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La science consiste à oublier ce qu'on croit savoir, et la sagesse à ne 

pas s'en soucier. 

 

Charles Nodier, académicien et écrivain (1780-1844) 

 

 

 

L'approche est toujours plus belle que l'arrivée. 

 

Alain Fournier, écrivain (1886- 1914) 

 

 

 

La médecine est une science des pannes, celles de l'organisme 

humain... Mais si le médecin est un dépanneur - rien de plus, rien 

de moins - il est le dépanneur d'une machine dont il ne possède pas 

les plans. 

 

Lucien Israël, cancérologue (1926) 
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La réalisation de cette thèse a nécessité : 

 

- Le parcours de 706km et 840m à la souris soit la même 

distance que : 

� 1 287 140 marmottes à la queue leu leu 

� 157 318 voitures dans un embouteillage 

� 2 672 porte-avions en file indienne 

� 330 traversées du pont de Normandie 

� 14 traversées du tunnel sous la Manche 

� 1,2 plein de gazole en Citroën AX, 

 

- L’utilisation de 8 372 272 touches de clavier, 

   

- La réalisation de 6 856 648 clics de souris (6 596 782 gauches 

et 249 580 droits et 10 286 centres), 

 

- L’accomplissement de 7 459 740 scrolls (coups de roulette de 

souris). 
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RREESSUUMMEE  

  

Ces dernières années, grâce aux progrès réalisés dans l’humanisation des 
anticorps monoclonaux recombinants (Acm-r), ceux-ci ont vu leur utilisation 
thérapeutique s’accroître, notamment dans le traitement du cancer. Parmi ces Acm-
r, le rituximab (MabThera®, Rituxan®) est le premier à avoir obtenu une 
autorisation de mise sur le marché en Europe et aux Etats-Unis. Il s’agit d’un 
anticorps chimérique de type IgG1 kappa dirigé contre l’antigène de surface CD20 
exprimé par plus de 95% des cellules lymphoïdes B. Le rituximab utilisé seul ou en 
association avec de la chimiothérapie a montré son efficacité dans le traitement des 
lymphomes de faible et de haute malignité. Néanmoins, lorsqu’il est utilisé en 
monothérapie, 30 à 50% des patients ne répondent pas au traitement. Plusieurs 
hypothèses ont été évoquées pour expliquer cette variabilité de réponse, parmi 
lesquelles l’importance de la masse tumorale, un faible niveau d’expression du 
CD20, la présence de formes solubles de CD20 ou encore de faibles concentrations 
sériques de rituximab. Ainsi, l’exposition au médicament et la masse tumorale 
pourraient être des facteurs de variabilité thérapeutique à prendre en compte pour 
optimiser individuellement le traitement des patients atteints de lymphome malin 
non hodgkinien. 
 

L’objectif général de ce travail de thèse a été d’analyser les rôles respectifs du 
volume tumoral et des paramètres pharmacocinétiques dans la réponse au 
rituximab en utilisant des moyens d’imagerie adaptés aux modèles murins et à la 
cancérologie. 
 

Dans une première partie de mise au point du modèle, nous avons utilisé 
une lignée lymphomateuse T (EL4) syngénique de souris C57Bl6J, transduite par le 
CD20 humain que nous avons transfectée avec le gène de la luciférase (EL4-
huCD20-Luc). Nous avons ensuite défini les conditions expérimentales (nombre de 
cellules, voie d’administration, dose de luciférine de potassium, fond génétique, 
périodicité des examens) permettant de reproduire chez la souris le développement 
d’un lymphome agressif et disséminé à larges cellules B létal dans un délai de 30 à 
40 jours après inoculation. Nous avons mis au point une méthode de quantification 
de l’intensité de bioluminescence des foyers tumoraux en prenant en compte le 
coefficient d’absorption de la lumière propre à la localisation anatomique de chaque 
tumeur lymphomateuse.  
 

