate the interaction of these polymorphisms and response to
radiotherapy. The present study also revealed a strong association between viral load before treatment
and classic prognostic factors. Additionally, our results clearly demonstrated the clinical value of viral
load after treatment. This suggests that measuring viral load can be a useful prognostic biomarker in
clinical decision-making and for improving NPC management in Morocco.

These works were carried out with the aim of contributing to the selection of potential biomarkers to
develop a molecular profile of the tumor, with the goal of improving NPC management in Morocco.

Keywords: Nasopharyngeal Cancer, Biomarkers, Polymorphisms, Radioresistance, Viral Load.
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Introduction Générale

Le cancer du nasopharynx (NPC) est une tumeur d’origine épithéliale qui présente un potentiel
métastatique tres élevé par rapport aux autres cancers de la sphére Oto-rhino-laryngique (ORL).
Jusqu’a 80 % des patients atteints de NPC sont diagnostiqués a des stades avancés, ce qui est
associé a 1’échec thérapeutique et a un mauvais pronostic. Cela est principalement di a sa

profonde localisation ainsi qu’au fait qu’il est asymptomatique aux stades précoces.

Le NPC étant relativement sensible aux rayonnements ionisants, la radiothérapie constitue une
pierre angulaire dans la prise en charge thérapeutique de ce cancer. Malgré que la radiothérapie
permette d’obtenir un taux de contrdle locorégional du NPC relativement élevé, et qu’elle soit
associéee a un resultat positif pour les stades précoces, plus que 40 % des patients présentent une
récidive de la maladie ou des métastases a distance. Les taux de meétastase a distance restent
une cause majeure de déces pour les cas de NPC initialement non métastatiques, et en particulier
pour les stades avancés avec métastases ganglionnaires ou au moins une atteinte para-
pharyngée. Par conséquent, la survie & long terme des patients demeure un défi majeur dans le

traitement et la prise en charge de ce cancer.

La radiorésistance désigne la capacité des organismes a protéger, réparer et éliminer les
dommages moléculaires, cellulaires et tissulaires causés par les rayonnements ionisants. La
résistance a la radiothérapie peut étre le résultat de différents événements génétiques et
épigénétiques, telles que les mutations génétiques ou 1’expression aberrante des génes, la
modification épigénétique des genes, I’activation anormale de certaines voies de signalisation,
I’altération du microenvironnement tumoral et la présence de polymorphismes dans certains
génes. Il est donc impératif d'explorer les mécanismes génétiques et épigénétiques impliqués

dans la radiorésistance afin d’améliorer la prise en charge thérapeutique du NPC.

Durant les derniéres décennies, un intérét particulier a été donné a 1’étude des biomarqueurs
moléculaires du NPC. Certains polymorphismes génétiques sont d’une grande importance dans
I’évaluation de la réponse a la radiothérapie dans le NPC. Depuis 2002, plus de deux cents
études publiées ont signalé la relation entre les polymorphismes et le pronostic du NPC chez
les patients recevant une radiothérapie. Dans ce sens, un intérét particulier a été donné aux
polymorphismes des genes impliqués dans la réparation de 1’ ADN et dans la détoxification, qui

pourraient étre associés a la réponse tumorale aprés une radiothérapie.

Le cancer du nasophaynx puise son originalité dans sa liaison stricte avec le virus d’Epstein-

Barr (EBV). Cette liaison a été établie par la détection de ’ADN du virus EBV et de certains



antigenes dans les cellules cancéreuses. Plusieurs études ont démontré 1’association entre
I’ADN viral, le volume et I’extension tumorale chez les patients atteints du NPC. Cette
association EBV-NPC a été mise a profit pour le diagnostic, le pronostic et le suivi des cas NPC
en utilisant comme biomarqueur la mesure de la charge virale en ADN circulant du virus EBV

dans le plasma des patients NPC.

L'implication de ces variations génétiques dans la prédisposition aux cancers ainsi que dans la
prédiction de la réponse a la radiothérapie est un champ majeur d'investigation en vue d’une

thérapie ciblée, pilier de la médecine personnalisée.

A ce jour, aucune étude n’a été réalisée au Maroc portant sur la corrélation entre ces variations
génétiques et D’efficacité de la radiothérapie dans le NPC. La recherche de biomarqueurs
prédictifs de la radiorésistance est en effet I’'un des enjeux de la cancérologie. C’est dans ce
contexte que s’inscrivent les travaux de cette thése qui consistent en I’identification des
biomarqueurs qui permettent de prédire la réponse tumorale a la radiothérapie et identifier les
patients ayant un grand risque de radiorésistance afin d’élaborer un profil moléculaire de la
tumeur, orienter le clinicien dans la décision thérapeutique et par conséquent assurer une prise

en charge plus efficace du NPC au Maroc.

Pour atteindre cet objectif, nous envisageons d'évaluer I’association possible entre les SNPs des
génes de réparation de I’ADN : le SNP Arg399GIn du géne XRCC1 (rs25487), le SNP
Thr241Met du gene XRCC3 (rs861539), les SNPs C8092A (rs3212986) et C118T (rs11615) du
gene ERCCL1 ; ainsi que les SNPs des genes de détoxification : le SNP lle105Val (rs1695) du
gene GSTP1, le SNP Pro198Leu (rs1050450) du gene GPX1 et leur lien avec la réponse a la
radiothérapie chez une population marocaine atteinte de NPC recrutée au Centre Mohammed
VI pour le Traitement des Cancers. D’autre part, nous étudierons 1’association possible entre la
charge d’ADN virale plasmatique avant le traitement, les facteurs pronostiques conventionnels
et la survie des patients afin d’évaluer leur valeur clinique dans notre population d’étude. De
plus, nous analyserons le changement dynamique de la charge d’ADN plasmatique du virus
EBV avant le traitement, a la fin du traitement et a divers moments apres le traitement (6, 18 et
24 mois apres le traitement) et son importance clinique dans la prise en charge et le suivi

thérapeutique du NPC.
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Cancer du nasopharynx




I.  Rappel sur le nasopharynx

Les voies aéro-digestives supérieures (VADS) sont constituées de plusieurs cavités : les cavités
nasales, les cavités sinusiennes, la cavité buccale, le pharynx qui est constitué de trois segments
(le nasopharynx, I’oropharynx et I’hypopharynx), le larynx qui est divisé en trois parties (la

glotte, la sus-glotte et la sous-glotte), la trachée et I’cesophage (Syrjanen, 2021).
I.1. Anatomie du nasopharynx

Le nasopharynx appelé également rhinopharynx ou cavum constitue la partie supérieure du
pharynx (Mankowski and Bordoni, 2020). C’est une cavité de forme cubique avec 3 axes ; un
axe vertical (3 cm), un axe antéro-postérieur (2cm) et un axe transversal (4.5cm) ; avec une
capacité approximative de 14cm?3 (Legent et al.,1986). Le nasopharynx communique en avant,
par les choanes, avec les cavités nasales, et grace a une trompe d’eustache, il est relié aux
oreilles (Scotté, 2002). Cette cavité est située sous la base du crane, en arriere des fosses nasales
et du voile du palais, en avant de I'axis et de I'apophyse basilaire de lI'occipital (Putz, 2000 ;
Legent et al., 2002). Il est constitué de parois musculo-aponévrotiques limitant une cavité
impaire (Al Tabaa and Kania., 2017) (Figure 1).

Nasopharynx

Rhinopharynx ou cavum

= yEgElations Adenoides

Cavité nasale

= Cloison nasale
= fenie olfactive

Cavité buccale
= [&yre rouge (vermillon)

= frompe d'Eustache = [annue mobile
w fogsette de Rosenmiller _ = comels = plaricher
i& \. — = face inteme de joue
Larynx
— o Larynx sus-glottique :
- ﬂ? {Ljﬂilﬁzldlh w Enigote
sinus pirforme W w margelle lanyngse
DA posterieure = Pande ventriculaire

ieqion rétro-crico-anyténoidienne Plan glottique :

= porde vocale

Larynx sous-glottique

Figure 1: Coupe sagittale médiane de la face montrant les rapports du nasopharynx

(Blanchard et al., 2013).



1.2. Paroi du nasopharynx

Le nasopharynx comporte une paroi latérale qui est de type musculo-aponévrotique, une paroi
antérieure qui est constituée par les choanes et la face postérieure du voile du palais, une paroi
postéro-supérieure qui présente une formation lymphoide (végeétations adénoides) (Hendaoui.,
2010). La localisation profonde de cette cavité aérienne permet d’expliquer engrande partie la
symptomatologie des lésions cancéreuses du nasopharynx dite symptomatologie d’emprunt et

rend le diagnostic tardif et difficile (Benyahia., 2021).
I.3. Histologie du nasopharynx
La paroi du nasopharynx est constituée de (Leeson., 1980 ; Bonfils and Chevalier., 2005) :

= Un fascia externe (petite lame de tissu conjonctif) séparant 1’axe musculaire des espaces

profonds de la face.

= Des muscles constricteurs supérieur et moyen construisant une gouttiére recouverte par

deux fascias.

= Un fascia interne (grosse lame de tissu conjonctif) séparant la muqueuse du plan

musculaire.

= Une muqueuse bordée d’un épithélium variable ; cylindrique pseudo-stratifie cilié dans
sa partie antéro-supérieure et pavimenteux stratifié dans sa partie postéro-inférieure et
intermédiaire de transition. Le chorion est fait de tissu élastique et de glandes
accessoires séreuses et mixtes (Figure2).

Figure 2: Epithélium cylindrique cilié haut du nasopharynx avec chorion riche en

tissu lymphoide (Stevens et al., 2006).



I.4. R6le du nasopharynx

Le nasopharynx permet le passage de 1’air entre les fosses nasales et le larynx. Il sert aussi de
cavité de résonance pour la voix parlée ou chantée, puisqu’il est relié au tympan par la trompe
d’Eustache, le nasopharynx permet d’aérer I’oreille moyenne (Berezin et al., 1985). Il a
également un role dans la déglutition, grace a I’action de ses muscles qui permet le transit des
aliments ingérés de la bouche vers I’cesophage. Afin d’empécher leur passage dans les voies
aériennes, la luette et 1’épiglotte vont respectivement fermer 1’accés aux fosses nasales et au

larynx (Leeson., 1980).
Il.  Symptdmes du cancer du nasopharynx

Les patients atteints du cancer du nasopharynx (NPC) peuvent développer des symptémes
généraux comme les maux de téte, fievre, anémie et perte de poids (Niculet et al., 2022). Selon

le stade et I’extension de la tumeur, les symptomes révélateurs du NPC peuvent se regrouper

en (Ho, 1978 ; Boussen et al., 2005 ; Shah et al., 2022 ; Kobayashi et al., 2022) :

% Signes rhinologiques : obstruction nasale, épistaxis, voix nasonné et rhinorrhée

mucosanglante (se voient dans 80% des cas diagnostiqués).

% Signes otologiques avec des signes de dysfonctionnement tubaire (bourdonnements,

hypoacousie et autophonie et a un stade plus avancé 1’otite séro-muqueuse)

% Signes neurologiques (diplopie, névralgie faciale, trismus, céphalées), ils sont présents
dans 8 a 12% des cas.

e

AS

Adénopathies cervicales (une ou plusieurs adénopathies uni ou bilatérales) constituent

le symptdme initial le plus commun des stades avancés de la maladie.
I1l.  Cancérogenese
[11.1. Généralités

Dans les tissus sains, les cellules sont génétiquement similaires. Chaque cellule se développe et
se différencie d’une maniére contrélée par son patrimoine génétique, qui a pour réle, la
régulation de la division cellulaire a une fréquence spécifique. Lors d’une transformation
génetique due a des facteurs cancérigenes d’origine exogeéne ou endogéne, le systéme de
contrle de division cellulaire se modifie et perd son équilibre, cette transformation
néoplasique s’effectue en plusieurs étapes, y compris 1’activation d’un proto-oncogene,
I’inactivation d’un géne suppresseur de tumeur et le dysfonctionnement d’un point de contrdle

du cycle cellulaire , qui va étre a 1’origine d’une prolifération anarchique et incontrélée des



cellules altérées et transformées, menant a I’apparition de cellules cancéreuses, qui ont la

capacité de détruire et d’envabhir les tissus sains, c’est la cancérogenese.

Toutes les cellules cancéreuses ont une origine clonale puisqu’elles sont produites a partir
d’une cellule unique qui a connu une accumulation séquentielle de mutations. Les cellules
subissent alors rapidement des mutations supplémentaires qui a la suite d’une sélection naturelle

forment un clone mutant aboutissent a la génération d’une tumeur maligne.
[11.2. Cancérogenése du cancer du nasopharynx

Le NPC constitue un modele intéressant pour la compréhension de 1’association complexe entre
les différents facteurs étiologiques (facteurs viraux, facteurs génétiques et facteurs
environnementaux) dans la cancérogenése. L’EBV (Epstein-Barr Virus) seul n’est pas suffisant
pour produire ce cancer, les autres cofacteurs peuvent interagir avec le virus EBV pour jouer

un role dans la cancérogenése du NPC (Figure 3).

La cancérogenese du NPC est actuellement mieux connue, en particulier au niveau moléculaire,
une premicre étape dans le développement du NPC est I’infection précoce et latente du virus
EBV dans de I’épithélium du nasopharynx (Niculet et al., 2022), cette étape constitue le
déclencheur d’une cascade d’activation et d’inhibition de nombreuses protéines et voies de
signalisation (Poh et al., 2016). Le virus agit en introduisant dans la cellule des génes viraux
induisant une prolifération cellulaire, ce qui rend ces cellules immortalisées, c¢’est-a-dire le
programme de sénescence qui conduit a la mort cellulaire aprés un certain nombre de mitoses
disparait (Hsu and Glaser, 2000).

Acquired gene mutations

= Somatic gene alterations in NF-kB pathways: TRAF3, CLYD, NFKBIA

= Mutations in MHC class | genes: NLRC5, HLA-A, HLA-B, HLA-C

* Mutations in chromatin remodelling processes: KMT2C, KMT2D, BAP1
* Mutations in PI3K/MAPK pathways: PTEN, PIK3CA, FGFR3

= TP53 and RAS gene mutations
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Figure 3 : Cancérogenese du cancer du nasopharynx (Wong et al., 2021).



I11.3. Cycle de vie du virus EBV dans les cellules du nasopharynx

Le cycle de vie du virus EBV dans les cellules épithéliales du nasopharynx commence par
I’entrée du virus a I’intérieur des cellules par I’intermédiaire de ses glycoprotéines gB qui vont
connaitre les récepteurs neuropilinl (NRP1) et Ephrin A2 dans les cellules épithéliales du

nasopharynx (Wang et al., 2015).

L’EBYV utilise également des glycoprotéines distinctes pour infecter les cellules B a 1’aide du
récepteur CD21 (Richardo et al., 2020) (Figure 4). L’entrée du virus provoque le transport du
génome viral dans le noyau des cellules B, ou le processus de réplication virale commence. Les
produits du gene EBV activent le programme de croissance des cellules B (Latency IlI),
entrainant une lympho-prolifération polyclonale B ; celle-ci est normalement contrdlée par un
systeme immunitaire spécifique, en induisant une réponse robuste des lymphocytes T
cytotoxiques (CTL) et en produisant des anticorps IgG spécifiques neutralisants (Figure 5) (Di,
2020).

Une fois dans la circulation, les cellules B mémoires précédemment activées peuvent continuer
a subir une réplication lytique ou, si I’EBV arréte la plupart de ses génes codant des protéines,
il entre dans 1’état de latence. Plus tard, lorsque les cellules re-circulées entre la muqueuse
nasopharynx et les compartiments périphériques, les cellules B de la mémoire peuvent étre

activées, ce qui entraine la réactivation virale et I’excrétion (Richardo et al., 2020).

Step1: receptor binding Step2: fusion triggering — Step3: fusion

Virus Virus

gH aB gH
EBV-epithelial cell
gl gl

integrins NRP1 EphA2

Epithelial cell

Virus

HLA gt
class Il

Figure 4: Les mécanismes utilisés par I’EBV dans I’infection des cellules épithéliales et des

cellules B (Zhu et al., 2021).
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Figure 5: Cycle de vie du virus EBV dans les cellules du nasopharynx (Richardo et al., 2020).

I11.4. Les caractéristiques du cycle de vie latent/lytique du EBV

Chez I’homme, le virus EBV peut établir deux modes de cycle de vie alternatifs, connus sous
le nom de latent ou lytique (Bu et al., 2022), qui comprennent au moins cing stades différents :
infection lytique, latence I, latence 11, latence 1/0 et réactivation lytique). Au cours de ces
différents stades, ’EBV établit généralement une infection latente dans les cellules B et une
infection lytique dans les cellules épithéliales afin de produire des virions pour la transmission
(Hutt-Fletcher, 2014). Dans les cellules cancéreuses, I’EBV se trouve dans la plupart du temps
a I’état latent (Li et al., 2016). Pendant ce stade, seul un nombre limité de génes viraux sont

exprimés et le génome viral existe dans le noyau sous forme d’épisome (Li et al., 2016).

Les cellules cancéreuses du nasopharynx expriment les génes et les miRNAs EBV
caractéristiques des infections latentes telles que LMP1, LMP2A/B, EBNA1 et EBERs. Par
conséquent, I’infection latente des cellules épithéliales par ’EBV doit étre un événement clé
de la cancérogenese du NPC, car I’infection par I’EBV des cellules épithéliales est de nature
lytique (Odumade et al., 2011). Des etudes ont suggéré que les altérations génétiques doivent
déja étre présentes dans les cellules épithéliales nasopharyngées afin de permettre une

infection latente ; I’inactivation du pl6 et/ou I’activation de la cycline D1 ; qui sont des
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mutations préexistantes ; préviennent 1’arrét de la croissance causée par 1’infection primaire
du virus EBV dans les cellules épithéliales et permettent une infection latente (Tsang et al.,
2012).

Une fois I’infection latente survenue, les génes de latence de type II, qui comprennent des
protéines membranaires latentes (LMP1 et LMP2A/B), fragment de BamH 1 (BARF1),
antigene nucléaire (EBNA1), ARN longs non codantes (BARTS), petits ARNs (EBERL1 et
EBER2) et microARNs (miR-BARTS), soutiennent la croissance et la progression des cellules
épithéliales nasopharyngées pré-malignes (Zhu et al., 2021 ; Campion et al., 2021 ; Niculet et
al., 2022). D’autres changements génomiques sont susceptibles de se produire pour stimuler

I’expansion clonale de ces cellules conduisant au développement de NPC.

La réactivation du virus EBV est constituée de trois phases lytiques: phase précoce
immeédiate, phase précoce et phase tardive (Murata et al., 2014). Les genes viraux (BZLF1,
BRLF1) de la phase précoce immédiate sont d’abord transcrits afin de coder les trans-
activateurs Zta et Rta, suivis par I’expression des premiers génes nécessaires a la réplication

du génome viral.

Une fois la réplication est établie, les genes tardifs sont exprimés pour produire des protéines
structurales du virus (les antigénes de la capside, les protéines membranaires) suivis de
I’encapsidation du génome viral et de la production de virions matures. Ce mode de cycle viral
(lytique) contribue également au développement et au maintien des tumeurs malignes (Li et
al., 2016). Les génes latents et lytiques sont tous les deux impliqués dans la transformation de

I’épithélium nasopharyngé a une tumeur maligne (Niculet et al., 2022).
I11.5. Les voies de signalisation

Il est évident que les oncoprotéines d’EBV agissent sur plusieurs voies de signalisation
intracellulaire, y compris les voies Wnt/ catenin, JAK/STAT, PI3k/Akt/mTOR, EGFR,
MAPK et NF-xB, pour favoriser la survie des tumeurs et la métastase, conduisant finalement
a un mauvais pronostic de NPC (Richardo et al., 2020). Les principales voies impliquées dans
la cancérogenese de NPC sont résumées dans la partie suivante (Figure 6).
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Figure 6: Les voies de signalisations activées par I’EBV dans le NPC (Richardo et al., 2020).

1. La voie de signalisation Wnt/B-Catenin

La voie de signalisation Wnt/b-catenin joue un rdle important dans le développement et la
progression du NPC (Wang et al., 2017). L’oncoprotéine virale LMP2A induit le MTA1, qui
stimule la voie Wnt en aval, comme la phosphorylation du glycogéne synthase kinase3-beta
(GSK3p) et la translocation nucléaire de p-catenin (Richardo et al., 2020). Cette derniere est
un facteur central dans la voie de signalisation Wnt, elle va favoriser la survie du NPC par
plusieurs mécanismes, en induisant la transcription des génes cibles, qui sont impliqués dans
la prolifération cellulaire, la métastase et transition épithélio-mésenchymatuse (EMT) (Wang
et al., 2017). Certaines études ont trouvé qu’il y avait une expression significativement plus
élevée de B-caténine dans le NPC avec métastase ganglionnaire que dans le NPC sans
métastase ganglionnaire (Xu et al., 2013), et en activant plusieurs signaux en aval telles que
le c-myc et la cycline D1, elle augmente également 1’expression de I’interleukine 8 et diminue
I’expression du gene RASSF1A. Ce dernier est essentiel pour la stabilisation des microtubules
lors de la mitose et son absence aboutit & une aneuploidie cellulaire et facilite la carcinogenese
(Chou et al., 2008).

12



2. Lavoie de signalisation JAK/STAT

La voie de signalisation JAK/STAT est responsable de la transmission des informations
extracellulaires de la membrane cellulaire au noyau pour déclencher la transcription de
I’ADN. En plus, elle est un médiateur crucial de diverses fonctions physiologiques
importantes, y compris la prolifération cellulaire, la survie, la différenciation, 1’apoptose et la

métastase (Luo et al., 2021).

Cette voie est composée de JAK (Janus kinases), de facteur de transcription cytoplasmique
STAT (signal transducer and activator of transcription), et des récepteurs cellulaires. Lorsque
les cytokines se lient aux récepteurs cellulaires, le JAK devient phosphorylé et par la suite
phosphoryle la protéine STAT. La Phospho-STAT est ensuite transférée dans le noyau et
régule la réponse immunitaire (Chen et al., 2001). Dans la famille STAT, STAT3 et STAT5
sont les plus exprimées dans le NPC (Zhu et al., 2021).

L’oncoprotéine LMP1 déclenche la voie de signalisation JAK-STAT via son domaine
d’activation carboxyl-terminal 3 (LMP1-CTAR3), qui active ensuite le JAK3 et favorise sa
phosphorylation, entrainant une translocation nucléaire (Richardo et al., 2020). STAT3 se lie

également au promoteur cyclin D1, ce qui améliore sa transcription (Xu Y., 2013).

De plus, STAT3 est également impliqué dans I’angiogenése et la régulation de 1’infection
latente EBV, contribuant aux caractéristiques tres agressives du NPC. STAT3, un activateur
transcriptionnel direct du VEGF. En outre, 1’activation par LMP1- de la voie JAK/STAT est
rapide, ce qui laisse supposer qu’elle peut procéder a I’activation NF-xB et JNK et prédisposer

la cellule a ces signaux ultérieurs (Zhu et al., 2021).
3. Lavoie de signalisation NF-KB

La protéine NF-KB (Nuclear factor) est un régulateur central de la modulation de la
prolifération cellulaire et la régulation de la réponse inflammatoire. La NF-«B est régulée par
des IKBs, qui sont phosphorylés par des IKB kinases (IKKs). La phosphorylation et la
dégradation subsequente des IKBs permettent a NF-KB de se transférer au noyau et régule la
transcription de divers genes impliqués dans 1’inflammation, I’immunité, les réponses de

stress (Richardo et al., 2020).

L’activation constitutive de la voie de signalisation NF-KB a été observée dans les tissus des
patients atteints du NPC, ainsi que cette activation est associée a un pronostic défavorable (Yi

et al., 2018). Il a été signalé que la derégulation de la voie NF-KB par des mutations
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somatiques et la surexpression de 1’oncoprotéine LMP1 sont mutuellement exclusives dans le

développement du NPC (Richardo et al., 2020).

La LMP1 active la voie NF-KB par le recrutement et I’activation de TRAFs, TRADD, EGFR.
La LMP1 augmente la phosphorylation d’IKB puis augmente la translocation nucléaire de
NF-KB pour activer les geénes cibles. L’effet de 1’infection par EBV dans les cellules NPC
semble pencher vers la régulation de I’activité NF-KB plutdt que 1’expression de protéines de
signalisation NF-KB. La phosphorylation IKBa par IKKf est induite par I’activation LMP1
par voie mTORC1, avec une modulation supplémentaire de la glycolyse aérobie par
transcription Glut-1 (Richardo et al., 2020).

En plus, Il a été démontré que la LMP1 induit I’interaction entre la transcriptase inverse de
télomérase (hTERT) et p65, provoquant 1’activation de la télomérase et I’immortalisation des
cellules (Zhu et al., 2021).

4. Lavoie de signalisation PI3K-AKT- mTOR :

La voie de signalisation intracellulaire PI3K-AKT-mTOR constitue un intérét majeur dans
I'étude de lI'oncogenese (Yu et al., 2022) et joue un réle crucial dans I'association entre le NPC
et I'infection par le virus EBV. Ce dernier active la voie de signalisation PI3K-AKT induisant
la pathogénicité par plusieurs mécanismes, y compris la régulation de 1’apoptose, la croissance

et du cycle cellulaire, 1’instabilité génomique ainsi que la dynamique du cytosquelette (Zhu et

al., 2021).

Les deux oncoprotéines LMP1 et LMP2A activent la voie PI3K/AKT et conduisent a la
dégradation du p53 et I’expression du c-myc, menant a un carcinome nasopharyngé
indifférencié fortement métastatique (Zhou et al., 2018). La LMP1 stimule la voie PI3K-AKT,
assurant 1’induction et le maintien des propriétés des cellules souches cancéreuses CD44
positives. PI3BK-AKT et LMP1 créent une boucle de rétroaction positive pour réguler le CSC
induit par LMP1 dans le NPC (Yang et al., 2016 ; Zhang et al.,, 2017). La mTOR
(mammaliantarget of rapamycin) joue un role important en aval de la voie PI3K-AKT. Il
provoque la phosphorisation et I’activation de ses effecteurs tels que la protéine ribosomale S6
kinase (P70S6K) et le facteur d’initiation eucaryote 4E (4EBP1). Il a été démontré que les
LMP1, p-P70S6K et p-4EBP1 sont surexprimés dans le NPC, mais ils ont été associés avec un
mauvais pronostic (Chen et al., 2010). Le LMP2A améliore également les propriétés

migratoires et invasives et dans NPC grace a ’activation de la voie AKT (Zhang et al., 2019).
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5. Lavoie de signalisation EGFR-MAPK

Plusieurs études ont démontré le potentiel de 1’oncoprotéine LMP1 sur I’expression du
récepteur EGFR (epidermal growth factor receptor) qui est un récepteur de facteur de
croissance dont sa derégulation est souvent associee a la transformation des cellules

épithéliales en cellules tumorales (Ma et al., 2003).

Les deux domaines du C terminal de la protéine LMP1 (CTAR1 et CTAR2) peuvent activer
les différents membres de la famille NF-KB, les complexes p50/p50 et Bcl-3, et met en place
I’EGFR. La LMP1 améliore également la phosphorylation et la translocation nucléaire de

I’EGFR (Peng et al., 2021), qui est cruciale dans la prolifération cellulaire et la différenciation.

Actuellement, les voies de signalisation connues en aval de ’EGFR suivent cing cascades, y
compris PISBK-AKT-mTOR, PKC, Jak-STAT et la voie RAS-RAF-MEK-MAPK-ERK.
(Figure 7) (Peng et al., 2021). Cette derniére, connue sous le nom de la voie MAPK, transmet
le signal d’un récepteur de la surface cellulaire au noyau par 1’activité de phosphorylation de
nombreuses protéines kinases. La voie MAPK est dérégulée dans les cellules NPC ou la
protéine LMP1 est surexprimée. Le LMP1-CTARI active également I’EGFR et I’ERK par la
protéine kinase C delta, qui favorise la motilité des cellules NPC et leur caractere invasif par
I’activation de la voie ERK-MAPK. (Richardo et al., 2020).

Ligand
EGFR

homodimer

: AKT )
PiC

Transcription, Cell Proliferation, Protein synthesis,
Invasion, Metastasis and Angiogenesis

Figure 7 : Les cinq voies de signalisation connues en aval de ’EGFR (Peng et al., 2021)
IV.  Facteurs de risque du cancer du nasopharynx

Le NPC est un cancer multifactoriel. Les informations actuellement disponibles suggerent
I’interaction complexe de trois facteurs dans la survenue de ce type de cancer : facteurs viraux,

facteurs génétiques et cancérigenes environnementaux (Bei et al., 2016).
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V.1 Facteurs viraux

Le virus d'Epstein-Barr (EBV) fait partie de la famille des Herpesviridae. Plus précisément, il
appartient au genre Lymphocryptovirus. Il est caractérisé par sa capacité a établir une infection
persistante dans 1'organisme de 1'hote. L’EBV est I’un des huit herpés virus humains, infecte

plus de 95% de personnes a travers le monde (Taylor and Steven, 2016).

Selon I’organisation mondiale de la sant¢ (OMS), ’EBV est classé comme cancérogeéne du
groupe | (Painting, 2012). Plusieurs études ont bien démontré le role de ce virus comme étant
un facteur de risque considérable favorisant la genése du NPC (Dhouib et al., 2009). La
relation entre le développement du NPC et ’EBV est signée par une sérologie anti-EBV élevée
(ce qui se traduit par une augmentation d'anticorps anti-EBV de type IgA anti-EA et anti-VCA
et la mise en évidence du génome viral dans les noyaux des cellules tumorales avec un role
oncogene de la protéine latente de membrane LMP-1 (Chaaben et al., 2014). L’ ADN viral est
détecté dans pres de 100% des cas dans les carcinomes épidermoides non kératinisants (Taylor
and Steven, 2016).

V.2 Facteurs environnementaux

Dans I’environnement, plusieurs agents ont été associés au risque de développement du NPC.
Ces agents environnementaux sont liés principalement a une nutrition peu variée et au mode de

vie traditionnel (consommation des aliments de conservation traditionnelle).

En effet, la consommation des produits traditionnels riches en nitrosamines volatiles, tels que
les poissons séchés et salés est un facteur de risque prouvé d’apres les données

épidémiologiques et expérimentales des études sur la population chinoise (Tang et al., 2012).

Le métabolite cancérogene actif de ces nitrosamines peut provoquer des dommages a I’ADN et
une inflammation chronique dans la muqueuse du nasopharynx des individus génétiquement
sensibles. La consommation de substances génotoxiques pendant 1’enfance peut entrainer
I’accumulation de 1ésions génétiques aberrantes en provoquant le processus tumoral et le
développement du NPC a un jeune age, Ainsi que la présence du virus EBV dans les cellules
augmente le risque du NPC (Tsao et al., 2014).

Dans les populations asiatiques, 1’utilisation de certaines plantes médicinales traditionnelles a
également été signalée comme un facteur de risque trés élevé du NPC, en induisant I’expression

de I’antigeéne lytique du virus EBV (Tsao et al., 2014).
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Cependant, le risque du développement du NPC est également associé a d’autres aliments

conservés, tels que les viandes, les ceufs, les fruits et les 1égumes (Tang et al., 2012).

En Afrique du nord, I’analyse des facteurs de risques a montré que certains types de produits
alimentaires sont incriminés, certaines préparations de viande salée (el khlii=viande séchée) et
les graisses conservées a temperature ambiante (le beurre rance), et les piments séchés
(laharissa), en vue d’une consommation directe ou ajoutés lors de la cuisine typique de la région,

font courir un plus grand risque de développement du NPC (Bendjemana et al., 2011).
IV.3 Facteurs genétiques

Plusieurs altérations génétiques et épigénétiques ont été détectées, essentiellement au niveau
des genes suppresseurs de tumeur. Les plus fréquentes se produisent au niveau des
chromosomes 3, 9, 11, 13,14 et 16.

De nombreuses études ont révélé I’implication du complexe majeur d’histocompatibilité
(CMH) dans le développement du NPC. Les génes HLA (Human Leukocyte Antigen) exercent
un role essentiel dans le déclenchement de la réponse immunitaire adaptative puisqu’ils codent
pour les molécules CMH impliquées dans la présentation des peptides antigéniques tels que les

peptides viraux aux lymphocytes T effecteurs (Chang et al., 2021).

La présence de certains SNPs dans le gene HLA (rs3869062, rs2860580, rs2894207 et
rs28421666) a eté significativement associée a une augmentation du risque de survenue du NPC
(Emanuel et al., 2021).

11 existe également d’autres facteurs génétiques a part la région CMH, des études cas-témoins
sur le gene CCND1 (cell cycle regulatorcyclin D1) codant pour le régulateur cycline D1 du
cycle cellulaire et le géne TLR3 (Toll-like receptors) ont mis en évidence des polymorphismes
qui peuvent étres des marqueurs de susceptibilité du NPC (He et al., 2007 ; Shih et al., 2012).

La plupart des agents carcinogenes subissent une activation par des protéines d’oxydation de
phase |, et une désintoxication par des protéines de phase Il. 1l a été démontré que les SNPs
dans les genes de détoxification permettent le développement du NPC. En plus, plusieurs études
ont reporté le role des SNPs au niveau des genes de reparation de I'ADN dans le développement
du NPC.
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V. Epidémiologie du cancer du nasopharynx

V.1. Dans le monde

Le cancer du nasopharynx est responsable d’un taux de mortalité élevé dans le monde. Il occupe

une place particuliere dans I’ensemble des cancers des voies aérodigestives supérieures vu sa

répartition géographique particuliére caractérisée par différents niveaux d’incidence (Figure8).
Selon les chiffres du Centre International de Recherche sur le Cancer (CIRC) en 2020, le NPC

a enregistré un total de 133 354 nouveaux cas et 80 008 déces a travers le monde. L’incidence

du NPC est 2 a 3 fois plus élevee chez les hommes que chez les femmes (2.2 chez les hommes

vs 0.82 chez les femmes par 100 000) (Figure 9) (Globoccan, 2020).
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Figure 8: Taux d’incidence du NPC dans le monde (GLOBOCCAN, 2020).
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Figure 9: Taux d’incidence du NPC dans le monde en fonction du sexe (GLOBOCCAN, 2020).
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V.2. Au Maroc

Au Maroc, comme c’est le cas des autres pays du Maghreb, I’incidence du NPC est élevée
(Nawaz et al., 2015). Selon les derniéres statistiques réalisees dans le registre des cancers du
Grand Casablanca 2008-2012, le NPC représente 1.8 % de I’ensemble des cas de cancers
enregistrés, 433 nouveaux cas pendant la période de 2008 et 2012 ont été dénombré. En termes
d'incidence, le NPC est présent dans 2.2 pour 100 000 habitants (1.5 chez les femmes et 2.8
chez les hommes)18. Concernant les classes d’age, les effectifs les plus grands étaient
enregistrés pour les patients allant de 50 a 54 ans et de 45 a 49 ans de sexe masculin, et pour
les patients allant de 35 a 39 ans et de 40 a 44 ans de sexe féminin (Registre des cancers de la

région du Grand Casablanca 2018).
VI.  Diagnostic du cancer du nasopharynx

A des stades précoces, le NPC peut facilement échapper au diagnostic et la plupart des patients

restent non diagnostiqués jusqu'a ce qu'ils atteignent des stades avancés de la maladie.
VI.1. Bilan biologique

Les examens biologiques de base qui comprennent ’hémogramme complet, les tests de
fonction rénale et hépatique, les marqueurs tumoraux (CYFRA 21) et la sérologie EBV
(incluant surtout IgA/VCA, IgG/VCA et IgA/EA) peuvent étre réalisées comme un examen
initial (Shah, 2022).

VI1.2. Examens radiologiques

s TDM (Tomodensitométrie) : La tomodensitométrie est la modalité de choix en ce qui
concerne ’invasion osseuse et I’extension intracranienne. Cependant, I’exposition au
rayonnement et sa valeur limitée en termes d’extension des tissus mous et de métastases

nodales font de I’IRM la modalité préférée (Tang et al., 2021).

s IRM (Imagerie par résonance magnétique) : L’IRM est la modalité majeure pour
évaluer 1’extension de la tumeur dans la musculature et la métastase nodale. Elle est
également plus performante pour la visualisation de la masse tumorale avec invasion

locale et ne constitue aucune menace d’exposition au rayonnement (King, 2022).

% TEP (Tomographie par émission de positons) : C’est la principale modalité pour
évaluer la rémission et la récidive. L’acquisition TEP-TDM peut augmenter 1’étendue de

la métastase a distance car il s’agit d’une acquisition du corps entier (Meng et al., 2022).
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VI1.3. Examen endoscopique et histopathologique

La nasopharyngoscopie est I’examen de choix pour voir le nasopharynx, elle se fait a 1’aide
d’un nasopharyngocope. Elle permet de préciser le point de départ de la tumeur, son volume,
son aspect et surtout de réaliser une biopsie dirigée. Cette modalité permet un bilan d’extension
tumoral précis, et surtout de pratiquer des biopsies. Mais, I’examen devient génant si la tumeur
est trop grande (Shah., 2022).

VII.  Classification du cancer de nasopharynx
VII.1. Classification TNM

En fonction du bilan clinique et des examens radiologiques, la tumeur est classée. Il existe
plusieurs systemes de classification, mais le plus utilisé dans le monde est la classification TNM
(tumor-nodes-metastases), établie par AJCC/UICC (American Joint Committee on Cancer /
I’Union internationale contre le cancer) qui a subi plusieurs modifications depuis 1997
(Boussen et al., 2005). En 2016, I’UICC a proposé la 8°™ version avec une actualisation de la
classification du NPC et qui a une valeur d’orientation thérapeutique ainsi que pronostique

(Tableau 1) (Lietal., 2021 ; Guo et al., 2019).
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Tableau 1: La classification TNM (8™ version)

Classification tumorale (T)

TX
TO

T1

T2

T3

T4

La tumeur primaire ne peut étre évaluée

Aucune tumeur identifiée, atteinte d’un ou de plusieurs ganglions cervicaux
par EBV

Tumeur confinée au nasopharynx, oropharynx ou des fosses nasales sans
extension parapharyngée.

Tumeur avec extension parapharyngée, infiltration du muscle
ptérygoidienmédial, du muscle ptérygoidien latéral et des muscles
prévertébraux

Tumeur avec envahissement des structures osseuses de la base du crane, des
vertebres cervicales, des apophyses ptérygoides et/ou des sinus paranasaux
Extension intracranienne et/ou des nerfs craniens, de I’hypopharynx, de
I’orbite, de la glande parotide et/ou une infiltration au-deld de la surface
externe du muscle ptérygoidien latéral

Classification des adénopathies (N)

NX

NO

N1

N2

N3

Les adénopathies régionales ne peuvent pas étre évaluées

Pas d’adénopathies régionales métastatiques

Adénopathies métastatiques cervicales unilatérales et/ou Adénopathies uni ou
bilatérales rétropharyngés, Toutes < 6 cm au-dessus du bord inférieur du
cartilage cricoide

Adénopathies métastatiques cervicales bilatérales < 6 cm, au-dessus du bord
inférieur du cartilage cricoide

Adénopathies métastatiques cervicales > 6 cm et/ou extension au-dessous du
bord inférieur du cartilage cricoide (Les adénopathies médianes sont
considérées comme ipsilatérales.)

Classification des métastases (M)

MO
M1

Absence de métastases
Présence de métastases a distance

Tableau 2: Stadification du cancer du nasopharynx

STADE
I

I

I

IVA

TINOMO
T2 NO-1 MO, T1 N1 MO

T3 N0O-2 MO, T0-2 N2 MO
T4 ou N3 MO
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VI1.2. Classification histologique

Les cancers du nasopharynx englobent différents types histologiques, ils ont fait 1’objet de
nombreuses classifications mais actuellement la plus utilisée est celle de I’OMS. Cette
derniere subdivise les cancers du nasopharynx en trois différentes entités clinico-histologiques
ayant des degrés de différenciation des cellules malignes et des propriétés invasives
distinctes (Stelow et al., 2017 ; Unsal et al., 2019 ; Jiromaru et al., 2022) :

- Carcinome épidermoide kératinisé : ce type de carcinome nasopharyngé est tout a fait
comparable a ceux retrouvés au niveau des VADS (Beyene et al., 2021). Il est
caractérise par une différenciation malpighienne avec la présence de ponts
intracellulaires et des dép6ts de kératine (Boia et al., 2013). Ce type histologique est
extrémement rare dans les régions endémiques (< 5 a 10 %), mais il comprend la grande

majorité des NPC dans les régions non endémiques (Wei et al., 2011).