Dans une seconde partie nous avons étudié l’effet thérapeutique du 
rituximab sur ce lymphome. Une seule injection de rituximab à dose 
progressivement croissante (de 6 mg/kg à 40 mg/kg) a été réalisée 13 jours après 
l’inoculation des cellules lymphomateuses (temps nécessaire au développement 
d’un lymphome quantifiable par imagerie de bioluminescence). La concentration de 
rituximab circulant a été évaluée par une méthode ELISA adaptée à l’analyse de 
faibles volumes de plasma et à un modèle murin. Dans ce modèle, nous avons 
montré qu’il existait une relation entre la dose administrée et la survie des souris, 
la totalité des souris étant survivantes à la dose de 40 mg/kg. C’est à la dose de 20 
mg/kg que nous avons retrouvé la plus grande variabilité de réponse au rituximab 
avec environ 23% de souris totalement guéries, 59% en réponse partielle et 18% 
avec une maladie en progression. Pour l’ensemble des souris recevant cette dose, 
nous avons déterminé précisément le volume tumoral au moment de l’injection du 
rituximab et évalué les concentrations de rituximab au décours du traitement. Nous 



 - XII -  

avons ainsi montré qu’il existait une relation significative entre le volume tumoral 
au moment de l’injection et la réponse au rituximab ; les souris présentant les plus 
faibles volumes tumoraux ayant une meilleure réponse et une survie prolongée. 
L’analyse de l’évolution des concentrations de rituximab au cours du temps nous a 
permis de montrer une très grande variabilité d’exposition à l’anticorps semblable à 
l’observation faite chez l’homme. Nous avons modélisé les concentrations de 
rituximab et la progression des foyers tumoraux par la construction d’un modèle 
concentration/effet (PK-PD) nous ayant permis de démontrer l’existence d’une 
relation entre l’efficacité du rituximab et le volume tumoral avant traitement. 
 

Enfin dans un troisième volet nous avons utilisé le modèle cellulaire EL4-
huCD20-Luc afin d’évaluer in vitro l’usage de particules d’oxydes de gadolinium ou 
de particules d’oxydes de gadolinium et de bore. Nous avons montré les qualités 
d’agents de contraste de ces particules pour l’imagerie à résonance magnétique. 
Nous avons aussi analysé l’important effet rayonnant de ces particules lors d’une 
irradiation sous un faisceau de neutrons après une étape d’internalisation des 
particules au sein des cellules.  
 
Discipline : Sciences de la Vie et de la Santé. 
 
Mots-clés : rituximab, CD20, bioluminescence quantitative, modèle murin, 
variabilité thérapeutique, lymphome non hodgkinien, volume tumoral, nano 
particules d’oxydes hybrides.  
  
Laboratoire : UPRES-EA 3853 IPGA (Immuno-Pharmaco-Génétique des Anticorps 
thérapeutiques), Faculté de Médecine, 10 boulevard Tonnellé, 37032 Tours cedex, 
France � Génétique Immunothérapie Chimie et Cancer (GICC), UMR CNRS 6239, 
Equipe 7 Pharmacologie des anticorps thérapeutiques et investigations cliniques, 
UFR Médecine, Bâtiment Vialle, BP3223, 10 boulevard Tonnellé, 37032 Tours 
cedex. 
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AABBSSTTRRAACCTT  

 
 

Tumor burden influence on individual response to treatment, with a 
monoclonal antibody: the rituximab, by quantitative bioluminescence imaging in a 
syngenic murine model of lymphoma expressing human CD20. 
 

In the last years, owing to advances carried out in the humanization of 
recombinant monoclonal antibodies (rmAb), these have seen an increase in their 
therapeutic use, especially in the treatment of cancer. Among these rmAb, 
rituximab (Mabthera®) was the first to get an approval in Europe and in the United 
Sates. This is a chimeric antibody of the IgG1 kappa type specific for the CD20 
surface antigen expressed by more than 95 percent of B cells lymphomas. 
Rituximab used alone or in association with chemotherapy has shown its efficiency 
in the treatment of low and high grade lymphomas. Nevertheless, when it was used 
alone in therapy, 30 to 50% of the patients didn’t respond to the treatment. Several 
hypotheses were evoked to explain this variability in response to treatment, among 
which importance of the tumor burden, a low level of CD20 expression, presence of 
soluble forms of CD20 or weak serum concentrations of rituximab. Thus, exposure 
to the drug and the tumor burden value could be factors of therapeutic variability 
to take into account individually to optimize the treatment of the patients reached 
of non Hodgkin’s lymphoma. 
 

The overall objective of this work of thesis was to analyze the respective role 
of tumor burden and pharmacokinetic parameters in the response to the rituximab 
by using systems of imagery adapted to murine models and to cancerology. 
 

In a first part of development of the model we used a T lymphoma cell line 
(EL4) syngenic of mouse C57Bl6J, transducted by the human CD20 and 
transfected with luciferase gene (EL4-huCD20-Luc). We then defined the 
experimental conditions (cells number, route of administration, amount of 
potassium salt luciferin, mice strain, examinations periodicity) allowing to 
reproduce in the mouse the development of an aggressive and disseminated 
lymphoma with larges B cells and lethal within 30 to 40 days after inoculation. We 
developed a quantification method of the intensity of bioluminescence of the 
tumoral sources by taking into account the absorption coefficient of the light 
depending on the anatomical localization of each lymphoma tumor. 
 

In a second part we studied the therapeutic effect of the rituximab on this 
lymphoma model. Only one injection of rituximab with gradually increasing amount 
(6 mg/kg to 40 mg/kg) was carried out 13 days after the lymphoma cells 
inoculation (time necessary to the development of a quantifiable lymphoma by 
bioluminescence imaging). The circulating concentration of rituximab was evaluated 
by an ELISA method adapted to the analysis of small plasma volumes and to a 
murine model. In this model, we showed a relation between the administered dose 
and the survival of the mice; the totality of the mice being surviving to the amount 
of 40 mg/kg. It is with a dose of 20 mg/kg that we found the greatest variability in 
response to the rituximab with approximately 23% of mice in complete response, 
59% in partial response and 18% with a progressive disease. For the whole of the 
mice receiving this amount, we precisely determined tumor burden at the time of 
the rituximab injection and evaluated the concentrations to the waning of the 
treatment. We thus showed that there was a significant relation between tumor 
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burden at the time of the injection and response to the rituximab; mice having 
lowest tumor burden having a better response and a prolonged survival. The 
analysis of the rituximab concentrations in the course of time enabled us to show a 
very important variability of exposure to the rituximab similar to the observation 
made for the human. We realized a model of the rituximab concentrations and of 
the tumors evolution, the construction of a concentration/effect (PK-PD) model 
allowing us to show the existence of a relation between the effectiveness of the 
rituximab and tumor burden before treatment. 
 

Finally in a third part we used the cellular model EL4-huCD20-Luc in order 
to evaluate in vitro the use of gadolinium oxide particles or boron and gadolinium 
oxide particles. We checked the properties of contrast agents of these particles for 
the magnetic resonance imagery. We also showed the important radiating effect of 
these particles during an irradiation under a beam of neutrons after a step of 
insourcing of the particles within the cells. These results are very promising. 
 
 
Discipline: Health and life sciences. 
 
Keywords: rituximab, CD20, quantitative bioluminescence, murine model, 
therapeutic variability, non hodgkin’s lymphoma, tumor burden, gadolinium oxide 
particles.  
  
Laboratory: UPRES-EA 3853 IPGA (Immuno-Pharmaco-Genetics of therapeutics 
Antibodies), Faculté de Médecine, 10 boulevard Tonnellé, 37032 Tours cedex, 
France � Génétique Immunothérapie Chimie et Cancer (GICC), UMR CNRS 6239, 
Team 7 Pharmacology of antibodies, clinical and therapeutic investigations 
directory, UFR Médecine, Bâtiment Vialle, BP3223, 10 boulevard Tonnellé, 37032 
Tours cedex, France. 
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AAbbrréévviiaattiioonnss  