- Carcinome épidermoide non kératinisé : ce type histologique est fortement associé a
I’infection par le virus EBV. Dans les régions endémiques, les carcinomes €pidermoides
non kératinisant sont considérés comme le type histologique prédominant, représentant

environ 95 % des cas (Argirion et al., 2020), ils sont divisés en deux sous-types :

- Carcinome épidermoide non kératinisé différencié : ce type histologique représente 15
a 20% des NPC. Il est caractérisé par des cellules tumorales avec un arrangement
stratifié non syncytial et des cellules néoplasiques avec des contours réguliers et nets en

aspect pavimenteux et une absence de la production de kératine (Boia et al., 2013).

-Carcinome épidermoide non kératinisé indifférencié (UCNT) : ce type de carcinome
représente la grande majorité des NPC survenant dans les régions endémiques de la maladie. Il
est 1ié a I’infection par le virus EBV (Bennis et al., 2022). Les UCNTSs présentent la particularité
d’avoir un aspect histologique spécifique, les cellules tumorales ont des noyaux de grande taille
renfermant 1 ou 2 gros nucléoles et avec des limites indistinctes, la tumeur présente un aspect
syncytial indifférencié et se caractérise par une absence de kératine. Ce type histologique peut
étre diagnostiqué par la détection sur coupes de marqueurs épithéliaux et de marqueurs viraux
de ’EBYV, tel que I’antigéne LMP1 par immunohistochimie, ou bien les ARN EBER (Epstein—

Barr encodingregion) par hybridation in situ (Bennis et al., 2022).

Les UCNT sont essentiellement radiosensibles, trés rarement accessibles & un traitement

chirurgical (Kaitouni et al., 2023).
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- Carcinomes épidermoides basaloides : considérés comme un sous-type agressif, ce type
de tumeur est extrémement rare, avec environ six cas signalés dans la littérature (Geng
etal., 2021).

VIIl.  Traitement

L’agressivité du cancer du nasopharynx varie en fonction de différents parametres (sous-type
histologique, stade, statut mutationnel), donc la modalité du traitement doit étre adaptée en
fonction de ces différents parametres (Figures 10 et 11) (Bossi et al., 2021).

La radiothérapie est la pierre angulaire du traitement du NPC, surtout en cas des lésions
locorégionales, vu la radiosensibilité de la forme épidermoide non kératinisée. La chirurgie est
limitée aux procédures de récupération dans les récurrences, tandis que la chimiothérapie
concomitante associée a la radiothérapie est préférée pour traiter les formes évoluées (Shah.,
2022).
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Figure 10: Procédure de traitement des différents stades I-IVA du NPC. (Bossi et al., 2021).

—> T3, N2, MO

AC, adjuvant chemotherapy; ChT, chemotherapy; ICT, induction chemotherapy; IMRT, intensity-modulated radiotherapy;

T, tumour , N, node, M, metastasis; NPC, nasopharyngeal cancer;
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[ Metastatic disease

l l

[ Local or regional recurrence

V \ N/ %
Amenable to salvage surgery :
or re-irradiation? Newly diagnosed?
= b No Yes

First line*:
Cisplatin + gemcitabine (I, A}

First line:
ChT followed by

RT on T and N sites (I, A}

Second line*
Nivolumab, pembrolizumab,
camrelizumab [, BJ;

ChT (paclitaxel, docetaxel, 5-FU,
capecitabine, irinotecan, vinorelbine,
ifosfamide, doxorubicin, oxaliplatin,
cetuximab) [II-IV, B]

Figure 11: Procédure de traitement en cas de récidive et/ou de métastase du NPC

(Bossi et al., 2021).

5-FU, 5-fluorouracil; ChT, chemotherapy; IMRT, intensity-modulated radiotherapy; N, node; NPC, nasopharyngeal cancer;
RT, radiotherapy; T, tumour. a Consider RT [l11, B] or surgery [IV, C] on metastatic sites

VIIL.1. Chirurgie

La place de I’intervention chirurgicale dans la procédure du traitement du NPC est trés réduite,
puisqu’il est difficile d’atteindre les tumeurs présentes dans le nasopharynx, en plus de leur
proximité avec la base de crane qui donne une exposition limitée du champ opératoire. La
place de l’intervention chirurgicale se limite a un complément thérapeutique en cas de
régression ganglionnaire incompleéte trois a quatre mois apres la fin de la radiothérapie et aprés
avoir vérifié I’absence de métastases a distance et le non atteinte du nasopharynx (Rivera et
al., 2005 ; Liu et al., 2017 ; Hay et al., 2019).
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VI11.2. Chimiothérapie

Dans les stades locorégionaux avancés du NPC non métastasiques, la radio-chimiothérapie
concomitante est la principale modalité du traitement. Le malade répond mieux avec la
chimiothérapie d’induction, et la thérapie concomitante est importante pour la diminution de la
masse tumorale. L’agent le plus utilis¢é comme ligne initiale d’intervention chimio-
thérapeutique est la cisplatine & une dose de 100 mg toutes les trois semaines (Adoga et al.
2018).

La chimiothérapie palliative est utilisée pour traiter les métastases a distance. Les agents de
choix sont le cisplatine et le 5-fluoro-uracile. Toutefois, le taux de survie médian ne dépasse

pas un an (Blanchard et al. 2018).
VI111.3. Radiothérapie

La plupart des formes du NPC sont radiosensibles et la radiothérapie (RT) reste le traitement
de référence de la maladie. La dose des radiations ionisantes délivrées par la radiothérapie a un
effet direct sur ’ADN (également sur les lipides, les glucides et les protéines) et un effet
indirect, par I’intermédiaire des espéces réactives de I’oxygene (ROS) provenant de la radiolyse
de I’eau (Lomax et al., 2013 ; Roos et al. 2013 ; Kim et al., 2019). Les dommages au niveau de
I’ADN se traduisent par des modifications de base, des cassures simple-brin, des cassures
double-brin et des pontages inter- ou intra-brin (Figure 12). En termes du nombre de cassures
et de Dl’altération des mécanismes de réparation de ces cassures, les radiations ionisantes
détruisent les cellules tumorales (apoptose, nécrose, autophagie et catastrophe mitotique)
(Ardaillou, 2008).

La radiothérapie est la pierre angulaire du traitement des formes non métastasiques du NPC. La
radiothérapie conformationnelle avec modulation d’intensité « RCMI ou IMRT » a permis
I’amélioration de la distribution de la dose au niveau des volumes cibles et une meilleure
protection des organes a risques par rapport aux autres modalités de radiothérapies (la
radiothérapie conformationnelle bidimensionnelle (2D) et tridimensionnelle (3D)). Elle est

indiquée également en cas de re-irradiation en cas de recidive locale (Bossi et al., 2021).
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Figure 12: Représentation schématique des effets directs et indirects des irradiations sur
I’ADN

VII1.4. Immunothérapie

Au cours des derniéres années, I’immunothérapie a gagné une place importante parmi les
différentes modalités du traitement du NPC. En raison du profil biologique particulier et du
systeme immunitaire général de ce cancer (Xu et al., 2022). En relancant et en préservant le
cycle immunitaire et en rétablissant la réponse immunitaire antitumorale normale, cette

nouvelle approche peut contréler et éliminer les cellules tumorales (Wang et al., 2022).

Il existe plusieurs stratégies pour augmenter I’immunité des patients atteints du NPC, parmi ces
stratégies il y a I’utilisation des inhibiteurs du point de contréle immunitaires ; qui est un
protocole adopté pour traiter la récurrence et la métastase du NPC en Chine ; La protéine PD-1
(programmed cell death protein 1) est une protéine qui est exprimée sur les lymphocytes T
activées et sert de récepteur du ligand PDL1 (programmed death-ligand 1) qui se trouve dans
certaines cellules tumorales. Ce complexe joue role de régleur négatif du systéme immunitaire
en empéchant la réponse des lymphocytes T anti-tumorales. Par conséquent, Les cellules
tumorales ne sont donc plus reconnues par le systéme immunitaire et peuvent continuer a se

développer (Han et al., 2020).
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Par I’utilisation des inhibiteurs de PD-1/PD-L1, I’immunothérapie empéche la liaison entre PD1
et PD-L1 et stimule ainsi le fonctionnement du systéme immunitaire. L'utilisation de ces
anticorps donne des bons résultats dans le traitement du NPC, en raison du nombre éleve de
lymphocytes intra-tumoraux infiltrant le tissu tumoral et la forte expression du ligant PD-L1
(69 %) dans le NPC liés a I’infection par le virus EBV (Johnson and Ma, 2021). Il a été démontré
que le nivolumab, le pembrolizumab et le camrelizumab sont fiables et actifs en monothérapie

pour traiter les cas récurrents et métastatiques du NPC (Bossi et al., 2021).

Dans une étude, ils ont trouvé que ’utilisation du camrelizumab (anticorps anti-PD-1) en
monothérapie a montré une réponse globale de 34 %, alors qu’en association avec la

gemcitabine et le cisplatine, elle est passée a 91 % (Fang et al., 2018 ; Sun et al., 2019).
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Chapitre Il :

_es mécanismes de résistance des patients

avec NPC a la radiothérapie
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I.  Laradiorésistance et le cancer de nasopharynx

Parmi les principaux problémes rencontrés par les cliniciens apres un traitement de
radiothérapie, nous citons : la fibrose radio-induite, la toxicité et 1’émergence de cellules
tumorales radio-résistantes. Malgré 1’utilisation des techniques modernes de radiothérapie, la
radiorésistance des cellules tumorales provoque une récidive locale et des métastases a distance
chez certains patients, ce qui contribue a I’échec du traitement (Yuan et al., 2016 ; Li et al.,
2017 ; Ouellette et al., 2022).

En outre, la réponse a la radiothérapie est trés variable en raison des différences individuelles,
la variabilité du patrimoine génétique des cellules tumorales, une définition inadéquate de la
cible et une durée de traitement globale plus longue que prévue (Kong and Lu, 2016). Une
meilleure compréhension des facteurs et des mécanismes de la radiorésistance des patients avec
NPC et la caractérisation des altérations moléculaires présentes au sein des cellules tumorales
est importante, en vue d’une conception adéquate de stratégies thérapeutiques et d’une

amélioration du pronostic.

Il.  Les mécanismes de la radiorésistance du cancer de nasopharynx
I1.1. Généralités

La radiorésistance est un processus biologique complexe, les recherches récentes indiquent que
les rayonnements ionisants peuvent activer de nombreuses voies de signalisation cellulaire qui
entrainent I’induction de la sénescence, de I’apoptose, de I’autophagie (la mort ou la survie des
cellules), et/ou I’activation des points de contrdle du cycle cellulaire et la réparation de I’ADN
(figure 13) (Schmukler et al., 2013 ; Santivasi et al. 2014 ; Chitikova et al., 2014 ; Havaki et al.,
2015 ; Nguyen et al., 2018 ; De Ruysscher et al., 2019 ; Chen et al., 2019 ; Richardo et al.,
2020).
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Figure 13 : Les différents types de réponses cellulaires a la radiothérapie.

Dans ce dernier cas, les cellules subissent un arrét du cycle cellulaire pour réparer les dommages
a ADN monocaténaire ou bicaténaire avec des mécanismes appropriés et revenir ensuite au
cycle cellulaire si les dommages sont réparés. En consequence, les voies de signalisation pro-
survies en réponse a la radiothérapie sont généralement impliquées dans la promotion de la
réparation de I’ADN et I’inhibition de I’induction de I’apoptose (Raleigh et al., 2013 ; Santivasi
etal., 2014 ; Havaki et al., 2015 ; Richardo et al., 2020 ; Zhu et al., 2021).

Ces voies de signalisation peuvent minimiser la cytotoxicité induite par le rayonnement sur les
cellules tumorales et, par la suite, reprogrammer biochimiquement ces cellules pour qu’elles

deviennent radio-résistantes (Ouellette et al., 2022).

En outre des études ont montré que la radiorésistance est le résultat d’un ensemble
d’événements génétiques et épigénétiques, affectant certains génes impliqués dans la

détoxification xénobiotique et de la réparation de I’ADN (Ouellette et al., 2022).
II.2. Rappels sur les mécanismes de réparation de I’ADN

La réparation de 'ADN est mise en ceuvre via une grande variété de mecanismes de réponse
afin de réparer spécifiquement chaque type de Iésion de I’ADN. Les principaux mécanismes de

réparation sont : la réparation directe (DR, Direct Repair), la réparation des mésappariements
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causés par le processus de réplication (MMR, Mis Match Repair), la réparation des cassures
double brin par recombinaison homologue ou non homologue (HR, Homologous Repair), la
réparation par excision et échange de base (BER, Base Excision Repair), et la réparation par

excision et échange de nucléotides (NER, Nucleotide Excision Repair) (Figure 14).
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Figure 14:Les différentes réponses aux dommages de I’ ADN.

https://reactome.org

1. Lavoie de réparation BER

Ce systeme de réparation est principalement conservé a la réparation des dommages simple brin
de ’ADN (SSB) (Figure 15) (Tian et al., 2015). C’est un processus multienzymatique de
réparation qui contient cinq enzymes principales : N-glycosylases, AP-endonucléase, flap
endonucléase, ADN polymérase et ligase ; qui prend en charge les modifications de bases
(Ambekar et al, 2017).

La premiére étape du BER est la reconnaissance des lésions de I’ADN, qui est effectuée par les
ADN glycosylases (Tian et al., 2015). Selon le type de base, une glycosylase spécifique coupe
la liaison N-glycosidique entre la base nucléotidique et le ribose, laissant le squelette phosphate
de I'ADN intact mais créant des sites apuriques ou apyrimidiques (AP). Ces sites AP sont des
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substrats pour les AP endonucléases qui hydrolysent la liaison phosphodiester et génerent ainsi
une coupure simple brin qui cause un gap mononucléotidique dans I’ADN (Alhmoud et al.,
2020). L’ADN polymérase comble le gap de I’ADN en ajoutant les nucléotides adéquats et le
mécanisme de réparation compléte la forme hélicoidale de I’ADN, qui est maintenue apres avoir

scellé la coupure par une ADN ligase (Robertson et al., 2009).

Ce processus comprend deux types différents de voies qui sont : Long Patch Repair (quand la
majeure partie des nucléotides sont réparés) et Short Patch Repair (Quand un nucléotide unique
est réparé) (Ambekar et al, 2017). Dans cette derniére voie, I’ADN polymérase Béta substitue
la base excisée et supprime le résidu terminal du pentose abasique a I’aide de son activité lyase.
Apres, le complexe 18 XRCC1 Ligase Il joint la base récemment substituée et le reste du brin
d’ADN. L’association entre les polymérases Pol B, Pol & et le facteur nucléaire PCNA
(Proliferating Cell Nuclear Antigen) est obligatoire dans cette voie afin de réparer un patch de
2 a 10 bases, en utilisant le brin complémentaire non endommagé comme matrice, ce qui produit
un chevauchement nommé flap qui devra étre supprimé a 1’aide d’une Flap Endonuclease 1
(FEN1). Enfin, une ligase I doit restaurer la continuité de I’ADN (Spirio et al., 1993 ; Lindahl
etal., 1999 ; Robertson et al., 2009).
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Figure 15 : la voie de réparation BER.
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2. Lavoie de réparation NER

Ce systeme permet la réparation de tous types de dommage encombrants (Figure 16) ; sont les
dommages qui déforment I’ADN et qui bloquent le fonctionnement des ADN et/ou les ARN
polymeérases (Petruseva et al., 2014). NER comprend deux branches principales : Le premier
c’est la réparation couplée a la transcription (transcription-coupled NER ou TCNER), qui agit
uniquement si la transcription d'un géne est endommagée. La deuxiéme est la réparation du
génome global (global genome NER ou GGNER), qui est un processus lent agissant a n’importe
quel endroit du génome et a n'importe quel moment (Tian et al., 2015). GGNER reconnait les
dommages sur I’ensemble du génome directement par 1’intermédiaire du XPC-hRAD23B qui
lie tout ADN altéré avec une affinité d’autant plus grande que le dommage provoque une
distorsion importante de la double hélice d’ADN, tandis que la TCNER est activée uniquement
si les dommages bloquent le fonctionnement de I’ ARN polymérase II ; les protéines Cockayne
Syndrome A et B (CSA et CSB) sont indispensables pour une efficacité optimale de cette
branche (Budden et al., 2016).

Dans ces deux branches, il existe des processus communs. Deux protéines XPD et XPB assurent
le maintien de I’ouverture de la double hélice, ce qui rend la lésion accessible aux facteurs NER
et recrute le complexe XPA-RPA et I’endonucléase XPG. La reconnaissance du dommage est
assurée par XPA, RPA se lic a ’ADN simple brin non endommagé et XPG incise le brin
endommagé en 3’ de la 1ésion. Ensuite, ERCC1-XPF réalise la coupure de I’ADN endommagé
a la jonction mono- et bicaténaire du c6té 5 par rapport a la lésion et élimine un fragment de 24
a 32 bases. Les polymérases réplicatives et les ligases ainsi que certains facteurs associés sont
alors nécessaires pour resynthétiser le fragment éliminé et restaurer la continuité de I’ADN (Ogi
etal., 2010 ; Alhmoud et al., 2020 ; Sadoughi et al., 2021).
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Figure 16: La voie de réparation NER.

I1.3. Les altérations génétiques
1. Altérations des génes de réparation de ’ADN

La sensibilité des cellules tumorales aux effets cytotoxiques de la radiothérapie est limitée par
la présence de systémes efficaces de réparation de I’ADN (Dai et al., 2020). Etant donné que
les voies de réparation de I'ADN, NER et BER, sont principalement utilisées pour réparer les
Iésions de I'ADN, une augmentation de leur efficacité est corrélée a une résistance accrue a la

radiothérapie.

Au sein de ces complexes, la radiorésistance est associée a la présence de certains SNPs,
principalement au niveau du gene ERCC1 (excision repair cross-complementing 1), du géne
XRCC1 (X-ray repair cross-complementing 1) et du gene XRCC3 (X-ray repair cross-

complementing 3).
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1.1. X-ray repair cross-complementing group 1 (XRCC1)
A. Structure du gene

Le géne X-ray repair cross-complementing lhumain (XRCC1) est localisé sur le bras long du
chromosome 19 en position 19q13.2, et qui s’étend sur environ 37 163 bases, il est compose de
17 exons et 16 introns (Kaur et al., 2020). Le XRCC1 a été le premier gene détecté qui affecte
la sensibilité des cellules tumorales aux rayonnements ionisantes (Liu et al., 2021). Le géne est
transcrit en un ARN messager (ARNm) de 2102 pb puis traduit en protéine XRCC1 (Sterpone
etal., 2010).

B. Structure et role de la protéine

C’est une protéine comprenant 633 acides aminés de 70 kilos dalton (kDa), elle comporte
plusieurs domaines structuraux et fonctionnels ; (i) un domaine amino-terminal (NTD) ; (ii) une
région de liaison contenant un site K1776, un motif de type RIR, et un signal de localisation
nucléaire (NLS) ; (iii) un domaine central BRCT (BRCT1) ; (iv) une région de liaison contenant
trois grappes de sites de phosphorylation CK2 et (v) un domaine BRCT C-terminal (BRCT2)
(figure 17) (Caldecott, 2019).

Figure 17: la protéine XRCCL1 : A : Les différents domaines et interactions de la protéine
XRCC1 ; B : Structure en 3D de la protéine XRCC1(London, 2020).
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Ces domaines lui permettent d’organiser les différentes étapes du systeme BER par recrutement
et stimulation de différents facteurs de réparation (reconnaissance et réparation des cassures
simple-brin et les dommages de bases) (Figure 18) (Wood et al., 2001).
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Figure 18: Participation de la protéine XRCC1 dans la voie BER (London, 2020).
C. Polymorphisme du gene XRCC1 et radiorésistance

Les SNPs des geénes de réparation de I’ ADN peuvent modifier I’expression et ’activité du géne
comme ils peuvent affecter la réponse au traitement du cancer et, en conséquence, la survie.
Nombreuses recherches se sont intéressées a ’analyse des SNPs dans le gene XRCC1, qui sont
de l'ordre de 300 SNPs, validés et signalés dans la base de données dbSNP
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP)(Yang et al., 2022).

En effet, les polymorphismes du gene XRCC1 sont étroitement liés a la carcinogeneése et a la
réponse aux traitements de divers cancers. Parmi les SNPs les plus étudiés, trois principaux
polymorphismes fonctionnels : Arg194Trp (rs1799782), Arg280His (rs25489) et Arg399Gin
(rs25487) ont été identifiés, qui peuvent affecter la capacité de réparation de ’ADN en
modifiant les interactions entre XRCC1 et d’autres protéines impliquées dans le systeme de

réparation BER et par la suite le développement d’un cancer (Liu et al., 2021).

L’association entre les SNPs et I’expression de la protéine XRCC1 a été signalée dans plusieurs
cancers, notamment, le cancer de la thyroide (Liu and Xue, 2020), le cancer du poumon (Zhou
et al., 2021), le cancer du sein (Zhao et al., 2022), et le cancer du nasopharynx (Mohtasham et
al., 2023).
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Parmi les polymorphismes génétiques responsables au développement du NPC, le SNP
Arg399GIn (rs25487) est le plus répertorié (Lin et al., 2018), situé dans le domaine BRCT1,
qui est essentiel pour le recrutement de XRCC1 par PARP1 en cas de 1ésion de I’ADN (Hu et
al., 2001). II s’agit d’une substitution de la guanine (G) en adénine (A) dans le codon 399 au
niveau de I’exon 10, ce qui conduit a un changement de 1’acide aminé Arginine (Arg) en
Glutamine (GlIn) (Singh et al., 2016 ; Chen et al., 2017 ; Gupta et al., 2021). Cette substitution
entraine la perte de caractéristique de structure secondaire, telle que I’hélice A, qui est
essentielle dans la correction des interactions protéine-protéine dans le domaine BRCT1,

compromettant ainsi la réparation des dommages (Jin et al., 2014).

Les études de corrélation entre le cancer du nasopharynx et la réponse a la radiothérapie ont
démontré 1’association du SNP XRCC1 Arg399GIn (combiné au tabagisme intensif) avec un
mauvais pronostic chez les patients traités par radiothérapie (Jin et al., 2014 ; Liu et al., 2021).
Les patients portant d’allele Gln/Gln étaient plus sensibles a la radiothérapie, ce qui fait de ce
génotype un marqueur prédictif convaincant pour la réponse au traitement du NPC a des stades
localement avancés (Zhai et al., 2016). De plus, 1’alléle 399GIn du géneXRCC1 peut également
altérer directement I’expression de I’ARNm (Zipprich et al., 2010). L'allele Arg/Arg a
également été identifie comme un facteur prédictif du risque de développement d’une

pneumonite et/ou une radiodermite aigué lors du traitement par IRM (Du et al., 2018).

Par ailleurs, Certain auteurs ont établi une association entre le SNP Arg399GiIn et la réponse a
la radiothérapie chez les patients atteints du cancer du sein. Ils ont démontré que le nombre
d'alléles variant dans les génotypes du XRCC1 Arg399GIn était corrélé a des retards prolongés
du cycle cellulaire aprés l'exposition aux rayonnements ionisants. Cela a conduit a une
hypersensibilité aux rayonnements ionisants chez les femmes atteintes d'un cancer du sein (Hu
etal., 2002).

Lors de I’évaluation de la corrélation entre le polymorphisme XRCC1Arg399GiIn et les résultats
cliniques chez les patients atteints du cancer colorectal traités par chimiothérapie, 66 % des
patients qui n’ont pas répondu au traitement par 5-FU/oxaliplatine étaient porteurs d’un
génotype GIn/GlIn ou GIn/Arg. Cela suggere le réle du polymorphisme XRCC1 dans I’altération

de la voie BER et donc, conduire a une chimiorésistance (Sadoughi et al., 2021).

Toutefois, d’autres études sur une population asiatique atteinte du NSCLC (Non-Small Cell
Lung Cancer) ont trouvé que le SNP XRCC1 Arg399GIn peut changer I’activité de réparation
de ’ADN et affecter la sensibilité des cellules tumorales aux médicaments a base de platine

(Zhang et al., 2020).
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1.2 X-ray repair cross-complementing group 3 (XRCC3)
A. Structure du gene

Le gene XRCC3 est situé sur le bras long du chromosome 14 (14932.3). Ce géne mesure 18 kb
et comprend 10 exons (Avadanei et al., 2018). L’analyse de la séquence de ce géne a montré
une homologie significative avec le géne Rad51 (Figure 19) (Liu et al., 1998). XRCC3 est un
géne impliqué dans le systeme de réparation par excision de nucléotides (NER) (Avadanei et
al., 2018). Il code pour une enzyme qui participe dans la réparation des cassures double brin de
I’ADN (Kaur et al., 2020).
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Figure 19: XRCC3, localisation chromosomique, structure du gene et structure de la protéine.
B. Structure et role de la protéine

La protéine XRCC3 est une protéine de 346 acides aminés, mesurent 37 kDa (Avadanei et al.,
2018). C’est I’un des membres de la famille large des protéines liées a Rad51(Hu et al., 2022).
Cette enzyme est essentielle pour maintenir la stabilité génétique (Ozoran et al., 2022).

Dans la réparation des cassures double brin de I’ADN, elle intervient a la fois dans les
mécanismes de réparation de la recombinaison croisée et homologue, représentant un
composant clé de cette voie, car elle est une homologue de la protéine RAD51 avec laquelle
elle interagit (Figure 20) (Avadanei et al., 2018). XRCC3 contient des motifs ATPase constitués
de Walker A et B qui interviennent dans la fixation et I’hydrolyse de I’ATP. Par ailleurs, il est
connu que la liaison et I'nydrolyse de I'ATP jouent des r6les importants au niveau de
I'interaction XRCC3-RADS51 (Yamada et al., 2004), cette interaction facilite la synthése d’un
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filament de nucléoprotéines, qui représente le vecteur primordial a la fois pour la recombinaison

homologue et hétérologue (Avadanei et al., 2018).
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Figure 20: Réle de la protéine XRCC3 et RAD51C dans la recombinaison méiotique.
C. Polymorphismes du gene XRCC3 et radiorésistance

Les polymorphismes du géne XRCC3 peuvent étre lies aux risques du développement du cancer
et a la réponse aux différents traitements (Kutilin et al.,2020 ; Siak et al., 2021). Selon la base
de données NCBI, XRCC3 comprend 111 SNPs. Le polymorphisme XRCC3 Thr241Met est
intensivement lié au risque du développement du NPC (Cui et al., 2016), et il est tres étudié
dans les recherches de 1’association avec la réponse a la radiothérapie (Cheuk et al., 2014 ; Kaur
et al., 2020). Il est caracterisé par une substitution de la cytosine (C) par la thymine (T) au
niveau du codon 241 de I’exon 7 a la position 18067 (rs861539) (Jacobsen et al., 2004 ; He et
al., 2018).

Contrairement aux autres polymorphismes du gene XRCC3, le polymorphisme non synonyme
XRCC3Thr241Met conduit a un changement d’un acide aminé polaire (thréonine) par un acide

aminé non polaire (méthionine), ce qui peut affecter considérablement le fonctionnement de la
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protéine produite. Pour cette raison, ce polymorphisme a été largement étudié dans de
nombreuses tumeurs malignes, y compris le cancer de la vessie (Zhu et al., 2012), le cancer de
latéte et du cou (Yinetal., 2012), le cancer des ovaires (Cheng et al., 2012), le cancer colorectal
(Zhao et al., 2012), et le cancer du nasopharynx (Cui et al., 2016) et des associations

significatives ont été demontrées dans certains cas.

En outre, les polymorphismes XRCC3 jouent un role important dans le traitement des gliomes.
Dans la pratique actuelle, le témozolomide est 1’agent chimio-thérapeutique de choix pour les
gliomes de haut grade. Récemment, une étude a démontré que le polymorphisme
XRCC3Thr241Met contribue a la résistance au témozolomide dans les cellules du glioblastome

en favorisant la réparation des ruptures a double brin (Tan et al., 2022).

Dans une étude, 1’alléle Thr du XRCC3 Thr241Met présentait des DFS (disease free survival)
et DSS (disease-specificsurvival) significativement meilleurs que 1’alléle Met chez des patients
atteints du LSCC (laryngeal squamous cell carcinoma) traités par radiothérapie (Rajabi-
Moghaddam and Abbaszadeh, 2022).

Certaines études ont montré que le polymorphisme XRCC3 Thr241Met est associé a une
radiosensibilité tres élevée chez des patients atteints du HNSCC (Farnebo et al., 2011).
L’hétérozygoteThr241Met est 1ié¢ a des niveaux relativement élevés de métastases locales du

cancer de sein (Krupa et al. 2009).
1.3. Excision repair cross-complementing groupl (ERCC1)
A. Structure du géne

Le géne ERCC1 est localisé sur le bras long du chromosomel9 (19g13.32), il est composé de
10 exons. ERCC1 appartient a la famille des genes de réparation et joue un role crucial dans la
voie de réparation NER (Ren and Ly, 2016).

B. Structure et role de la protéine

La protéine ERCCL1 est une enzyme tres conservée, composée de 297 acides aminés avec un
poids moléculaire de 33 kDa (Koutsoukos et al. 2020). Elle comporte deux domaines : un
domaine central conservé dépourvu de I’activité nucléase et un domaine C-terminal (Figure 21)
(Li et al., 1994). Sur le plan fonctionnel, la protéine ERCCL1 interagit avec le Xeroderma
Pigmentosum du groupe F (XPF) a travers leurs domaines C-terminal et forme un complexe
protéique hétérodimérique avec une activité endonucléase (Koutsoukos et al. 2020). Le

complexe ERCC1-XPF est I'un des composants clés de la voie de réparation NER, il est

40



capable d’identifier et d’éliminer les adduits d’ADN (Figure 22). 1l catalyse le clivage en 5' de
I'ADN endommageé libérant un fragment de 24 & 32 bases. Le domaine central semble étre
responsable de I’interaction avec XPA, cette interaction est requise pour le recrutement du
complexe ERCC1-XPF (Li et al., 1994 ; Orelli et al. 2010 ; Koutsoukos et al. 2020). Plusieurs
études indiquent que ce complexe fonctionne dans d’autres voies de réparation de I’ADN
(réparation des SSBs,DSBs et ICL) grace a ses propriétés uniques d’incision catalytique
(Faridounnia et al., 2018).
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Figure 21: Structure de la protéine ERCC1(McNeil and Melton, 2012).
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C. Polymorphisme du gene ERCC1 et radiorésistance

Plusieurs études se sont intéressées a I’analyse des polymorphismes du géne ERCC1, qui sont
représentés essentiellement par des SNPs. Plus de 109 SNPs sont répertoriés et validés dans la
liste de données dbSNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP). Certaines sont des mutations
faux-sens, provoquant un changement d’acide aminé, mais la plupart sont des mutations
silencieuses sans aucun changement dans la séquence d’acide aminé (Yu et al. 1997). Ces SNPs
sont présentes dans plusieurs types de cancers y compris le NPC, de plus, ils ont une influence

sur la réponse aux différents types de traitement (Chen et al. 2013 ; Jin et al., 2014).

Parmi les polymorphismes les plus étudiés, il y a le SNP ERCC1 C8092A (rs3212986) ; qui est
une substitution d’une cytosine (C) par une adénine (A) au niveau du codon 118, localisée sur
la région non traduite 3’ du géne ERCC1 (Shen et al., 1998), impliqué dans la répression
translationnelle de I’ARNm et affectant ainsi sa stabilité (Zhou et al., 2004 ; Jin et al., 2014).

L’association entre les SNPs du géne ERCC1 comme Cys8092Ala et le pronostic a été analysee
dans divers types de cancers traités par chimiothérapie, les résultats étaient discordents. Dans
le NSCLC, plusieurs études génétiques ont démontré que le polymorphisme Cys8092Ala peut
étre un facteur prédictif de la réponse a la chimiothérapie a base de platine (Grenda et al. 2020).
Aussi, Zhou et al ont trouvé que la durée de survie médiane était de 22.3 mois chez les patients
ayant le génotype C/C, alors qu’elle est de 13.4 mois chez les patients ayant le génotype C/A
ou A/A, suggérant que la présence de I’allele A est associée a un mauvais pronostic (Zhou et
al., 2004).

Par ailleurs, le polymorphisme ERCC1 C8092A semble étre associé a un meilleur pronostic
dans les carcinomes spinocellulaires pharyngo-laryngés (Hirakawa et al., 2020). Ce
polymorphisme pourrait étre un marqueur potentiel utile chez les patients NPC
métastatiques/récurrents traités par chimiothérapie a base de cisplatine (Jin et al., 2014 ; Rajabi-
Moghaddam, 2022). Certaines études ont trouvé que les patients porteurs des génotypes CC et
CA ont bien répondu a la chimiothérapie comparativement & ceux qui portent le génotype AA
(Tejasvi et al., 2020).

Plusieurs études ont démontré que certains polymorphismes du géne ERCC1 pourraient étre
associés a la radiorésistance chez les patients avec NPC (Liu et al., 2014). Toutefois, les études
sur les relations possibles entre le polymorphisme Cys8092Ala et la réponse a la radiothérapie
chez les patients avec NPC sont limitées. Dans une analyse rétrospective incluant 75 patients
atteints de NPC, I’association entre le SNP ERCC1 Cys8092Ala et la réponse a la radiothérapie
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a été évaluée ; les patients NPC porteurs du génotype ERCC1 8092 Ala/Ala ont un mauvais
pronostic par rapport a ceux avec le génotype ERCC1 8092 A/C ou ERCC1 8092 Cys/Cys (Jin
etal., 2014).

Un autre polymorphisme, ERCC1C118T (rs11615) est situé¢ dans le codon 118 de I’exon 4
entraine un changement de cytosine (C) en thymine (T) (Tejasvi et al., 2020). Ce
polymorphisme semble avoir une signification fonctionnelle, mais pas entiérement comprise.
En effet, la substitution du C en T peut influencer I’expression du géne ERCC1 (Yuetal., 1997).
Cette mutation silencieuse code dans les deux cas pour 1’acide aminé asparagine. Cependant, le
nucléotide de thymine diminue jusqu’a 50% I’utilisation du codon et la transcription du géne,
réduisant ainsi la traduction et changeant la conformation de la protéine d’ERCC1 dans le

systeme NER (Yu et al., 2000).

Plusieurs études ont établi un lien entre ce polymorphisme et le traitement par chimiothérapie
a base de sels de platine dans plusieurs cancers, notamment, le cancer ovarien, gastro-intestinal,

pulmonaire et nasopharyngée (Park et al., 2003 ; Isla, et al., 2004 ; Kang et al., 2006).

Dans une étude visant a évaluer 1’effet du polymorphisme ERCC1 118 C/T sur la réponse a la
chimiothérapie a base de cisplatine chez les patients atteints de carcinome malpighien de la
cavité orale, les résultats ont montré que ce SNP a un impact important sur la réponse au
traitement ; les patients porteurs des génotypes CC et CT ont donné une bonne réponse au
traitement par rapport a ceux avec le génotype TT (Tejasvi et al., 2020).

Par ailleurs, le SNP ERCC1 118 C/T peut jouer un réle important dans la prédiction de la
sensibilité a la radiothérapie et du pronostic du NSCLC. En effet, les patients porteurs de 1’allele
C ont un taux de survie plus élevé par rapport a ceux porteurs de I’all¢le T (30,9 vs. 16,2 mois
; P=0,003) (Jiang et al., 2021). Ces résultats ont été confirmé par Du et son équipe, démontrant
une association significative entre les génotypes ERCC1 C118T et les résultats de la
radiothérapie chez les patients atteints de cancer du poumon (Du et al., 2018) et du cancer de
I’cesophage (Warnecke-Eberz et al., 2009). Un intérét particulier a été accordé au réle du SNP
ERCC1 C118T comme marqueur de réponse a la radiothérapie chez des patients espagnols
atteints de cancer de la téte et du cou, élargissant la gamme d’application de ce SNP pour prédire
le stade clinique ainsi que la réponse a la radiothérapie. Dans le NPC, le polymorphisme
ERCC1 C118T peut étre un indicateur de bon pronostic chez les patients NPC avec EBV
négatifs et traités par radiothérapie (Siak et al., 2021).
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2. Altération des génes de détoxification

Les systémes antioxydants se mettent en place pour protéger les cellules contre les attaques des
ROS (espeéces réactives de ’oxygene) générées a la suite d'un stress oxydant apres
radiothérapie. Parmi ces systemes de défense, figurent des protéines comme la glutathion
peroxydase sélénium-dépendante (GPX1) et les glutathion S-transférases (GSTP1). Les
polymorphismes au niveau des genes codant pour ces protéines de détoxification peuvent servir
comme biomarqueurs moléculaires prédictifs du statut de radiosensibilité et de radiorésistance

chez les patients avec NPC (Tang et al. 2018).
2.1 Glutathione S-transferasesP1 (GSTP1)
A. Structure du gene

Le gene GSTP1 est polymorphe, il est localisé sur le chromosome 11 en position q13.2, il est
constitué de 7 exons et 6 introns avec une taille de 3 kb. Ce gene code pour des protéines
variantes de GSTP1 active de 210 acides aminés (Daniel, 1993).

B. Structure et réle de la protéine

Les enzymes glutathion S-transférases sont divises en 3 familles: les GST kappa, GST
microsomales et les GST cytosoliques, ces derniéres sont composées de 7 classes ; alpha
(GSTA), mu (GSTM), omega (GSTO), pi (GSTP), theta (GSTT) and zeta (GSTZ) (Nebert and
Vasiliou, 2004). Deux isoformes de la classe pi ont été décrits : GST P2 et GST P1. Les GSTs
comprennent deux sites de fixation ; site G (spécifique du GSH) et site H (spécifique au
substrat). Les GSTPs possédent un troisieme site non spécifique (transporteur des molécules
hydrophobes ou régulateur qui supprime certaines activités enzymatiques) (Mohabatkar et al.,
2021 ; Van Bladeren, 2000).

Les GST sont des protéines de biotransformation de phase 11 qui jouent un réle essentiel dans
la détoxification des cancérigénes, des médicaments, et des ROS, en catalysant la conjugaison
de glutathion réduit (GSH) et entrainant généralement une détoxification d’un grand nombre de
substrats électrophiles hydrophobes endogenes et exogenes (Prysyazhnyuk et al., 2021). Les
GSMs catalysent I’attaque nucléophile de 1’atome de soufre du GSH sur un composé
électrophile pour donner des conjugués X-SG. Cette réaction est la premiére étape de la
formation des acides mercapturiques qui sont des composés N’acétylés dérivés de composés
électrophiles. Cette voie permet la détoxication des composés chimiques en les rendant plus
hydrophiles (Habig et al., 1974).
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La protéine GSTP1 joue un role important dans la susceptibilité du NPC, elle a été également

associée a la réponse des patients NPC apreés une radiothérapie.
C. Polymorphismes du gene GSTPL1 et la radiorésistance

Deux sites polymorphes dans la sequence du gene GSTP1 ont été identifiés, il y a le
polymorphisme GSTP1 llel05Val (rs1695) ; un polymorphisme non fonctionnel en position
314 de I’exon 5 permettant la substitution de 1’adénine (A) en guanine (G) ; qui en résulte un
changement de 1’acide aminé isoleucine (Ile) en valine (Val) dans la position 105(Saadat, 2017).
Le deuxieme polymorphisme est caractérisé par une transition de C en T au niveau du
nucléotide 341 entrainant le remplacement de 1’alanine par le valine (Alall4 Val) dans 1’exon
6 (Sharma et al., 2014).

Ainsi, le locus humain GSTP1 comprend quatre alleles différents : GSTP1*A (type sauvage lle
105 Alal14), GSTP1*B (Val105- Alal14), GSTP1*C (Val105 -Vall14) et GSTP1*D (lle105
-Vall114) (Ali-Osman et al., 1997 ; Alexandrie et al., 2002).

La protéine GSTP1 est considérée comme ayant un réle dans le développement du cancer et la
résistance aux différentes modalités de traitement, en raison de sa surexpression dans la majeure
partie des lignées cellulaires tumorales humaines et sa forte prévalence dans les tumeurs chimio

et radio-résistantes.