Â :  estimation du logarithme népérien de l’activité tumorale par le modèle 

Acm-r :  anticorps monoclonal recombinant 

ADCC : antibody dependent cell cytotoxicity 

ADNc : acide désoxy ribonucléique copie 

AFSSAPS : agence française de sécurité sanitaire des produits de santé 

Ag :  antigène 

AMM : autorisation de mise sur le marché 

AMP :  adénosine mono phosphate 

A-Mase : acid sphingomyelinase 

Anadir :  logarithme népérien de l’activité tumorale minimale après 

administration de l’anticorps 

ASH :  American Society of Haematology 

ATP :  adénosine triphosphate 

ATU :  autorisation temporaire d’utilisation 

B :  bore 

β2-m : bêta 2 microglobuline 

Bcl-2 : B cell lymphoma sequence 2 

BCR :  B-cell receptor 

Be :  beryllium 

BLI :  bioluminescence imaging 

Cbp :  creb binding protein 

CC :  cancer colorectal 

CCD :  couple charged device 

CDC :  complement dependent cytotoxicity 

CDR :  complementary determining regions 

CDTA : Centre de distribution, typage et archivage animal 

CHOP : cytoxan, hydroxybicin, oncovin, prednisone 

CMH I, II : complexe majeur d’histocompatibilité de classe I ou II 

CoA-SH : coenzyme A thioéthanolamine 

CRTX :  concentration plasmatique en rituximab 

CTLA-4 : cytotoxic T lymphocyte associated antigen 4 

CV :  coefficient de variation 

CVP :  cyclophosphamide, etoposide (VP-16), cisplatin (platinol) 

DCI :  dénomination commune internationale 
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DOTA : tétra azacyclododécane tétra acétate 

DSN :  dark shot noise (bruit de grenaille du courant d’obscurité) 

DTPA : diéthylène triamine penta acétate 

E :  effet d’un médicament 

ELISA : enzyme-linked immunosorbent assay 

Emax : effet maximal susceptible d’être induit 

EC50: concentration du médicament nécessaire pour induire un effet égal à 

50% de Emax 

ERL :  enzyme de régénération de la luciférine 

Fab :  fragment antigen binding 

Fc :  fragment cristallisable 

FcνR : récepteur gamma au fragment Fc 

FcRn : récepteur néonatal au fragment Fc 

FDA :  food and drug administration 

FMNH2 : flavine mono nucléotidique réduite 

FPN :  fixed pattern noise (bruit de motif) 

g :  coefficient de Hill 

Gd :  gadolinium 

GFP :  green fluorescent protein 

GOELAMS : Groupe Ouest est d'Etude des Leucémies et Autres Maladies du Sang 

Gy :  gray, un gray est la dose d'énergie absorbée par un milieu homogène 

d'une masse d'un kilogramme lorsqu'il est exposé à un rayonnement 

ionisant apportant une énergie d'un joule, 1 Gy = 1 J/kg. 

HGL :  high grade lymphoma 

HPLC : high performance liquid chromatography 

I131 :  iode 131 

IFIPS : Institut de Formation des ingénieurs Paris sud 

IFN-α : interféron α 

IFX :  influximab 

IgG :  immunoglobuline G 

IGL :  intermediate grade lymphoma 

In111 :  indium 111 

IPGA : Immuno-pharmaco-génétique des anticorps thérapeutiques 

IRM :  imagerie à résonance magnétique 

JACS : journal of the american chemical society 

k10 :  constante d’élimination de l’anticorps thérapeutique 
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Kcal :  kilocalorie 

kdrug :  coefficient d’élimination de la tumeur par le rituximab 

Km :  constante de Mickaelis Menten 

kout :  coefficient endogène de destruction de la tumeur 

LED :  light emitting diode  

LF :  lymphome folliculaire 

LGL :  low grade lymphoma 

LI :  lymphome indolent 

LLC :  leucémie lymphoïde chronique 

λmax : longueur d’onde maximale 

ln :  logarithme népérien 

LNH :  lymphome non hodgkinien 

Log :  logarithme décimal 

Luc :  luciférase 

MAC :  membrane attack complex 

MAPK : mitogen activated protein kinase 

MCL :  mantle cell lymphoma 

Mcl-1 : myeloid cell leukemia sequence 1 

MOS :  metal oxide semiconductor (condensateur) 

MS4A1 : membrane spanning 4 domains, familly A, member 1 

NK :  natural killer 

OG :  output gate (cellule de transfert du cumul de charges) 

ORL :  oto rhino laryngologie 

PBMC : peripheral blood mononuclear cells 

PBS :  phosphate buffered saline 

PCL :  plasma cell lymphoma 

PD :  pharmacodynamique 

PK :  pharmacocinétique 

QE :  quantum efficiency (efficacité quantique) 

R-CHOP : rituximab, cytoxan, hydroxybicin, oncovin, prednisone 

rIL-4 :  recombinant interleukine 4 

RN :  readout noise (bruit de lecture) 

rpm :  rotations par minute 

RPMI : Roswell Park Memorial Institute 

RTX :  rituximab 

S :  concentration en substrat 
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SFH :  Société Française d’Hématologie 

SG :  summing gate (cellule de cumul de charges)  

Si :  silicium 

SN :  shot noise (bruit de grenaille du courant d’obscurité) 

SPA :  staphylococcic protein A 

TEL :  transfert d’énergie linéique  

TGF-α : transforming growth factor α 

TNF-β : tumor necrosis factor β 

TRC :  taux de réponse complète 

TRG :  taux de réponse globale 

TRP :  taux de réponse partielle 

Tyr :  tyrosinase 

UMR :  unité mixte de recherche 

Vd :  volume de distribution 

VEGF : vascular endothelial growth factor 

Vmax : vitesse maximale d’une réaction enzymatique 

XIAP : X-chromosome-linked inhibitor of apoptosis protein 

Y90 :  yttrium 90 
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RREEVVUUEE  DDEE  LLAA  LLIITTTTEERRAATTUURREE      

  

II  --  LLaa  bbiioolluummiinneesscceennccee  ::  uunnee  tteecchhnniiqquuee  lluummiinneeuussee  

La bioluminescence ou "lumière du vivant" est l’émission de lumière visible 

par des organismes vivants. Cette étonnante propriété a intrigué divers auteurs, 

cela depuis l’antiquité avec Aristote et Pline l’Ancien, dont les écrits rapportent le 

phénomène. Il s’est ainsi accumulé d’importantes observations, les cas de 

bioluminescence étant très abondants. Chez les animaux de très nombreuses 

classes d’invertébrés présentent le phénomène de bioluminescence, par contre, chez 

les vertébrés seuls certains poissons possèdent cette particularité. De plus, la 

bioluminescence est majoritairement représentée en milieu marin où, en 

profondeur, elle prend un caractère banalement commun puisque 95% des espèces 

se situant à 4000 mètres de profondeur possèdent cette capacité. 

La lumière émise résulte de réactions chimiques qui activent une molécule 

susceptible d’émettre un photon. La découverte du premier système photochimique 

par Raphaël Dubois en 1887, laissait supposer l’universalité du processus. Depuis, 

les recherches ont fait apparaître la grande diversité des structures chimiques. 

Aujourd’hui plus d’une trentaine de systèmes différents ont été identifiés et décrits. 

 

AA  --  BBiioollooggiiee  ddee  llaa  bbiioolluummiinneesscceennccee  

Au cours de l’évolution la bioluminescence a indépendamment évolué de 

nombreuses fois ; ainsi les gènes responsables de la bioluminescence sont très 

différents d’un organisme à un autre. Chimiquement toutes les réactions de 

bioluminescence sont exergoniques, se réalisent en présence de dioxygène, les 

substrats (luciférines) et les enzymes (luciférases) sont très variés. La conséquence 
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de ces réactions est l’émission de photons de lumière visible (énergie d’environ 

50kcal). Outre l’organisation structurale de la luciférine, de nombreux facteurs 

semblent influencer la couleur de la lumière émise comme l’enchaînement des 

acides aminés de la luciférase ou la présence de protéines accessoires (comme la 

GFP). Cette dernière est aujourd’hui utilisée dans les modèles de bioluminescence 

comme gène rapporteur en co-expression avec la luciférase. De même des facteurs 

comme la cinétique ou la modalité (flashs, lumière continue…) d’émission de la 

lumière peuvent varier d’un système à l’autre. 

 

11  --  RRééaaccttiioonn  cchhiimmiiqquuee  ccoonndduuiissaanntt  àà  ll’’éémmiissssiioonn  ddee  pphhoottoonnss  

La biologie cellulaire et la régulation de la bioluminescence varient selon les 

différents groupes. Tandis que les bactéries et quelques autres systèmes émettent 

de la lumière en continu, la plupart émettent la lumière en flashs dont la durée 

varie de 0,1 à 1 seconde. Cette rapidité réactionnelle nécessite un recyclage 

enzymatique rapide avec des réactifs mobilisés et isolés instantanément, ce qui 

implique une localisation de la réaction biochimique, au niveau du réticulum 

endoplasmique ainsi que des péroxysomes 1. 