Il a été démontré que le SNP GSTP1 Ile105Val (rs1695) diminue I’activité enzymatique de la
protéine GSTP1 (Ma et al., 2017), la forme Val105 de la protéine GSTP1 peut étre 2 a 3 fois
moins stable que la forme canonique 11105, par conséquent, elle peut étre associée a un niveau
plus élevé d’adduits d’ADN (Junfeng, 2011). Il existe plusieurs preuves qui soutiennent le réle
du GSTP1 lle105Val dans la prédisposition aux différents types cancers. Dans une étude menée
sur une population chinoise, ils ont démontré que ce polymorphisme peut augmenter le risque
de cancer du poumon. De plus, dans d’autres travaux, le SNP Ilel05Val est associé a la
susceptibilité au carcinome spinocellulaire pulmonaire, au carcinome hépatocellulaire et aux
cancers colorectal et gastrique (Cui et al., 2020). 1l a été signalé que ce polymorphisme pourrait
étre impliqué également dans le développement du NPC (Farhat et al., 2021).

En plus de son rdle dans le développement du cancer, le SNP lle105Val a été évalué également
comme biomarqueur potentiel de la réponse au traitement dans différents types de cancers. Il a
¢té démontré que ’efficacité catalytique du thiotépa ; un médicament chimiothérapeutique ;
était 2 fois plus faible pour les patients atteints du cancer de sein porteurs de 1’alleéle Val105 par

rapport a ceux porteurs de I’all¢le 11e105. Ce qui laisse Penner que les patients ayant 1’all¢le
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Vall105 peuvent réagir différemment a la chimiothérapie en raison d’une activité altérée dans
I’¢limination enzymatique des agents thérapeutiques, ce qui en résulte une différence de survie

(Sweeney et al., 2000).

Dans une étude d’association entre la réponse au traitement et le polymorphisme GSTP1
Ile105Val chez des patients NSCLC traités par chimiothérapie ; il a été demontré que les
génotypes AG et GG ont éte associés a une meilleure réponse a la chimiothérapie par rapport
au génotype AA (Zhao and Chen, 2015).

Récemment, dans une étude qui a visait a explorer I’influence de ce polymorphisme sur la
sensibilit¢ a la leucémie myéloide chronique (LMC) et a la réponse a I’imatinib. Ils ont
démontré que ce polymorphisme n’est pas associé au risque de LMC, mais il influence la

réponse des patients traités par I’imatinib (Kaltoum et al., 2021).

L’association entre le polymorphisme GSTP1 Ile105Val et la réponse aux traitements a été
également évalué chez une population HNSCC traités par chimioradiothérapie. L’analyse a
démontreé que les patients ayant le génotype GSTP1 Val105Val avaient 3,87 plus de chances de
présenter une progression de la maladie que ceux ayant le génotype lle105lle ou lle105Val
(p<0.01), concluant que le polymorphisme GSTT1 Ile105Val modifie la réponse des patients
HNSCC traités par chimioradiothérapie (Pincinato et al., 2019).

2.2 Glutathion peroxydase 1(GPX1)
A. Structure du gene

Le GPx1 est un géne polymorphe localisé dans le bras court (p) du chromosome 3 en position
3p21(Arsova-Sarafinovska et al., 2009) avec une taille de 1178 pb et contenant deux exons
(Zhao et al., 2022) (Figure 23). Il a cing variantes de transcription, et sa direction de
transcription est negative (Figure 24) (Brigelius-Flohé and Flohé, 2020). Ce gene contient une
répétition tri-nucléotidiqgue GCG en phase dans la région codante, et trois alléles avec 4, 5 ou 6
répétitions ont été trouvés dans la population humaine (Fang et al., 2018). La protéine codée

par ce géne appartient a la famille des glutathions peroxydases.
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B. Structure et réle de la protéine

La glutathion peroxydase est le nom général d’une famille d’isoenzymes qui catalysent la
réduction de H202 ou d’hydroperoxydes organiques en eau ou en alcools correspondants en
utilisant du glutathion réduit (GSH) comme donneur d’électrons (H202 + 2GSH -- GS-SG +
2H20) (Margis et al., 2008).

La forme cytosolique de la glutathion peroxydase 1 (GPX1) appartient a une famille de
peroxydases sélénium dépendantes qui comprend le cytosolique (GPX2), le plasma (GPX3) et
la phospholipide hydroperoxidase (GPX4) (Arsova-Sarafinovska et al., 2009). La protéine
GPX1 est la glutathion peroxydase la plus abondante et s’exprime de maniere omniprésente

(Brigelius-Flohé and Flohé, 2020), elle est un homo-tétramére composé de quatre sous-unités
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identiques d’un poids moléculaire de 22 a 23 kDa. Chaque monomere contient environ 208
acides aminés (Zhao et al., 2022) (Figure 24).

Cette sélénoprotéine contient la sélénocystéine (acide aminé rare) sur son site actif. Cet acide
aminé est codé par le codon UGA, qui signale normalement la fin de la traduction. La GPX1
est une enzyme antioxydante essentielle impliquée dans la prévention de I’accumulation nocive
de peroxyde d’hydrogeéne intracellulaire. Elle peut également réduire les hydroperoxydes
lipidiques et d’autres hydroperoxydes solubles aprés leur libération des lipides membranaires,
ainsi que les hydroperoxydes de phospholipide-monoacylglycérol (Figure 25) (Hubert et al.,
1996).
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Figure 25: Les mécanismes enzymatiques de GPX1 pour éliminer les superoxydes

(Zhao et al., 2022).

C. Polymorphismes du gene GPX1 et la radiorésistance

Les SNPs des genes de détoxification peuvent modifier I’expression et I’activité du géne comme
ils peuvent affecter la réponse du cancer au traitement. Plusieurs études se sont intéressées a
I’analyse des SNPs du géne GPX1, ce denier comprend 38 SNPs ; la plupart de ces SNPs se
situent dans les régions 5' et 3' (Foster et al., 2006). Parmi les polymorphismes qui modifient la
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région codante pour la protéine, il y a deux SNPs majeurs du géne GPX1 qui sont fréqguemment
étudiés en raison de leur prévalence et de leurs altérations résultantes dans la séquence d'acides
aminés du GPX1. Le premier polymorphisme implique un nombre variable de répétitions tri-
nucléotidiqgues GCG au niveau de I’exon 1 du gene GPX1. Le deuxieme polymorphisme
(rs1050450) se trouve dans 1’exon 2 et qui entraine un changement de 1’acide aminé proline
(Pro) en leucine (Leu) a la position 198 (Pro198Leu) en raison de la substitution de T (CTC)
par un C (CCC), pres de la région C terminale. Le SNP Prol98Leu diminue I’activité
enzymatique de glutathion peroxydase dans les cellules, ce qui peut encore augmenter les

dommages oxydatifs (Lee et al., 2006).

En outre, la relation entre le polymorphisme Pro198Leu et le risque de cancer a été évaluée et
des résultats divergents ont été obtenus. Certaines études ont indiqué une association
significative du polymorphisme Pro198Leu avec le cancer du sein (Ravn-Haren et al., 2006), le
cancer du poumon (Lee et al., 2006), le cancer de la vessie (Cao et al., 2014) et NPC (Wang et
al., 2017). Mais dans d’autres études, ce polymorphisme n’était pas associé au cancer du sein

(Cox et al., 2004) et au cancer de la prostate (Men et al., 2014).

Une expression incontrélée de la protéine GPX1 dans la tumeur peut éliminer les ROS, affaiblir
I’apoptose, et induire la résistance aux différentes modalités de traitements, favorisant ainsi la
survie des cellules cancéreuses (Zhao et al., 2022). L’expression du GPX1 est significativement
augmentée dans les cellules résistantes isolées de patients atteints de lymphome présentant une

chimiorésistance clinique au méthotrexate et a 1’étoposide (Schulz et al. 2012).

Un nombre limité d’études ont évalué la relation entre le polymorphisme fonctionnel GPX1
Pro198Leu et la réponse au traitement, Ce polymorphisme peut jouer un réle important dans
les fonctions cognitives de la thérapie pré-adjuvante et la survie des patients atteints du cancer
du sein et pourrait prédire la progression du cancer du larynx. En 2018, Nikic et al. ont signalé
que le polymorphisme GPX1 n’était pas associé a la survie globale des patients atteints d’un
cancer de la vessie métastatique traités par chimiothérapie au cisplatine dans la population serbe
(Nikic et al., 2018).

Certaines études ont indiqué une association significative de polymorphisme Pro198Leu avec
la réponse au traitement, ou ils ont remarqué que les patients porteurs de 1’alleéle leu ont un

meilleur pronostic apres le traitement du cancer (Zhao et al., 2005).
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3. Les MicroARNs et la radiorésistance
3.1. Généralités

Les microARNSs ou également nommés miARNs ou miRs, ce sont des ARNs simple brin qui
constituent une grande classe de petits ARN régulateurs non-codants, avec une longueur
comprise entre 19 et 25 nucléotides. Les miARNs ne codent pour aucune protéine par ce qu’ils
ne comprennent généralement ni un codon d’initiation, ni un codon stop. Depuis longtemps,
méme s’ils constituent une grande partie du génome humain, ces petits ARN étaient considérés
comme un sous-produit non fonctionnel de la transcription. Mais actuellement, ils représentent

une découverte trés importante dans le domaine de la régulation de I’expression des geénes.

A T’aide de plusieurs mécanismes, ces petits ARN peuvent intervenir dans différentes étapes ;
depuis la transcription des ARN et leur maturation jusqu’a la traduction des ARNm en
protéines. Chez 1’étre humain, il y a plus de 2600 miARNSs qui peuvent cibler potentiellement
pres de 30 % des ARNm.

En effet, plusieurs recherches sur les miARNs ont confirmé leur importance dans une
multitude de fonctions cellulaires, les miARNSs jouent des roles majeurs dans pratiquement
toutes les voies biologiques chez les mammiféres et autres organismes multicellulaires. Ainsi
une mauvaise régulation de leur fonctionnement peut causer plusieurs maladies, y compris le
cancer. En plus, les miRNAs influencent de nombreux processus liés au cancer tel que la
prolifération, le contréle du cycle cellulaire, I’apoptose, la différenciation, la migration et le
métabolisme. Ils peuvent également étre utilisés comme biomarqueurs potentiels prédictifs de
la réponse au traitement, ce qui est d’une grande importance pour la décision de la technique
thérapeutique adéquate. Des études ont révélé que les miRNASs sont présents de facon stable
dans presque tous les liquides biologiques, y compris le sérum. L’utilisation des miRNAs
sériques dans le diagnostic du cancer permet non seulement un diagnostic pratique, mais aussi

non invasif.
3.2. Biogenese des microARN

La synthese des miARNs s’écoule de la transcription des régions intra-géniques ou
intergéniques par I’ARN polymérase II a la production des régulateurs fonctionnels finaux aprés
des étapes successives de maturation (Figure 26) (Wang et al., 2019). Les différents acteurs
impliqués dans la biogenése des miRNAs sont divisés en deux groupes d’enzymes, y compris
les processeurs qui sont exclusifs pour la biosynthése des miARNSs ; intégrés par des

endonucléases d’ARN qui clivent les précurseurs des miARNs dans le noyau (Drosha) et le
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cytoplasme (Dicer) ; et les effecteurs qui sont composés de la famille Argonaute (AGO) et
toutes les protéines responsables de ’effet régulateur post-transcriptionnel sur les cibles
d’ARNm (complexe RISC) (Costa et al., 2012), ainsi que le systéme de transport qui est
responsable de 1’exploration des précurseurs des miARNSs du noyau vers le cytoplasme, tel que
I’Exportin-5 (Zeng and Cullen, 2004).

Les miARN sont synthétisés presque exclusivement par I’ARN polymérase II sous la forme de
longs précurseurs de centaines de nucléotides appelés miR primaires ou pri-miR (Figure 27).
Ce dernier est modifié par 1’ajout d’une coiffe en 5’ et d’une queue poly (A) en 3° (Tan et al.,
2015), Le pri-miR se replie et adopte des structures secondaires en tige boucle, puis il sera clive,
au noyau, par le processeur DROSHA ainsi que de son cofacteur DGCR8. Cette etape de
maturation va produire une molécule de 60 a 70 nucléotides appelée un miR précurseur ou pré-
miR (Wang et al., 2019).

Les précurseurs ont un réle crucial dans I’identification de la tige-boucle qui doit poursuivre la
voie de maturation des miRs. Pour cela, plusieurs caractéristiques seront prises en compte, tel
que la longueur de la tige qui devra é&tre comprise entre 35 et 36 paires de bases et qu’elle soit
principalement exempte de mésappariements. Les régions adjacentes a la tige devront étre
simple brin. En plus, 4 motifs différents sont nécessaires dans cette étape de maturation, y
compris un UG a la base de la tige, un GHG contenant un mésappariement central en position
8 de la tige, un UGU apical et finalement un motif CNNC flanquant la tige. Le processeur
clivera la tige aux positions des nucléotides 11 et 13 (Yao et al., 2019 ; Gebert and MacRae,
2019).

Une fois les pré-miARN générés, ils sont exportés vers le cytoplasme par un complexe exportin
5 couplé a Ran GTP ou il y sera ultimement clivé par DICER. Cette transformation consiste a
retirer la boucle terminale, ce qui donne un duplex miARN mature (O'Brien et al., 2018). Apreés
la séparation des brins, le miARN double brin mature, également connu sous le nom de brin
guide, est incorporé dans un complexe RISC (RNA-induced silencing complex) a I’aide des
protéines chaperons HSP90/HSC70 (Heat Shock Protein 90/Heat Shock Cognate 71 kDa
protein)), tout le brin passager (MiRNA*) est généralement dégradé. Le RISC est le complexe
effecteur de la voie de miRNA et comprend le miRNA, les protéines d’argonaute (Argonaute 1
a Argonaute 4) et d’autres protéines. Le brin mature est important pour la reconnaissance des
cibles et pour I’incorporation d’ARNm cibles spécifiques dans le RISC (Costa et al., 2012).
Chagque miRNA peut potentiellement cibler de nombreux génes (environ 500 en moyenne), et
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environ 60 % des ARNmM ont au moins une séquence conservée évolutivement qui est censée
étre ciblée par les miRNAs (Wang et al., 2019).
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Figure 26: Représentation schématique de la voie de biogenése de miRNA (Leitdo and
Enguita, 2022).
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Une nomenclature a été créée pour répertorier ces miARNS, souvent fondée sur des regles
établies par des organismes de référence tels que miRBase, une base de données centrale dédiée
aux miARNs (Griffiths et al., 2006). Chaque identifiant comprend I’espéce dans laquelle le
microARN a été retrouvé (hsa pour Homo sapiens ou mmu pour la souris p.ex.), suivi des termes
miR pour les mMiARNs mature et mir pour les pré-miARNSs, un numéro identifiant le miARN
(attribué chronologiquement dans I’ordre de leur découverte), et pour les miARNs matures le
bras 3p ou 5p du pre-miARN dont il est issu. Par example, hsa-miR-142-5p correspond au brin
5’ du pré-miARN humain 142, et hsa-miR-142-3p correspond au miARN mature issu du bras
3p du précurseur hsa-mir-142 (Budak et al., 2016).

3.3. Mode d’action des microARNSs

Les microARNs sont impliquées dans plusieurs fonctions cellulaires et moléculaires
essentielles, y compris le contrdle de I’expression des protéines cellulaires. En plus, elles ont
une capacité de contréler environs 70% des ARNm cibles. Elles peuvent se lier aux régions 3’
non traduites (3’UTR) ou 5’UTR (dans des cas rares) des ARNm cibles conduisant ainsi a une
régulation négative de la traduction (Figure 28) (Chitikova et al., 2014). Le complexe micro
ARN-ARNmM (miARN-ARNmM) inhibe la traduction de I’ARNm cible ou altere sa stabilité
(Gwizdek et al.,2004).
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Figure 28: Mécanisme d’action des microARNs (Zendjabil et al., 2017)
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3.4. Les microARNs dans le NPC

La voie de synthése des microARNS peut se deréguler a plusieurs niveaux, ce qui va agir sur la

qualité et la quantité (une diminution ou une augmentation) des microARNs dans la cellule.

Cette déregulation peut étre d’ordre génétique, épigénétique ou transcriptionnelle (Figure 29).

Les études antérieures ont démontré la relation existante entre les microARN et les processus

biologiques du cancer (Hayes et al., 2014). Les microARNSs jouent un réle important dans le

processus de tumorigénes, elles peuvent agir comme oncogénes ou suppresseurs de tumeurs,

régulateur de la prolifération cellulaire, de la migration, de I’invasion et de la métastase

(Jeanteur, 2010). (Tableau 3)
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Tableau 3. Liste des miARNS agissant en tant qu’oncogenes et genes suppresseurs de tumeurs
dans le NPC (Lao and Le., 2020)

MicroARNY/ genes suppresseurs de tumeurs MicroARN/ oncogenes

hsa-miR-9 hsa-miR-10a

hsa-miR-16 hsa-miR-10b

hsa-miR-26 hsa-miR-17
hsa-miR-29c hsa-miR-18a
hsa-miR-30a hsa-miR-20a
hsa-miR-34b hsa-miR-21
hsa-miR-449a hsa-miR-30a
hsa-miR-34c hsa-miR-93

hsa-miR-98 hsa-miR-141
hsa-miR-101 hsa-miR-144
hsa-miR-124 hsa-miR-149
hsa-miR-138 hsa-miR-155
hsa-miR-142 hsa-miR-205
hsa-miR-200b hsa-miR-214
hsa-miR-204 hsa-miR-378

Les miRNAs peuvent servir comme biomarqueurs potentiels pour divers types de cancers, y

compris le NPC. Jusqu’a présent, plusieurs signatures de miRNAS peuvent servir pour le
diagnostic et le pronostic du NPC (Figure 30) (Zou et al., 2020).
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Figure 30: Les microARNs impligués dans le NPC (Tan et al., 2015).

Les miARNSs sont impliqués dans la carcinogenese de I'épithélium du nasopharynx, l'apoptose des

cellules NPC, la prolifération, la transition épithéliale-mésenchymateuse, la migration et

I'invasion. Certains miARNS sont associés au pronostic clinique.

3.5 Les microARNSs et la radiorésistance

Les microARNSs ont été documentés comme étant impliqués dans le processus de résistance au

traitement dans différents types de cancers, tels que le cancer du poumon, cancer du sein et le

NPC (Figure 31). lls agissent sur la radiosensibilité des cellules tumorales en ciblant certains

génes ou voies de signalisation (Spence et al., 2016). (Tableau 4)
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Tableau 4 : MicroARNs impliqués dans la radiorésistance du NPC

miRNA Expression Cibles Fonction

miR-19b-3p Augmentation Bcl-2,Bax, Capase3, c-Capase3, Apoptose cellulaire |
TNFAIP3(A20)/ NF-kB

miR-125b Augmentation p-p65, y-H2AX Apoptose cellulaire |
TNFAIP3 (A20)/ NF-kB

miR-21 Augmentation Bcl-2, Bax, Survie cellulaire 1,
PTEN/AKT Apoptose cellulaire |

miR-205 Augmentation Bcl-2 , Bax, snail, PTEN/AKT Survie cellulaire 1,

EBV-miR-BART8-3p, BART5-5p,

BART7-3p, BART9-3p, BART14-

Augmentation

v-H2AX, ATM

Apoptose cellulaire |

DDRT,
Apoptose cellulaire |

3p
miR-23a Diminution YH2AX, IL-8 / Stat3 DDR|,
Cycle cellulaire |,
Apoptose cellulaire 1
miR-203 Diminution YH2AX, IL-8/ Stat3 DDR|,
Cycle cellulaire |,
Apoptose cellulaire 1
miR-20a-5p Augmentation YH2AX,Rab27B, NPAS2 Survie cellulaire 1,
Apoptose cellulaire |
miR-193a-3p Augmentation SRSF2 Cycle cellulaire |
miR-24 Diminution SP1 DDR|
miR-26a Diminution CDK4,CDK®6, EZH2 Cycle cellulaire |
miR-135a Diminution IL-17 inflammation,
Apoptose cellulaire 1
miR-143 Diminution capase3,PARP, YH2AX DDR|

Parmi les microARNSs qui régulent la radiosensibilité et peuvent étre un biomarqueur potentiel
pour prédire la radiorésistance chez les patients avec NPC, il y a le miRNA-324-3p ; qui est
significativement sous exprimé dans les cellules radiorésistances CNE-2 par rapport aux
cellules parentales en agissant sur la voie de signalisation WNT2B (Li et al., 2013).

Contrairement au miR-185-3p peut augmenter la radiorésistance des cellules NPC et affecter le
processus EMT en ciblant la région codante du Wnt2B et activant la voie de signalisation
WNT2B/B-caténine (Li et al., 2014). La surexpression du miR-19b-3p entraine une diminution
de la sensibilité a I’irradiation en activant la voie de signalisation TNFAIP3/NF-Kb (Huang et
al., 2016). Les miR-125b, miR-205, miR-222, miR-20a-5p, miR-206 et miR-504 sont aussi des

microRNAs conférant a la radiorésistance (Zhan and Fan, 2020).

Qu et al ont trouvé que le miR 203 supprime la viabilité et sensibilise les cellules NPC a
I’irradiation. Cette étude permet de suggérer que le miR 24 régule la sensibilité des cellules
tumorales en ciblant la protéine de spécificité 1 (SP1) et en régulant directement Jabl/CSNS5,
ils ont remarqué également que les niveaux de miR-24 sont significativement réduits en cas de
récurrence (Qu et al., 2015). Parmi les microRNAs qui contribuent a la radiosensibilité des
cellules tumorales chez les patients avec NPC, il y a miR-23a, miR-24 et miR-495 (Jia-Quan et
al., 2015).
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Figure 31: L’effet des microARNSs sur la radiorésistance dans le NPC.
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I. Considérations éthiques

Le protocole de I’étude a été soumis au Comité d’Ethique de I'Hbpital Ibn Rochd de Casablanca.
Tous les patients inclus dans I’é¢tude ont été informés d’une maniére claire de I’objectif du
travail et ils ont regu un résumé de 1’étude (orale ou écrit). La participation a cette étude a eu
lieu apres signature du consentement éclaire. Aussi, chaque participant a été libre de quitter

I’étude a n’importe quel moment.

Toutes les informations collectées dans le cadre du présent projet ont été rendues anonymes et
non identifiables pour I’utilisateur. Les informations transmises n'ont notamment pas permis
I’identification directe du patient, conformément aux exigences de la loi informatique et des
libertés du 6 janvier 1978 modifiée par la loi du 6 aolt 2004 relative a la protection des

personnes physiques a I’égard des traitements de données a caractere personnel.

Pour la réalisation des travaux de recherche, les équipes ayant pris part au projet se sont
engagées a adopter une démarche d’assurance qualité-tracabilité, en totale conformité avec la
Iégislation nationale et internationale en vigueur en matiere de santé publique et de protection

des données personnelles, notamment, sans que cela soit limitatif :

» La déclaration d’Helsinki adoptée par 1’association médicale mondiale en juin 1964,
en I’état de ses derniers amendements réalisés par 1’assemblée générale de

I’association médicale mondiale

> L’ensemble des regles, normes, « Bonnes Pratiques Cliniques » et/ou toutes autres
normes équivalentes communément admises (telles que, notamment, les normes 1ISO
15189, 14155 et 13612), ainsi que toute recommandation émise par les autorités de

Santé, applicables a I’activité des différentes équipes et de leurs laboratoires

> L’ensemble des normes, reglements, directives (telles que transposées localement,
sous réserve d’un niveau d’exigences similaire a celui de la directive initiale) relatives
a la protection des données personnelles, applicables en I’espéce compte tenu de la
nature des travaux confiés aux equipes de chercheurs dans le cadre du Document de

Mission, en ce incluse, la réglementation dite « Informatique et Libertes ».

Les équipes se sont engagées par ailleurs a conserver en archive toute la documentation, relative
a I’information et/ou a la non opposition des patients, afin de pouvoir en donner la preuve le

cas échéant.
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En ce qui concerne I'utilisation des échantillons, les équipes se sont engagées par ailleurs a
utiliser les échantillons dans le cadre des activités de recherche décrites dans le présent projet :
(i) soient utilisés aux seules fins décrites dans le présent projet ; (ii) ne soient pas cédés a une
tierce partie dans quelque but que ce soit. Aussi, a compter de la réception des échantillons, les
laboratoires de recherche reconnaissent étre seuls responsables de leur conservation, utilisation

et, le cas échéant, destruction, dans le respect de la réglementation applicable.
I1. Population de I’étude

Cette étude a été réalisée sur les prélevements sanguins provenant de 142 patients atteints du
NPC (confirmés histologiquement), ils ont été recrutés au niveau du Centre Mohammed IV
pour le Traitement du Cancer de Casablanca, de janvier 2016 a décembre 2018.Les patients
provenaient principalement du Grand Casablanca.

I11. Conception de I'étude

Lors du recrutement, tous les patients ont subi un examen préalable au traitement. Une imagerie
par résonance magnétique (IRM) du cou et du nasopharynx. Ainsi qu’une tomographie par
émission de positrons — tomodensitométrie (TEP-TDM) ont été realisées chez les patients avant
le début du traitement. Tous les patients ont été classés selon la septiéme édition du systeme de
I'Union Internationale Contre le Cancer / Comité Conjoint Ameéricain sur le Cancer en utilisant
les résultats de I'lRM et du TEP/TDM.

Une entrevue a été menée avec tous les participants afin de recueillir des informations socio-
économiques telles que : I'age, le sexe, les antécédents familiaux de cancer, les habitudes
tabagiques, la consommation d'alcool et I'environnement de l'enfance. Les informations
cliniques, y compris le type histologique et le stade clinique, ont été extraites des dossiers
médicaux des patients. Les patients inclus dans cette étude ont été traités par radiothérapie,
conformément aux directives de pratique hospitaliere. Des prélevements de sang périphérique

ont été effectués chez les patients avant et apres le traitement.
IV. Approche méthodologique :
A. Etude de I’association entre les SNPs et la radiorésistance
1) Extraction d'ADN

L'ADN génomique a été extrait des noyaux de leucocytes en utilisant la méthode d'extraction
d'’ADN classique (phénol chloroforme). La concentration de I'ADN extrait a été quantifiée a

I'aide d'un spectrophotométre UV (Nanodrop, Thermofisher, Etats-Unis). Ensuite, la qualité de
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I'ADN a été vérifiée par PCR d'un fragment du géne de la B-globine en utilisant les amorces
PC04 (5-CAACTTCATCCACGTTCACC-3) et GH20 (5
GAAGAGCCAAGGACAGGTAC-3"), générant un produit d'amplification de 265 pb.

Cette étape est commune a tous les articles correspondant a I'étude de l'association des

polymorphismes avec la radiorésistance chez les patients atteints du NPC.
2) Etude des SNPs

Le génotypage des SNPs des différents genes a été évalué par PCR conventionnelle & I'aide
d'amorces spécifiques a chaque SNP suivi d’un séquencage par la technique de Sanger. Le
protocole expérimental est bien détaillé dans les articles correspondants (Article 2, Article 3 et
Article 4). Le statut de radio-résistance/radio-sensibilité était attribué en fonction de I'évolution
clinique des patients traités par radiothérapie. En effet, les patients guéris apreés la période de
suivi de six mois étaient considérés comme radiosensibles. En revanche, le statut de
radiorésistance était attribué aux patients ayant rechuté ou développé une récidive au cours des

six premiers mois suivant le traitement par radiothérapie.
3) Analyse statistique

L’étude de I’association entres entre les SNPs et les stades cliniques/la réponse a la
radiothérapie a été évaluée par le test du 2 en utilisant le logiciel SPSS version 23 (les valeurs

de p < 0,05 ont été considérées comme statistiquement significatives).
B. La mesure de la charge virale

Un volume de 200 ul de plasma des patients recrutés a été utilisé pour extraire I'ADN a l'aide
du kit QlAamp DNA Mini (Qiagen, France). Les niveaux circulants d'/ADN d'EBV ont été
mesurés par réaction de polymérase quantitative en temps réel (g-PCR) et exprimés en Unités
Internationales par millilitre (Ul/ml). La réaction de g-PCR a été réalisée en utilisant le kit
RealStar® EBV PCR 1.0 (Altona Diagnostics GmbH, Allemagne) sur le systeme de détection
de séquence ABI Prism 7700 (Applied Biosystems). Le protocole expérimental est bien détaillé

dans les articles 5 et 6.
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Résultats
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Chapitre | : Cancer du nasopharynx
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I. Les avanceées recentes dans la prise en charge du NPC : De la

phase diagnostique a la théranostique (revue)

Le cancer du nasopharynx (NPC) est une tumeur maligne d’origine épithéliale, il constitue une
entité spéciale parmi les autres cancers de la sphere ORL par son profil épidémiologique et ses
particularites thérapeutiques et évolutives. En raison de sa profonde localisation et son caractére
asymptomatique aux stades précoces, les patients atteints du NPC sont diagnostiqués a des
stades avancés, ce qui est associé a un mauvais pronostic, qui est surtout dominé par le risque

de survenue de métastase a distance contrairement aux autres cancers ORL.

Du fait de sa radiosensibilité et de 1’impossibilité d’obtenir une résection carcinologique
satisfaisante des tumeurs proches de la base du crane, le traitement local standard du NPC

repose sur la radiothérapie, qui permet un meilleur contréle locorégional de la maladie.

Malgré une radiosensibilité importante, la radiorésistance entrave le succés du traitement et

peut provoquer une récidive locale et des métastases distantes chez les patients atteints de NPC.

Dans cette revue, nous avons discuté les nouvelles méthodologies de diagnostic et de traitement
utilisées dans la prise en charge du NPC, en se basant sur la littérature récente. De plus, nous
avons expliqué les mécanismes moléculaires de la radiorésistance des cellules tumorales, en
soulignant I’effet de certains polymorphismes des genes impliqués dans la réparation de I’ADN
et de détoxification des xénobiotiques sur la réponse tumorale a la radiothérapie ainsi que leurs

réles de biomarqueurs moléculaires prédictifs de la radiorésistance.

Egalement, nous avons souligné I’impact de la dérégulation de I’expression de certains
microARNSs cellulaires et viraux sur la cancérogenese et la sensibilité des cellules tumorales a
la radiothérapie. Ces biomarqueurs moléculaires pourraient prédire la réponse tumorale a la
radiothérapie et identifier les patients ayant un grand risque de radiorésistance. Afin d’élaborer
un profil moléculaire de la tumeur, orienter le clinicien dans la décision thérapeutique et par

conséquent assurer une prise en charge plus efficace du NPC.
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Abstract: Nasopharyngeal cancer (NPC) is one of the most common head and neck can-
cers. NPC differs significantly from other cancers in its.etiology, epidemiology, clinical be-
havior, and treatment. Being highly radiosensitive, the standard treatment for NPC is radio-
therapy. However, radioresistance hampers the suceess of treatment and may cause local re-
currence and distant metastases in NPC patientsZIn this review, we discuss the updated pro-
tocols for NPC diagnosis and-freatment baséd+on recent literature with an emphasis on the
mechanisms of radioresistance at the molecular level with a special focus on genetic and ep-
igenetic events, affecting.genes involved in xenobiotic detoxification and DNA repair. We
also highlight the impertance of some cellular and Epstein Barr viral miRNAs targeting
specific DNA repair factors and consequently promoting NPC radioresistance. These mo-
lecular markers may serve as.promising tools for diagnosis, prognosis, and radioresistance

prediction to guide theranostics of patients with NPC in the future.

Keywords: Nasopharyngeal, cancer, radioresistance, detoxification, DNA reparation, theranostics.

1. INTRODUCTION

Nasopharyngeal carcinoma (NPC)“is a malignant
epithelial neoplasm arising from the nasopharyngeal
mucosal lining and is often observed at the fossa of
Rosenmuller in the nasopharynx [1, 2]. NPC differs
from other head and neck cancers because of its spe-
cific multifactorial etiology, geographical distribution,
and high sensitivity to induction chemotherapy (IC)
and radiotherapy (RT) [3, 4]. Worldwide, epidemio-
logical studies have shown a distinct geographic dis-
tribution of NPC. Overall, the annual NPC incidence is
under 1/100 000 inhabitants, and 129 000 new cases
were registered worldwide in 2018. According to the
International Agency for Research on Cancer (IARC),
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a high incidence (25-80 per 100 000) of NPC is report-
ed in Southeast Asia, especially in South China, Tai-
wan, Vietnam, and the Philippines. Intermediate (3-8
per 100 000) incidence is reported across many parts
of the world, including North Africa, Saudi Arabia, the
Caribbean, and the Eskimo population from Alaska
and Greenland [5, 6]. This remarkable geographical
distribution of NPC prompted multiple studies that
investigated risk factors associated with NPC. The ma-
jor risk factor for NPC development is Epstein-Barr
virus (EBV) infection. However, other risk factors that
significantly contribute to the development of NPC,
including diet, environmental factors, and genetic sus-
ceptibilities, have also been reported [4, 7].

Currently, the pathology of NPC is well-studied
and characterized. World Health Organization has
classified NPC into several subtypes: keratinizing
squamous, non-keratinizing, and basaloid squamous.
Moreover, the non-keratinizing nasopharyngeal sub-
type can be further classified into differentiated and

© XXXX Bentham Science Publishers
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undifferentiated tumors [7]. The keratinizing subtype
is present in endemic areas like Southern China and
accounts for less than 20% of cases worldwide, where-
as the non-keratinizing subtype is prevalent worldwide
and represents more than 95% of NPC cases in high-
incidence areas [8]. Based on the most recent litera-
ture, the current review focuses on updated protocols
for NPC diagnosis and treatment as well as the mecha-
nisms of radioresistance at the molecular level.

2. NASOPHARYNGEAL CARCINOMA AND
ALTERED CELL SIGNALING PATHWAYS

Evidence has shown that the unique lymphoepithe-
lial-like histology of NPC implies the contribution of
distinct signaling pathways that get dysregulated dur-
ing NPC carcinogenesis. The key inflammatory signal-
ing pathways, NF-kB and JAK-STAT, are constitu-
tively activated in NPC. Nuclear accumulation of
abundant NF-kB and STAT3 signaling molecules was
consistently observed in EBV-positive NPC cell lines,
in patient-derived xenografts, and in early-stage NPC.

Notably, NF-xB signaling is tightly regulated by
inhibitory proteins, such as IxkBa and A20 (encoded by
the TNFAIP3, a tumor suppressor gene) in normal na-
sopharyngeal epithelial cells. In NPC, these proteinis
can be mutated, resulting in the loss of NF-xB signal-
ing control [9]. Moreover, the EBV-encoded, Q-
promoter Epstein-Barr virus Nuclear Antigen ‘1(Qp-
EBNAL) can be upregulated by NF-kB, while'EBNAI
protein expression has been shown to«downregulate
NF-kB activation by inhibiting IKKe/B=phosphoryla-
tion (Fig. 1) [10]. Additionally, the PI-3K/MAPK and
Hedgehog signaling pathways are also ptedominantly
modified in NPC. However, the role of Hedgehog and
other signaling pathways implicated in. driving the in-
duction of stem cell properties il NP€ remains unin-
vestigated [8].

3. DIAGNOSIS AND TREATMENT OF NASO-
PHARYNGEAL CARCINOMA

3.1. Diagnosis and Staging of NPC using TNM
Classification

Owing to its deep anatomic location, the diagnosis
of NPC is mainly based on clinical investigations initi-
ated by symptoms and signs. NPC diagnosis is often
made at advanced clinical stages: stages III and/or IV
[11]. NPC confirmation relies on endoscopic examina-
tion and histological analysis, representing the most
important techniques used worldwide [12]. An accu-
rate staging system is very crucial to stratify NPC pa-
tients for treatment. Currently, NPC stratification is
based on the tumor-node-metastasis (TNM) staging
system elaborated by the International Union against
Cancer/American Joint Committee on Cancer
(UICC/AJCC). This anatomy-based staging system is
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being continuously updated, and in the latest edition
(the 8th edition, 2016), the stage groups, primary and
nodal diseases’ classification were further fine-tuned
[13]. Moreover, the TNM staging system is not only
used in NPC diagnosis but also to evaluate therapeutic
effects and predict prognosis. Interestingly, the 8th
version of the TNM system allowed a better under-
standing of tumor biology and a more accurate predic-
tion of the prognosis of NPC patients than the 7th edi-
tion in the IMRT era [14]. However, this system has
several limitations and was reported to be insufficient
for NPC prognosis [15].

Accordingly, an endeavor was made to evaluate
other clinical factors and molecular biomarkers in
NPC prognosis for better management of NPC. One
recent study proposed a nomogram combining clinico-
pathological variables and pre-treatment plasma EBV
DNA load, which led to a more accurate prognostic
prediction of NPC. Moreover, other biomarkers such
as DNA methylation and some mictoRNAs (miRNAs)
expression havesshown high prognostic values and
relevance insthe potential clinical management of this
malignancy [16].

3.2. Molecular Imaging and NPC Diagnosis

During the last decade, molecular imaging had wit-
nessed a great evolution at both conceptual and meth-
odological levels using new molecular approaches and
developed technologies. In NPC, modern imaging
plays an important role in cancer management for can-
cer staging, target delineation, and guiding treatment
delivery. Magnetic resonance imaging (MRI), comput-
erized tomography (CT), and positron emission to-
mography (PET) with 2-deoxy-2-fluorine-18-fluoro-
D-glucose (18FDG-PET) combined with CT are the
most common imaging techniques employed in NPC
diagnosis [17, 18]. Currently, MRI and 18FDG-
PET/CT are regarded as the mainstay techniques and
are performed as a routine procedure for diagnosing,
staging, recurrence, and follow-up of NPC patients
[19, 20]. PET-computed tomography (PET/CT) using
fuorine-18 fudeoxyglucose (18F-FDG) is a widely
used tool for the diagnosis and management of naso-
pharyngeal carcinoma (NPC) as it allows NPC staging
assessment as well as prediction of clinical outcomes,
This tool provides high spatial resolution and semi-
quantitative parameters [21, 22]. PET/CT is highly
recommended to be incorporated into the standard
clinical assessment of patients with NPC. It has been
proven to be highly valuable for the imaging and man-
agement of patients with NPC with strengths in N and
M staging as well as treatment guidance. MRI is rec-
ognized as the preferred imaging modality in the as-
sessment and staging of NPC, because of its superior
soft tissue contrast, ability to detect perineural tumour
spread, parapharyngeal space, bone marrow involve-
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Fig. (1). Regulation of NF-«xB signaling pathway in normal.nasopharyngeal epithelial cells (left), nasopharyngeal carcinoma
(right) [10]. (4 higher resolution / colour version of this figure is avdilable'in the electronic copy of the article).

ment, and its ability to show the involvement.of adja-
cent structures [23]. Also, It has beensreported that
PET/MRI has similar or even higher diagnostic.accu-
racy than PET/CT in patients with NPC [24]. However
Novel quantitative techniques such as the use-of radi-
omics may provide valuable prognostic information
[22].

3.3. NPC Treatment

All NPC treatments have faced the challenge of
dealing with a tumor arising in a deep localization and
often going undetected until the development of lymph
node metastasis. Early attempts at surgery were inef-
fective [5]. RT with or without chemotherapy is the
primary treatment modality for NPC, and RT is still
the main and most effective treatment of NPC [25].
However, concurrent chemoradiotherapy (CRT) is
widely recommended as the standard of care for NPC
treatment and has shown compellingly attractive out-
comes in NPC patients [26]. A treatment algorithm for
local and locoregional NPC was proposed by Bossi et
al. based on Clinical Practice Guidelines produced by
the European Society for Medical Oncology (ESMO)
in partnership with EURACAN, the European Refer-
ence Network for rare adult solid cancers [27]. Stage I
disease is treated by RT alone, whereas patients with
stage II benefit from CRT. Stage III and IVA diseases

are also treated by CRT. Distant metastasis is the ma-
jor cause of treatment failure and death. Therefore,
intensification of the systemic treatment is required for
stage III-IVA non-keratinising NPC. Adjuvant Chemo-
therapy (AC) is generally difficult to complete, with
only 60% of patients completing the planned treatment
cycles and half of the patients requiring a dose reduc-
tion. Likewise, the Clinical Practice Guidelines in On-
cology recommend RT alone for patients with early-
stage NPC. For patients with locoregionally advanced
NPC, the panel advised the concurrent CRT with addi-
tional chemotherapy (either before or after CRT). For
the 2018 update, the panel recommended the inclusion
of pembrolizumab for patients with previously treated,
PD-L1-positive recurrent or metastatic NPC [28].

3.3.1. Radiotherapy

It is commonly accepted that NPC is highly sensi-
tive to ionizing radiation. RT plays a pivotal role in the
management of head and neck cancers. The photon-
based RT techniques have undergone profound evolu-
tionary improvement over the past decades. Hence, the
conventional two-dimensional RT used initially for
NPC treatment was replaced by three-dimensional
conformal radiotherapy (3D-CRT) and, more recently,
by intensity-modulated radiotherapy (IMRT). The re-
cent advancements in disease control and survival of
NPC patients can be partly attributable to IMRT. Re-
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sultantly, the survival rate and locoregional control of
the patients have shown improvement, and the associ-
ated toxicity (drug or therapy-induced) has decreased
due to efficient control of dosimetric properties [29,
30].

Currently, IMRT is the most popular technique for
NPC treatment and has contributed to an absolute im-
provement in S-year locoregional control of 7.7%
compared with conventional 2D- RT [31]. In a meta-
analysis conducted on 3570 NPC patients, the use of
IMRT was observed to significantly reduce the toxici-
ty effects and improve the 5-year locoregional control
(odds ratio 1.94; 95% CI: 1.53-2.46) and overall sur-
vival (1.51; 95% CI: 1.23-1.87) as compared to 2D- or
3D- RT [32]. Along with IMRT, proton, or carbon ion
radiotherapy (CIT) has improved the therapeutic ratio
for NPC patients. This approach destroys tumor cells
more effectively with a minimal exit dose resulting in
the sparing/preserving of more normal tissues adjacent
to cancer cells [33].

Intensity-modulated proton therapy (IMPT) is a
technique similar to IMRT, but the sophisticated mode
of proton therapy enables to target superficially locat-
ed head and neck cancers as well as large neck vol-
umes while significantly reducing integral doses; con-
ferring thereby dosimetric advantages in NPC com-
pared with IMRT, with less radiation to adjacent or-
gans such as the larynx, salivary glands, and“esopha-
gus [34]. Moreover, scientific evidence has revealed
that the toxicity of IMPT is lower compared to IMRT
[35]. Lewis et al. (2016) compared NPC treatment
with IMPT and IMRT and indicated that the fadiation
dose to normal structures was reduced, 2<years locore-
gional control was 100%, and 2-years (overall survival
(0S)) was 88.9%, In this study,, thewdosimetric ad-
vantages conferred by IMPT were more prominent
compared to IMRT in considered” tests IMRT [35].
Head and neck carcinoma RT is particularly challeng-
ing due to the complexity of the shape of the anatomi-
cal structures, which also changes during the 7 weeks
of treatment. Therefore, the development of a new im-
age and dose-guided adaptive RT (ART) strategy is
crucial. Indeed, there is accumulating evidence that
adaptive radiotherapy can reduce toxicity and improve
tumor control. Interestingly, adaptive radiotherapy
may be divided into two categories: anatomy-adapted
(A-ART) and response-adapted ART (R-ART). Anat-
omy-adapted ART aims to re-plan patients taking into
account structural and spatial changes occurring over
treatment. In contrast, response-adapted ART relies on
re-planning patients based on response to treatment, Of
note, R-ART has been extensively investigated (pro-
spective studies), as it may improve the therapeutic
ratio in a disease site whose normal tissue structures
are intrinsically entangled with the targets for irradia-
tion [36].
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3.3.2. Chemotherapy

Believably, NPC is radiosensitive and is also sensi-
tive to various chemotherapeutic agents. The chemo-
therapy combined with standard RT treatment benefits
non-metastatic NPC patients (stages IIVIV) as it de-
creases the risk of distant recurrence by eradication of
micro-metastasis. Moreover, chemo-agents (radio-
sensitizers) act in synergy with radiation; and local
disease control is improved through a reduction of tu-
mor volume before irradiation [37]. Even RT is con-
sidered the main curative treatment for early-stage
NPC; concomitant chemotherapy is widely used for
the locoregionally advanced stage. In fact, 70% of
NPC cases with locally- advanced disease or regional
lymph node metastasis are asymptomatic at an early
stage and are prone to lymph node metastasis, and
therefore definitive concurrent CRT is recommended
as the standard of care [26]. Presently, the National
Comprehensive Cancer Network (NCCN) recom-
mends the combination of CRT with AC or CI, fol-
lowed-by CRT as,level 2A evidence; concurrent CRT
as leyel 2B evidence is limited to NPC stages II-IVA
[38]: Unfortunately, the main problem faced by clini-
cians is the, very poor tolerance to chemotherapy after
RT. Although the combination of CRT and AC has
considerable toxicity, poor tolerance, and limited bene-
fit, it is still recommended by NCCN guidelines for
loco-regionally advanced NPC [39].

3.3.3. Immunotherapy

Nasopharyngeal carcinoma exhibits restricted EBV
antigens expression, which are potential therapeutic
targets for immune modulation. Interestingly, early-
phase clinical studies have proven the efficacy and
safety of three anti-PD-1 immune checkpoint inhibi-
tors in recurrent or metastatic NPC [40, 41].

3.4. Conventional Markers for NPC Diagnosis

Plenty of conventional markers are widely used to
diagnose NPC (i) EBV proteins as serological markers
and NPC methylation biomarkers for NPC diagnostics
(i) EBV ctDNA and miRNA markers for NPC diag-
nosis and prognosis (iii) EBV biomarkers for NPC
staging and post-treatment surveillance. Many Bi-
omarkers have been identified for predicting nasopha-
ryngeal carcinoma response to radiotherapy, Feng and
colleagues found that dysregulation of 14-3-3c,
Maspin, GRP78, and Mn-SOD may be involved in the
radioresistance of NPC [42]. Qu et al. have suggested
miR-205 and PTEN as potential predictive biomarkers
for radiosensitivity of NPC and may serve as targets to
achieve successful radiotherapy in NPC [43]. Li ef al.
found that hsa-miR-1281 and hsa-miR-6732-3p in se-
rum might serve as potential biomarkers for predicting
the radiosensitivity of NPC [44].
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4. NASOPHARYNGEAL CARCINOMA AND
RADIORESISTANCE

In radiation oncology, NPC is considered the focus
of hot research. NPC is highly sensitive to RT. How-
ever, although technological advances have improved
the prognosis of NPC, radioresistance could induce
local recurrence and distant metastasis in some pa-
tients after treatment by radiation [45]. In this case,
NPC cells exhibit radiation resistance and may con-
tribute to treatment failure and tumor relapse [46]. Be-
sides, the response to RT is highly variable due to in-
dividual differences and variability in the genetic
background of tumor cells. Although radioresistance is
proven to cause recurrence; other factors namely inad-
equate target definition and longer than planned over-
all treatment time could also lead to this outcome. Pro-
liferation and apoptosis of NPC cells in response to
irradiation (IR) are determinants of NPC radio-
sensitivity, which is important for clinical purposes,
especially for patient outcomes. A better understand-
ing of the mechanism underlying the radioresistance of
NPC may improve survival and facilitate the design of
effective therapeutic strategies. Radio resistance is a
complex biological process associated with abnormal
DNA damage response, apoptosis, autophagy, gen€
mutations, cell cycle checkpoint, and dysregulated sig=
naling pathways, which may hamper the success of RT
[47]. The direct effect of radiation and the indirect ef-
fect of free radicals generated by ionization, lead to
DNA injury. The damage induced by RT ‘in cancer
cells can be direct DNA damage or indirect induction
of reactive oxygen species (ROS). Hence, the.main
mechanism associated with the radioresistanice’of NPC
might be the increased potential of defense against
ROS. Moreover, DNA double-strand_breaks that can
lead to chromosomal aberrations may.result from both
a direct effect of irradiation on DNA and from the
generation of ROS by radiolysis of water [48]. The
ROS-induced apoptosis may therefore be either direct
or indirect. An increased level of ROS beyond a toler-
able limit in tumor cells then leads to the initiation of
apoptosis. Moreover, ROS are highly genotoxic and
cause a set of DNA lesions that are difficult to repair
and lead directly to apoptosis [49]. Other targets of
radiation, such as cell organelles and membranes, can
be functionally and structurally impaired and thus
might contribute to cell cycle amrest and cell death
[50]. At the molecular level, radioresistance is mainly
due to some genetic and epigenetic events (Fig. 2)
[51]. In the present review, we particularly focused on
genetic changes mainly SNPs in xenobiotic detoxifica-
tion and DNA repair genes that might be used as bi-
omarkers to predict prognosis especially radiosensi-
tivity vs radioresistance status in patients with NPC
[51].

Current Pharmacogenomics and Personalized Medicine, XXXX, Vol. XX, No. X 5

Apart from SNPs, multiple signaling pathways are
involved in radiotherapy resistance of NPC such as
Wnt/B-catenin, NF-xB, Notch, AKT, Hedgehog...
(Fig. 3) [52]. Also, it was reported that Cancer Stem
Cell (CSC) play a role in the radiotherapy resistance of
NPC as they confer higher radioresistance compared to
the mass of tumor cells and possess specific molecular
properties protecting them from radiation-induced
damage. Moreover, multiple genes can interact with
signaling pathways to regulate radiosensitivity and
their encoded proteins can act as good potential bi-
omarkers. Also, some cellular and EBV miRNAs can
target specific DNA repair factors, thereby promoting
NPC radioresistance.

4.1. Alteration of Detoxification Genes and NPC
Resistance

Although several genes are reported to be involved
in cell detoxification’and xenobiotic elimination, two
genes: (Pi-class glutathione S-transferase (GSTPI))
and (glutathione peroxidasel (GPX1)) are extensively
studied;and theirassociation with cancer development
and resistance is well documented. GSTP1 is a mem-
ber of the Glutathione S-transferases (GSTs) super-
family“that catalyzes the detoxification of reactive
electrophilic compounds and plays a critical role in
maintaining cell integrity and protecting DNA from
genotoxic and cell-damaging molecules [53].

Based on biochemical characteristics, GSTs are
categorized into four major classes: o, |, 6, and .
GSTs o, 1, and 6 classes are encoded by different
genes. In contrast, GSTn enzymes are encoded by a
single gene, GSTP1, which is prominently reported to
be expressed in human epithelial tissues [54]. In the
GSTP1 gene, two genetic variants, namely Ile105Val
(1s1695) and Alall4Val (1s1138272), have been
shown to confer altered catalytic activity of the pro-
tein. GSTP1 Ilel05Val mutant has been associated
with a heightened risk of bladder and testicular cancers
[55]. Similarly, Chen et al. reported associations be-
tween Ile105Val and the risk of lung cancer develop-
ment in some ethnic populations [56]. Al-Eitan et al.
suggested that the interaction between 151695 poly-
morphism of GSTP1 and the deletion of the GSTM1
entire gene may influence both the development and
progression of breast cancer among Jordanian women
[57]. Although the GSTP1 Alall4Val variant was
poorly studied, available data demonstrated an associa-
tion between this variant and lung cancer development
[58]. The GSTP1 TT genotype (1s1138272) may be
related to the susceptibility to all cancers in the Asian
and African populations and, specifically, colorectal
and head and neck cancers, whereas the CT genotype
was found to be associated with an increased risk of
lung cancer in Caucasian populations [59]. Although
inconclusive, these results suggest the involvement of
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Fig. (2). The biological effects of radiation and the mech% f radi t@%sistance. The outer ring indicates the biological
effects of IR under normal conditions. The abnormal altera of ffects will further induce the occurrence of radiation
?%ance and the biological changes in the occurrence of radi-
treatment failure of cancer patients [51]. (4 higher resolu-
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Fig. (3). Multiple signaling pathways involved in radiotherapy resistance of NPC. CSCs, EMT process, and radiotherapy re-
sistance of NPC are regulated by a network of signaling pathways such as Wnt/B-catenin, NF-kB, Notch, AKT, Hedgehog
[52]. (4 higher resolution / colour version of this figure is available in the electronic copy of the article).
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15113827 single nucleotide polymorphism (SNP) in
the development and progression of various cancers
and could be a potential biomarker for cancer diagno-
sis and prognosis. GSTP1 polymorphisms were also
evaluated as potential biomarkers of responses to vari-
ous therapies in breast cancer [60, 61], bladder cancer
[62], and head and neck squamous cell carcinoma
(HNSCC) cancer [63]. A significant association be-
tween GSTP1 Ilel05Val polymorphisms and treatment
response was reported.

GPx1 (EC 1.11.1.9) is a selenium-dependent en-
zyme, which plays an important role in antioxidant
defense. GPx1 might protect cells and their environ-
ment from oxidative stress [64, 65]. In the GPXI gene,
particular interest was given to the rs1050450C>T
polymorphism close to the C-terminus of the protein,
resulting in a Proline (Pro) to Leucine (Leu) amino
acid substitution at codon 198 (Prol98Leu) [66]. Sev-
eral studies have reported that the presence of Leucine
at position 198 affects the binding of selenium, a key
element for GPX1 function, to the enzyme resulting in
a decrease in the enzymatic activity [67, 68]. GPX1
Pro198Leu reportedly influences the risk of develop-
ing BCR-ABL negative myeloproliferative neoplasms
[69]. Worldwide, a large number of studies have beefi
conducted to establish an association between
Pro198Leu polymorphism and cancer risk. The studies
indicated the absence of any GPX1 Prol98Leu.poly-
morphism involvement in cancer development, includ-
ing laryngeal [70] and bladder cancers [71]. The func-
tional polymorphism of GPX1 Prol98Leu may play-an
important role in pre-adjuvant therapy cognitive:func-
tions in breast cancer survival and has been tepotted to
potentially predict the progression of laryngeal cancer
[70]. To the best of our knowledge, a limited number
of studies evaluated GPX1 Prol98Leu polymorphism
as a prognosis biomarker, Nikic'er al. assessed the
prognosis value of this SNP and found no association
between GPX1 Prol98Leu polymorphisms and overall
survival in patients with metastatic urothelial bladder
cancer treated with cisplatin-chemotherapy [72].

4.2. Reparation Genes’ Alteration and NPC Re-
sistance

DNA repair pathways play a crucial role in main-
taining genetic stability and preventing cancer devel-
opment, though they represent a potential mechanism
of resistance to DNA-damaging RT [73]. The role of
SNPs in DNA repair genes is well-understood. The X-
ray repair cross-complementing gene 1 (XRCCI) was
the first gene reported to modulate cell sensitivity to
ionizing radiation affecting the repair activity of DNA.
SNPs occur in the XRCC! gene in malignant tumors,
making them potential biomarkers for the prediction of
radiosensitivity of malignant and normal tissues. In the
XRCC1 gene, the most common SNPs are Argl94Tip
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(exon 6), Arg280His (exon 9), and Arg399Gln (exon
10) [74, 75]. The association of these genes with can-
cer development, including NPC, is widely reported
and documented [76]. Several studies reported the re-
lationship between SNPs in XRCC1 and patients” out-
comes after radiotherapy and chemotherapy. Jin ef al.
demonstrated that XRCC1 Arg399GIn significantly
impacts the clinical outcomes of platinum-based
chemotherapy in non-small cell lung cancer [77]. In
NPC, it was reported that the XRCC1 Arg399GlIn al-
lele, in combination with heavy smoking, was signifi-
cantly associated with poorer prognosis in patients
treated with RT, suggesting that effective DNA repair
reduces the likelihood of tumor response to RT [78].
Also, Zhai et al. (2016) found that patients with
XRCC1 codon 399 Gl/Gln alleles were more suscep-
tible to complete remission making this genotype a
compelling predictive marker for the outcome of local-
ly-advanced NPC [79]. XRCC1 codon 399 Arg/Arg
allele was also reported to be a potential risk predictor
factor of developing*pneumonitis and acute radiation
dermatitis during IMRT [80]. The X-ray repair cross-
complementing group 3 (XRCC3) is located on the
14q32.33_chromosome and encodes for a member of
the RecA/Rad51-related protein family involved in
homielogous recombination to maintain chromosome
stability and repair DNA damage [81]. Several studies
have shown that XRCC3 is a highly suspected candi-
date gene for cancer susceptibility [82, 83]. Of note,
the XRCC3 Thr241Met (18607C/T, 1s861539) poly-
morphism in exon 7 was found associated with oral
cancer [84], osteosarcoma risk cancer [85], childhood
lymphoblastic leukemia [86], and differentiated thy-
roid carcinoma development and progression [87]. The
contribution of XRCC3 genotypes to individual NPC
susceptibility was also investigated, and results indi-
cated that the T allele of XRCC3 (1s861539) interacts
with the smoking habit in increasing NPC risk and
thus could be considered as a molecular marker for
early detection of NPC [87, 88]. Interestingly, the
241Met allele registered an increase of over 33-fold
local relapse risk of HNSCC, over 12-fold earliness of
relapse, and over 3-fold earliness of death, making this
polymorphism a useful marker of prognosis in
HNSCC [89]. Furthermore, Famebo et al. observed
that wild-type individuals for XRCC3 T241M with
HNSCC demonstrated an earlier age of onset [90].
Moreover, XRCC1 can interact with the XRCC3 vari-
ant to significantly increase susceptibility to cancer
[87]. These markers may add value for exploring the
insight pathogenesis and may affect the risk and sur-
vival of HNSCC, making these variants a target to de-
velop novel therapeutic strategies for cancer [90].

Excision repair cross-complementation group 1
(ERCC1) protein is reported to facilitate DNA repair
of double-strand breaks induced by RT [91]. The over-
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expression of ERCC1 has been shown to significantly
correlate with resistance to RT alone or CRT in many
tumor types [92]. In NPC, two ERCC1 SNPs, namely
1511615 (C118T) and 153212986 (Cys8092Ala) were
reported to be associated with altered platinum-based
chemotherapy and radiation sensitivity of cancer cells.
ERCC Cys8092Ala polymorphism has been found as
an independent predictor of response to RT for NPC,
but might be a useful potential marker in metastat-
ic/recurrent NPC patients treated with cisplatin-based
chemotherapy [78]. The rs11615 SNP was found to be
associated with drug resistance and modulate response
to chemotherapy in various types of cancers [93]. This
was established in a meta-analysis conducted by Dai et
al. (2019) who showed a clear association between
ERCCI1 1511615 polymorphism and pancreatic cancer
[94]. In contrast, no association was found between
ERCCI1 1511615 polymorphism and response rate, and
disease progression in metastatic and recurrent NPC
patients [89].

4.3. Viral miRNA Expression and Radioresistance

In NPC, EBV infection play a central role in cancer
progression, monitoring of patients, prognosis, and
therapeutic interventions. Some EBV-encoded miR=
NAs promote migration and proliferation and inhibit
apoptosis of NPC cells [95]. The BamHI fragment H
rightward reading frame 1 (BHRF1) gene encodes
three miRNAs precursors (EBV-miR-BHRF1-3) that
generate four mature miRNAs, whereastthe BamHI
fragment A rightward transcript (BART)+regionCon-
tains 22 miRNAs precursors (EBV-miR-BART122)
that produce 44 mature miRNAs [96]. Studies have
shown that EBV-encoded miRNAs prometed migra-
tion and cell proliferation and inhibited apoptosis of
NPC cells [46, 95]. Moreover, most EBV miRNAs
modulate cell radio-sensitivity (i@ targeting specific
DNA repair factors [97]. In a cell, DNA repair is regu-
lated by ataxia telangiectasia mutated (ATM) and
ATM- and (Rad3-related (ATR)) signaling pathways
[98]. ATM and ATR are down-regulated in EBV-
positive nasopharyngeal epithelial cells and primary
NPC samples, and IR-induced ATM/ATR kinase ac-
tivity is significantly reduced [99, 100].

4.4. Cell microRNAs and Radioresistance

In NPC, miRNAs play a vital role in cancer devel-
opment, progression, and metastasis. miRNAs inter-
fere in many signaling pathways and thereby influence
cellular responses to specific therapy; including RT.
Chen et al. found that miR-7 plays an important role in
the radioresistance of NPC cells [101]. MiR-205 de-
termines the radioresistance of NPC by targeting
PTEN [43], while miRNA-324-3p contributes to the
radioresistance of NPC by regulating the wingless-type
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MMTYV integration site family, member 2B (WNT2B)
signaling pathway [102]. Xu et al. (2015) have demon-
strated that combined low miR-185-3p and miR-324-
3p may predict low response to RT/CRT and poor
overall survival and recurrence-free survival and mod-
ulate cancer cell growth and apoptosis by targeting
SMAD?7 [103], whereas miR-483-5p decreases the
radio-sensitivity of NPC cells by targeting DAPKI
gene [104].

4.5. Nasopharyngeal Carcinoma-related Exosomes
and Radioresistance

Exosomes are membrane microvesicles released by
cancer cells that contain pathogenic components, such
as proteins, miRNAs, and long non-coding RNAs. Ex-
osomes play differential roles in tumor-host crosstalk
and modulate the immune response, angiogenesis, cell
proliferation, cell-to-cell communication, and tumor
invasion. It is thought that tumor-derived exosomes
may contribute to, tumor microenvironment remodel-
ing.and.release cytokines and other bioactive compo-
nentsithat act on surface receptors of endothelial cells,
thereby leading to angiogenesis and promoting tumor
migration[105].

Nasopharyngeal  carcinoma-related  exosomes
(NPE-Exo0) contribute to tumor cell proliferation, an-
giopoiesis, and immune tolerance through the remod-
eling of the tumor microenvironment. NPC-Exo may
also induce epithelial-mesenchymal transition, thereby
promoting tumor metastasis and chemo radio-
resistance. Recent data indicate that radiation-derived
exosomes increase tumor burden and promote radiore-
sistance. Besides, radiation can change the contents of
exosomes, which allows exosomes to serve as novel
biomarkers for diagnosis and target therapies of NPC
as well as a prognostic and predictive biomarker to
monitor radiation responses [106].

4.6. Other Markers of Prognosis and Radiore-
sistance in NPC

Several other genes associated with radioresistance
in NPC were identified, including CCLS, STATI-a,
STAT2, GP96, GDF15, Twistl and RPA3, and were
therefore considered as potential biomarkers for pre-
dicting NPC response to RT [107, 108]. Qu et al.
demonstrated that high Replication Protein A3 (RPA3)
expression contributed to the radioresistance of NPC.
This suggests that RPA3 could be a potential bi-
omarker for prognosis and radiosensitivity prediction
for patients with NPC [43]. On the other hand, Zhang
et al. showed that Twistl involved in many cell bio-
logical processes was associated with NPC malignancy
and could induce NPC radioresistance in vitro and in
vivo by promoting the accumulation of DNA damage
repair and inhibiting the apoptosis of NPC cells [108].
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4.7. Treatment of Radioresistance NPC

Radiotherapy is used as first-line nasopharyngeal
carcinoma treatment and provides different responses
(radioresistant or radiosensitive). Indeed, many studies
investigated the molecular basis of radioresistance.
Lipocalin-2 (LCN2), is associated with radioresistance
and recurrence in NPC and may facilitate the devel-
opment of a radioresistant phenotype through interac-
tion with HIF-1A. Hence, LCN2 is a promising target
for predicting and overcoming radioresistance in NPC
[109]. Non-invasive biomarkers such as Non-coding
RNAs (ncRNAs), mictoRNAs (miRNAs), and long
non-coding RNAs (IncRNAs), may play important
roles in regulating chemo- and radiation resistance in
NPC by controlling the cell cycle, proliferation, apop-
tosis, and DNA damage repair, as well as other signal-
ling pathways [110] Proteomics is widely used in NPC
for searching biomarkers and comparing differentially
expressed proteins [111] However, studies on follow-
up outcome are required.

CONCLUSION

Worldwide, several studies and clinical data show
unanimity in characterizing NPC as radiosensitive
cancer, but clinicians face the problem with a large
number of radiation-resistant cases, which hinder,the
efficient management of NPC. Efforts are underway:to
elucidate the mechanisms underlying NPC~tadiore-
sistance, especially genetic and epigenetic'changes in
radiation-induced responses. In Morocce, many sfud-
ies were conducted on NPC epidemiology. clinical
characterization, and viral etiology. However;ylimited
data are available about the genetic and. epigenetic
modifications within NPC cases to establishran associ-
ation with NPC tumorigenesis, progression, and radio-
resistance. It is suggested to further ‘assess the muta-
tional status of some genes involved in DNA repara-
tion and cell detoxification as the first step of a large
study on genetic and epigenetic analysis of NPC. The-
se studies may offer an opportunity to identify bi-
omarkers that could be used for early diagnosis, effi-
cient prognostic, or as therapeutic targets, and might
be of great interest for NPC personalized treatment as
part of the target therapy strategy set up in Morocco
during the last year. Overall, the current review has
highlighted the role of several genes and markers in
cancer progression and has enlightened professionals
about various facets of nasopharyngeal cancers.

LIST OF ABBREVIATIONS
3D-CRT

Three-dimensional Conformal Radio-
therapy

AC = Adjuvant Chemotherapy
ATM = Ataxia Telangiectasia Mutated
CIT Carbon Ion Radiotherapy
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CRT = Chemoradiotherapy

Csc = Cancer Stem Cell

CT = Computerized Tomography

EBV = Epstein-Barr Virus

ERCC1 Excision Repair Cross-Complementa-
tion Group 1

ESMO = European Society for Medical Oncology

GSTs = Glutathione S-transferases

HNSCC = Head and Neck Squamous Cell Carci-
noma

IARC = International Agency for Research on
Cancer

IC = Induction Chemotherapy

IMPT = Intensity-modulated Proton Therapy

IMRT = Intensity-modulated Radiotherapy

IR = TIrradiation

LCN2 = Lipocalin-2

IncRNAs = long non-coding RNAs

miRNAs = microRNAs

MRI = Magnetic Resonance Imaging

NCCN =_‘National Comprehensive Cancer Net-
work

NncRNAs -, = Non-coding RNAs

NPC = Nasopharyngeal Cancer

NRC-Exo = Nasopharyngeal Carcinoma-Related
Exosomes

(O] = Overall Survival

PET = Positron Emission Tomography

ROS = Reactive Oxygen Species

RPA3 = Replication Protein A3

RT = Radiotherapy

SNP = Single Nucleotide Polymorphism

TNM = Tumor-Node-Metastasis

XRCC3 = X-ray Repair Cross-Complementing

Group 3
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I. Polymorphismes genetiques du gene ERCCL et leur
association avec la réponse a la radiothérapie chez les

patients marocains atteints du NPC.

Le cancer du nasopharynx (NPC) est une tumeur d'origine épithéliale qui se développe dans les
cellules de la cavité supérieure du pharynx. Il a une répartition géographique trés déséquilibré,
cette répartition géographique particuliére du NPC représente une des caractéristiques de ce
cancer. Le NPC est fréquent en Asie et en Afrique du nord avec une incidence de 65 866
nouveaux cas dans les zones de forte endémie (Asie de I’Est et Asie du Sud-Est) et de 3 525
nouveaux cas dans les pays d'Afrique du nord. Au Maroc, comme c¢’est le cas des autres pays
nord africains, I’incidence du NPC est élevée (3-8 par 100,000 habitants).

En raison de la profonde localisation du nasopharynx, la majorité des patients atteints du NPC
sont diagnostiqués a des stades localement avancés. Le NPC est 1I’'un des cancers les plus
sensibles aux rayonnements ionisants. En effet, la majorité des patients sont traités par

radiothérapie, qui est largement considérée comme 1’approche de traitement de référence.

En fait, les principaux problémes rencontrés par les cliniciens aprés un traitement de
radiothérapie sont la fibrose radio-induite, la toxicité et I’émergence de cellules tumorales
radio-résistantes. En effet, et malgré que les techniques modernes de radiothérapie contribuent
fortement au controle du NPC localisé, la survie des patients a long terme reste un obstacle

majeur dans le traitement et la prise en charge de cette maladie.

A Déchelle moléculaire, la radiorésistance est la conséquence de nombreux changements
génétiques et épigéenétiques. Plusieurs études ont indiqué que la radiorésistance est due a
certaines variations génétiques qui touchent des génes impliqués dans les voies de réparation
de ’ADN. Les polymorphismes des genes de réparation de I’ADN peuvent altérer la fonction
et I’efficacité du processus de réparation de I’ADN, permettant d’activer davantage le processus

de réparation des lésions radio-induites et contribuer a la radiorésistance du cancer.

Nombreuses études ont démontré 1’association entre les polymorphismes du géne ERCC1
(excision repair cross complementing group 1) et la réponse au traitement. Parmi les différents
polymorphismes du géne ERCCL, il y a les polymorphismes C8092A (rs3212986) et C118T
(rs11615) qui peuvent étre utiles comme biomarqueurs pour la prédiction de la réponse aux

traitements.
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De ce fait, I'identification de biomarqueurs moléculaires permettant de prédire la réponse
tumorale a la radiothérapie est cruciale dans la rationalisation du traitement du NPC. Dans cette
optique, la présente étude visait a évaluer la présence des polymorphismes C8092A (rs3212986)
et de C118T (rs11615) SNP chez les patients marocains atteints du NPC et déterminer leur

association avec la résistance au traitement par radiothérapie.

Chez un total de 95 patients avec NPC, la recherche des SNPs a été réalisée par PCR
conventionnelle et sequencage. Les résultats ont montré que pour le polymorphisme ERCC1
C8092A, les génotypes CC et CA ont été trouvés dans 51,6 % et 453 % des cas,
respectivement, tandis que le génotype homozygote AA n’a été identifié que chez 3,1 % des
cas. Pour le polymorphisme ERCC1 C118T, le génotype CT hétérozygote a été identifié dans
49,5% des cas. Les génotypes homozygotes CC et TT ont été détectés dans 17,9% et 32,6%
respectivement des cas de NPC. Il convient de noter qu’aucune association significative n’a été
observée entre le polymorphisme ERCC1 C8092A et la réponse a la radiothérapie (p=0,81). De
méme, il n’y avait pas d’association entre la réponse a la radiothérapie et la distribution allélique
(p=0,56). Aussi, aucune corrélation n’a été observée ni avec les génotypes (p=0,07) ni avec les

alléeles (p=0,09) du polymorphisme ERCC1 C118T et la réponse a la radiothérapie.

Les résultats de notre étude n’ont montré aucune association entre les polymorphismes du gene
ERCC1 et laréponse a la radiothérapie. La taille de la population de cette étude est relativement
petite, ce qui peut réduire le pouvoir statistique pour détecter ces associations. Par conséquent,

d’autres études avec une population plus grande devraient confirmer nos constatations.
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Abstract

Objective: Nasopharyngeal carcinoma (NPC) is a severe malignant disease. Despite its low frequency, NPC is
very common in North African population. Radiotherapy is the standard therapeutic treatment of NPC. However,
radioresistance hampers the success of treatment. At the molecular scale, radioresistance is due to genetic variations
involved in DNA repair pathways in NPC patients. Several studies reported that single nucleotide polymorphisms
(SNPs) in excision repair cross complementing group 1 (ERCC!) could be associated with radioresistance. In this optic,
the present study aimed to evaluate the association between DNA repair gene polymorphisms ERCCI C8092A and
ERCCI C118T and radiotherapy response of patients with NPC. Methods: A total of 95 patients with confirmed NPC
were recruited at the Mohammed VI Center for Cancer Treatment, Casablanca - Morocco between 2016 and 2018. Two
single nucleotide polymorphisms in ERCCI gene were genotyped. Multiple analysis software was used to assess the
correlation between these SNPs and radio-therapeutic response. Results: Sequencing of ERCCI C8092A polymorphism
revealed that CC and CA genotypes were found in 51.6% and 45.3% of cases, respectively, whereas the homozygote
AA genotype was reported in only 3.1% of cases. For ERCCI C118T polymorphism, the heterozygote CT genotype
was identified in 49.5% of cases. Homozygotes genotypes CC and TT were detected in 17.9% and 32.6% respectively
of NPC cases. Of note, no significant association was found between the ERCCI C8092A polymorphism and response
to radiation therapy (p=0.81). Similarly, there was no significant association between the response to radiotherapy and
allelic distribution (p=0.56). Likewise, no correlation was observed neither with genotypes (p=0.07) nor with alleles
(p=0.09) of ERCCI C118T polymorphism and response to radiation therapy. Conclusion: Our results clearly showed
that ERCCI C8092A and ERCC1 C118T polymorphisms were not associated with response to radiotherapy in Moroccan
NPC patients. Large studies are warranted to confirm the role of these SNPs in therapeutic response of NPC patients.

Keywords: Nasopharyngeal carcinoma- ERCCI C8092A- ERCCI C118T- radioresistance- Morocco

Asian Pac J Cancer Prev, 24 (1), 93-99

Introduction

Nasopharyngeal carcinoma (NPC) is a unique
squamous-cell tumor arising from the epithelial cell lining
of the nasopharynx (Guo et al., 2019). This malignancy is
a common type of cancer in Southeast Asia and a leading
cause of death (Lee et al., 2019). Morocco, as other
North African countries, has an intermediate incidence
of NPC (3-8 per 100,000 inhabitants) and the majority
of NPC patients are diagnosed at an advanced stage

due to its deep anatomy (Renaud et al., 2020). Given
its exquisitely sensitivity to radiation, NPC is mainly
treated with radiotherapy, which is largely reported as
the gold standard treatment approach (Chua et al., 2019).
Moreover, concordant reports suggest that patients
diagnosed at an early stage of the disease had a complete
remission (Luftig., 2013).

Actually, the main problems faced by clinicians after
radiotherapy treatment are the radiation-induced fibrosis,
toxicity and the emergence of radio-resistant tumor cells.
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Indeed, and despite the excellent control with modern
radiotherapy techniques, some NPC patients have partial
remission and develop local recurrence and distant
metastasis, which hampers the treatment success (Yuan
et al., 2016).

Currently, many studies are underway to investigate
the biological mechanisms involved in carcinogenesis
and how they affect radiation response. Of note, these
genetic alterations can impact tumor sensitivity to
radiotherapy (Riou et al., 2019). Scientific evidences
have shown that radiotherapy induce DNA damage in
tumor by breaking single-strand (SSBs) and double-strand
(DSBs) DNA and also carries damage on nucleotides
before their incorporation in DNA strands (He et al.,
2018). Hence, many DNA-repair pathways are used to
repair DNA damages and to maintain cell and tissue
homeostasis, including base excision repair (BER) and
nucleotide excision repair (NER) (Klinakis etal., 2020). In
contrast, these DNA-repair pathways represent a potential
mechanism of cancer resistance to radiation induced DNA
damages and radiotherapy (Ferreira and Dutreix., 2019).
Extensive studies have shown that radio-resistance is the
consequence of some single nucleotide polymorphisms
(SNPs) affecting genes involved in DNA reparation
(Hirakawa et al., 2020), paving the way for new
investigations highlighting novel genetic biomarkers that
could beused as efficient prognostic tools or as therapeutic
targets.

NER is the predominant DNA damage repair pathway
and the excision repair cross complementing group
1 (ERCC1I) gene plays a key role in NER pathway to
recognize DNA damage in the initial repair stage and
to ensure an efficient DNA repair (Obiedat et al., 2018).
Many investigations have highlighted the association
between SNPS of ERCCI gene and platinum-based
therapy efficacy in ovarian, colorectal and gastric cancers
and have shown the interest to use this biomarker to
predict clinical outcomes of platinum-based chemotherapy
(Abyarghamsari et al., 2019).

Among the different ERCCI polymorphisms, many
studies indicated that C8092A (1s3212986) and C118T
(rs11615) SNPs may be useful as effective biomarkers
for clinical outcomes prediction and for targeted therapy
approach for better management of various cancers (Chen
etal, 2017).

ERCCI C8092A (1s3212986) SNP is a substitution
of cytosine by adenine, located on the 3’ untranslated
region of the ERCCI gene (Shen et al., 1998) involved
in the translational repression of ERCCI mRNA (Jin et
al., 2014) and affecting ERCCI mRNA stability (Zhou et
al., 2004). ERCC1 1s3212986 polymorphism was reported
to predict fair survival outcome in Japanese patients with

Table 1. Primers for PCR Amplification

pharyngo-laryngeal squamous cell carcinoma (Hirakawa
etal., 2020), it was also suggested as a potential biomarker
to predict smoking related lung cancer (Yu et al., 2018).

C118T (rs11615) SNP in the ERCCI gene, located
at exon 4 and lead to AAC/AAT change at postionl18
(Ding et al., 2015). Interestingly, C118T SNP is associated
with differential mRNA levels (Park et al., 2003) and
higher levels of the enzyme’s expression could decrease
the response to the chemotherapy regimens containing
platinum drugs (Wamecke-Eberz et al., 2009). In this field,
many studies have been conducted on the evaluation of the
effect of polymorphism of ERCC in carcinogenesis and
response to chemotherapy regimens and have reported that
this polymorphism is a useful marker to predict response
to chemotherapy and survival in subjects living with
osteosarcoma (Biason et al., 2012), colorectal (Yin et al.,
2011) and gastric (Abyarghamsar et al., 2019) cancers.

In this context, growing interest is given to evaluate
the association between ERCCI SNPs and radio-resistance
and how they can influence individual variations to
radiotherapy response. Thus, the present study was
planned to assess the presence of C8092A (1s3212986)
and C118T (rs11615) SNPs in Moroccan patients with
NPC and to determine their association with resistance
to radiotherapy treatment.

Materiel and Methods

Study population

Ninety-five NPC patients were diagnosed and recruited
between 2016 and 2018 at Mohammed VI Center for
Cancer Treatment, Casablanca, Morocco. Patients were
mainly from Casablanca and neighboring regions. The
study protocol was approved by the Ethics Committee of
Ibn Rochd University Hospital, Casablanca - Morocco
and written informed consent was obtained from each
recruited patient.

Genotvping Conditions

Genomic DNA was prepared from peripheral blood
leucocytes using phenol chloroform method and quantified
utilizing NanoDrop 2000 UV-Vis Spectrophotometer
(Thermo Fisher Scientific). ERCCI C8092A and C118T
SNPs screening was carried out by PCR amplification and
DNA sequencing. For PCR amplification, primers flanking
the regions containing ERCCI C8092A and C118T SNPs
are reported in Table 1.

PCR amplification was performed in a total volume
of 25ul, containing 1X PCR buffer, 0.2uM of each
dNTP, 0.2mM of each primer, 0.5U Platinum Taq DNA
polymerase (Invitrogen) and 100ng of genomic DNA.
Amplification mixtures were first denatured at 94°C for

Gene/ SNP Primer sense Primer sequence Tm °C Fragment length (Bp)
ERCC1 C118T For 5’-AGGAGGGCCCTGTGGTTATC-3" 48 265

Rev 5’-AGGCTTCTCATAGAAC-3’
ERCC1 C8092A For 5’-AGTCTCTGGGGAGGGATTCT-3’ 56 204

Rev 5’-ACAGTGCCCCAAGAGGAGAT-3"
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7 min. Then, 40 cycles of PCR were performed with
denaturation at 94°C for 30 s, primer annealing at the
corresponding Tm for 30 s and primer extension at 72°C
for 30 s. At the end of the last cycle, the mixtures were
incubated at 72°C for 7 min. For every reaction, a negative
control, in which DNA template was omitted from the
amplification mixture, was included. After amplification,
PCR products were analyzed by electrophoresis on 2%
agarose gels followed by staining with ethidium bromide
(10 mg/ml).

PCR products were purified using EXoSAP-IT®
clean up system (USB, USA) to eliminate unincorporated
primers and dNTPs. Direct sequencing was performed
on an ABI 3130XL DNA analyzer (Applied Biosystems,
Foster city, CA, USA), using the same primers that
served for PCR and BigDye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster city, CA,
USA), according to manufacturer’s protocol. Briefly,
sequencing reactions were performed in a final volume
of 10pl, containing 200ng of purified PCR product, 1ul
of 2.5X Big Dye ready reaction mix and 10 pmol of the
specific primer. The sequencing mixtures were incubated
at 95°C for lmin and 25 cycles were performed as:
denaturation at 95°C for 10s, primer annealing at 50°C
for 5s and extension at 60°C for 4 min. Sequencing
products were finally purified using sephadex G-50 gel-
exclusion chromatography (GE Healthcare Life Sciences)
to eliminate the excess of unincorporated labeled ddN'TPs.
Obtained sequences were analyzed using BioEdit
Sequence Alignment Editor and Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST).

Data and statistical analyzes

Radioresistant/ radiosensitive status was attributed
based on the clinical evolution of patients treated with
radiotherapy. Indeed, cured cases after the follow up
period of six months were considered radiosensitive. In
contrast, radio-resistance status was attributed to NPC
cases that relapsed, developed local or distant disease
within the first six months following the radiotherapy
treatment.

All statistical analyses were carried out using SPSS
for Windows, version 22 (SPSS Inc, Chicago) to detect
the association between the genotyping results and the
response to radiotherapy. p values <0.05 were considered
statistically significant.

Results

Characteristics of the study Population

Characteristics and clinico-pathological parameters of
the 95 studied NPC patients are summarized in Table 2.
The mean age of patients was 44.1 with extreme ages of
12 and 82 years old. Among patients, 60% (57/95) were
males and 40% (38/95) were females, with a sex ratio of
1.57. Most of them have not a consanguineous marriage
(90.6%) or familial antecedents of any type of cancer
(78.9%). Overall, 46.3% of cases had a rural childhood
habitat; most of them were not smokers (70.5%) and not
alcohol consumers (93.8%).