Chaque fois qu’un photon de lumière visible est émis à la température de la 

pièce, par un organisme vivant, la réaction responsable du passage par un état 

excité, suivi de l’émission d’un photon, est un processus très exergonique. En effet, 

si l’on prend l’exemple, d’un photon dans la lumière verte (≈500nm) l’énergie 

associée correspond à 60kcal par mole. La réaction chimique que subit la luciférine 

est une réaction d’oxydation, ainsi elle conduit à l’obtention d’un produit : 

l’oxyluciférine. Cette réaction se déroule en plusieurs étapes et est caractérisée par 

un état de transition excité électroniquement généralement noté P*. Il est défini par 

l’énergie qu’il porte et sa durée de vie qui est extrêmement courte. Cette dernière 
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n’est que de quelques nanosecondes et ne peut être différenciée du simple état 

d’excitation 2 (Figure 01 A).  

Dans une réaction in vitro luciférase / luciférine, les événements cinétiques 

se produisent sur une échelle de temps extrêmement brève. Ainsi pour étudier le 

phénomène il est commode d’utiliser le système chimique adapté à la 

bioluminescence le plus simple possible : la décomposition des dioxétanones 

(bioluminescence de l’aéquorine, isolée de certaines méduses) 3 (Figure 01 B). Cette 

réaction passe par des composés péroxydiques riches en énergie et se poursuit pour 

former du CO2 et un composé carbonylique excité, libérant à son tour une grande 

énergie. Bien que cette cascade de réactions chimiques n’ait été prouvée que dans le 

cas de certains modèles, aujourd’hui elle reste l’hypothèse d’explication de la 

réaction de bioluminescence, y compris dans les cas de bioluminescence par les 

lucioles, les cnidaires, ou encore les bactéries, qui n'impliquent pas d’intermédiaire 

réactionnel de type dioxétanone 4. 

Différentes hypothèses ont alors été émises pour expliquer cette réaction 

dont celle du passage de l’état d’excitation à un autre fluorophore conduisant à 

l’émission des photons avec une énergie plus grande (Figure 01 C). Cependant cette 

hypothèse ne peut être considérée comme satisfaisante, car la production de 

photons trouve son origine dans un produit ou un composé intermédiaire 

directement lié à l’enzyme. La luciférase peut elle-même influer sur le spectre 

d’émission en modifiant l’environnement du chromophore et donc ses états 

d’excitation. Chez la luciole, la substitution de certains acides aminés de la 

luciférase conduit à un décalage important dans le spectre d’émission. Chez les 

bactéries et les cnidaires, les chromophores de protéines accessoires associées aux 

luciférases peuvent servir d’émetteurs alternatifs. 
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Figure 01 : Oxydation de la luciférine et passage par un état d’excitation. 
 
A : Schéma réactionnel de l’oxydation de la luciférine par la luciférase et d’émission 
de lumière (hν). Le produit P passe par un état transitoire excité, noté P*, lors de 
l’oxydation. La vitesse de cette désexcitation est définie par la constante k. 
B : Structure de l’hydropéroxyde de luciférine, de l’intermédiaire dioxetanone à 4 
atomes et schéma de la dégradation en composé carbonylé. Les groupes 
substituants de la molécule de luciférine sont notés R1, R2  et R3. 
C : Transfert non radiatif d’énergie entre l’état excité du produit P et le chromophore 
de la GFP noté F. Ce dernier se désexcite ensuite en émettant une lumière de 
longueur d’onde plus élevée que celle du produit de départ. 
(Figure établie d’après les travaux de Turro, 1978 et Shimomura, 1982) 
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22  --  IImmppoorrttaannttee  ddiivveerrssiittéé  ddeess  ssyyssttèèmmeess  lluummiinneesscceennttss    

Dans la nature on peut trouver de très nombreux systèmes luminescents 

(luciférase et luciférine) 5,6 fonctionnant de façon complètement différente (Figure 

02). 

aa  --    CCaass  ddeess  bbaaccttéérriieess  bbiioolluummiinneesscceenntteess  

La bioluminescence bactérienne est un parfait exemple de réaction 

biochimique n’impliquant pas d’intermédiaire de type dioxétanone. La luciférase 

catalyse l’oxydation d’un aldéhyde à longue chaîne carbonée et d’une flavine mono 

nucléotidique réduite, FMNH2 (Figure 02 A). La première étape de la réaction 

catalytique est la formation d’un complexe hydropéroxyde de flavine-luciférine 7. 