Histologically, the majority of NPC patients showed

non-kKeratinizing undifferentiated tumors (93.7%). Clinical
stages of NPC were classified according to the Union for
International Cancer Control /American Joint Committee
on Cancer (UICC/AJCC) TNM (tumor-node-metastasis)
staging system, version 7. Accordingly, 81.1% (77/95)
of patients with NPC were diagnosed at advanced stages
(Il and IV) and 18.9% (18/95) at an earlier disease stage
(T and II).

ERCC1 polymorphisms in population study

Successful amplification and sequencing targeting
ERCCI polymorphisms (C8092A and C118T) was
obtained for all 95 NPC patients and results of genotypic
and allelic frequencies distribution are reported in Table 3.
For C8092A SNP, genotypes CC and CA prevail and
were found in 51.6% (49/95) and 45.3% (43/95) of cases,
respectively, whereas the homozygote AA genotype was
found in only 3.1% of cases (3/95). Accordingly, analysis
of allelic frequency showed that C8092 allele found in
74.2% of cases was predominant whereas allele A8092
was found in only 25.8% of cases.

For C118T SNP, the heterozygote CT genotype
prevails and wasreported in 49.5% (47/95) of NPC cases.

Table 2. Socio-Economic and Clinical Characteristics of
Recruited NPC Patients

Variables N %
Gender
Male 57 60
Female 38 40
Age
<30 years 23 242
> 30 years 72 75.8
Consanguinity
No 86 90.6
Yes 9 9.4
Familial antecedent
No 75 78.9
Yes 20 21.1
Childhood habitat
Rural 44 46.353.7
Urban 51
Smoking status
Smokers 28 294
Non Smokers 67 70.6
Alcohol consumption
Drinkers 6 6.2
Non drinkers 89 93.8
Clinical stages
Stage I and IT 18 18.9
Stage III and IV 77 81.1
Histological type
Keratinizing tumors 1 11
Non-keratinizing tumors ) 5.2

Non-keratinizing undifferentiated tumors 89 93.7
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Table 3. Distribution of C8092A and C118T Genotypes in NPC Cases

SNPs C8092A C118T
N (%) N % N %
Genotypes c/C 49 51.6 Cc/iC 17 17.9
C/A 43 45.3 C/T 47 495
A/A 3 3.1 TAT 31 32.6
Alleles c 141 74.2 C 81 424
A 49 25.8 T 109 57.6

Homozygotes genotypes CC and TT were reported in
17.9% (17/95) and 32.6% (31/95) of cases, respectively.
Analysis of allelic frequency showed that C allele was
present in 42.4% of cases and T allele in 57.6% of cases.

Correlation between ERCCI polymorphisms distribution
and clinico-pathological parameters of NPC patients

The distribution of ERCC1 SNPs C8092A and C118T
genotypes in the 95 NPC cases according to clinical stages
of NPC is reported in Table 4. For C8092A SNP, C/C
genotype prevails in early carcinoma stages (stages I and
II) and was detected in 66.7% of patients, C/A genotype
was detected in only 33.3% of NPC patients, with an
absence of A/A genotype. In advanced stages of NPC
(stages III and IV), C/C, C/A and A/A genotypes were
detected in 48.1%, 48% and 3.9% of patients, respectively.
Statistical analysis did not show any significant association
between ERCC1 C8092A SNP and NPC clinical stages
(p=0.202). Similarly, in terms of alleles distribution, no
significant association was obtained between C/A alleles
and NPC clinical stages (p=0.161).

Regarding ERCC1 C118T SNP, no significant
difference was found between clinical stage and genotype

distribution (p=0.994) and allele frequencies (p=0.740).
CC, CT and TT genotypes as well as C and T alleles were
found with same frequencies in early and advanced stages.

Correlation between ERCCI Polymorphisms
distribution and clinical evolution of NPC patients

Among the 95 studied patients, 63 were treated with
radiotherapy and clinical evolution was available for only
61 of them; 2 patients were treated in the private sector
and their outcomes were not available.

Table 5 sets out the association between ERCCI
SNPs C8092A and C118Tgenotypes and response to
radiotherapy. For ERCCI C8092A polymorphism,
homozygous CC and heterozygous CA genotypes
prevail in both radio-resistant and radiosensitive cases.
In the same way, C and A alleles were reported globally
with the same frequencies in radio-resistant and radio-
sensitive cases. Statistical analyses showed no significant
association between the radio-resistance status and,
C8092A genotypes (p=0.81) and allelic frequencies
(p=0.56).

For C118T SNP, CT genotype prevails in radio-
resistant cases (60.4%, 32/53) and TT in radiosensitive
cases (62.5%, 5/8). Aborderline significance was obtained

Table 4. Association between ERCCI SNPs and Clinical Stages

Clinical stages N C8092A
Genotypes Alleles

CC (%) CA (%) AA (%) p C(%) A(%) p
Stage I and II 18 12 (66.7) 6(33.3) 0(0) 30(83.3) 6(16.7)
Stage III and TV 77 37 (48.1) 37(48) 3(3.9) 0.202 111 (72.1) 43 (27.9) 0.161

C118T

CC (%) CT(%) TT(%) p C(%) T(%) p
Stage I and IT 18 3(16.7) 9 (50) 6(33.3) 15 (41.7) 21(58.3)
Stage IIT and T\/ 77 14 (18.2) 38 (49.3) 25(32.5) 0.994 66 (42.9) 88 (57.1) 0.74

Table 5. Association between ERCCI Polymorphisms and Radiotherapy Response

Clinical outcome N Genotypes Alleles
C8092A

CC (%) CA (%) AA (%) p C (%) A(%) p
Radiosensitive 53 25 (47.1) 27 (51) 1(1.9) 0.81 77 (72.6) 29 (27.4) 0.56
Radioresistant 8 4 (50) 4 (50) 0 12 (75) 4(25)

C118T

CC (%) CT (%) TT (%) p C (%) T (%) p
Radiosensitive 53 9(17) 32(60.4) 12 (22.6) 0.07 50 (47.2 56 (52.8) 0.091
Radio-resistant 8 1(12.5) 2(25 5(62.5) 4(25) 12 (75)
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between ERCCI C118T polymorphism genotypes and
radio-resistance status (p=0.07). Similarly, a borderline
association was found between radio-resistance status
and allelic frequency (p=0.091), as T allele prevails in
radiosensitive cases.

Discussion

Worldwide, due to a significant difference between
patients, the efficacy ofradiotherapy is the main challenge
that physicians encounter when treating NPC patients
(Yeh et al., 2021). Within this frame, the identification
of biomarkers that can predict radiation sensitivity and/
or clinical outcomes will enable NPC patients to benefit
from a personalized therapy. Many studies in the last
few decades have reported that SNPs in DNA repair
genes could be correlated with radiotherapy response in
a variety of cancers, including non-small cell lung cancer
(NSCLC) (Jiang et al., 2021), rectal cancer (Qin et al.,
2015), breast cancer (Lee et al., 2020), head and neck
squamous cell carcinoma (HNSCC) (Jin etal., 2014) and
NPC (Borchiellini et al., 2017).

In the present study, the interest was particularly
given to ERCCI C8092A (rs321986) and ERCCI C118T
(rs11615), which have been shown to be contributing
factors in the development of NPC (Yang et al., 2009).
Our findings revealed that both ERCCI SNPs are not
significantly associated with NPC clinical stages as
they were found in both early and advanced stages. Our
results are consistent with previous research conducted
on 267 NPC patients and 304 cancer-free controls in
the Southwest Chinese population, indicating that the
single nucleotide polymorphism ERCCI C8092A is not
associated with clinical stage. Moreover, Yang et al. have
reported that ERCCI C8092A genotypic frequencies in
early stages of NPC were not significantly different from
those in advanced stages (P > 0.05) (Yang et al., 2009).
Furthermore, Yang et al. reported that ERCCI C8092A
genotypic frequencies in early stages of NPC were not
significantly different from those in advanced stages (P
> 0.05) (Yang et al., 2009).

The role of ERCCI, as a key element of the NER
pathway, in DNA damage recognition and repair has been
largely explored along with response to chemotherapy
but, to the best of our knowledge, its association with
radio-resistance in NPC is poorly studied. Molecular
exploration showed that ERCC1 C8092A SNP was found
in both radio-resistant and radiosensitive cases. Statistical
analysis showed no significant association between the
radio-resistance status and, ERCCI C8092A genotypes
(p=0.81) and allelic frequencies (p=0.56). These results
are in agreement with a previously study conducted by
Du et al., 2018 highlighting that ERCCI C8092A SNP
was not correlated with the radio-therapeutic response
in Chinese lung cancer patients treated with intensity
modulated radiation therapy.

Similarly, no significant association was observed
between ERCCI C8092A SNP and response to
chemotherapy treatment. In a meta-analysis, including
2097 patients with NSCLC who received platinum-based
chemotherapy, the correlation between ERCCI C8092A

polymorphism and response to treatment did not show
any significant association (Yin et al., 2011) Consistent
with these findings, another meta-analysis including 44
published studies reporting no significant association
between ERCCI C8092A polymorphism and response
to platinum-based chemotherapies in 5944 NSCLC
patients, further supports our results, (Huang et al., 2014).
Chen et al identified ERCCI C8092A genotype as an
independent predictor of poor progression free survival
(PFS) (HR, 1.63; 95%; CI, 1.08- 2.61; P, 5.047) in 101
NPC patients treated with cisplatin-based chemotherapy
(Chen et al., 2013). In addition, Jin et al. found that
ERCCI C8092A polymorphism was correlated with PFS
in 75 nasopharyngeal carcinoma patients who received
either radiotherapy alone or chemo-radiotherapy (Jin et
al., 2014).

Interestingly, a recent study showed that patients
with HNSCC exhibiting the ERCCI 8092 (C/A+A/A)
genotype, treated with chemo-radiotherapy (CRT), had
significantly poorer survival rate than those with ERCCI
8092 C/C genotype, highlighting the opportunity of using
this SNP as an independent predictor of CRT response
and patients survival outcomes (Hirakawa et al., 2020)

Of particular interest, a borderline association was
found between ERCCI C118T SNP and radio-resistance
status among Moroccan NPC patients. Worldwide, the
association between ERCCI C118T SNP and chemo-
and/or radio-therapy outcome is well documented and
discussed in different cancers. In this field, Jiang et al.
have shown that this SNP can play an important role in
the prediction of radiotherapy sensitivity and prognosis
of NSCLC (Jiang et al., 2021). Indeed, NSCLC patients
carrying the C allele (CC or CT genotypes) had a
significantly better survival compared to those bearing the
T allele (TT genotype) (30.9 vs. 16.2 months; P=0.003).
These results were confronted by finding of Du et al.
reporting a significant association between ERCCI C118T
genotypes and radiotherapy outcomes in lung (Du et al.,
2018) and esophageal cancer patients (Warnecke-Eberz
et al., 2009). Of particular interest, Carles et al., have
highlighted the role of ERCCI C118T SNP as a marker
for response to radiotherapy in Spanish patients with
Stage I to II head-and-neck cancer, widening the range
of application of this SNP to predict clinical stage as
well as radio-therapeutic status. Conversely, Wang et al.,
by following 176 patients of NSCLC treated with radio-
chemotherapy, didn’t observe any significant relation
between ERCCI C118T SNP and treatment outcomes.

In the same way, several studies have shown that the
ERCCI C118T SNPis a valuable biomarker for responses
to chemotherapeutic drugs, particularly cisplatin, with a
high predictive value for platinum-based chemotherapy in
patients with late-stage bladder cancer (Xu et al., 2016),
ovarian malignancies (Vella et al., 2011), and patients at
advanced NSCLC (Dong et al., 2012: Wei et al., 2011).
In the present study, the borderline significance observed
between radio-resistance status and, SNP genotypes and
allelic frequencies may be mainly due to the low sample
size and the restricted number of studied SNPs in ERCC!
gene.

To the best of our knowledge, this is the first study
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investigating the role of DNA excision repair gene
ERCCI polymorphisms in patients with NPC and results
are very informative: (1) ERCCI C8092A and ERCCI
C118Tgenotypes were found in both early and advanced
disease stages, with no significant difference; (2) ERCCI
C8092 A SNP was not found to be significantly associated
with radio-resistance status; (3) Borderline significances
were obtained between radio-resistance status and, ERCC1
C118T genotypes (p=0.07) and allelic frequencies, which
need to be confirmed on a larger sample size to get
conclusive results.

The main limitations of the study are the relatively
small sample size and lack of additional patient’s
information that could be of interest for more explorations.
Moreover, the follow-up period of most patients did
not exceed three years, which is not enough to estimate
appropriately clinical evolutions, patients’ outcomes and
PFS.
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L "association entre les polymorphismes des genes de réparation de
I'ADN et I'efficacité de la radiothérapie chez les patients atteints du NPC

Le cancer du nasopharynx (NPC) constitue un grand probléme de santé publique. Il est trés
répandu dans les pays d’Afrique du Nord. C’est un cancer qui est connu par son mauvais
pronostique. De plus, la majorité des patients présentent des stades localement avancés ou des

métastases a distance (80 %).

La radiothérapie est une modalité indispensable dans les stratégies thérapeutiques mises en
ceuvre pour traiter de nombreux cancers incluant le cancer du nasopharynx. Par son effet direct
ou indirect sur I’ADN nucléaire, la radiothérapie permet la destruction des cellules tumorales.
Cependant, la radiorésistance est I’une des causes majeures d'échec thérapeutique engendrant

des rechutes et des métastases a distance.

Au cours de ces derniéres décennies, plusieurs études ont montré que la radiosensibilité des
cellules tumorales est sous un contréle génétique. En effet, un grand nombre d'études ont montré
que les altérations génétiques et épigénétiques induisent des changements au niveau des
protéines de réparation de I’ADN conduisant ainsi a une réduction de la radiosensibilité des
patients atteints du NPC face aux rayonnements ionisants, ce qui peut induire une

radiorésistance.

De nombreux polymorphismes génétiques au niveau des genes de réparation de I’ADN se sont
avéres étre non seulement associés au risque de survenue du cancer du nasopharynx, mais
également impliqués dans la réponse a la radiothérapie. Les deux polymorphismesXRCC1
Arg399GIn (rs25487) et XRCC3 Thr241Met (rs861539) sont étroitement liés aux réponses des

patients avec NPC a la radiothérapie.

De ce fait, ce présent travail consistera a évaluer la présence des polymorphismes des genes de
réparation de I’ADN XRCC1 Arg399Gin (rs25487) et XRCC3 Thr241Met (rs861539) dans une
population de 102patients atteints du NPC recrutes au centre Mohammed V1 pour le traitement
des cancers, et & étudier 1’association entre ces polymorphismes et la réponse des patients a la

radiothérapie.

Les résultats ont révelé que les génotypes et les alléles des deux polymorphismes nucléotidiques
n’ont aucune association significative avec les stades cliniques (pour XRCC1 Arg399GIn p
(génotype) = 0,559; p (allele)= 0,440) et (pour XRCC3 Thr241Met p(génotype)= 0,638;

p(alléle)=0,567). De plus, I’association entre la réponse a la radiothérapie, les génotypes et les
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all¢les n’était pas statistiquement significative (pour XRCC1 Arg399GIn p (génotype) = 0,583;
p (alléle) = 0,459) et (pour XRCC3 Thr241Met p (génotype) = 0,660; p (allele) = 0,590).

La présente étude suggére que les polymorphismes XRCC1 Arg399GIn et XRCC3 Thr241Met
n’ont aucun impact sur la réponse radiothérapeutique chez les patients NPC marocains.

Cependant, des études sur une grande population sont nécessaires pour confirmer nos résultats.
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Introduction: Single nucleotide poly-
morphisms (SNPs) in DNA repair
genes are mainly correlated with
the response to radiotherapy in na-
sopharyngeal cancer (NPC). In NPC
patients, previous research has stud-
ied the association between X-ray re-
pair cross-complementing group 1and
3 (XRCC1 and XRCC3) polymorphisms
and radio-therapeutic response.
The objective of our study was to
test the association between XRCC1
Arg399GIn and XRCC3 Thr241Met
polymorphisms and the response to
radiotherapy in the NPC Moroccan
population.

Material and methods: A total of
100 patients with NPC were geno-
typed for polymorphisms in XRCC1 and
XRCC3 genes.

Results: The results revealed that
the genotypes and alleles of both SNPs
did not show any significant associa-
tion with clinical stages (for XRCC1 Arg-
399GIn: p [genotype] = 0.559; p [allele]
= 0.440) and (for XRCC3 Thr241Met:
p [genotype] = 0.638; p [allele] = 0.567).
Moreover, in the study of the associa-
tion between the polymorphisms and
radiotherapy, the response to radia-
tion therapy between genotypes and
alleles was not statistically significant
(for XRCC1 Arg399GIn p [genotype] =
0.583; p [allele] = 0.459) and (for XRCC3
Thr241Met p [genotype] = 0.660;
p [allele] = 0.590).

Conclusions: The present study sug-
gests that XRCC1 Arg399GIn polymor-
phism does not have any impact on
the radio-therapeutic response in Mo-
roccan NPC patients whereas XRCC3
Thr241Met polymorphism may act as
a prognostic indicator for NPC patients
treated with radiotherapy. However,
studies with a larger sample are need-
ed to confirm our results.

Key words: NPC, radioresistance, SNPs,
radiotherapy, polymorphisms.
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Introduction

According to global cancer statistics, nasopharyngeal cancer (NPC) is
arare disease, but it poses a great health problem in some regions, including
Southeast Asia, Africa, and the Arctic [1]. In Morocco, the annual incidence
of NPC is estimated at 1.8%; the majority of patients are diagnosed with
locally advanced disease or distant metastasis (80%), and more than 90%
of metastatic cases die [2].

Worldwide, the deep anatomic localization of NPC and its late diagnosis
limit therapeutic approaches, and radiotherapy is still the main and the most
effective treatment of NPC [3]. Scientific evidence has shown that radiother-
apy destroys tumour cells by acting directly on the DNA (direct effect), and
indirectly by free radicals generated by ionization leading to DNA base lesion
(indirect effect) [4]. This DNA injury eventually impacts cell proliferation and
changes the cell cycle, inducing cellular apoptosis or activating death path-
ways [5].

The mostimportant challenge is to overcome radioresistance, considered
as the main cause of local recurrence and distant metastasis [6]. In the last
decade, research into the molecular basis of radiation response in tumours
has improved our understanding of radioresistance, and data clearly shows
that radioresistance is mainly due to genetic variations involved in DNA re-
pair pathways. As response to radiotherapy, tumour cells activate a series
of complex reactions to survive [7].

Overall, four principal DNA repair pathways occur in cancer cells: mis-
match repair, double strand base (DSB) repair, nucleotide excision repair, and
base excision repair (BER), being the central DNA repair mechanism to main-
tain the genome integrity [8]. In this system, two genes, X-ray repair cross
complementing 1 (XRCCI) and 3 (XRCC3), play a key role in DNA repair and
are considered as important factors in damage signalling and recovery [9].

XRCCI gene located on 19q13.2, comprising 17 exons and 16 introns, en-
codes a DNA repair protein that plays a key role in BER pathway by repairing
DNA single-strand breaks [10-12]. XRCCI was the first gene reported to impact
cell sensitivity to ionization radiation [13]. The XRCC3 gene located on 14q32.3,

This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution-NonCommercial-ShareAlike 4.0 international (CC BY-NC-SA 4.0).
License (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/)
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Table 1. Primer sequences used for of XRCC1 and XRCC3 single nucleotide polymorphism genotyping

SNP Primer sequence Tm (°C) Amplicon size
(Bp)
XRCC1 Arg399GIn E 5'-GATCACACCTAACTGGCATCTTC-3' 54 265
R 5'-CTGGGACCACCTGTGTTC-3'
XRCC3 Thr241Met F: 5'-GGTCGAGTGACAGTCCAAAC-3' 58 449
R 5'-AGCAACGGCTGAGGGTCTT-3!

SNP —single nucleotide polymorphisms

covering 10 exons and 9 introns, encodes for the enzyme
that participates in DNA DSB repair [10, 11]. Several studies
have reported an association between genetic modifica-
tion of XRCCI and XRCC3 and the response to radiotherapy
in various cancers, including rectal cancer, cervical cancer,
breast cancer, and lung cancer [14-19]. In NPC, growing at-
tention has been paid to the association between single
nucleotide polymorphisms (SNPs) in DNA repair genes and
the response to radiotherapy. In this field, many studies
have reported that SNPs in XRCCI and XRCC3 may act as
potential biomarkers for predicting radiosensitivity.

Despite the growing number of studies investigating
the predictive role of these SNPs in NPC radiotherapy,
the results are still controversial. Recently, Gong et al. high-
lighted the need of more genetic association studies re-
lated to radiation-based treatment to support the interest
of considering XRCC SNPs as prognosticfactors for patients
receiving radiotherapy-related treatment [20]. Nonethe-
less, we performed this study to evaluate the association
between XRCC1 Arg399GIn and XRCC3 Thr241Met SNPs in
Moroccan patients with NPC and responses to radiother-
apy, to assess their usefulness as prognostic biomarkers
of NPC radiotherapy.

Material and methods
Study population and sampling

Atotal of 100 NPC patient were recruited at Mohammed
VI Centerfor Cancer Therapy in Casablanca between January
2016 and December 2018. Peripheral blood specimens were
collected in tubes containing ethylenediaminetetraacetic
acid. Inthis study, all recruited patients were initially sched-
uled to be treated with radiotherapy. All patients agreed to
complete a questionnaire to provide information regarding,
age, sex, smoking status, childhood habits, consanguinity,
and personal and familial cancer history. Information re-
garding clinical and pathological status was recovered from
their respective medical records. The study protocol was
approved by the Ethics Committee of Ibn Rochd University
Hospital, Casablanca, Morocco, and each recruited patient
signed a written informed consent form.

DNA extraction

Genomic DNAwas extracted from leukocyte nuclei using
a phenol chloroform DNA extraction method [21]. The con-
centration of the extracted DNA was quantified using a UV
spectrophotometer (Nanodrop, Thermofisher, USA). Then
the quality of DNA was checked by polymerase chain reac-
tion (PCR) amplification of a fragment of the B-globin gene
using the primers PCO4 (5’-CAACTTCATCCA CGT TCACC-3')

and GH20 (5’-GAAGAGCCAAGGACAGGTAC-3'), generating
an amplification product of 265 bp.

Single nucleotide polymorphism genotyping

The genotyping of the 2 polymorphic sites in DNA repair
genes (XRCC1 Arg399GIn [rs25487] and XRCC3 Thr241Met
[rs861539]) was assessed by conventional PCR using lo-
ci-specific primers, as reported in Table 1.

Polymerase chain reaction amplification was performed
in a total volume of 25 pl containing 200 pM of each dNTR
200 pM of each primer, 0.5 U Platinum Tagq DNA polymerase
(Invitrogen), and 100 ng of genomic DNA in 1X PCR buffer.
Each PCR reaction consisted of DNA denaturation at 95°C
for 2 minutes, followed by 40 cycles of denaturation at 94°C
for 30 seconds, and primer annealing for 30 seconds at
specific temperature and DNA extension for 30 seconds
at 72°C. A final extension at 72°C for 7 min was performed
for all amplification mixtures. Polymerase chain reaction
products were size separated by 1.5% agarose gel electro-
phoresis and visualized under ultraviolet light.

For SNP genotyping, PCR products were purified using
an ExoSAP-IT® kit (Applied Biosystems, USA) to eliminate
the primers and the remaining unincorporated dNTPs,
and then were subjected to DNA sequencing reaction.
Sequencing reactions were performed in a final volume
of 10 ul, containing 200 ng of purified PCR product, 1 pl
of Big Dyev3.1 ready reaction mix (Applied Biosystems,
Foster city, CA, USA), and 10 pmol of the specific primer
(the same used for PCR amplification). The sequencing
mixtures were incubated at 95°C for 1 min and 25 cycles
were performed as follows: denaturation at 95°C for 10 s,
primer annealing at 50°C for 5 s, and extension at 60°C
for 4 min. Sequencing products were finally purified us-
ing Sephadex G-50 gel-exclusion chromatography (GE
Healthcare Life Sciences) to eliminate the excess of unin-
corporated labelled dNTPs. Direct sequencing of amplified
DNA was performed by capillary electrophoresis on an ABI
3130XL DNA analyser (Applied Biosystems, Foster city, CA,
USA). The sequencing products were analysed using a Ba-
sic Local Alignment Search Tool (BLAST) and BioEdit Se-
quence Alignment Editor to make this analysis complete.

Statistical analysis

The correlation between XRCC1 Arg399Gln and XRCC3
Thr241Met SNPs and clinical stages/response to radio-
therapy were evaluated by the y? test using SPSS software
version 23 (p-values < 0.05 were considered as statisti-
cally significant). Survival analyses were performed using
the Kaplan-Meier method and compared by a log-rank test
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Table 2. Demographic and pathological characteristics of the naso-
pharyngeal carcinoma population study

Parameters N = 100
Gender

Male 63
Female 37
Age

< 30 years 18
> 30 years 82
Smoking status

Smokers 31
Non-smokers 69
Childhood habitat

Rural 56
Urban 44
Consanguinity

No 92
Yes 8
Familial antecedent

No 75
Yes 25
Alcohol consumption

Drinkers 8
Non-drinkers 92
Clinical stages

Stage | and Il 14
Stage lll and IV 86
Histological type

Keratinising tumour 0
Non-keratinising tumour 5
Non-keratinising undifferentiated tumour 93
Others 2

using Graph Pad Prism software version 9 (p-values < 0.05
were considered as statistically significant).

Funding

This study was funded by Institut de Recherche sur le
Cancer (grant number 201932).

Financial support for publication of the article was provid-
ed by Institut de Recherche sur le Cancer, http://www.ircma.

Ethical approval

All procedures were performed in accordance with
the ethical standards of the Ethics Committee of Ibn
Rochd Hospital of Casablanca, Morocco of November
2017 and with the 1964 Helsinki declaration and its later
amendments.

Informed consent

Informed consent was obtained from all participants
included in the study.

Results
Demographic and clinicopathological characteristics

Demographic and clinicopathological characteristics
of the 100 recruited patients are summarized in Table 2.
In this cohort, males comprised 63% and females com-
prised 37%, with a male:female sex ratio of 1.70. Overall,
82% of cases were over 30 years old, and 56% had a rural
childhood habitat. Most patients had no consanguinity
(92%), no familial cancer history (75%), were not cigarette
smokers (69%), and were not alcohol consumers (92%).
Clinicopathological characteristics of tumour specimens
showed that most cases were diagnosed at advanced
stages Ill and IV (86%). Non-keratinising undifferentiated
tumour was the most prevalent histological type and was
reported in 93% of cases.

The distribution of the different XRCC1/3 single
nucleotide polymorphism genotypes

The distribution of the different XRCC1/3 SNPs geno-
types and alleles in NPC cases is summarized in Table 3.
For XRCC1 Arg399GlIn SNP, the heterozygous genotype
GA, was reported in 27% of cases, whereas the homozy-
gous genotypes GG and AA were identified in 60% and
13%, respectively. Accordingly, the G allele prevails and
was reported in 73.5%of cases. The A allele was reported
inonly 26.5% of cases.

For XRCC3 Thr241Met SNP, the heterozygous genotype
CT prevailed and was reported in 51% of cases. The ho-
mozygous genotypes CC and TT were reported in 36%
and 13% of cases, respectively. Allelic distribution showed
a predominance of C allele, reported in 61.5% of cases,
T allele being identified in only 38.5% of cases.

Table 3. Distribution of the XRCC1 and XRCC3 single nucleotide polymorphism genotypes and alleles in nasopharyngeal carcinoma patients

Genotypes XRCC1 Arg399Gin Genotypes XRCC3 Thr241Met

n % n %
G/G 60 60 c/C 36 36
G/A 27 27 (@4) 51 51
AA 13 13 /T 13 13
Alleles Alleles
G 147 73.5 C 123 615
A 53 26.5 T 77 38.5
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Table 4. Association between XRCCI and XRCC3 polymorphisms and clinical stages

Clinical stages n Genotypes Alleles
XRCC1 Arg399GIn
GG (%) GA (%) AA (%) P G (%) A (%) P
Stage | and || 14 8(57.1) 3(214) 3(21.4) 0.559 19 (67.9) 9(32.1) 0.440
Stage lll and IV 86 52 (60.5) 24(27.9) 10 (11.6) 128 (74.4) 44 (25.6)
XRCC3 Thr241Met
cc (%) T (%) TT (%) p C(%) T (%) p
Stage land Il 14 3(215) 10 (71.4) 1(7.0) 0638 16 (57.1) 12 (42.9) 0567
Stage Ill and IV 86 33 (384) 41 (47.7) 12 (13.9) 107 (62.2) 65 (37.8)
Table 5. Association between XRCCI and XRCC3 polymorphisms and response to radiotherapy
Clinical outcome n Genotypes Alleles
XRCC1 Arg399GIn
GG (%) GA (%) AA (%) P G (%) A (%) P
Radiosensitive 59 37 (62.7) 15 (25.4) 7 (11.9) 0.583 89 (75.4) 29 (24.6) 0.459
Radio-resistant 9 7(77.8) 1(111) 1(111) 15 (83.3) 3(16.7)
XRCC3 Thr241Met
CC (%) CT (%) TT (%) p C (%) T (%) P
Radiosensitive 59 20(339) 31 (52.5) 8(13.6) 0.660 71 (60.2) 47 (39.8) 0.590
Radio-resistant 9 4 (44.4) 4 (44.4) 1(11.1) 12 (66.7) 6 (33.3)

Correlation between XRCC1 Arg399GIn
and XRCC3 Thr241Met single nucleotide
polymorphisms and clinical stages

Inthis study, correlation between XRCCI Arg399Gln and
XRCC3 Thr241Met SNPs and clinical stages was also eval-
uated, and the results are reported in Table 4. Genotypic
and allelic distributions of XRCCI Arg399GIn SNP showed
no significant association with clinical stages, with
p =0.559 and p = 0.440, respectively. Likewise, NPC clin-
ical stages were not significantly associated with XRCC3
Thr241Met SNP genotypes (p = 0.638) or with correspond-
ing alleles (p = 0.567).

Association between XRCC1 Arg399Gln and XRCC3
Thr241Met single nucleotide polymorphisms and
response to radiotherapy

Among the 100 recruited NPC cases, only 68 underwent
radiotherapy, and clinical follow-up revealed that 59 were
sensitive to ionizing radiation and showed a positive re-
sponse to radiotherapy (86.8%), whereas 9 patients ex-
hibited radio-resistance status (13.2%) associated with re-
lapsed, local, or distant disease cases. In this study we also
investigated the association between XRCCI Arg399GlIn
and XRCC3 Thr241Met SNPs and response to radiotherapy.
For both SNPs, statistical analysis showed no significant
association between genotypic and allelic distributions
and response to radiotherapy (p > 0.05) (Table 5).

The evaluation of Arg299GlIn and Thr241Met
single nucleotide polymorphisms as prognosis
survival biomarkers in nasopharyngeal carcinoma
To evaluate whether the Arg299GIn and Thr241Met SNPs
has animpact on patients’ clinical outcomes (progression-

free survival — PFS, and overall survival — OS) Kaplan-
Meier analyses were performed, and the results are re-
ported in Figure 1. Interestingly, patients with CT genotype
of Thr241Met SNPs had significantly longer OS (p = 0.04
< 0.05) than those with CC and TT genotypes. However,
no statically significant association was detected between
Thr241Met genotypes and PFS, or between Arg399GIn gen-
otypes and PFS and OS (p-values > 0.05) (Fig. 1).

Discussion

Radiation therapy is the mainstay primary therapeutic
treatment for patients with nasopharyngeal carcinoma.
However, despite relevant scientific and technological ad-
vances, radio-resistance remains the main problem faced
by clinicians in NPC management and the major cause
of local recurrence and distant metastasis [22]. The sen-
sitivity of cancer cells to radiotherapy can be strongly in-
fluenced by genetic modifications affecting specific genes,
including XRCCI and XRCC3, which are involved in DNA
repair processes [7].

In the present study, our interest was focused on eval-
uation of the association between NPC radioresistance
and XRCC1 Arg399GlIn (rs25487) and XRCC3 Thr241Met
(rs861539) polymorphisms, reported as important factors
in the radiotherapy outcomes in several cancers [23].

In this study, no significant relationship was obtained
between XRCC1 Arg399GIn polymorphism and NPC pa-
tients’ clinicopathological characteristics. Arg399GlIn was
reported as the most common and important variation
of the XRCCI gene. However, its association with cancer
development is controversial. XRCC1 Arg399Gln was re-
ported to be associated with the incidence risk of cervical
cancer [5], with lung cancer risk, and with breast cancer
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Fig. 1. Kaplan-Meier analyses of progression free survival and overall survival correlated to Arg299Gin and Thr241Met single nucleotide

polymorphisms in nasopharyngeal cancer patients

risk in African Americans [24]. likewise, in an updated me-
ta-analysis, it was shown that the XRCC1 Arg399GlIn poly-
morphism is a potential predictor for susceptibility to NPC,
especially for Asians [25].

In the current study, XRCC3 Thr241Met polymorphism
did not reveal any association with clinical stage of NPC
cases. Narter et al. previously showed that XRCC3 TT geno-
type and T allele exerted protective effects against bladder
cancer development in a Greek population [26]. In other
cancers the results are controversial. Krupa et al. report-
ed no significant association between XRCC3 Thr241Met
polymorphism and clinical parameters of colorectal can-
cer cases [27]. However, a strong relationship between
XRCC3 Thr241Met polymorphism and oral squamous cell
carcinoma (OSCC) stages has been reported in the Brazil-
ian population, suggesting that this SNP may contribute
to the development of OSCC, metastases, and more ad-
vanced stages in these lesions [28].

During the last decades, few studies have been conduct-
ed to investigate the association between XRCC1/3 polymor-
phisms and NPC radio-resistance. For instance, no significant
association was observed between the XRCC1 Arg399Gln
and XRCC3 Thr241Met polymorphisms and the response to
radiotherapy (p > 0.05) in our study. In 2006, Andreassen
et al. reported no significant association between XRCC1

Arg399GlIn and XRCC3 Thr241Met polymorphisms and risk
of radiation-induced subcutaneous fibrosis [29].

Evaluation of the association between XRCC1 Arg399GIn
polymorphism and radiotherapy outcomes in 60 Chinese
patients with locally advanced NPC treated with radiation
therapy showed that XRCC1 399 GIn/Gln allele correlated
with a higher medium-term tumour regression ratio after
radiotherapy for primary nasopharyngeal neoplasm and
metastatic lymph nodes (> 80% vs. 40-60%, p < 0.01), sug-
gesting that this SNP is good for prognosis and patients
with XRCC1 Codon399 GIn/Gln allele were more likely to
obtain complete remission of tumour (100% vs. 76% and
67%, p > 0.05) [30].

The association between XRCC1 Arg399Gln polymor-
phism and radio-therapeutic response was confronted by
several studies in breast cancer [31], head and neck squa-
mous cell carcinoma [32], prostate cancer [33], and non-
small cell lung cancer [34].

Interestingly, many studies have addressed the associa-
tion between XRCC1 399 SNP and radiation side effects. In
this field, Chen et al. found that NPC patients with XRCC1
codon 399 Arg/Arg have a higher risk of developing acute
radiation dermatitis. Indeed, XRCC1 Arg399GIn polymor-
phism in NPC suggests that this SNP is an important pre-
dictive factor in the risk of acute radiation dermatitis during
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IMRT [35]. XRCC1 399 SNP was also reported, in combina-
tion with smoking, to predict poor PFS in 75 consecutive
NPC patients treated with curative radiotherapy [36].

The presence of significant association between XRCC3
241SNPand radiotherapy outcomes corroborates with pre-
vious results on radiotherapy-treated lung cancer patients
[37]. Interestingly, Burri et al. reported that XRCC3 had
a significant association with the development of late ra-
diation injury in 135 consecutive patients with clinically
localized prostate cancer treated with radiotherapy [38].

The association between XRCC3 241 SNP and chemo-
therapy was also investigated. Shen et al reported no
significant association between XRCC3 Thr241Met poly-
morphism and clinical outcomes of NSCLC patients treat-
ed with platinum-based chemotherapy [39]. However, in
a meta-analysis including 14 eligible studies, the predictive
value of XRCC3 Thr241Met polymorphism on response and
OS of patients with NSCLC was evaluated on 2828 pa-
tients, and a significant association was found between
the variant XRCC3 241Met and response to platinum-based
chemotherapy, while there was no statically significant as-
sociation between this polymorphism and OS [40].

The XRCC3 Thr241Met variant is a non-conservative
substitution and does not affect protein-protein interac-
tions [41]. However, the XRCC1 Arg399GIn mutation leads
to conformational changes in the XRCC1 protein, which
reduces its affinity for the multi-component DNA repair
protein complex [42]. Hence, these mutations may have
an impact on protein activity and consequently may be
associated with radio resistance status in NPC. Nasopha-
ryngeal carcinoma radio resistance could also be the re-
sult of other mechanisms including the presence of cancer
stem cells, genetic mutations, some epigenetics events,
abnormal activation of certain signalling pathways, and/or
alteration of the tumour microenvironment.

Conclusions

XRCC1 Arg399Gln (rs25487) polymorphism is a frequent
event in NPC patients, but it is not associated with can-
cer severity and is not involved in tumour radio resistance.
The study suggests that XRCC3 Thr241Met (rs861539) can
be associated with different OS in NPC patients treated
with radiotherapy. Additionally, other genetic and epigen-
etic alterations must be investigated to explain the mech-
anisms associated with NPC resistance for better manage-
ment of this complicated disease.
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I11. Corrélation entre les variations généetiques GSTP1 lle105Val
et GPX1 Prol98Leu et la réponse a la radiothérapie chez les
patients atteints du NPC

Le cancer du nasopharynx (NPC) est une tumeur maligne qui apparait dans 1’épithélium de la
paroi postérieure du nasopharynx. Son épidémiologie, son histopathologie et sa présentation
clinique sont différentes des autres cancers de la téte et du cou. Le NPC est largement connu
pour son étiologie multifactorielle, y compris ’infection par virus Epstein-Barr (EBV), les
facteurs génétiques et les facteurs environnementaux. Le NPC a une distribution ethnique et
géographique marquée. Plus précisément, son incidence qui est trés élevée en Asie de Sud-Est

et en Afrique du Nord.

En raison de sa radiosensibilité et de son emplacement anatomique profond, la radiothérapie a
été établie comme méthode de traitement primaire. Mais, il y a certains patients souffrant de la
récurrence. La radiorésistance est la principale cause d’échec du traitement du NPC, plusieurs
mécanismes peuvent étre responsables de la radiorésistance du NPC. Parmi ces mécanismes, il

y a les facteurs génétiques.

Les rayonnements ionisants peuvent cibler directement I’ADN nucléaire, qui peuvent soit
endommager directement ’ADN, soit indirectement provoquer des lésions a I’ADN en
stimulant la production d’espéces réactives d’oxygene (ROS). Diverses conséquences peuvent

étre engendrées, telles que 1’apoptose, I’autophagie, la nécrose et la sénescence cellulaire.

L efficacité de la radiothérapie peut étre diminuée a cause d’une détoxification et élimination
des ROS par I’intermédiaire de nombreux systemes enzymatiques. Parmi ces enzymes, il y a

les glutathion S-transférases (GST) et les glutathion peroxydases (GPX).

Il a été signalé que certains polymorphismes au niveau des génes codants pour ces deux
protéines pourraient étre impliqués dans le développement et la radiorésistance du NPC. Le
polymorphisme rs1695 (llel05Val) du géne GSTP1 et le polymorphismers1050450
(Pro198Leu) du géne GPX1 sont parmi les polymorphismes les plus associés au développement

du NPC et a la réponse aux traitements.

L'objectif de cette étude est d'explorer la présence de polymorphismers1695 et rs1050450 chez
une population marocaine atteinte du NPC, ainsi que d’évaluer une potentielle association entre

ces polymorphismes et la réponse a la radiothérapie.
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Dans une population d’étude de 101 patients atteints de NPC, le génotypage révélé la présence
de deux génotypes seulement : Pro/Pro (57,4 %) et Pro/Leu (40,6 %) pour le géne GPX1. Les
fréquences alléliques des alléles C et T étaient respectivement de 78,7 % et 21,3 %. Pour le
gene GSTP, les genotypes homozygotes Val/Val et Leu/Leu ont été detectés chez 35,6% et
12,9% des patients, respectivement. Le génotype hétérozygote Val/Leu a été trouvé chez 51,5%
des patients. Les fréquences alléliques ont montré la présence des deux alléles A et G dans
57,1% et 42,9 % respectivement. L’analyse statistique n’a révélé aucune association
significative entre les polymorphismes génétiques GSTP Vall05lle et GPX1 Pro198Leu, ni
avec les caractéristiques sociodémographiques et clinico-pathologiques, ni avec la réponse a la
radiothérapie (p>0,05).

Les résultats trouvés sont préliminaires, et d’autres recherches sur le réle des polymorphismes
des genes de détoxification dans la réponse a la radiothérapie sont nécessaires afin identifier

des biomarqueurs non invasifs et prédictifs de la radiorésistance.
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Abstract

Objectives: Radio-resistance poses a major challenge in nasopharyngeal carcinoma (NPC) treatment. Due to individual
variations in radio-sensitivity, biomarkers are needed to tailor radiation treatment. Within this frame, the identification
of series of genetic signatures mainly SNPs for NPC patients treated with radiotherapy may help to predict treatment
outcome and deliver personalized therapy. The aim of this study was to evaluate the possible association between the
GSTP1 lle105Val and GPX1 Pro198Leu polymorphisms and response to radiotherapy in NPC patients.

Methods: From September 2016 to October 2018, a total of 101 patients with confirmed NPC, recruited at Mohammed
IV Center for Treatment of Cancer of Casablanca, underwent radiotherapy. DNA was extracted from peripheral blood.
Genotyping of the GPX1 Pro198Leu and GPX1 Val105Leu polymorphisms was carried out by PCR amplification and
DNA sequencing. SPSS was used to analyse the association of GSTP1 and GPX1 genotypes with clinico-pathological
features and response to radiotherapy.

Results: The genotyping data revealed the presence of only two genotypes namely Pro/Pro (57.4%) and Pro/Leu
(40.6%) for GPX1 gene. The allelic frequencies of C and T alleles were 78.7% and 21.3% respectively. For GSTP gene, the
homozygous genotypes Val/Val and Leu/Leu were detected in 35.6% and 12.9% of patients respectively. The heterozy-
gous genotype Val/Leu prevailed (51.5%). Allelic frequencies showed the presence of the two alleles A and Gin 57.1%
and 42.9% patients respectively. Statistical analysis failed to find any significant association between GSTP Val105lle
and GPX1 Pro198Leu genetic polymorphisms and socio-demographic and clinico-pathological features as well as re-
sponse to radiotherapy (p>0.05).

Conclusion: Further research is warranted on the potential role of SNPs within antioxidant defines genes in radio-
therapy response and to identify reliable predictive and non-invasive biomarkers for radio-resistance among NPC
patients for personalised therapies.
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asopharyngeal carcinoma (NPC) is a malignant epithe-

lial neoplasm arising from the epithelial lining of the
nasopharynx and poses a public health problem in many
countries in Southeast Asia and north Africa. In Morocco,
like other countries in the Mediterranean basin, the inci-
dence of NPC is moderate, at 3-8 per 100 000 people.l*-2

NPC is widely known for its multifactorial aetiology, includ-
ing Epstein—Barr virus (EBV) infection, environmental fac-
tors and genetic susceptibility.!

Scientific evidence has shown that NPC is highly sensitive
to ionizing radiation. As such, radiotherapy (RT) is the main
and the most effective treatment of NPC.[* 51 However, the
main problem faced by clinicians is the growing number
of radio-resistance, affecting the treatment outcome and
reducing the overall survival (OS) of NPC patients, which
suggest the involvement of genetic susceptibility in this
radio-resistance.®! Radio-resistance is a complex biological
process associated with abnormal DNA damage response,
apoptosis, autophagy, gene mutations, cell cycle check-
point and deregulated signalling pathways which ham-
pered the success of RT.”! It's widely accepted that radio-
therapy acts directly on cellular components through the
ionizing radiations and indirectly through generated reac-
tive oxygen species (ROS) in the cell matrix.® Hence, per-
sistence of ROS in the NPC environment will be of a great
interest to produce DNA damage and induce apoptosis.
Conversely, rapid detoxification and ROS elimination will
be associated with a decrease RT efficacy.

Many genetic studies have been conducted and showed
that Pi-class glutathione S-transferase (GSTP1) and gluta-
thione peroxidase1 (GPX1) are the most proteins involved
in cell detoxification and xenobiotic elimination. These two
proteins play a key role in preventing the accumulation of
xenobiotics in cells, reducing their damage and the occur-
rence of various diseases.

Growing interest was given to investigate the role of GSTP1
and GPX1 and their involvement in cancer development
and resistance. GSTP1 enzyme, encoded by the GST pi
gene, is an isozyme widely reported to be expressed in hu-
man epithelial tissues,” that plays an important regulatory
role in detoxification and anti-oxidative damage. GSTP1 is
also involved in maintaining cell integrity and protecting
DNA from genotoxic and cell-damaging molecules by ca-
talysing the detoxification of reactive electrophilic com-
pounds.'? Large studies were conducted on the associa-
tion between genetic polymorphisms in GSTPT gene and
cancer development, including NPC, and have focused on
some specific polymorphisms like rs1695 (lle105Val) and
rs1138272 (Ala114Val) that alter the catalytic activity of the
protein. Indeed, polymorphisms in GSTPT gene have been

reported to be associated with bladder and testicular can-
cers,'"head and neck cancers,"? hepatocarcinoma,” lung
cancer,'¥ oral carcinoma!” and breast cancer.'617

GPX1 is a selenium-dependent enzyme highly involved in
cell antioxidant defence by protecting cells and their envi-
ronments from oxidative damage. GPX1, encoded by GPX1
gene, is able to eliminate the hydrogen peroxide (H,0,)
through its reduction into water.'¥ In GPX1 gene, a wide
interestis given to rs1050450C > T polymorphism, resulting
on proline (Pro) to leucine (Leu) amino acid substitution at
codon 198 (Pro198Leu), close to the C-terminus of the pro-
tein.'¥ GPX1 Pro198Leu SNP, has been shown to decrease
the enzymatic activity of glutathione peroxidasein the cells
expressing the mutant protein, which further can increase
the oxidative damage.”® GPX1 Pro198Leu polymorphism
has been shown to be associated with colorectal and gas-
trointestinal cancers in relationship with exposure at vari-
ous environmental factors.?"- 22! A recent meta-analysis has
reported a positive correlation between GPX1 Pro198Leu
SNP and the development of bladder, head and neck and
brain cancers.*!

There are limited data addressing the association of genet-
ic polymorphisms in GSTPT and GPX1 genes with tumour
response to radiotherapy and/or chemotherapy. Accord-
ingly, an association between GSTPI polymorphism and
treatment outcome was reported in breast cancer,?? blad-
der cancer and NPC,?! providing accumulating evidence
of the role of genetic variants in predicting response to ra-
dio and/or chemotherapy in cancer patients. Data regard-
ing genetic background of radio-resistance-related SNPs in
NPC are scarce. So, we designed this study to investigate
the association of Pro198Leu and lle105Val polymorphisms
in detoxification genes namely GPXT and GSTP1 with re-
sponse to radiotherapy in NPC patients and thus their po-
tential use as biomarkers for better management of NPC in
Morocco.

Methods

Study Design

A total of 101 histologically confirmed NPC patients were
recruited at Mohammed IV Center for Treatment of Can-
cer of Casablanca, between September 2016 and October
2018. Patients with previous cancer and those who had
previous chemotherapy or radiotherapy treatments were
excluded from this study.

A questionnaire was administrated to each patient to col-
lect information regarding the socio-economic status (age,
sex, familial history of cancer, tobacco habits, alcohol con-
sumption and childhood habitat). Clinical data including
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histological type and clinical stage were retrieved from
their medical records.

Patients were given a median dose of 50 Gy in the naso-
pharyngeal tumour area and 66 Gy in the involved lymph
nodes. A daily fraction of 2 Gy was delivered five times
per week and the treatment was completed within 5 to 7
weeks. For patients with an advanced stage of the disease,
neoadjuvant chemotherapy was administered using differ-
ent regimens based on cisplatin, anthracycline and fluoro-
uracil.

Clinical staging of NPC was determined according to the
7t edition of the International Union Against Cancer (IUAC)
and American Joint Committee on Cancer (AJCC) staging
system.?”?The follow-up was done at 3 month intervals for
the first two years and six monthly thereafter. All patients
were subjected to peripheral blood sampling before initia-
tion of the treatment for plasmatic cell-free DNA extraction.
The study protocol was approved by the Ethics Committee
of Ibn Rochd Hospital of Casablanca, Morocco; and a writ-
ten informed consent was obtained from each patient be-
fore its enrolment.

DNA Extraction

Genomic DNA was extracted from leukocyte nuclei using
phenol chloroform DNA extraction method. DNA concen-
tration and purity were assayed using the NanoDrop 2000
UV-Vis Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific). DNA
was used immediately for PCR ampilification or stored at
-20°C until use.

GPX1 Pro198Leu and GSTP1 lle105Val Genotyping

Pro198Leu and lle105Val polymorphisms screening were
carried out by PCR amplification and DNA sequencing.
For GPX1Pro198Leu, primers flanking a region in exon 2 of
GPX1 gene containing the SNP rs1050450 C>T were used.
For GSTP1 lle105Val, primers flanking a region in exon 6 of
GSTP1 gene harboring the SNP rs1695 A>G were used. The
primers sequences of the two SNPs and their characteris-
tics are shown in Table 1.

PCR amplification was performed in a total volume of 25y,
containing 1X PCR buffer, 200uM of each dNTP, 200nM of
each primer, 1.5 mM MgCl2, 0.5U Platinum Taq DNA poly-

Table 1. Primers Characteristics

merase (Invitrogen) and 50ng of genomic DNA. The mix-
tures were first denatured at 94°C for 7 min. Then, 40 cycles
of PCR were performed with denaturation at 94°C for 30 s,
primer annealing at 60°C for 30 s and primer extension for
30 s at 72°C. At the end of the last cycle, amplicons were
incubated at 72°C for 7 min. For each PCR run, a negative
control, in which DNA template was omitted from the am-
plification mixture, was included. GSTP1 and GPX1 frag-
ments’ amplification was checked by DNA size separating
by electrophoresis on 2% agarose gel and visualization un-
der ultraviolet light.

PCR products were then purified using ExoSAP-IT® (Ap-
plied Biosystems) to eliminate the primers and unincor-
porated remaining dNTPs. Sequencing of purified PCR
products was done with BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems). Sequencing reac-
tions were performed in a final volume of 10ul, contain-
ing 1ul of 2.5X Big Dye ready reaction mix v3.1, 10 pmol
of forward or reverse primer and 100ng of purified PCR
product. Sequencing mixtures were first incubated at
96°C during 1 minute, then followed 25 cycles of dena-
turation at 96°C for 10s, primer annealing at 50°C for 5s
and extension at 60°C for 4 min. The sequencing reaction
products were then purified using Sephadex G-50 gel-ex-
clusion chromatography (GE Healthcare Life Sciences) to
eliminate the excess of ddNTPs. Direct sequencing of am-
plified DNA was performed by capillary electrophoresis
on an ABI 3130xL Genetic Analyzer (Applied Biosystems).
The sequences were analyzed using Sequencing Analysis
v5.4 software (Applied Biosystems).

Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using Software Pack-
age for Social Sciences (SPSS) version 23.0. The differences
were considered significant if the p value did not exceed

0.05. Allelic frequency and genotypic frequencies were also
calculated using the corresponding formula.

Results

The socio-demographic, clinical and pathological charac-
teristics of all cases are summarized in Table 2. The me-
dian age of the recruited NPC patients was 54 years old,

Gene rs no. SNP Codon Change in amino acid Primer sequences Amplicon size (Bp)

GPX1 rs1050450 T 198 Pro>Leu 5-CGCCACCGCGCTTATGACCG-3' 238
5'-GCAGCACTGCAACTGCCAAGCAG-3'

GSTP1 rs1695 A>G 105 Val>lle 5'-ACCCCAGGGCTCTATGGGAA-3' 176

5'-TGAGGGCACAAGAAGCCCCT-3'
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Table 2. Socio-demographic, clinical and pathological
characteristics of NPC patients

Parameter Total cases  Percentage (%)
Gender

Male 61 60.39

Female 40 3961
Age

<30 23 23.76

>30 78 76.24
Smoking habit

Smoke 32 31.68

Non-smoke 69 68.32
Alcoholic habit

Alcoholic 10 9.9

Non-Alcoholic 91 90.1
Tumour stage

Il 13 12.87

-1v 88 87.13
Histological type

Typel 1 0.99

Typell 7 6.93

Undifferentiated type 90 89.1

Other types 3 297
TNM

Tumoral extension

T1-T2 24 23.8

T3-T4 77 76.2
Regional lymph node involvement

N=0 8 79

N=1 93 92.4
Metastasis

MO 65 75.2

M1 36 24.8

ranging from 12 to 80 years old. In this cohort, males’ pa-
tients prevailed (60%) with sex ratio of 1.5. Smoking and
alcoholic habits concerned 31.68% and 9.9% of the pa-
tients respectively. The clinico-pathological tumor char-
acteristics revealed that 87.13% of patients were at ad-
vanced stages (lll and V), and most patients exhibited the
undifferentiated type (89.1%). TNM staging revealed that
75% of patients were classified in T3-T4 categories and up
to 34.6% of patients presented distant metastasis (M1).
No involvement of regional lymph nodes was observed in
7.9% of patients.

In this study, we identified SNPs (rs1050450 and rs1695) by
PCR-Sequencing within NPC patients.

Genotypes Distribution and Allelic Frequencies

For GPX1 gene, only two genotypes were detected name-
ly Pro/Pro (57.4%) and Pro/leu (40.6%). The homozygous

genotype (Leu/Leu) of the GPX1 variant was not found. The
allelic frequencies of C and T alleles were 78.7% and 21.3%
respectively.

For GSTP gene, the heterozygous genotype Val/Leu pre-
vailed (51.5%). The homozygous genotypes Val/Val and
Leu/Leu were detected in 35.6% and 12.9% of patients re-
spectively. Allelic frequencies showed the presence of the
two alleles A and Gin 57.1% and 42.9% patients respective-
ly (Table 3).

Association between SNPs and Socio-Demograph-
ic & Clinico-Pathological Parameters

The genotypes distributions of GPX1 Pro198Leu and
GSTP1 Val105Ille polymorphisms according to socio-de-
mographic and clinico-pathological characteristics of
NPC patients are summarized in Tables IV and V respec-
tively. The expressions of genotypes were unrelated to
gender, age, and clinical stage. Overall, no association
was detected between GPX1 Pro198Leu genetic variants
and any of the studied parameter. Also, Statistical analy-
sis failed to find any significant association between GSTP
Val105lle polymorphism and socio-demographic and
clinico-pathologic features.

Among the 101 diagnosed NPC patients, 67.3% (68/101)
underwent radiotherapy and among them, 86% had a
complete remission. Although C allele was four times more
prevalent than T allele for GPX1 Pro198Leu polymorphism,
statistical analysis failed to find any significant association
between this polymorphism and radiotherapy response
(p>0.05) (Table 4).

For GSTP1 lle105Val polymorphism, we noted that both al-
leles had same frequencies within radio-resistant patients.
Despite the prevalence of heterozygous genotypes AG
within radiosensitive patients, no significant association
was found between this polymorphism and response to
radiotherapy (p>0.05) (Table 5).

Table 3. Genotypes distribution and allelic frequencies within NPC
patients

Gene/ Genotype  No.Of patients % Allele %

GPX1
cC 58 574 G: 78.7
cT 43 42.6 T 21.3
il 0 0

GSTP1
AA 36 35.6 A 571
AG 52 51.5 G 42.9
GG 13 12.9
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Sexe
Female 40 20 (50.00) 20 (50.00)
Male 61 38 (62.29) 23 (37.70)
Age
<30 23 12 (52.17) 11 (47.82)
>30 78 46 (58.97) 32 (41.02)
Clinical stage
I-1l 13 6(46.15) 7 (53.84)
n-1v 87 51 (58.62) 36 (41.37)
Response to radiotherapy
RadioS 57 33(57.89) 24 (42.11)
RadioR 1 6 (54.55) 5 (45.45)

0 0.221 60 (75.00) 20 (25.00) 0.317
0 99 (81.14) 23(18.85)

0 0.582 35 (76.08) 11(23.91) 0.689
0 124 (79.48) 32(20.51)

0 0417 19 (73.07) 7 (26.92) 0.467
0 140 (79.54) 36(23.70)

0 0.814 90 (78.94) 24 (21.06) 0.922
0 17 (77.27) 5(22.63)

8 (20) 0.894 45 (60.81) 29(39.18) 091
5(8.2) 79 (61.71) 49 (38.28)
3(13.04) 0.562 27 (40.90) 19(28.78) 0.897
10(12.82) 97 (62.17) 59(37.82)
2(15.38) 0.902 18 (69.23) 8(30.76) 0.793
11(12.64) 104 (60.36) 70 (40.22)
8(12.90) 0.378 88 (65.67) 46 (34.32) 0.666
3(27.27) 11 (50.00) 11 (50.00)

Sex
Female 40 13 (32.5) 19 (47.5)
Male 61 23 (37.70) 33 (54.1)
Age
<30 23 7 (30.43) 13 (56.52)
> 30 78 29 (37.17) 39 (50.00)
Clinical Stage
-1l 13 7 (53.84) 4 (30.76)
-V 87 28 (32.18) 48 (55.17)
Response to radiotherapy
RadioS 57 19 (33.33) 30 (52.63)
RadioR 11 3(27.27) 5 (45.45)
Discussion

NPC is a malignant disease with skewed ethnic and geo-
graphic distribution.?® The deep-seated anatomical position
of NPC made this malignity not accessible by surgery and
thus the principal treatment approach is radiotherapy. Al-
though NPC is highly radio-sensitive, patients are prone to
recur loco-regionally and to develop distant metastasis.[”)

Radio-resistance hampers the success of treatment of NPC
and multiple signalling pathways are involved in this phe-
nomenon.2” Hence, deciphering new molecular targets
and pathways is essential for enhancing and promoting the
radio-sensitivity of NPC patients since clinical TNM staging
has limited accuracy in NPC response prediction. Despite
progress towards molecular mechanisms underlying radio-
therapy response, there are no effective biomarkers for NPC

radio-sensitivity/radio-resistance.?"! Up to date, there is no
standard test available that may reliably predict radio-sen-
sitivity for cancer patients.?? Due to individual variations in
radio-sensitivity, biomarkers are selected to tailor radiation
treatment to NPC. Hence, there is a need to identify genes in-
volved in radio-resistance along with the biological process
contributing to the development of radio-resistance.l*!

Extensive studies reported that some genetic polymor-
phisms have been implicated in increased susceptibility
to NPC.3334 Of interest, several studies have evaluated the
association between GSTP1 c.105A>G and GPX1 c.198C>T
polymorphisms and risk of cancer development with type
specific effects, however, these studies yielded conflicting
results.2% 3541

By establishing a radio-resistant cell line, Guo et al. identi-
fied a panel of candidate’s genes including GSTP1 whom
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might become a potential biomarker in predicting NPC
response to radiotherapy.®" In this study, we identified
c.105A>G SNP in GSTP1 gene within NPC patients and
the results clearly showed that this polymorphism had no
relevant effect neither on clinic-pathological features nor
with radiotherapy response. Likewise, in a recent study, no
association was detected between this polymorphism and
primary tumour site, clinico-pathological characteristics,
treatment (chemotherapy and/or radiotherapy) and sur-
vival time of the head and neck cancer (HNC) patients.*?!
Moreover, a meta-analysis performed by Lang et al. failed
to qualify c¢.105A>G SNP in GSTP1 gene as risk for develop-
ing HNC in many studies.”?

To the best of our knowledge, no study has investigated
the association between this SNP and RT response in NPC.
The variant genotype was reported to be linked with CT
and RT responses and side effects in different malignancies.
Pasqualetti et al have shown that this SNP was associated
with different OS in glioblastoma patients treated with RT
and temozolamide.*¥ Also, it was reported that this SNP
might be a useful biomarker for prediction of clinical bene-
fit and toxicities of platinium-based chemotherapy in Thai
epithelial ovarian cancer.” In contrast, Deng et al. found
that patients carrying GSTP1 variant genotypes were rather
at lower risk of recurrence following an intravesical therapy
and thus, suggested that c.105A>G SNP may predict che-
motherapy outcome in patients with bladder cancer (BC)
and may, therefore, serve as molecular marker to monitor
BC recurrence.? Similarly, in a meta-analysis performed by
Shen et al. GSTP1 lle105Val polymorphism was associated
with tumour response, progression free survival, and OS in
gastric and colorectal cancers after CT.*!

Accumulating evidence implicates that GPX1 polymor-
phism (rs1050450) contributes to tumour susceptibility to
cancer; individuals carrying variant Leu allele (Pro/Leu and
Leu/Leu) were associated with an increased risk of cancer.
17.481 In NPC, the association between became evidenced;
Laribi et al. found strong association between GPX1 Pro-
198Leu genetic variant and NPC risk. Moreover, this vari-
ant increased the risk of progression to regional lymph
node metastasis.*”) Dequanter et al. found that GPX1 low
expressing HNSCC were at T3-T4 clinical stages and that
GPX1 expression does not influence neither the response
to radiotherapy nor the survival.?® In contrast, in the pres-
ent study, the expressions of GPX1 Pro198Leu genotypes
in patients with NPC were irrelevant to gender, age, clinical
stage and response to RT.

Indeed, studies on the relationships between genetic

polymorphisms in radio-resistance related genes and ra-
diotherapy sensitivity in NPC have been performed.i*! %!

Ban et al. suggest Wnt/beta-catenin as a novel prognostic
factor for NPC patients treated with RT.5" More specifically,
rs18880481 and rs3864004 polymorphisms in the catenin
beta 1 gene (CTNNB1) and rs3755557 polymorphism in the
glycogene synthase kinase 3 beta gene (GSK3beta), were
significantly associated with a poorer efficacy of RT in NPC
patients.®2 Wang et al. have investigated the relationship
between SNPs (G2677T exon 21 and C3435T in exon 26) in
human multidrug resistance 1 gene (MDR) and radio-sensi-
tivity and found that patients with 2677G-3435C haplotype
had better response to radiotherapy compared to other
haplotypes.>® Very recently, inflammation-associated gene
SNPs were found to be associated with increased radiother-
apy sensitivity of HNSCC patients.* Likewise, Seibold et
al. reported that variants in oxidative stress-related genes
may affect radiotherapy response.> However, in NPC, the
relationship between SNPs in detoxification related genes
and the response of NPC patients to radiotherapy has not
been reported.

Plenty of studies were performed to access the potential
role of GPX1 and GSTP1 SNPs in the risk of Cardiovascular
diseasesP® and solid tumours®” but studies on their con-
tribution to predict (chemo)radiotherapy treatment out-
comes in NPC patients are very scarce. Treatment outcome
is difficult to set; it is hampered by heterogeneity of tu-
mours. Indeed, patients with same clinical stages, accord-
ing to the TMN staging system, have different outcomes
albeit receiving similar treatments. Recently, accumulated
knowledge on tumour behaviour as well as response to
cancer treatment has led to emergence of radiogenomics
which links genetic variation with response to radiotherapy
to improve decision making and thus patient outcomes.®

Overall, the present study failed to statistically establish
the associations between the well characterized function-
al GSTP1 c.105A>G and GPX1 c.198C>T polymorphisms
within NPC patients and response to radiotherapy. Further
studies with larger sample size and targeting additional
polymorphisms may better demonstrate the interaction
of GSTP1 & GPX1 germline polymorphisms as well differ-
ent haplotypes and response to the radiotherapy and then
select potential candidate biomarkers to predict NPC re-
sponse to radiotherapy for personalized therapeutic strat-
egies in the future.

This study was funded by the Institut de Recherche sur le Can-
cer (IRC) Ref:201932.
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Chapiter 111 : Mesure de la charge virale
du virus epstein—barr chez les patients
atteints du NPC
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I. Les niveaux d'ADN du virus Epstein-Barr et leurs
corrélations avec les caracteristiques cliniques chez les

patients marocains atteints du NPC

Le cancer du nasopharynx (NPC) représente une maladie rare avec une répartition géographique
tres contrastée. Cette maladie est endémique dans le sud-est asiatique et le sud de la Chine avec
une incidence annuelle qui varie entre 30 et 80 cas / 100 000 habitants. Le bassin méditerranéen
et le Maghreb représentent des zones d’incidence intermédiaire. Au Maroc, 1’incidence annuelle
des cas atteints de NPC est de 4,2/100.000 habitants chez les hommes et 1,2/100.000 habitants

chez les femmes selon le registre des cancers de la région du Grand Casablanca.

Cette répartition géographique est influencée par une interaction complexe de facteurs
étiologiques viraux, génétiques et environnementaux. Le NPC est lié de facon étroite avec le
virus EBV. Cette liaison se caractérise principalement par la détection du génome viral dans les
cellules cancéreuses, et par la présence des anticorps de classe IgA dirigés contre les antigénes
de la capside (VCA) et les antigenes précoces (EA), qui représentent des marqueurs de risque
pour le NPC. En raison de cette forte liaison, le NPC est I'un des premiers cancers ou
I'intervention d'un virus est fortement suspectée, et donc peut servir comme outil de dépistage

et de diagnostic précoce de cette maladie.

Récemment, différents auteurs s'intéressent a la mesure de la charge en ADN de I’EBV dans le
sang circulant comme marqueur tumoral du NPC. La mesure de la charge virale représente I’un
des biomarqueurs les plus sensibles pour la prise en charge du NPC. De nombreuses études ont
révélé une forte association entre la masse tumorale et la charge d’ADN virale avant le
traitement, cette derniére peut également étre utile pour prédire la rechute et les métastases

distantes.

De plus, Il a été suggéré que la concentration d’ADN virale dans le plasma pourrait compléter
la starification TNM de ce cancer. Par conséquent, 1’utilité clinique de ce biomarqueur pour le
dépistage, le diagnostic et le pronostic du NPC a été largement mise en évidence dans les

régions endémiques de la maladie.

En raison de la variation biologique entre les populations et du nombre limité de recherches
examinant la valeur clinique de la charge d’ADN de ’EBV avant le traitement dans les régions
intermédiaires et non endémiques. Le présent travail consistait a 1’évaluation de 1’association

possible entre la charge d’ADN virale plasmatique avant le traitement, les facteurs pronostiques
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conventionnels et la survie des patients afin d’évaluer leur valeur clinique chez une population

marocaine atteinte du NPC en vue d’une meilleure prise en charge de cette maladie.

Nos résultats ont montré que 90,9 % des patients présentaient une quantité détectable d'ADN
d'EBV. La corrélation entre la charge virale et les facteurs pronostiques conventionnels a
montré une association significative avec I'age des patients, la classification tumorale, le statut
ganglionnaire, le statut de métastases et le stade global du cancer et les antécédents familiaux
de cancer. Le risque de mortalité due au NPC était significativement plus élevé chez les patients
présentant des niveaux éleves d’ADN viral avant le traitement par rapport a ceux avec des
niveaux d'ADN viral bas. De plus, les patients avec des niveaux élevés d'ADN viral avant le

traitement présentaient des taux de survie plus faibles.

Nos résultats ont révélé également que l'atteinte ganglionnaire, le statut métastatique et la
survie globale sont des facteurs qui influencent la charge virale chez les patients atteints de
NPC. Les résultats de la présente étude ont clairement montré une forte association entre la
charge virale avant le traitement, les facteurs pronostiques classiques (TNM et stade de la
maladie) du NPC et la survie globale, suggérant que la mesure de la charge virale avant le
traitement peut étre un biomarqueur pronostique utile dans la prise de décision clinique et

I'amélioration de la prise en charge du NPC au Maroc.
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Abstract

Background: The identification of effective prognosis biomarkers for nasopharyngeal carcinoma (NPC) is crucial to
improve treatment and patient outcomes. In the present study, we have attempted to evaluate the correlation
between pre-treatment plasmatic Epstein-Barr virus (EBV) DNA load and the conventional prognostic factors in
Moroccan patients with NPC.

Methods: The present study was conducted on 121 histologically confirmed NPC patients, recruited from January
2017 to December 2018. Circulating levels of EBV DNA were measured before therapy initiation using real-time
guantitative PCR.

Results: Overall, undifferentiated non-keratinizingcarcinoma type was the most common histological type (90.1 %),
and 61.8 % of patients were diagnosed at an advanced disease stage (IV). Results of pre-treatment plasma EBV load
showed that 90.9 % of patients had detectable EBV DNA, with a median plasmatic viral load of 7710 IlU/ml. The
correlation between pre-treatment EBV DNA load and the conventional prognostic factors showed a significant
association with patients’ age (p= 0.01), tumor classification (p =0.01), lymph node status (p =0.003), metastasis
status (p = 0.00) and overall cancer stage (p= 0.01). Unexpectedly, a significant higher level of pre-treatment EBV
DNA was also found in plasma of NPC patients with a family history of cancer (p =0.04). The risk of NPC mortality in
patients with high pretreatment EBVDNA levels was significantly higher than that of those with low pre-treatment
plasma EBV-DNA levels (p < 0.05). Furthermore, patients with high pre-treatment EBV-DNA levels (= 2000, = 4000)
had a significant low overall survival (OS) rates (p < 0.05). Interestingly, lymph node involvement, metastasis status
and OS were found to be the most important factors influencing the EBV DNA load in NPC patients.

Conclusions: The results of the present study clearly showed a high association between pre-treatment EBV DNA
load, the crucial classical prognostic factors (T, N, M and disease stage) of NPC and OS, suggesting that pre-
treatment EBV DNA can be a useful prognostic biomarker in clinical decision-making and improving NPC treatment
in Morocco.
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Introduction

Nasopharyngeal carcinoma (NPC), one of the most com-
mon head and neck cancers, has a streaking geograph-
ical distribution; rare in most parts of the world, it is
endemic in southern parts of China and other parts of
south-east Asia (Malaysia, Indonesia, Vietnam), with an
incidence varying between 30 and 80 cases per 100,000
per year. Intermediate rates are also observed in certain
areas including the Maghreb (Morocco, Algeria &
Tunisia), the Inuit of Greenland and Alaska [1, 2]. In
Morocco, according to the cancer registry of Casablanca,
the incidence of NPC is 4.2/100.000 in men and 1.2
/100.000 in women yearly [3]. The age incidence curves
for NPC are different across endemic and non-endemic
populations. A bimodal age distribution characterizes
the population of the Maghreb, with a first peak inci-
dence occurring at 15-25 and a second one at 50—
59 years of age, while only one peak around ages 45—
59 is observed in endemic areas for NPC [4].

NPC development seems to be multifactorial, in which
ethnic background, genetic susceptibility and environ-
mental carcinogens play a crucial role [5]. The strong as-
sociation between Epstein Barr virus (EBV) and NPC
implies that targeting EBV may be an efficient approach
at different levels of NPC management. As such, EBV in-
fection remains the most extensively studied etiological
factor for NPC.

Several prognostic factors including clinical, biological
and pathological data are widely used to characterize
NPC evolution. In clinical practice, oncologists often rely
on age, histological type and clinical stage as essential
factors to predict the prognosis of NPC [6].

Currently, new prognostic biomarkers are being evalu-
ated for their clinical involvement. Interestingly, the
quantification of circulating EBV DNA represents one of
the most sensitive peripheral blood biomarkers for NPC
management [7]. Results from earlier studies demon-
strate a strong association between tumor burden and
pre-treatment EBV DNA load [8], the latter can also be
useful to predict relapse and distant metastasis, which
are the main challenge faced by clinicians in NPC man-
agement [9]. Moreover, many studies suggested that
plasma EBV DNA level could improve and supplement
TNM staging of NPC [10]. Accordingly, the clinical util-
ity of this biomarker in screening, diagnostic and prog-
nostication of NPC was largely highlighted in endemic
areas for NPC (Asian populations) [11, 12].

Taking into account the biological variation between
populations, which may influence the EBV DNA load,
and the limited number of studies examining the clinical
value of pre-treatment EBV DNA load in intermediate
and non-endemic areas of NPC, this prospective study
was designed to evaluate the correlation between pre-
treatment plasmatic EBV DNA load, the conventional
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prognostic factors and patient’s survival in order to as-
sess their clinical value in Moroccan NPC patients for
better management of NPC.

Materials & methods

Study setting

A total of 121 histologically confirmed NPC patients
were recruited at Mohammed IV Center for Treatment
of Cancer of Casablanca, from January 2017 to Decem-
ber 2018. Sixty healthy individuals with no evidence of
any personal history of cancer or other chronic disease
were used as controls. The recruited healthy controls
were matched to NPC cases by age and sex. The study
protocol was approved by the Ethics Committee of Ibn
Rochd Hospital of Casablanca, Morocco and written in-
formed consent was obtained from each patient.

Study design

At recruitment, all patients underwent a pre-treatment
examination. Magnetic resonance imaging (MRI) of the
neck and nasopharynx and Positron Emission Tomog-
raphy—Computed Tomography (PET-CT) were per-
formed for patients before the initiation of oncological
therapy. All patients were staged according to the 7th
edition of the International Union Against Cancer /
American Joint Committee on Cancer system using MRI
and PET/CT findings. A face-to- face interview was con-
ducted with all participants to collect socio-economic in-
formation regarding: age, sex, familial history of cancer,
tobacco habits, alcohol consumption and childhood
habitat. Clinical information including histological type
and clinical stage were retrieved from patients’ medical
records. Patients included in this study were treated with
chemo-radiotherapy with or without induction chemo-
therapy, according to the hospital practice guidelines.
Patients as well as healthy individuals were subjected to
peripheral blood sampling before initiation of treatment
for plasmatic cell-free DNA extraction and EBV DNA
quantification.

Quantification of plasmatic EBV DNA

Plasma from NPC patients was recovered and conserved
at -80 °C until use. A volume of 200 pl of plasma was
used to extract DNA using QIAamp DNA Mini Kit
(Qiagen, France). Circulating levels of EBV DNA were
measured by real-time quantitative polymerase chain re-
action (q-PCR) and were expressed as International
Unit/ml (IU/ml). The q-PCR reaction was performed
using the RealStar® EBV PCR Kit 1.0 (Altona Diagnostics
GmbH, Germany) on ABI Prism 7700 sequence detec-
tion system (Applied Biosystems). The thermal cycling
conditions were 95 °C for 10 min and 45 cycles of 95 °C
for 15 sec, 58 °C for 1 min, 68 °C for 30 sec. For each
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run, two negative controls without any DNA template
were included.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using the Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS) version 22.0 for
Windows. Descriptive statistics were calculated and pre-
sented as number and percentages. The Kruskal-Wallis
H and the Mann—Whitney U tests were applied to study
the association between classical prognostic factors and
pre-treatment EBV viral load as appropriate. Overall sur-
vival (OS) was defined as the time from random assign-
ment until death or loss to follow-up. The mortality
rates of each group of patients were tested by the x2 test.
Three-year survival rates were estimated, and the pe-
riods of OS among the different groups of patients were
evaluated by the Kaplan-Meier method and analyzed by
the log-rank test. Differences were considered significant
when p values were less than 0.05.

Results

The socio-economic and clinico-pathologic data of the
121 NPC patients enrolled in this study are reported in
Table 1 and showed that 76 were men and 45 were
women (sex-ratio: 1.7). The median age of patients was
45 years with extreme ages of 12 and 80 years old. The
proportion of young patients < 30 years old was 24.8 %.
The distribution of patients according to birth area
showed that 43.3% were from rural areas whereas
56.2 % were from urban areas. Of note, 22.3 % of patients
had a family history of cancer.

The World Health Organization (WHO) has classified
NPC into the three subtypes based on histology: the
keratinizing squamous cell carcinoma (type 1), the dif-
ferentiated non-keratinizing carcinoma (type 2), and the
undifferentiated non-keratinizing carcinoma (type 3).
Pathological data showed that the most frequent histo-
pathologic type was the undifferentiated non-
keratinizing carcinoma (type 3) found in 90.1 % of cases.
According to the available results of PET/CT and MRI,
primary tumors of 27.9 % of patients were T1-T2, while
those of 72.0% of patients were T3-T4. Moreover,
39.8 % of patients had NO-N1 lymph-node involvement
and 60.2 % N2-N3. Distant metastasis at initial diagnosis
was detected in 32.2 % of patients. Clinical staging was
as follows: 73 patients were classified at stage IV
(61.8 %), 27 at stage III (22.8 %), 15 at stage II (12.7 %)
and 3 at stage I (2.5 %).

Data of pre-treatment plasma EBV quantification
showed that EBV DNA was detected in 110 out of 121
patients (90.9 % of cases) with an overall median plas-
matic viral load of 7710 IU/ml [0— 2,742,000]. Further-
more, EBV DNA was detected in only one of the 60
healthy tested individuals, with an overall median
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Table 1 Socio-economic and clinico-pathologic characteristics
of patients recruited in the study.

Characteristics Number of cases %
Age

< 30 years 30121 248

> 30 years 91/121 75.2
Gender

Female 45/121 37.2

Male 76/121 62.8
Gender and Age

Female, < 30 16/121 13.2

Female, > 30 29121 239

Male, < 30 17/121 14.0

Male, > 30 59/121 487
Childhood habitat

Rural 53/121 433

Urban 68/121 56.2
Family history of cancer

No 94/121 777

Yes 27121 223
Histological type

Type 1 17121 0.8

Type 2 8/121 66

Type 3 109/121 S0.1

Others 3/121 25
TNM classification

T1-T2 33/118 279

T3-T4 85/118 720

NO-N1 47/118 39.8

N2-N3 71/118 60.2
Metastasis status

MO 80/118 67.7

M1 38/118 322
Stage of the disease

| 3/118 25

Il 15/118 127

1 27/118 228

v 73/118 61.8

VA 30/118 254

VB 5/118 4.2

IVC 38/118 322

plasmatic EBV load in the healthy group of 0 UI/ml [0—
445 Ul/ml]. The correlation between EBV DNA load
and the conventional prognostic factors are reported in
Table 2. In addition to the age and sex, largely consid-
ered as classical prognostic factors, correlations between
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Table 2 Distribution of plasma EBYV DNA loads according to
conventional prognostic factors.

Characteristics EBV DNA load
Mean (IU/ml) P valua
Age
<30 24,654 +63,760 0.01
>30 115,801 +369,113
Gender
Female 62,539 + 186,538 0.1
Male 80,909 +231,513
Gender and Age
Female, < 30 42,658 +093,241
Female, > 30 70,876 + 214,835 04
Male, < 30 10,957 +19,628
Male, > 30 101,064 + 259,527
Cigarette smoking
No 105,881 + 368,262 0.2
Yes 66,385 + 195,496
Alcohol consumption
No 95,116 +324,783 0.2
Yes 106,263 + 328,960
Family history of cancer
No 63,627 + 160,216 0.04
Yes 209,697 +612,347
Tumor classification
T1-T2 30,072 + 58,802 0.012
13-T4 124,706 + 381,729
Lymph node status
NO-N1 32,175 + 85,392 0.003
N2-N3 141,974 +412,092
Metastasis status
MO 30455 +67,107 0.00
M1 240,946 + 546,856
Stage of the disease
| 2197 + 3442 0.01
] 29,266 +58612
1] 29,515 +77,795
[\ 141,779 +476,377

cigarette smoking, alcohol consumption and family his-
tory of cancer and EBV DNA levels were also performed.
Our results revealed a significant association between
EBV DNA load and patient’s age (p=0.01). In fact, the
mean pre-treatment EBV DNA load was significantly
low in young patients (24,694 IU/ml), while, it was con-
siderably high in the plasma of patients older than
30 years (119,801 IU/ml). Regarding gender, although a
minor variation was observed while comparing EBV
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DNA levels between men and women, the difference
was statistically not significant (p = 0.5). Our data further
showed that young females and young males had a low
EBV DNA load as compared to older groups although
the difference was not statically significant (p =0.4).
Moreover, statistical analysis revealed no significant dif-
ference between plasma EBV DNA load, cigarette smok-
ing and alcohol consumption (p > 0.05). Unexpectedly,
EBV DNA load was found to increase significantly in
plasma of NPC patients with a family history of cancer
(p = 0.04).