Lors d’une seconde étape, l’aldéhyde réagit avec ce complexe pour former un 

intermédiaire dont la durée de vie détermine la cinétique de la réaction. L’émetteur 

identifié grâce à son spectre d’émission est le complexe enzyme-(4a-hydroxyflavine). 

Les luciférases de toutes les bactéries bioluminescentes connues sont des 

hétérodimères. Elles sont codées par les gènes lux A et lux B, adjacents, dans un 

opéron lux 8. Cet opéron contient également les gènes lux C, lux D et lux E qui 

codent pour des protéines qui interviennent dans la synthèse de l’aldéhyde. Lux A 

et lux B ont été clonés et exprimés en système hétérologue afin d’être utilisés 

comme gènes rapporteurs. La caractérisation de ce système a permis de mettre en 

évidence un mode de communication intercellulaire. Les bactéries sécrètent une 

molécule diffusible, appelée auto-inducteur, qui agit comme une phéromone. 

Lorsque la concentration en auto inducteur est telle qu’elle induit l’expression des 

gènes de l’opéron lux, les bactéries deviennent bioluminescentes 9. Ainsi en 

détectant le niveau d’auto inducteur, les cellules sont capables d’estimer leur 

densité et d’initier les processus comme l’expression de la luciférase et de ses 

partenaires, seulement lorsqu’elles sont suffisamment nombreuses pour être vues.  
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Figure 02 : Structure chimique des principales luciférines. 
 
A : Flavine Mononucléotidique réduite FMNH2  (bactéries). 
B : Firefly luciférine      (lucioles). 
C : Luciférine de dinoflagellés    (dinoflagellés). 
D : Coelentérazine      (cnidaires). 
Les flèches rouges indiquent le carbone impliqué dans la réaction d’oxydation. 
(Figure établie d’après les travaux de Dunlap, 1981 ;Tark, 1999)  
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C’est le cas des colonies hébergées par l’organe lumineux d’un hôte comme c’est le 

cas pour certains poissons et calmars (Figure 03).  

bb  --    CCaass  ddeess  ccnniiddaaiirreess  bbiioolluummiinneesscceennttss  

De nombreux cnidaires tels que les méduses Renilla reniformis et Aequorea 

victoria sont bioluminescents (Figure 04 A). Dans ces systèmes, l’émission de 

lumière est déclenchée par le calcium via des mécanismes cellulaires et 

moléculaires différents selon les espèces. Bien que les systèmes bioluminescents 

des anthozoaires (ex : Renilla) et des hydrozoaires (ex : Aequorea) soient assez 

différents, ils utilisent la même luciférine : la coelentérazine (7Himidazo[1,2-

α]pyrazin-3-one, M=423 g/mol) (Figure 02 D). 

Chez Renilla, une sulfokinase retire un groupement sulfate du précurseur de 

la coelenthérazine 10. La coelenthérazine se fixe ensuite à une protéine (luciferin-

binding protein, 18,5 kDa, possédant trois sites de liaison du calcium) et est libérée 

en présence de calcium. Son oxydation est catalysée par la Renilla luciférase 

(35kDa), la réaction implique un intermédiaire réactionnel dioxétanone (molécule 

excitée et instable) qui se décompose en CO2 et luciférine oxydée (coelentéramide). 

Le spectre d’émission de la lumière émise possède un pic à 480nm, soit dans le 

bleu-vert. 

Chez Aequorea, la protéine qui émet la lumière, l’aéquorine, est un 

intermédiaire réactionnel stable de la luciférase 3. Une forme oxydée 

(hydropéroxyde) de la coelenthérazine est déjà liée à la protéine, appelée 

apoaequorine. Le calcium, pour lequel la protéine possède aussi trois sites de 

liaison, déclenche un flash de lumière. Ce flash possède un pic d’émission à 

469nm, soit dans le bleu, et il résulte de l’oxydation complète de la coelenthérazine 

via un intermédiaire dioxétanone (Figure 04 C). Ainsi dans la biologie cellulaire et 

moléculaire, le calcium, au lieu de déclencher le biodisponibilité de la luciférine,  
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Figure 03 : Bactéries bioluminescentes. 
 