Interestingly, statistical analysis clearly showed that
plasma EBV DNA loads correlate significantly with
tumor classification (p = 0.007), lymph node status (p =
0.004), metastasis status (p =0.00), and overall cancer
stage (p=0.01). EBV DNA levels were much higher in
T3-T4 groups (124,706 IU/ml), N2-N3 groups (141,
974 IU/ml) and in patients with distant metastasis (240,
946 1U/ml), as compared to patients diagnosed in T1-T2
category (30,072 IU/ml), NO-N1 groups (32,175 IU/ml)
and patients without metastasis (30,455 IU/ml),
respectively.

Similarly, our data showed that plasma EBV DNA load
correlates significantly with disease stage (p < 0.01). In-
deed, corresponding plasma EBV DNA levels for clinical
stages of NPC I, II, III and IV were 2197 IU/ml, 29,
266 1U/ml, 29,515 IU/ml and 141,779 IU/ml, respect-
ively. It is also noteworthy that EBV DNA loads of pa-
tients at stage IV were 60 times higher than those of
patients at stage L.

In the present study, survival rates were estimated for
a 3-year period (2 years’ median period follow-up). Our
results showed that pre-treatment EBV DNA load im-
pacted significantly the OS; in fact, the risk of mortality
in patients with high pretreatment EBVDNA levels was
significantly higher compared to those with low pre-
treatment plasma EBV-DNA levels (p<0.05; Fig. la, ¢
and e). The OS rate was 84 % among patients having an
EBV DNA load less than 1500 IU/ml and 61 % among
those with an EBV DNA load higher than 1500 copies/
ml, although the difference was not statistically signifi-
cant (p>0.05; Fig. 1b). Further, patients with high pre-
treatment EBV-DNA levels (= 2000 IU/ml or = 4000 IU/
ml) had a significant low overall survival (OS) rates
(p < 0.05; Fig. 1d and f).

Discussion

Over the past decades, several studies have supported
that EBV DNA viral load represents one of the most
sensitive and non-invasive biomarkers for NPC monitor-
ing. In the present study, pre-treatment plasmatic EBV
DNA loads of Moroccan NPC patients were quantified
and assessed according to the conventional patient and
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clinical related prognostic factors and patient’s survival
to evaluate their prognostic value. Overall, EBV DNA
positivity was 90.9 %, which is comparable to that found
in endemic areas [13], but higher than what was re-
ported in non-endemic areas (79.2 %) [14]. Of particular
interest, our results revealed a median plasmatic EBV
viral load before treatment of 7710 IU/ml, which is com-
parable to previously findings among Tunisian and
Chinese patients with NPC [15, 16]. Most of these previ-
ous studies revealed the potential value of this bio-
marker, whatever the geographic region or the ethnic
group. In addition, comparative studies showed that
plasmatic EBVY DNA before treatment was superior to
EBV IgA / VCA serum antibodies in the prognosis of
NPC; in fact, studies reported that the levels of some
antibodies remain high even when the patients were in
complete remission [8, 17, 18].

Like all cancers, the most classical determining factors
used to predict prognosis are age, sex, histological type
and disease stage. As NPC is characterized by a bimodal
age distribution in North-African countries, we analyzed
the prognostic value of EBV DNA load in NPC patients
stratified by age (<30 vs.> 30 year of age). Our results
showed a statistically significant difference between the
two patients groups (p =0.01); EBV DNA load was 4
times higher in patients older than 30 years old (119,
801 IU/ml), compared to those less or equal to 30 years
old (24,694 IU/ml). Our finding is consistent with

previous studies showing that EBV replication is more
active in older age groups with NPC [19-21].

TNM staging system has traditionally been the most
important prognostic factor for NPC and it was largely
established that EBV-DNA loads in NPC patients in-
creased with disease stage. In this study, statistical ana-
lysis showed that pre-treatment EBV DNA levels
correlate significantly with tumor, lymph node and
metastatic status of our patients. The mean plasma EBV
DNA levels were 124,706 1U/ml, 141,974 Ul/ml and 240,
946 Ul/ml in patients with T3-T4, N3-N4 and distant
metastasis, respectively, which is much higher than those
obtained with T1-T2 (30,072 Ul/ml), N1- N2 (32,
175 IU/ml) and non-metastatic cases (30,455 Ul/ml), re-
spectively. These findings are in agreement with previ-
ous reports supporting the strong correlation between
TNM staging and EBV DNA load and considering EBV
DNA load as a useful tool to supplement the TNM sys-
tem prognosis in NPC [14, 22].

In addition to the previous classical prognostic factors
for NPC, we also evaluated the association between EBV
DNA level and other factors incremented in other head
and neck cancers. Cigarette smoking and alcohol drink-
ing were reported to be associated with poor outcomes
in patients with head-and-neck squamous cell carcin-
omas [23]. In our study, 31.4 % of patients were smokers
and 9.9 % were alcohol consumers, but no significant dif-
ferences of EBV DNA levels neither between smokers
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and non-smokers, nor between alcohol drinkers and
non-drinkers were observed. Lv et al. have reported, in a
large study involving 1051 NPC patients, that cigarette
smoking and baseline plasma EBV DNA were independ-
ent prognostic factors for survival outcomes. In addition,
the combined prognostic value of cigarette smoking and
baseline plasma EBV DNA was found to be more signifi-
cant than the individual factors [24].

Overall, 22.3 % of patients had a family history of can-
cer. It is also noteworthy that EBV DNA load was found
to increase significantly in plasma of NPC patients with
a family history of cancer (p = 0.04). This is in line with
our recently published study using clustering algorithms
and unexpectedly showing that familial history of cancer
was strongly associated with advanced stage of NPC
[25]. To the best of our knowledge, only one study, con-
ducted on 1773 Chinese NPC patients, has examined the
relationship between family history of cancer and prog-
nosis of NPC, and has reported that EBV DNA levels
were significantly higher in patients with family history
of cancer, suggesting that these patients may have a gen-
etic predisposition, promoting the biological process re-
lated to the initiation and progression of this disease,
notably the activation of EBV viral cycle [26].

Regarding mortality and OS of NPC patients according
to their pre-treatment EBV DNA load levels, our results
showed patients with high pre-treatment EBV-DNA
levels (= 2000, = 4000) have significant high rates of mor-
tality and low OS rates. A meta-analysis study on 7698
patients has confirmed that higher levels of EBV DNA
before treatment were associated with higher risk of
death (pooled hazard ratios (HR) =2.420 (95% confi-
dence interval [CI] = 1.806—-3.244, p < 0.001)), higher risk
of disease progression (HR =3.005 (95% CI=2.245—
4.022; P <0.001)) and higher risk of the occurrence of
distant metastasis (HR = 3.684, 95% CI = 3.055—4.444,
p <0.001) [13]. It is widely accepted that EBV DNA in
the peripheral circulation of NPC patients is released
from apoptotic and necrotic tumor cells and reflect the
tumor burden [27]. Accordingly, EBV DNA becomes un-
detectable in NPC patients in complete remission and
high pre- treatment plasma EBV DNA load correlates
with poor prognosis [23].

The present study is very informative and clearly
shows that EBV DNA load is higher in older patients
and in patients with family history of cancer. Moreover,
the level of EBV DNA is much higher according to
tumor and clinical stages, lymph node status and meta-
static status, whereas OS was impacted by a high levels
of pre-treatment EBV DNA, suggesting that this EBV
DNA load could be an effective and good prognostic
biomarker of NPC in intermediate incidence risk area.
However, the main limitations of this study is the small
number of patients.
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In Morocco, detection of EBV and assessment of EBV
DNA load are not used as standard tests in the clinical
practice of NPC. The present study highlights the value
of plasma EBV DNA load quantification as useful bio-
marker, in combination with TNM staging, for NPC
diagnosis and prognosis in Moroccan context.

Conclusions

Globally, this study provides the first global report of
EBV plasmatic viral load in NPC Moroccan patients.
The outcomes highlight a very strong association be-
tween level of circulating EBV DNA, the classical prog-
nostic factors and patient’s overall survival, suggesting
that this biomarker could be predictive of the prognosis
of NPC patients in intermediate endemic areas of NPC
such as Morocco.
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Il. L'analyse de I'évolution de la charge virale dans le plasma
tout au long du suivi thérapeutique offre des perspectives de

prédiction du pronostic dans le NPC

Le cancer du nasopharynx (NPC) est un cancer d’origine épithéliale, qui se développe dans la
partie postérieure du nasopharynx. Cette maladie se caractérise par une répartition
géographique et ethnique trés particuliere, elle est endémique dans certaines régions comme
I’Asie du sud-est et I’Afrique du nord. En raison de sa localisation anatomique profonde, et
d’absence de symptomatologie spécifique, le NPC est une tumeur dont le diagnostic est difficile
et souvent tardif a des stades avancés dans plus de 70% des cas. Environ 20 a 30 % des patients
finissent par developper une récidive locale ou a distance apreés le traitement.

Le pronostic du NPC est généralement basé sur la classification des tumeurs et des ganglions,
il est largement affecté par le stade clinique de la maladie et la technique du traitement. Cette
approche pronostique est réguliérement confrontée au développement des récidives locales ou
a distances. Par conséquent, I’identification de nouveaux facteurs pronostiques, dans le cadre
d’une approche thérapeutique ciblée, est d’une grande importance pour une meilleure prise en

charge du NPC.

Plusieurs études ont montré I’association entre I’ ADN circulant du virus EBV chez les cas NPC,
le volume tumoral et I’extension. En conséquence, une charge élevée de I’ADN circulant du
virus EBV avant ’apparition du NPC a été proposée comme biomarqueur intéressant pour le

dépistage du NPC dans les zones endémiques.

La mesure de la charge virale en ADN circulant du virus EBV dans le plasma des patients NPC
avant et apres traitement constitue un biomarqueur prometteur de diagnostic du NPC, comme

elle apparait corrélée a la survie et au pronostic des patients.

De méme, d’aprés des études plus récentes, ce bio marqueur posséde un effet sur la progression
tumorale chez les patients atteints du NPC. De plus, des études menées dans des régions
endemiques pour le NPC ont montré que les patients ayant une charge d’ADN virale détectable
a la fin du traitement, développent des taux élevés de récidives loco-régionales et de métastases

a distance apres trois mois, comparativement a ceux ayant une charge d’ADN indétectable.
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Dans cette optique, la présente étude visait a étudier 1’évolution dynamique de la charge d’ADN
plasmatique du virus EBV avant le traitement et a divers moments apres le traitement, a la fin

du traitement, et & 6, 18 et 24 mois apreés le traitement et son importance clinique dans le NPC.

Nos données ont montré que des taux élevés d'ADN viral mesurés avant le traitement étaient
associes a une survie sans métastases a distance (DMFS) et a une survie sans progression (PFS)
significativement plus faibles ; des taux d’/ADN viral detectables a la fin du traitement étaient
associés a un mauvais taux de survie sans récurrence loco-régionale (LRRFS) et sans
progression (PFS). Une ADN virale détectables 6 mois apreés le traitement étaient associés a

une survie globale (OS), DMFS et PFS significativement plus faibles (p < 0,05).

De plus, dans I’étude de I’association entre la charge virale avant le traitement et le stade
clinique de la maladie, nos résultats ont montré que les patients au stade 111-1VVA avec une faible
charge virale avant le traitement avaient des taux de survie similaires a ceux avec un stade Il et
une charge virale faible /élevée avant le traitement, mais avaient de meilleurs taux de survie

que ceux au stade I11-1VVA avec une charge virale élevée avant le traitement.

Nos résultats ont bien montré la valeur clinique des tests de la charge d’ADN du virus EBV
avant et apres le traitement. De plus, la combinaison de la charge virale avant le traitement et
de la classification TNM pourrait contribuer a élaborer un modéle pronostique amélioré pour le
NPC.
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Abstract: The current study was designed to investigate the changes in the circulating Epstein—
Barr virus DNA load (EBV DNA) at various time points before and after treatment and its clinical
significance in nasopharyngeal carcinoma (NPC). A total of 142 patients with NPC were prospectively
enrolled in this study. The plasma EBV DNA concentration was measured before and after treatment
using qPCR. The prognostic values of the EBV DN A load were analyzed using the Kaplan—-Meier and
Cox regression tests. Following multivariate analysis, our data showed that high pre-EBV DNA loads
were associated with significantly poorer distant metastasis free survival (DMFS) and progression free
survival (PFS); detectable end-EBV DN A loads were associated with significantly worse loco-regional
recurrence free survival (LRRFS) and PFS, and the detecTable 6 months-post-EBV DNA loads were
associated with significantly poorer overall survival (OS), DMFS and PFS (p < 0.05). Additionally,
combining the pre-EBV DNA load and the stage of the disease, our results showed that patients at
stage III-IVA with a low pre-EBV DNA load had similar survival rates as patients at stage Il with a
low or high pre-EBV DNA load, but had better survival rates than those at stage III-IVA with a high
pre-EBV DNA load. Taken together, we showed that the change of the EBV DNA load measured at
several time points was more valuable than at any single time point for predicting patients’ survival
for NPC. Furthermore, combining the pre-EBV DNA load and the TNM classification could help to
formulate an improved prognostic model for this cancer.

Keywords: circulating EBV DNA load; nasopharyngeal carcinoma; TNM classification; prognostic;
biomarker

1. Introduction

Nasopharyngeal carcinoma (NPC) is a squamous cell carcinoma arising from the
epithelium of the nasopharynx [1]. Although NPC remains a rare head and neck cancer
worldwide, it is particularly endemic in South China, Southeast Asia and North Africa
with age-standardized rates ranging from 4 to 25 cases per 100,000 individuals [2,3]. The
etiology of NPC is multifactorial, involving host genetic factors, Epstein—Barr virus (EBV)
infection and environmental factors [4—6].

Currently, radiotherapy (RT) combined with cisplatin-based chemotherapy is the
commonly used treatment regimen for patients diagnosed with loco-regionally advanced

Viruses 2023, 15, 66. https:/ /doi.org/10.3390/v15010066
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NPC; RT alone being used to treat limited nasopharyngeal tumors [7]. Generally, clinical
observations have revealed that more than 70% of patients present, at diagnosis, a loco-
regionally advanced disease with a very poor prognosis, and approximately 20-30% of
patients will ultimately develop local or distant recurrence after treatment. NPC prognosis
is usually based on tumor and node classification, and is largely affected by the disease
stage and treatment approach. This prognosis approach is regularly confronted with
the development of a local or distant recurrence [8]. Therefore, the identification of new
prognostic factors, as a part of a targeted therapy approach, is of great importance for better
management of NPC [9,10].

Accumulating evidence has shown that circulating EBV DNA in NPC patients, derived
from nasopharyngeal cancer cells [11], correlates with tumor volume and extension [12,13].
Accordingly, elevated circulating EBV DNA load before NPC onset has been suggested as
an interesting biomarker for NPC screening in endemic areas [14].

To date, the circulating EBV DNA load before and at the end of treatment has emerged
as a promising biomarker for NPC diagnosis and a valuable tool for disease prognosis.
Recent studies suggest the EBV DNA load as a potential dynamic biomarker that can
change reversibly reflecting NPC tumor progression. Studies from endemic areas for NPC,
showed that patients with a detectable EBV DNA load at the end of, and 3-months after,
treatment had high rates of loco-regional recurrence and distant metastasis, compared to
those with an undetectable EBV DNA load [10,15,16]. However, few studies have evaluated
EBV DNA as a dynamic biomarker over a long time period after treatment [17,18]. Thus,
the present study was planned to investigate the dynamic change in the plasmatic EBV
DNA load before treatment (pre-DNA) and at various time points after treatment (at the
end, and 6, 18 and 24 months’ (mo) post-treatment) and its clinical significance in NPC. A
risk classification system based on the pre-EBV DNA load and the TNM classification was
also evaluated in this study.

2. Materials and Methods
2.1. The Study Setting

The study included 142 patients, with histologically confirmed NPC, treated at the Mo-
hammed IV Center for Cancer Treatment of Casablanca between January 2017 and March
2019. All patients were followed until February 2021 or until death. The research protocol
was approved by the ethical committee of Ibn Rochd Hospital of Casablanca—Morocco,
and written informed consents were obtained from all participants. The characteristics of
the NPC patients recruited in this study are described in Table S1.

The pre-treatment evaluation included a complete patient history, physical examina-
tion, biological tests, magnetic resonance imaging (MRI) and /or computed tomography
(CT) of the nasopharynx and neck, abdominal sonography or CT and/or positron emission
tomography (PET)-CT. Detailed epidemiological and clinical characteristics were collected
using a direct questionnaire with patients and from the medical records. All patients were
staged according to the seventh edition of the American Joint Committee on Cancer (AJCC)
staging system based on imaging data.

All patients were routinely examined at the end of treatment, and then every 3 months
during the first year, every 6 months during the second and third year and annually thereafter.
Using EDTA tubes, a 10-mL blood sample was collected from each patient before treatment
(pre-), at the end of treatment (end-), and at 6, 18 and 24 months after treatment achievement.
Due to patient drop-out rates, the blood sampling, which was initially performed for a cohort
of 142 NPC patients, was reduced to 75, 51, 26 and 16 patients, at the end of treatment, and at
6, 18 and 24 months after treatment completion, respectively.
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2.2. The Quantification of Plasmatic EBV DNA Load

DNA extraction from plasma and circulating EBV DNA quantification were performed
as previously described [13]. Briefly, 200 puL of plasma was used to extract DNA using
the QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, France). A real-time quantitative polymerase chain
reaction (q-PCR) was used to assess circulating EBV DNA following the manufacturer’s
recommendations, and results were expressed as International Units /mL (IU/mL).

2.3. The Follow-Up of NPC Patients

All patients were subject to a post-treatment follow-up according to the hospital
practice guidelines. Information regarding patient survival was collected through medical
records and /or by telephone contact with patients. The overall survival (OS) was defined
as the interval from the date of diagnosis to the date of death from any cause or the last
follow-up. The loco-regional recurrence-free survival (LRRFS) was defined as the interval
from the date of diagnosis to the first evidence of radiological or histological loco-regional
recurrence, death from any cause or the last follow-up. The distant metastasis free survival
(DMEFS) was defined as the interval from the date of diagnosis to the first evidence of
radiological distant metastatic lesions, death from any cause or the last follow-up. The
progression free survival (PFS) was defined as the time from the diagnosis to progression
of the disease, death or the last follow-up (whichever occurred first).

2.4. Statistical Analysis

The statistical analysis was performed with SPSS (version 22.0, Chicago, IL, USA).
A receiver operating characteristic (ROC) curve analysis was used to estimate the cut-off
values of pre-EBV DNA levels. Life-table estimation was obtained using the Kaplan—
Meier method and differences across groups were evaluated with the log-rank test. The
Cox proportional hazard model was further used for multivariate analysis, including the
following variables: gender, age (=30 vs. <30 years), T stage (T1-2 vs. T3—4), N stage (NO-1
vs. N2-3), overall disease stage (I-II vs. III-IV) and pre- and post-EBV DNA levels. The
results were presented as hazard ratios (HRs) with 95% confidence intervals (CIs). For all
tests, the significance level was set at p < 0.05.

3. Results
3.1. The Dynamic Change of Pre- and Post-Treatment Plasma EBV DNA Load

Pre-EBV DNA was detectable in 90.1% of patients (128 /142) with a mean viral load
of 0.4 Ul/mL (range: 0-2.7 X 10° Ul/mL). At the end of treatment, EBV DN A was still
detected in 16.0% of patients (12/75), with a mean viral load of 142.6 Ul/mL (range:
0-3.9 x 10° Ul/ mL). EBV DNA was detected in 25.5% of patients, 6 months after the end
of treatment (13/51) (6-mo- EBV DNA mean: 300.2 Ul/mL, range 0-8 x 10° Ul/mL); in
15.4% of patients, 18 months after the end of treatment (4/26) (18-mo- EBV DNA mean:
236.9 UI/mL, range: 0—4 X 103 UI/mL); and in only 1 patient, 24 months after treatment
achievement (6.25%) (viral load: 312.5 UI/mL) (Table 1).

Table 1. The prevalence of EBV DNA and EBV DNA levels in the plasma of patients with NPC at
various time points.

Number of Patients Prevalence of EBV DNA Mean EBV DNA Levels (U/mL)
Pre-EBV DNA load 142 90.1% (128/142) 0.4 [0-2.7 x 10%]
End-EBV DNA load 75 16.0% (12/75) 142.6 [0-3.9 x 10°]
6-mo-EBV DNA load 51 255% (13/51) 300.2 [0-8 x 103]
18-mo-EBV DNA load 26 15.4% (4/26) 236.9 [0-4 x 10°]
24-mo-EBV DNA load 16 6.25% (1/16) 312.5 [0-5 x 10%]
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Our data further showed that all patients (14/142) with undetectable pre-EBV DNA,
maintained undetectable EBV DNA at all post-treatment analyses (end, 6 mo, 18 mo and
24 mo). Furthermore, among the 63/75 (84%) patients with undetectable end-EBV DNA,
nine patients had detectable EBV DNA after 6 and/or 18 months of achieving the treatment;
the characteristics of these patients are detailed in Table S2 of supplementary data. Of
particular interest, the majority of these patients were diagnosed at advanced disease stages:
one patient at stage II, two at stage III, three at stage IV-A and one at stage IV-C; and five of
them developed disease recurrence during the follow-up.

3.2. The Determination of the Cut-Off Values

The cut-off value of the pre-EBV DINA load, defined using ROC curve analyses, was
4000 UI/mL (Figure S1). This cut-off value was then used to classify NPC patients into
low and high pre-EBV DNA groups. After grouping patients based on their pre-EBV DNA
levels, 63 patients (44.3%) were in the low pre-EBV DNA load group (<4000 UI/mL) and
79 patients (55.6%) in the high pre-EBV DNA load group (=4000 UI/mL). Referring to
previous studies [10,19], a cut-off value of 0 UI/mL was used for the post-EBV-DNA load to
classify patients into undetectable and detectable EBV DNA groups for all post-treatment
end points.

3.3. Survival Outcomes (OS and PFS) among Age Subgroups of NPC Patients According to the
Plasma Pre and End-EBV DNA Load

Considering that the age incidence curve of NPC in our population shows a bimodal
distribution with a significant age peak in the teens and the potential difference in NPC
pathogenesis between children and adult patients, we performed a subgroup analysis
according to age. As shown in Table 2, poor OS and PFS rates were observed in NPC
patients with a high pre-EBV DNA load and a detectable end-EBV DNA load, regardless of
the age group of our patients.

Table 2. The 4-years’ survival rates (OS and PFS) among age subgroups of NPC patients according to
plasma EBV DNA load before and at the end of treatment.

OS Rates (%) PFS Rates (%) OS Rates (%) PFS Rates (%)

Pre-DNA EBV Load (UI/mL) End-DNA EBV Load (UI/mL)

Group of Age Number and Percentage of Patients <4000 >4000 <4000 >4000 <0 =0 <0 >0

[12-21] 22 /142 (15.5%) 81.8 69.3 81.8 60.6 90.0 50.0 81.8 50.0

[22-32] 13/142 (9.2%) 100 50 77.8 0.00 81.8 - 62.3 0.00

[33-42] 21/142 (14.8%) 85.7 66.7 525 324 100 66.7 65.7 0.00

[43-52] 36 /142 (25.4%) 87.5 56.6 76.6 10.7 100 50.0 61.9 0.00

[53-62] 35/142 (24.6%) 584 58.6 49.6 24.2 80.4 0.00 47.8 0.00
[63-72] 14/142 (9.9%) 75.0 0.00 75.0 0.00 0.00 - 0.00 -
>72 1/142 (0.7%) - 0.00 - 0.00 - - - -

3.4. Survival Outcomes According to EBV DNA Load at Various Time Points

The association between OS, LRRFS, DMFS and PFS of patients with NPC and EBV
DNA load was assessed and reported in Figures 1 and 2. Our results showed that a high pre-
EBV DNA load was significantly associated with worse OS (HR CI 95% = 2.59 (1.30-5.15),
p =0.006), LRRFS (HR (CI 95%) = 2.25 (1.01-5.00), p = 0.04), DMFS (HR (CI 95%) = 3.63
(1.95-6.74), p = 0.000) and PFS (HR (CI 95%) = 3.34 (1.93-5.77), p = 0.000). Similarly,
detectable end-EBV DNA was strongly associated with a high risk of death (HR (95%) = 6.37
[(2.04-19.8), p = 0.001], loco-regional recurrence (HR (CI 95%) = 4.81 (1.72-13.45), p = 0.003),
distant metastasis (HR (CI 95%) = 3.02 (1.23-7.41), p = 0.01) and disease progression (HR
(CI 95%) = 4.88 (2.29-10.40), p = 0.000).
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Figure 2. The 4-years’ survival outcomes of patients with NPC according to EBV DNA load 6 and
18 months after treatment.
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Patients with an undetecTable 6-mo-EBV DNA load achieved better OS (HR
(CI95%) = 13.58 (1.51-121.86), p = 0.02), LRRFS (HR (CI 95%) = 5.04 (1.64-15.45), p = 0.005),
DMFS (HR (CI 95%) = 5.83 (1.82-18.70), p = 0.003) and PFS (HR (CI 95%) = 8.76 (3.16-24.25),
p = 0.000) compared to patients with a detecTable 6 mo-EBV DNA load. Furthermore,
patients with an undetecTable 18 mo-EBV DNA load had significantly higher OS (HR
(CI95%) = 12.94 (1.17-143.26), p = 0.03), DMFS (HR (CI 95%) = 21.9 (2.14-204.72), p = 0.009)
and PFS (HR (CI 95%) = 11.32 (1.85-69.18), p = 0.009) rates.

3.5. The Subgroup’s Analysis of Dynamic Change in Plasmatic EBV DNA Loads

In the current study, the 75 patients for which EBV DNA tests were performed at both
pre- and end-treatment time points, were stratified into four subgroups (Figure 3 (1)): sub-
group 1 (low pre-EBV DNA and undetectable end-EBV DNA loads, n = 32 patients) (42.7%),
subgroup 2 (low pre-EBV DNA and detectable end-EBV DNA loads, n = 6 patients (8%)),
subgroup 3 (high pre-EBV DNA and undetectable end-EBV DNA loads, n = 31 patients
(41.3%)) and subgroup 4 (high pre-EBV DNA and detectable end-EBV DNA loads,
n = 6 patients (8%)). Interestingly, subgroup 1 had the highest rates of OS (100%), LR-
RFS (83.0%), DMFS (93.3%), and PFS (89.9%); followed by subgroup 3, exhibiting OS,
LRRFS, DMFS and PFS rates of 71.1%, 71.3%, 54.5% and 37.1%, respectively. Regardless
of the pre-EBV DNA load, patients with detectable end-EBV DNA loads (subgroup 2 and
4), presented poorer survival rates, with an OS of 79.0% and 26.7%, SSRLR of 27.8% and
26.7%, SSMD of 44.4% and 25.0% and PFS of 16.7% and 0%, respectively.
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Figure 3. (A) Overall survival, (B) loco-regional recurrence free survival, (C) distant metastasis free
survival, (D) progression free survival are illustrated for the different subgroups of patients with
NPC according to the dynamic change in plasmatic EBV DNA loads.
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The patients who were subjected to EBV DNA quantification at the end of treatment
and at post-treatment times (6 and /or 18 mo), were divided into 4 subgroups: subgroup 1’
(the end-EBV DNA undetectable and post-EBV DN A undetectable, n = 34 patients (68%)),
subgroup 2’ (the end-EBV DNA undetectable and post-EBV DNA detectable, n = 9 pa-
tients (18%)), subgroup 3’ (the end-EBV DNA detectable and post-EBV DNA undetectable,
n =1 patient (2%)), and subgroup 4’ (the end-EBV DNA detectable and post-EBV DNA
detectable, n = 6 patients (12%)). The assessment of prognostic values of the end-EBV
DNA paired with the post-EBV DNA load (6-mo and 18 mo-EBV DNA load) is depicted
in Figure 3 (2) and the results showed statistically significant differences for OS, LRRFS,
DMFS and PFS rates between the four subgroups (p < 0.05). Accordingly, the patients of
subgroup 4’ had the worst prognosis with an OS of 53.4%, LRRFS of 19%, DMFS of 21.4%
and null PFS rates, followed by those of subgroup 3’ with an OS of 87.5%, LRRFS of 53.6%,
DMFS of 62.5 % and PFS of 31.3%. It is also noteworthy that the patients of subgroup 1’
had the best prognosis with the highest OS (97.1%), LRRFS (77.9%), DMFS (91.2 %) and
PFS (80.9%) rates.

3.6. The Prognostic Value of the Combined Pre-EBV DNA Load and the TNM Classification

Considering the pre-EBV DNA load as a factor of stratification, patients” survival
analysis (OS and PFS) according to the T, N, M and UICC stages’ categories, clearly showed
that the OS and PFS rates were higher in patients with an early tumor (T1) and nodal (NO)
and/or overall NPC stages (I-1I), regardless of the EBV viral level (Table S3). In patients
diagnosed at the advanced tumor (T2—4), nodal (N1-3) and/or overall NPC stages (III-IVA),
the OS and PFS rates were significantly higher in those with low pre-EBV DNA loads as
compared to those with high pre-EBV DNA loads.

Table 3 compares the 4-years’ survival rates among subgroups defined by combining
the plasma pre-EBV DNA load, TNM classification and UICC stages. Regarding tumor size,
our results showed that patients with T2-4, exhibiting low pre-EBV DNA levels had better
OS, LRRFS, DMFS and PFS rates compared to those with high pre-EBV DNA loads (82.7%
vs. 52.3%, p = 0.007; 79.4% vs. 48.4%, p = 0.18; 63.5% vs. 35.1%, p = 0.00; 68.3% vs. 20.2%,
p = 0.00, respectively). Similarly, pre-EBV DNA loads can identify high risk subgroups
among patients classified as N1-2. In fact, significantly high rates of OS, LRRFS, DMFS
and PFS were reported in the N1-2 patients having low pre-EBV DNA loads compared to
those with high pre-EBV DNA loads (81.5% vs. 57.1%, p = 0.00; 87.7% vs. 43.1%, p = 0.02;
68.3% vs. 33.8%, p = 0.00 and 73.9% vs. 19.3%, p = 0.00, respectively). Patients with NO
had the best survival rates, whereas those with N3 had the worst survival rates, regardless
of pre-EBV DNA levels. Notably, our findings highlight that metastatic patients with low
pre-EBV DNA loads had significantly better OS, LRRFS and PFS compared to those with
high pre-EBV DNA loads (54.5% vs. 15.0%, p = 0.00; 100% vs. 66.4%, p =0.02; 45.5% vs. 0%,
p = 0.00, respectively).

Regarding the UICC stages, the patients at stages I-1I had the best prognosis, while
those at stages IVB had the worst prognosis, regardless of pre-EBV DNA loads. For
the patients at stages III-IVA, high pre-EBV DNA loads were found to be associated
with poorer OS, LRRFS, DMFS and PFS rates (75.8%, 40.5%, 57.3% and 18.2%, respec-
tively), compared to the patients exhibiting low pre-EBV DNA loads (86.9%, 81.5%, 85.6%
and 75.8%, respectively). Interestingly, the patients at stages III-IVA with low pre-EBV
DNA load had favorable survival rates and similar prognosis to the patients at stage II
(OS = 86.9% vs. 88.9%, LRRFS = 81.5% vs. 81.5%, DMFS = 85.6% vs. 88.9% and PFS = 75.8%
vs. 88.9%), respectively.
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Table 3. Comparisons of the 4-years’ survival rates among subgroups of NPC patients defined by the
combination of plasma pre-EBV DNA, TNM classification and UICC Stages.

Number of 4-Years 4 4-Years j 4 4-Years § 4 4-Years Py
Patients oS Value LRFS Value DMEFS Value PFS Value
Tumor Classification
T1-low * or high ** EBV 11/142 72.7% 0.007 70.0% 0.18 63.6% 0.00 54.5% 0.000
T 2,3,4-low EBV 54/142 82.7% 79.4% 63.5% 68.3%
T 2,3,4- high EBV 77/142 52.3% 48.4% 35.1% 20.2%
Lymph Node Status
NO-low EBV or high 11/142 100% 0.00 75.0% 0.02 100% 0.00 90% 0.00
N1,2-low EBV 46/142 81.5% 87.7% 68.3% 73.9%
N1,2-High EBV 58/142 57.1% 43.1% 33.8% 19.3%
N3- low or high EBV 27/142 42.8% 53.7% 24.3% 16.7%
Metastasis Status
MoO-low or high EBV 96/142 82.0% 0.00 64.0% 0.02 73.4% 0.00 55.9% 0.00
Mi-low EBV 11/142 54.5% 100% 0.00% 45.5%
MI1-EBV high 35/142 15.0% 66.4% 0.00% 0.00%
UICC Stages
I- low or high EBV 4/142 100% 0.40 75.0% 0.01 100% 0.05 100% 0.001
II-low or high EBV 14/142 88.9% 100% 88.9% 88.9%
I, IVA- low EBV 35/142 86.9% 81.5% 85.6% 75.8%
111, IVA-high EBV 32/142 75.8% 40.5% 57.3% 29.8%
IVB- low or high EBV 11/142 70.1% 26.5% 58.9% 18.2%

Low * EBV: pre-EBV DNA load <4000 Ul/mL; high ** EBV: pre-EBV DNA load > 4000 UI/mL.

3.7. The Multivariate Survival Analysis for Survival Endpoints

All factors displaying a significant association in the univariate analysis were further
explored in a multivariate analysis, in order to determine if they could be regarded as
independent prognostic factors for NPC. Our results indicated that higher pre-EBV DNA
loads were independently associated with a poorer DMFS and PFS (p = 0.01 and 0.02,
respectively). Moreover, the end-EBV DNA load was an independent prognostic factor
for the LRRFS and PFS (p < 0.05); and the 6mo-post-EBV DNA load was an independent
prognostic factor for the OS, DMFS and PFS (p = 0.02, 0.04 and 0.004, respectively) (Table 4).
The pre- and end-EBV DNA load combination was found to predict LRRFS, DMFS and
PFS (p = 0.006, 0.03 and 0.001, respectively), while the end- and post- EBV DNA load
combination was found to predict PFS (p = 0.005).

Table 4. Multivariate Cox regression analyses for the studied survival endpoints according to the
EBV DNA load.

os LRRFS DMFS PFS
Multivariate p Multivariate p Multivariate p Multivariate p
Analyses Analyses Analyses Analyses
HR @3%CD) YU @rREs%cp VAU @R@s%c) VAU HREs%Cp)  vAlue
Pre-EBV DNA load 0.87 (0.24-3.13) 0.83 0.99 (0.33-2.97) 0.99 445 (1.40-14.14) 0.01 2.93(1.15-7.44) 0.02
Post-EBV DNA load 4.45 (0.89-22.15) 0.06 4.18 (1.28-13.61) 0.01 2.58 (0.95-6.95) 0.05 3.96 (1.75-8.92) 0.001
6 mo-post-EBV 29.10
DNA load (1.47-575.00) 0.02 2.29 (0.67-7.81) 0.18 4.12 (1.05-16.12) 0.04 5.60 (1.75-17.87) 0.004
18 goN-Xo;:;ng 4.79 (0.40-57.28) 0.21 2.73(0.33-22.36) 0.34 8.35 (0.83-83.43) 0.07 8.04 (0.80-80.74) 0.07
Pre and end- EBV
DNA load - 0.10 - 0.006 - 0.03 - 0.001
End and post- EBV
DNA load - 0.52 - 0.18 - 0.07 - 0.005
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4. Discussion

During the last decade, increasing interest has been directed toward pre- and end-
EBV DNA loads as promising biomarkers for early detection, diagnosis and prognosis
of NPC [20,21]. In this study, we showed that the plasmatic pre-EBV DNA was detected
in 90.1% of NPC patients with a mean viral load of 0.4 UI/mL, which is consistent with
the widely reported prevalence rates ranging from 53% to 96% [22]. Furthermore, and as
expected, the frequency of circulating EBV DNA positivity and levels of viral load decreased
considerably at the end of treatment to 16.0% and to a mean viral load of 142.6 Ul/mL,
respectively. However, although the clinical value of EBV DNA load testing before and after
treatment has been well documented and discussed, most follow-up studies have focused
on only a few time points after treatment completion (at the end of treatment and 3 months
after treatment). According to the available data, EBV DNA clearance from the plasma of
NPC patients occurs rapidly after treatment, generally after the two first weeks of RT, and
any increase after the end of treatment is typically a sign of disease recurrence [10,16,23-25].
The EBV DNA can recur 3 months after the end of treatment, highlighting the need for
long-term monitoring of the EBV DNA load dynamic in NPC patients [15]. In this context,
our results showed that 25.5% (mean = 300.2 UI/mL), 15.4% (mean = 236.9 Ul/mL) and
6.25% (mean = 312.5 UI/mL) of patients had detectable EBV DNA in their plasma at 6, 18
and 24 months’ post-treatment, respectively. These results agree with previous evidence
suggesting that EBV DNA in the plasma of NPC patients is derived from apoptotic and
necrotic tumor cells and may reflect the tumor’s growth and decline [11].

Considering that for NPC, the OS, LRRFS, DMFS and PFS are the commonly used
endpoints for patient follow-up and treatment efficiency evaluation, the association be-
tween the EBV DNA load and these four survival parameters was investigated. Our results
indicated that the NPC patients with high pre-EBV DNA loads and detectable end-EBV
DNA loads have poor survival rates, regardless of the age group. Our findings further
revealed that a higher pre-EBV DNA load (= 4000 Ul/mL) was independently associated
with poorer DMFS and PFS (p < 0.05); and a detectable end-EBV DNA load was an indepen-
dent prognostic factor for worse LRRFS and PFS (p < 0.05) in NPC. Furthermore, by using
the multivariate prognostic model, our data showed that the pre- and end-EBV DNA load
combination predicts, independently, the LRRFS, DMFS and PFS (p < 0.05). These results
concur with data from several Chinese studies, supporting the pre-and end-EBV DNA
load as a good prognostic biomarker in NPC [26,27]. During follow-up, we revealed that
patients with detecTable 6-mo and 18-mo-EBV DNA loads had a higher risk of mortality,
loco-regional recurrence, distant metastasis and disease progression (more than 12, 5, 5
and 8 fold, respectively), than those with undetecTable 6-mo and 18-mo levels of EBV
DNA. Additionally, end- and post- EBV DNA load combination predict, independently,
the PFS (p = 0.005) in the multivariate analysis. These patients’ poor survival outcomes
may be linked to the persistence of residual tumor cells that can escape early endoscopic
and radiological post-treatment evaluations, as well as chemo-radiotherapy sensitivity that
varies among individuals even at the same stage of the disease. In this context, Twu et al.
have suggested the benefit of providing additional adjuvant chemotherapy for patients
with persistently detectable post-EBV DNA loads after RT, plus induction/concurrent
chemotherapy, which would significantly reduce distant failures and improve the overall
survival of these patients [28].

Currently, and according to most studies, the patients with detectable end-EBV DNA
loads are at an extremely high risk of loco-regional and distant recurrences, whereas
the patients with undetectable EBV DNA after treatment have a good prognosis. In our
study, the end-EBV DNA load was undetectable, but reemerged 6 and /or 18 mo later in
the plasma of nine patients, of whom five subsequently developed loco-regional and /or
distant failure. This reappearance of plasmatic EBV DNA after its clearance, which may
precede clinical signs of the disease recurrence, could be an accurate early predictor of
disease recurrence [15]. We therefore believe that post- treatment EBV DNA quantification
is of significant relevance in post-treatment evaluation and can improve the follow-up
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evaluation of patients, adding value to routine endoscopy and radiology examination.
Meanwhile, a specific algorithm for introducing post-EBV DNA quantification in NPC
management should be proposed. Moreover, patients with a 6-mo and /or 18-mo positive
post-EBV DNA load and a negative post-treatment endoscopy or normal CT/MRI should
be monitored more closely, preferably with biopsy endoscopy and PET/CT; especially in
the presence of local inflammation and the fibrotic side effects resulting from RT.

Concurring with previous studies [29,30], we observed that the patients with unde-
tectable pre-EBV DNA loads maintained an undetectable end-, 6-mo and 18-mo-EBV DNA
load. A possible explanation for this might be that this group of patients may have non-EBV
origin tumors. There are, however, other possible explanations. In fact, the absence of, or
a low, detectable plasma EBV DNA may also be due to tumor heterogeneity in the EBV
copy number that ranged from 2 to 137 copies EBV /cell [31]. Additionally, other studies
have reported variability in copies of the promoter Wp within each genome in NPC. In this
field, Nicolls et al. found either a low or the absence of the expression of EBER in tumors of
patients with undetectable plasma EBV DNA, as compared to those with a detectable EBV
DNA load; suggesting that the EBV genome may be poorly incorporated in the tumor cells
in this subgroup of patients leading to impaired expression of the EBER and plasma EBV
DNA production [30].

The results of the present study, as well as those of subsequent studies, confirm the
great interest of the EBV DNA load in the management of NPC [13,32]. However, the
most important challenges remain as the use of the EBV DNA load in patients” staging
and the risk stratification before, during and after chemo-radiotherapy. Accordingly, and
rather than replacing TNM staging, few studies suggest that pre-EBV DNA loads may
be used to complement and refine this conventional approach to better assess patient
prognosis [35,36]. We previously reported a significant association between pre-EBV DNA
load, TNM classification, overall stage and OS [13]. In the present study, we showed that
the pre-EBV DNA load is a promising biomarker, able to identify among patients at the
same or different disease stages, a subgroup with a high risk of recurrence or treatment
failure. Indeed, the data of the present study revealed that patients at stage III-IVA with
a low pre-EBV DNA load had comparable survival rates to patients at stage II with low
or high pre-EBV DNA loads, but had better survival rates than those at stage III-IVA with
a high pre- EBV DNA load. These results are globally aligned with those reported by
Zhang et al. that have suggested a segregation of disease stages into four different risk
groups with regards to the pre-EBV DNA load [33]: (1) very low risk, stage I regardless
of the pre-EBV DNA load; (2) low risk, stages II, III, IVa—b with low EBV DNA loads;
(3) intermediate risk, stages II-III with high EBV DNA loads; (4) high risk, stages IVa—-b
with high EBV DNA loads. More recently, two studies proposed refining the eighth edition
of the AJCC/UICC TNM staging system by incorporating the pre-EBV DNA load. This
refinement should help to improve the prognostic performance of the AJCC/UICC TNM
staging system and contribute to the development of individualized treatment strategies for
NPC, for better management of this disease [34,35]. In this field, a recent study proposed
a validated recursive-partitioning analysis (RPA) model to classify NPC patients based
on their end-EBV DNA levels and the TNM stage, and showed that the combination of
the circulating end-EBV DNA and the TNM stage improved the risk stratification of NPC.
Interestingly, the RPA model (c-index 0.712) showed better risk discrimination compared to
the TNM stage (0.604) or the end-EBV DNA alone (0.675) [3].

The present study is clearly informative and highlights the interest of integrating EBV
DNA loading in the management of NPC prognosis and disease risk stratification. This
should, however, be interpreted in the context of its limitations: (1) the prospective nature
of the study involved a small number of patients; (2) the low number of patients with a
post-EBV DNA load, owing to different constraints including, patients who were lost to
follow up; (3) the middle follow-up time (4 years). Further research including a larger
number of patients and a longer follow-up period will undoubtedly refine the results of
this study.
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5. Conclusions

The results showed strong evidence that EBV DNA load testing is a promising dynamic
and a minimally invasive biomarker for prognosis and follow-up of the juvenile and adult
form of NPC. Regardless of the time point, patients with a high pre-EBV DNA load had
poorer survival rates, and persistently high or detectable post-EBV DNA levels might be
a good indicator of local, regional or distant tumor recurrence. The EBV DNA load is,
therefore, a good biomarker to complete conventional approaches for better management
of NPC.
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Par ses caractéristiques épidémiologiques et histopathologiques, le NPC représente une entité
spécifique différente du reste des cancers de la sphere oto-rhino-laryngologique (Lee et al.,
2019). Sa répartition géographique est trés contrastée, avec des taux d’incidence qui sont 50 a
100 fois plus élevés dans les zones endémiques (Chine, Asie du Sud-Est) (Wong et al., 2021).
Il est constamment associé a I’infection par le virus EBV (Hau et al., 2020). Du point de vue
histopathologique, ’'UCNT reste le type le plus fréquent de cette affection (Wu et al., 2018).
Les stades avancés au moment du diagnostic, et la fréquence élevée des métastases, font du
NPC une maladie sévére, qui demeure un probleme de santé publique considérable dans le

monde et surtout dans les zones endémiques (Fles et al., 2017).

La radiothérapie est une modalité de traitement incontournable de 1’arsenal thérapeutique du
cancer. En raison de sa radiosensibilité et de sa localisation anatomique profonde, la
radiothérapie est établie comme une pierre angulaire du traitement du NPC depuis 1965 (Sun
etal., 2019).

Au cours des dernieres décennies, 1’évolution de la gestion du NPC a été trés impressionnante.
Grace aux améliorations technologiques et au grand réseau de la recherche en oncologie, des
taux élevés de contréle local du NPC ont été atteints (Lee et al., 2019). Mais, la radiorésistance
qui se traduit par les tumeurs persistantes, les récidives locorégionales et les métastases,
constitue un obstacle majeur a ce succes. En effet, 30 a 50 % des patients résistent a la
radiothérapie, ce qui fait de la radiorésistance 1’un des plus grands défis de ce cancer (Blanchard
etal., 2011).

Deux masses tumorales identiques (méme stade et méme taille) peuvent répondre différemment
au traitement radiothérapeutique. Donc, connaitre et comprendre les mécanismes qui sous-
tendent la radiosensibilité ou la radiorésistance du NPC permet de développer des thérapies qui
favorisent la rémission compléte des patients et réduisent la dose du rayonnement nécessaire,

améliorant ainsi le taux de survie et la qualité de vie des patients atteints du NPC.

La radiorésistance est un concept tres vaste, incluant de nombreux facteurs. Certains sont liés
au patient et d’autres a la biologie tumorale (Biau et al., 2015). Sur le plan génétique, la
résistance a la radiothérapie peut étre le résultat de différents événements génétiques et

épigenétiques, tels que 1I’hyperméthylation, I’expression aberrante des génes, 1’activation
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anormale de certaines voies de signalisation, 1’altération du microenvironnement tumoral et la

présence des SNPs dans certains géenes (Zhan and Fan, 2020).

Du fait des progres technologiques considérables de la biologie moléculaire, de nombreuses
¢tudes se sont intéressées a 1’identification des altérations génétiques associées au risque du
développement du NPC et a la radiorésistance. Parmi les altérations les plus étudiées dans ce
sens, il y a les SNPs (Chen et al., 2017), qui sont soit sans effet sur I’expression génique soit ils
touchent directement les protéines et leurs régulations (Vignal et al., 2002). Les SNPs peuvent
jouer un role non négligeable dans la susceptibilité aux cancers (Deng et al., 2017), ils peuvent
donc étre utilisés comme des biomarqueurs de diagnostic précoce du NPC afin de régler le

probléme de diagnostic tardif de ce cancer et d’améliorer ainsi son pronostic (Wu et al., 2017).

En plus de leur rdle prédictif du risque du développement du NPC, les SNP ont été utilisés dans
I’évaluation des résultats du traitement du cancer (CTOP, cancer treatment outcome predictor)
et pour évaluer leurs effets sur plusieurs génes candidats a la radiorésistance/radiosensibilité
dans le NPC dans le but de déterminer le traitement adéquat et la prévention de rechute chez
les patients (Greve et al., 2012).

A date, aucune étude n’a évalué la corrélation de la radiorésistance et les variations génétiques
et épigenétiques chez les patients atteints du NPC dans le contexte marocain. La recherche de
biomarqueurs prédictifs de la radiorésistance est en effet I’'un des enjeux de la cancérologie.
C’est dans ce contexte que s’inscrivent les travaux de cette thése qui consistent en
I’identification des biomarqueurs qui permettent de prédire la réponse tumorale a la
radiothérapie et d’identifier les patients ayant un grand risque de radiorésistance, afin d’élaborer
un profil moléculaire de la tumeur, d’orienter le clinicien dans la décision thérapeutique et par

conséquent assurer une prise en charge plus efficace du NPC au Maroc.

SNPs : Biomargueurs de radiorésistance/ radiosensibilité

Nous avons étudié ’association de certains SNPs des génes impliqués dans la réparation de
I’ADN et dans la détoxification avec la réponse a la radiothérapie chez une population
marocaine atteinte du NPC. Les génes ont été sélectionnés sur la base de leurs fonctions

biologiques dans la réponse a la radiothérapie.
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Les mécanismes de résistance a la radiothérapie peuvent inclure a la fois une augmentation de
la détoxification, ainsi qu’une augmentation de la capacité a réparer les lésions d’ADN induites.
Gréace aux avanceées de la biologie moléculaire, de nombreuses études géenétiques ont associé la
réponse tumorale au traitement a la présence des SNPs au niveau des genes impliqués dans la

réparation de I’ADN endommagg.

Les voies de réparation de I’ADN sont fortement liées a la résistance au traitement (Li et al.,
2021). NER est une voie des systemes de réparation qui joue un role essentiel dans la protection
du génome contre les cancérogénes chimiques et les rayonnements ionisants (Kumar et al.,
2020).

La radiothérapie détruit habituellement les cellules tumorales en causant des dommages a
I’ADN qui pourraient étre réparés par la voie NER. En tant que protéine NER, ERCCI1
(Excision repair cross-complementing groupl) joue un réle crucial. Il a été démontré qu’une
déficience de la capacité de réparation du géne ERCCL1 est liée a la présence des SNPs qui

altérent I’expression d’ARNm ou I’activité de la protéine (Pasqui et al., 2022).

Dans cette étude, Nous nous sommes donc intéressés a analyser en premier temps la présence
de deux SNPs ERCC1 C8092A (rs3212986) et ERCC1 C118T (rs11615) chez les patients
atteints du NPC ; ces SNPs ont été rapportés comme étant des contributeurs du développement
de diverses tumeurs malignes, notamment le NPC et des marqueurs prédictifs de la réponse aux
traitements dans différents cancers (Yang et al., 2009 ; Lee et al., 2020 ; Jiang et al., 2021 ;
Rajabi-Moghaddam and Abbaszadeh, 2022 ; Wu et al., 2023). Le génotypage a été effectué par
la technique d’amplification PCR suivie du séquengage par la technique Sanger. Par la suite,
une analyse statistique a été effectuée a I’aide du logiciel SPSS pour évaluer ’association
possible entre les résultats du génotypage et les stades cliniques des patients ainsi que leur

réponse a la radiothérapie.

Nos résultats ont révélé que les deux SNPs du géne ERCCL1 ont été présents dans les différents
stades cliniques, aucune association significative n’a été trouvée entre le stade clinique du NPC
et les SNPs. Ces résultats sont comparables a ceux retrouvés dans une étude japonaise menee
sur 90 patients atteints du NSCLC, indiquant que les polymorphismes C8092A et C118T du
gene ERCCL ne sont pas significativement associés aux stades cliniques des patients (Okuda et

al., 2011). De plus, dans une étude réalisée sur 267 patients atteints du NPC et 304 témoins,
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Yang et ses collaborateurs n’ont signalé aucune association significative entre les fréquences
génotypiques des polymorphismes C8092A et C118T du géne ERCCL1 et les stades cliniques
des patients atteints du NPC (P > 0,05).

Le role de la protéine ERCC1 dans la reconnaissance et la réparation de I’ADN endommag¢ a
été largement étudié et corrélé avec la réponse a la chimiothérapie, mais son association avec

la radiorésistance des patients atteints du NPC est peu élucidée.

Dans le cadre de 1’évaluation de la corrélation entre la réponse a la radiothérapie et le SNP
C8092A du géne ERCC1 dans le NPC, aucune association n’a été trouvée dans la présente
étude. Ces résultats suggerent que ce SNP ne peut pas étre utilisé comme un biomarqueur de la

radiorésistance chez les patients atteints du NPC.

Ces résultats sont en accord avec une étude chinoise menée par Du et al., soulignant que le SNP
CB8092A du gene ERCCL1 n’était pas associé avec la réponse a la radiothérapie chez les patients
atteints du cancer du poumon traités par IMRT (Du et al., 2018). De méme, dans une méta-
analyse portant sur 2097 patients atteints du NSCLC, traités par chimiothérapie a base de
platine, la corrélation entre le SNP C8092A du gene ERCCL1 et la réponse au traitement n’a

révélé aucune association significative (Yin et al., 2011).

Par ailleurs, Chen et al ont signalé le SNP C8092A comme un marqueur prédictif indépendant
d’un faible PFS (HR, 1.63; 95% ; CI, 1.08- 2.61; P, 5.047) chez 101 patients NPC traités par
chimiothérapie a base de cisplatine (Chen et al., 2013). De plus, dans une étude réalisée sur 75
patients atteints du NPC et traités soit par radiothérapie seule, soit par une chimio-radiothérapie,
une association entre le SNP C8092A et la PFS a été bien établie (Xie et al., 2014).

Concernant le SNP C118T, une faible association a été trouvée entre ce SNP et la réponse a la
radiothérapie chez notre population d’étude (p=0.07). Cette signification limite observée peut
étre principalement due a la taille de la population d’étude. Dans ce sens, Jiang et Ses
collaborateurs sont montré que ce SNP peut jouer un rble important dans la prédiction de la
sensibilité a la radiothérapie et du pronostic des patients atteints du NSCLC (Jiang et al., 2021).
En effet, les patients porteurs de 1’alléle C avaient un meilleur taux de survie par rapport a ceux
qui portent I’allele T (30,9 vs. 16,2 mois ; p=0,003). Ces résultats sont contradictoires avec ceux

de Wang et son équipe, qui n’ont observé aucune corrélation significative entre le SNP C118T
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et la réponse au traitement, chez 176 patients NSCLC traités par radiochimiothérapie (Wang et
al., 2016).

La radiothérapie qui génere aussi bien des dommages de bases que des cassures des simples et
doubles brins va donc activer plusieurs systémes de réparation, dont le systeme BER (Biau et
al., 2019). Ce dernier est un processus multienzymatique de réparation qui nécessite plusieurs
enzymes. La protéine XRCC1 (X-ray repair cross complementing protein 1) appartient a cette
voie, elle interagit avec I’ADN polymérase-béta, I’ADN ligase III et le PARP pour réparer

I’ADN endommagé, y compris les altérations induites par la radiothérapie (Biau et al., 2019).

En outre, la réponse a la radiothérapie a été liée a la présence de certains polymorphismes au
niveau du géene XRCCL1. Les SNPs au niveau de ce géne ont été associés a la réponse tumorale
aux différentes modalités de traitement dans plusieurs cancers, dont le cancer gastrique (Xu et
al., 2014), le cancer colorectal (Liang et al., 2010), le cancer du poumon (Chen et al., 2012) et
le NPC (Wang et al. 2017).

Cependant, cette association est controversée. C’est dans cette optique que nous avons réalisé
une étude d’association entre la réponse a la radiothérapie et le SNP Arg399GIn (rs25487) du
gene XRCCL1 ; qui est associé au risque de développement de diverses tumeurs malignes et a
été décrit comme un facteur pronostique pour les patients traités par radiothérapie (Lin et al.,
2018 ; Gong et al. 2021) ; dans le but de mieux comprendre et clarifier I'effet de ce SNP sur la

réponse au traitement.

Les résultats ont révélé que les fréquences génotypiques et alléliques du SNP Arg399GIn du
géne XRCCL1 n’ont aucune association significative avec les stades cliniques (p (génotype) =
0,559; p (alléle)= 0,440). Ces résultats concordent avec une étude indienne qui a été réalisée sur
211 patients atteints du cancer du poumon, et qui n’a montré aucune relation entre le SNP
Arg399GiIn et les stades cliniques du cancer. Aussi, aucune association significative entre le
SNP Arg399GIn du gene XRCCL1 et les stades cliniques des patients n’a été trouvée (Sreeja et
al., 2008).

Dans une ¢étude plus récente, Dutta et al ont révélé qu’il n’y avait pas de liaison significative
entre le polymorphisme Arg399Gin et les stades cliniques chez une population indienne atteinte

du HNSCC (Head-and-neck squamous cell carcinoma) (Dutta et al., 2020).

140



De plus, dans notre étude d’association entre le SNP Arg399GIn du géne XRCC1 et la réponse
tumorale a la radiothérapie, aucun effet de la distribution des génotypes et des alléles du SNP
sur la réponse tumorale n’a été observé (p (génotype) = 0,583; p (allele) = 0,459)). Ces résultats
soulignent que le SNP Arg399GIn du gene de réparation XRCC1 ne contribue probablement

pas a la radiorésistance des patients atteints du NPC.

Cette absence d’association entre la présence du SNP Arg399Gin et la réponse tumorale au
traitement a été observée dans d’autres cancers, notamment, le cancer de 1'eesophage (Liu et al.,

2010), le cancer de la vessie (Sakano et al., 2013) et le cancer gastrique (Geng, 2016).

Nos résultats correspondent fortement a ce qui a été rapporté dans une étude plus récente sur la
corrélation entre certains polymorphismes, dont le SNP Arg399GIn du géne XRCC1 et la
réponse tumorale a la chimiothérapie a base de sels de platine chez les patients atteints d’un
cancer épithélial ovarien. Aucune association entre ce SNP et le statut de la résistance au
traitement n’a été trouvé (p=1) (Liblab et al., 2020).

En revanche, certaines recherches ont indiqué que le SNP Arg399GIn peut jouer un role
prédictif dans I’évaluation de la radiosensibilité des tumeurs. Zhai et al. ont révélé que les
patients avec NPC porteurs de ’alléle GIn/Gln étaient plus susceptibles d’obtenir une rémission
complete de la tumeur apres un traitement radiothérapeutique. Concluant ainsi que 1’alléle
GIn/GlIn peut étre associé a une meilleure régression tumorale, et peut aussi étre un biomarqueur

prédictif de la réponse tumorale dans le NPC (Zhai et al., 2016).

Aussi, il a été démontré également que la présence du SNP Arg399GIn est associée a une
réduction de la capacité de réparation I’ADN et a une augmentation de la sensibilité aux
rayonnements suggeérant ainsi que ce SNP peut étre considéré comme un facteur prédictif de la
réponse a la radiothérapie (Lei et al., 2002).

La protéine XRCC3 (X-ray cross-complementing group 3 protein) joue un rdle crucial dans les
voies de réparation de I’ADN. Des preuves scientifiques ont montré qu’une anomalie dans la
fonction de la protéique du XRCC3 n’était pas seulement associée a la cancérogenése, mais
aussi a la résistance a la chimiothérapie et a la radiothérapie (Yu et al., 2021). Il a eté prouvé
que le polymorphisme Thr241Met du géne XRCC3 peut affecter la fonction enzymatique et

I’interaction de la protéine avec d’autres protéines impliquées dans la réparation des dommages
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de I’ADN, ce qui peut déclencher le développement du cancer et/ou la résistance aux traitements
(Namazi et al., 2015).

L’évaluation de ces associations ; précédemment démontrées ; avec la présence du SNP
Thr241Met XRCC3 a été un de nos objectifs. Apres le génotypage et I’analyse d’association
entre le SNP Thr241Met et les stades cliniques, aucun lien n’a été révélé. De méme, chen et
collaborateurs n’ont signalé aucune association significative entre le polymorphisme XRCC3
Thr241Met et les parametres clinico-pathologiques des patients atteints du cancer colorectal
(Krupa et al., 2011). Cependant, une forte association a été révelé entre le SNP Thr241Met et
les stades cliniques d’une population brésilienne atteintes d’un OSCC (oral squamous cell
carcinoma), suggérant ainsi que ce SNP pourrait contribuer au développement de I'OSCC a des
stades plus avancés ainsi qu'a la formation de métastases (Dos Santos Pereira et al., 2016).

La relation entre le SNP Thr241Met du gene XRCC3 et la réponse tumorale a la radiothérapie
a été étudiée dans plusieurs cancers, notamment, le glioblastome (Roos et al., 2018), le NSCLC
(Shenetal., 2013), la leucémie myéloide aigué (Mohseni et al., 2015), le cancer du sein (Goricar
etal., 2022).

Concernant le NPC, nous n’avons observé aucun effet du SNP sur le statut de la radiorésistance
des cas de notre population d’étude. Nos données sont en accord avec une étude qui a monté
que le SNP Thr241Met n’a aucun effet sur les résultats cliniques des patients atteints du NSCLC

traités par la chimiothérapie a base de platine (Jin et al., 2014).

De méme, ’absence du lien significatif entre le SNP et les résultats de la radiothérapie a été
observé également chez des cas de cancer de sein traités par radiothérapie (Popanda et al.,
2006).

Récemment, Malisic¢ et al. ont évalué I’influence du SNP Thr241Met sur les effets indésirables
de la radiothérapie dans le cancer de la prostate, et ont conclu que le variant Thr du SNP
Thr241Met XRCC3 pourrait prédire le risque de la radiotoxicité génito-urinaire aigué (Malisi¢
etal., 2022).

Le SNP Thr241Met du gene XRCC3 est une substitution non conservatrice qui n’affecte pas les
interactions protéine-protéine. Néanmoins, cette altération n’a pas d’impact sur ’activité

protéique et, par conséquent, elle n’est pas associée au statut de radiorésistance dans le NPC.
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D’apres les résultats de cette étude, nous suggérons que les polymorphismes au niveau des
genes de réparation de I’ADN sont des biomarqueurs indépendants de la réponse tumorale a la

radiothérapie chez les patients atteints du NPC.

Par ailleurs, le processus de détoxification représente I'ensemble des réactions biochimiques
que subissent les substances endogénes et exogenes (xénobiotiques) dans le but de faciliter leur

biotransformation et leur excrétion hors de I'organisme (Carlisle et al., 2020).

Les altérations au niveau des génes impliqués dans ce processus de détoxification peuvent
augmenter le risque du développement du cancer (Cui et al., 2020), comme elles peuvent
moduler de maniére trés complexe les réponses a des thérapies multiples, et étre a 1’origine de

réponses diverses a la radiothérapie (Cui et al., 2020).

Ainsi, plusieurs auteurs ont rapporté et étudié le rdle des genes impliqués dans la détoxification
des espéces réactives de I'oxygene dans la réponse aux différentes modalités de traitement, mais

les résultats étaient incohérents.

Dans ce cadre, nous nous sommes intéressés a I’étude de 1’association possible entre les SNPs
des génes codant pour les enzymes de détoxification des substances exogenes (le SNP
Ile105Val du géne codant pour la glutathion -S- transférases de classe pi (GSTP1) et le SNP
Pro198Leu du gene codant pour le glutathion peroxydase de type | (GPX1)) et la réponse a la
radiothérapie chez 101 patients atteints du NPC.

Les résultats ont clairement montré que le SNP Ile105Val du gene GSTP1 n’avait aucun effet
ni sur les caractéristiques clinico-pathologiques ni sur la réponse des patients a la radiothérapie.
De méme, dans une étude récente, Maniglia et al (2020) ont étudi¢ 1’association entre le
polymorphisme 1le105Val du gene GSTP1 et le risque de développement du HNSCC, les
facteurs étiologiques, les caractéristiques clinico-pathologiques et le temps de survie des
patients traités par chimiothérapie et/ou radiothérapie. Ils ont montré que ce SNP n’a pas
d’impact ni sur les parametres clinico-pathologiques ni sur la réponse tumorale au traitement
(Maniglia et al., 2020).

Cette absence d’association a été également observee chez des patientes atteintes du cancer de
I’ovaire traitées par chimiotherapie a base de platine (Liblab et al., 2020). De plus, I’étude

réalisée par Russo et al., sur une population brésilienne atteinte du HNSCC, n’a révélé aucune
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association entre les polymorphismes de GST ¢étudiés et d’autres caractéristiques cliniCco-

pathologiques de la tumeur (Russo et al., 2013).

L’association entre le polymorphisme Ile105Val et la réponse tumorale a la thérapie a été
étudiée chez des patients HNSCC sous chimioradiothérapie. Les patients ayant le génotype
GSTP1 Vall05Val avaient 3,87 plus de chances de présenter une progression de la maladie que
ceux ayant le génotype 1le105lle ou 1le105Val (p<0.01), concluant que le SNP lle105Val a un
effet sur la réponse tumorale des patients HNSCC traités par chimioradiothérapie.

En plus de la protéine GSTP1, la peroxydase sélénium dépendante GPX1 présente une activité
enzymatique antioxydante extrémement importante dans la détoxification, elle protége les
membranes ainsi que les autres organites cellulaires contre le stress oxydant en réduisant le
nombre des ROS libérés par la radiolyse de I'eau, aprés une exposition aux rayonnements
ionisants. De ce fait, elle est considérée comme un facteur protecteur du génome contre le stress
oxydatif induit par les rayonnements ionisants (Lo et al., 2008). Ceci permet de mentionner le
role crucial du GPX1 dans la radiorésistance des cellules tumorales en raison de la réduction
des ROS et donc la réduction de la fixation des dommages d’ADN au niveau des cellules

cancéreuse induite par la radiothérapie (Barker et al., 2015).

Les SNPs peuvent modifier I’expression et 1’activité des génes comme ils peuvent affecter la
réponse aux thérapies anti-cancéreuses. Il a été démontré que le SNP Pro198Leu du géne
GPX1aun effet sur I’expression de la protéine, et I’expression incontrolée dans une tumeur peut
éliminer les ROS, affaiblir 1’apoptose, et induire la résistance aux différentes modalités de
traitements, favorisant ainsi la survie des cellules cancéreuses (Zhao et al., 2022). Aussi, nos
résultats sont en faveur d’une absence d’association possible dans ce sens. Nous suggérons que
le SNP Pro198Leu du géne GPX1 est un événement génétique qui n’est pas impliqué dans la
réponse tumorale a la radiothérapie. Nos résultats sont en concordance avec une étude de Nikic
etal. qui ont signalé que le SNP du géne GPX1 n’était pas associé a la survie globale des patients
atteints d’un cancer de la vessie urothélial métastatique traités par chimiothérapie au cisplatine

chez une population serbe (Nikic et al., 2018).

Par contre, une étude réalisée par Gordon et al. dont ’objectif a était de corréler entre le
polymorphisme Pro198Leu et la réponse a la chimio-radiothérapie, les résultats obtenus suggére

que ce polymorphisme pourrait étre un marqueur de pronostic potentiel pour la récidive
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tumorale locale du cancer du rectum permettant de prédire I’efficacité de la chimioradiothérapie
(Gordon et al., 2004).

A notre connaissance, la présente étude constitue la premiére investigation a I'échelle nationale
ayant pour but 1’é¢tude de 1’association des différents SNPs des geénes impliqués dans la
réparation de I’ADN et dans la détoxification avec le statut de radiosensibilité/ radiorésistance
chez les patients marocains atteints du NPC. Cependant et a ce stade, les analyses statistiques
ont montré qu’il n’y a pas d’associations significatives entre les polymorphismes ERCC1
C8092A, ERCC1 C118T, XRCC1 Arg399GIn, XRCC3 Thr241Met, GSTP1 lle105Val, GPX1
Prol198Leu et la réponse a la radiothérapie, ce qui suggére que ces polymorphismes n’ont pas
d’impact sur le statut de radiorésistance/radiosensibilité des patients atteints du NPC. De ce fait,
ils ne peuvent pas étre exploités a I’heure actuelle comme des biomarqueurs permettant de

prédire la réponse tumorale a la radiothérapie.

D'autres ¢études multicentriques sur un grand nombre d’échantillons et ciblant des
polymorphismes supplémentaires pourraient mieux étudier les interactions existantes entre les
SNPs ainsi que les différents haplotypes et la réponse tumorale a la radiothérapie ; afin de
sélectionner des biomarqueurs candidats pour prédire la réponse tumorale a la radiothérapie et
de créer une nouvelle cartographie des polymorphismes associés aussi bien au développement
qu’a la résistance du NPC qui pourront venir compléter les tests déja existants tout en orientant
le clinicien dans la décision thérapeutique, et par conséquent améliorer 1’efficacité de la thérapie

anticancéreuse et la prise en charge du NPC au Maroc.

Charge virale de PEBYV : Outil de diagnostic et de suivi thérapeutique

Les patients atteints du NPC se caractérisent par une augmentation des taux d'anticorps anti-
EBYV et une charge d’ADN du virus EBV plus élevée. Dans ce contexte, plusieurs études ont
été intéressées a la mesure de la charge virale dans le sang périphérique des patients atteints du
NPC avant le traitement, révélant ainsi une forte association entre la présence de la tumeur et
la charge d’ADN virale, cette derni¢re peut également étre utile pour prédire la rechute et les

métastases distantes.

De plus, il a été suggéré que la mesure de la concentration d’ADN virale dans le plasma pourrait
compléter la stadification TNM de ce cancer. Par conséquent, 1’utilit¢ clinique de ce

biomarqueur pour le dépistage, le diagnostic et le pronostic du NPC a été largement mise en
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évidence dans les régions endémiques de la maladie. En raison de la variation biologique entre
les populations et du nombre limité de recherches examinant la valeur clinique de la charge

d’ADN de I’EBV avant le traitement dans les régions intermédiaires et non endémiques.

Dans cette optique, nous avons évalué 1’association possible entre la charge d’ADN virale
plasmatique avant le traitement, les facteurs pronostiques conventionnels et la survie des
patients afin d’évaluer leur valeur clinique chez une population marocaine atteinte du NPC pour
une meilleure prise en charge de cette maladie. Nos résultats ont clairement montré que 90.9 %
des patients sont testes positifs en ADN du virus EBV, ce qui est comparable aux résultats

trouvés par Liu et son équipe dans les zones endéemiques (Liu et al., 2017).

Parmi les facteurs déterminants les plus classiques utilisés pour prédire le pronostic du cancer,
il y a I’age, le type histologique et le stade de la maladie. Dans la présente étude, nous avons
trouvé une association statistiquement significative entre la charge virale et 1’age des patients ;
la charge virale était plus élevée chez les patients agés, ce qui est en accord avec plusieurs
études antérieures montrant que la réplication du virus EBV est plus active chez les patients
NPC les plus agés (Bennett et al., 2012 ; Wang et al. 2014 ; Thomasini et al.,2017).

A ce jour, parmi les facteurs pronostiques les plus utilisés en pratique clinique, il y a la
classification TNM. Cette dernicre a été corrélée a la charge d’ADN du virus EBV, nos résultats
ont démontré que la charge virale augmente en fonction du stade clinique des patients atteints
du NPC. Nos résultats concordent avec ceux trouveés par les deux groupes de Alfieri et Zhang,
qui ont soutenu la forte association entre le systeme de classification TNM et la charge d’ADN
du virus EBV et ont considéré la charge d’ADN EBV comme un outil utile en plus du systeme
TNM pour compléter le pronostic dans le NPC (Zhang et al., 2015 ; Alfieri et al., 2017).

Les résultats de notre étude soulignent également la forte association entre la charge virale et
les antécédents familiaux du cancer. Ces données corroborent les résultats trouvés par une étude
qui a examiné I’association possible entre la charge virale et les antécédents familiaux du cancer
chez une population chinoise atteinte du NPC, rapportant que les niveaux d’ADN du virus EBV
étaient significativement plus élevés chez les patients ayant des antécédents familiaux de
cancer, suggérant que ces patients peuvent avoir une prédisposition génétique et favorisant

I’activation du cycle viral du virus EBV et la carcinogenése (OuYang et al.,2013).
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Concernant la relation entre la mortalité, I’OS des patients NPC et la charge virale avant le
traitement, nous avons constaté que les patients avec des niveaux ¢élevés d’ADN virale ont des
taux élevés de mortalité et des taux faibles de survie. Liu et al ont confirmé que les niveaux les
plus élevés d’ADN virale étaient associés a un risque plus élevé de déces, de progression et de
métastase a distance (Liu et al. 2017). Ainsi nos résultats suggerent que la charge d’ADN du
virus EBV pourrait étre un bon biomarqueur de pronostic chez les patients atteints du NPC dans

la zone a risque intermédiaire.

De plus, des études menées dans des régions endémiques pour le NPC ont montré que les
patients ayant une charge d’ADN virale détectable a la fin du traitement, développent des
récidives loco-régionales et des métastases a distance apreés trois mois, comparativement a ceux

ayant une charge d’ADN indétectable.

Dans ce travail, nous avons également étudié le changement dynamique de la charge virale
avant le traitement et a divers moments apres le traitement, ainsi que son importance clinique
dans le suivi thérapeutique du NPC. Nous avons constaté que la charge virale a été

considérablement diminuée a la fin du traitement

Cependant, bien que la valeur clinique des tests de la charge d’ADN du virus EBV avant et
apres le traitement a été bien documentée et discutée, la plupart des études de suivi se sont
concentrées seulement sur quelques mois apres la fin du traitement (juste a la fin du traitement
et 3 mois apres le traitement). Selon les données disponibles, la clairance de I’ADN virale dans
le plasma des patients atteints du NPC se produit rapidement apres le traitement, généralement
apres les deux premieres semaines de la radiothérapie, et toute augmentation aprés la fin du
traitement est généralement un signe de récidive de la maladie (Lo et al., 2000 ; Chan et al.,
2004 ; Muhanna et al., 2017 ; Li et al., 2021 ; Chan et al., 2022).

L’ADN du virus EBV peut réapparaitre 3 mois apres la fin du traitement, ce qui souligne la
nécessité d’une surveillance a long terme de la dynamique de la charge virale chez les patients
atteints du NPC (Zhang et al., 2016). Dans cette optique, nos résultats ont montré que I’ADN
virale a été détectable dans le plasma des patients 6, 18 et 24 mois apres le traitement.

Ces resultats concordent avec les données rapportées par Jahr et al suggérant que I’ADN du
virus EBV dans le plasma des patients NPC est dérivé des cellules tumorales apoptotiques et

nécrotiques et peut refléter la croissance et le déclin de la tumeur (Jahr et al., 2001).
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L’association entre la charge virale et les paramétres OS, LRRFS, DMFS et PFS (les quatre
parametres les plus utilisés pour le suivi des patients et I’évaluation de 1’efficacité du traitement)
a éte évaluée dans la cadre de cette étude. Nos résultats ont montré que la charge d’ADN du
virus EBV avant et apres peut prédire, indépendamment, 1’0OS, LRRFS, le DMFS et le PFS.
Ces résultats sont en accord avec les données de plusieurs études chinoises, concluant que la
charge d’ADN du virus EBV avant et aprés traitement peut étre un bon biomarqueur de
pronostique dans NPC (Zhao et al., 2015 ; Liang et al., 2018).

Au cours du suivi, les patients ayant une charge virale détectable 6 et 18 mois aprés le traitement
avaient un risque plus élevé de mortalite, de récidive locorégionale, de métastase a distance et
de progression.

De plus, la combinaison de la charge virale pendant la fin et aprés le traitement peut prédire
indépendamment la PFS. Les mauvais résultats de survie de ces patients peuvent étre liés a la
persistance des residus de cellules tumorales qui peuvent échapper aux évaluations post-
traitement (endoscopie et radiologie), ainsi qu’a la sensibilité a la chimio-radiothérapie qui varie
d’un patient a ’autre. Dans ce contexte, Twu et al. ont suggéré de fournir une chimiothérapie
adjuvante supplémentaire pour les patients présentant une charge virale décelable apres une
radiothérapie, ainsi qu’une chimiothérapie d’induction, qui peut améliorer la survie globale de

ces patients (Twu et al., 2014).

Dans notre étude, nous avons constaté qu’une charge virale indétectable pendant la fin du
traitement peut réapparaitre aprés 6 et/ou 18 mois chez certains patients ; qui ont par la suite
développé des récidives locorégionales ou des métastases a distance. Cette réapparition de
I’ADN virale aprés sa clairance, qui a précédé les signes cliniques de récidive de la maladie,

pourrait étre un prédictif précoce précis de la récidive de la maladie (Zhang et al., 2016).

Par conséquent, la mesure de la charge virale apreés traitement est d’une importance significative
dans 1’évaluation post-traitement et pourrait ameliorer le suivi des patients atteints du NPC, en

ajoutant de la valeur a I’examen endoscopique et radiologique de routine.

MicroARNSs et radiorésistance :

Parmi les biomarqueurs moléculaires les plus étudié dans le NPC, il y a également les

microARNs (miARNSs) qui contrdlent I’expression génique au niveau post-transcriptionnel
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(Kozomara et al., 2019). L’augmentation ou bien la diminution de 1’expression de ces miARNs
peut donc étre a I’origine du développement du cancer comme elle peut agir sur la sensibilité
de la tumeur au traitement (Pulliero et al., 2022). Durant ces dernieres décennies, un intérét
croissant a ¢ét¢ donné a certains miARNs cellulaires, qui ont été¢ associés a 1’acquisition du
phénotype de radiorésistance des patients atteints du NPC (Zhan and Fan, 2020 ; Xiao and He,
2021 ; Darvish et al., 2023), et dont I’¢tude d’expression va probablement permettre de predire
le pronostic en se basant sur des biomarqueurs prédictifs de la réponse a la radiothérapie. Dans
ce cadre, nous avons essayé d’étudier les différents niveaux d'expression de certains micro-
ARN cellulaires (miR324-3p, miR-21-3p, miR39-3p et miR-34c-5p) par RT gPCR chez des
patients atteints du NPC avant et apres traitement par radiothérapie. Afin d’évaluer leur relation

avec la réponse a la radiothérapie. Cette étude est toujours en cours de réalisation.
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Conclusion Générale

En raison de sa profonde localisation et de son caractere asymptomatique aux stades précoces,
le cancer du nasopharynx (NPC) est diagnostiqué a des stades tres avancés, ce qui est associé a
des résultats défavorables et & un mauvais pronostic, principalement en raison du risque de
récurrence et de métastase a distance. Au cours des dernieres décennies, la compréhension de
la génétique du NPC, ainsi que des mécanismes impliqués dans la réponse des patients atteints
de NPC aux traitements, a suscité un grand intérét. Dans ce contexte, plusieurs biomarqueurs

ont été identifiés pour améliorer la prise en charge de ce cancer.

A travers le présent travail, nous avons évalué I'implication génétique de certains SNPs dans la
réponse a la radiothérapie. A notre connaissance, cette étude constitue la premiére investigation
a I'échelle nationale ayant pour but I'étude de l'association des différents SNPs des génes
impliqués dans la réparation de I'ADN et la détoxification avec le statut de
radiosensibilité/radiorésistance chez les patients marocains atteints du NPC. Cependant, les
analyses statistiques ont montré qu’il n’y a pas d’associations significatives entre les
SNPsC8092A et C118T du gene ERCC1, Arg399GIn du géne XRCC1, Thr241Met du géne
XRCC3, lle105Val du géne GSTP1, Pro198Leu du géne GPX1 et la réponse a la radiothérapie,
ce qui suggerent que ces polymorphismes n’ont pas d’impact sur le statut de
radiorésistance/radiosensibilité des patients atteints du NPC. De ce fait, ils ne peuvent pas étre
exploités, a ce stade, comme des biomarqueurs permettant de prédire la réponse tumorale a la

radiothérapie.

Nous avons également examine la corrélation entre la charge en ADN du virus Epstein-Barr
(EBV) dans le plasma avant le traitement et les facteurs pronostiques traditionnels au sein de
notre groupe d'étude. Ensuite, Nous avons analysé I'évolution de cette charge virale avant le
traitement et a différents moments apres le traitement, en évaluant sa pertinence clinique dans
le contexte du NPC.

Les résultats de cette investigation suggérent que la charge du virus EBV avant le traitement
pourrait étre un biomarqueur pronostique précieux pour orienter les décisions cliniques et que
la mesure de la charge virale aprés le traitement est d’une importance significative dans

I’évaluation post-thérapeutique et peut améliorer 1’évaluation de suivi des patients atteints du
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NPC, en ajoutant de la valeur a I’examen endoscopique et radiologique de routine, en vue d’une

meilleure prise en charge de ce cancer au Maroc.
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Perspectives

A la lumiere des résultats trouvés, nous envisageons a approfondir 1’étude des altérations
génetiques impliquées dans la réponse a la radiothérapie chez les patients marocains atteints du
NPC en augmentant la taille de notre population d’étude, en ciblant d’autres génes liés a la

radiorésistance du NPC.

Ceci permettra dans un premier temps de confirmer nos résultats et de déterminer les géenes
candidats liés a la radiorésistance dans le NPC afin d’identifier des biomarqueurs fiables, peu
couteux, et non invasifs avec de bonnes sensibilités et specificités et générer les données

nécessaires pour 1’établissement d’un profil moléculaire des patients NPC.

D’autre part, nous envisageons de compléter 1’étude de 1'expression des micro-ARNS cellulaires
(miR324-3p, miR-21-3p, miR39-3p et miR-34c-5p) par RT qPCR chez notre population
d’étude avant et apres traitement par radiothérapie afin d’évaluer leur effet sur la réponse a la

radiothérapie.

Ces approches moléculaires permettront de prédire 1’efficacité de la thérapie tout en orientant
le clinicien dans la décision thérapeutique, et par conséquent adopter le protocole thérapeutique

adéquat en vue d’une prise en charge efficace et efficiente du NPC au Maroc.
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