A : Colonie de bactéries bioluminescentes identifiées par satellite en lumière visible 
(Miller et Haddock, 2005). 
B : Observation de la même colonie les 25, 26 et 27 janvier 1995 : sous l’effet de 
l’auto inducteur les bactéries se regroupent (Photos : US Navy, Atlanta, USA). 
C : Le “humpback angler”, Melanocetus johnsonii, poisson des profondeurs qui 
possède un leurre (*), expansion frontale dans laquelle se trouve des bactéries 
bioluminescentes, dont il se sert pour chasser. 
(Photos : Deep Sea, CA, USA) 
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agit sur un intermédiaire réactionnel 11. D’autres protéines fonctionnant comme 

l’aéquorine ont été découvertes et étudiées, c’est le cas de l’obéline (Obelia 

longissima et Obelia geniculata), de la mitrocomine (Mitrocoma cellularia) et de la 

clytine (Clytia gregaria). Ces protéines appartiennent à la famille des photoprotéines 

12,13. 

Chez Obelia, au niveau de l’épithélium conducteur (membrane directement 

en contact avec le milieu extérieur), des potentiels d’action déclenchent des 

courants calciques dans les cellules support. Par la suite des jonctions de type gap 

transmettent le flux de calcium aux photocytes. C’est dans ces dernières cellules 

que la réaction de bioluminescence se produit 14. Les trois domaines de liaison du 

calcium de l’aéquorine, des photoprotéines en général 15, et de la protéine de liaison 

de la luciférine de Renilla présentent de fortes homologies avec des domaines 

présents dans d’autres protéines de liaison du calcium comme la calmoduline 16. 

 

cc  --    CCaass  ddeess  ddiinnooffllaaggeellllééss  bbiioolluummiinneesscceennttss  

Les dinoflagellés sont des organismes unicellulaires du plancton pouvant 

libérer des toxines très puissantes. Parmi les nombreux organismes 

bioluminescents de cette famille, c’est Gonyaulax poledra qui a été le plus étudié. 

Etant donné que sa luciférine réagit avec toutes les luciférases de dinoflagéllés 

testées jusqu’à présent, il constitue un exemple très représentatif de cette famille 

(Figure 04 B). La structure chimique de la luciférine de dinoflagellé, étudiée chez 

Pyrocystis lunula 17, ne présente aucune homologie avec les autres luciférines 

(Figure 02 C). 

Cette molécule possède un noyau tétrapyrole linéaire présentant une certaine 

homologie avec la molécule de chlorophylle et est très sensible à l’auto-oxydation. 

L’émission de lumière a seulement lieu dans le cas de la réaction enzymatique.  
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Figure 04 : Bioluminescence chez les cnidaires et les dinoflagellés. 
 
A : Photographie de Renilla reniformis, méduse bioluminescente (Photo : 
www.biosynth.com). 
B : Photographie de Noctiluca scintillans, dinoflagellé bioluminescent  (Photo : 
Micscape Magazine). 
C : Schéma de l’oxydation de la coélenthérazine par l’aéquorine chez Aequorea 
conduisant à l’émission de lumière bioluminescente (Figure établie d’après : 
Srikantha, 1996). 
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Contrairement au produit de la réaction dans le cas de la bioluminescence, la 

luciférine de dinoflagellé non oxydée possède des caractéristiques de fluorescence 

avec un spectre qui correspond à celui de la bioluminescence, en présentant 

notamment un pic d’émission vers 470nm 18. 

Chez Gonyaulax polyedra deux protéines sont impliquées dans l’emission de 

lumière. La première est une protéine de liaison à la luciférine, c’est un dimère 

constitué de deux sous unités identiques de 75,5kDa. Elle séquestre la luciférine à 

pH physiologique, la protégeant ainsi de l’auto oxydation, elle la libère lorsque le pH 

descend en dessous de 6 19. L’autre protéine est une luciférase de 137kDa, elle est 

inactive à pH 8 et devient active lorsque le pH descend aussi en dessous de 6. La 

régulation de la réaction est donc pH dépendant. Les deux protéines sont produites 

et concentrés dans des organelles cytoplasmiques spécifiques, appelés scintillons 20. 

La luciférase présente trois séquences répétées et homologues de 377 acides 

aminés. Chacune de ces séquences code pour un peptide ayant sa propre activité 

catalytique 21. In vivo, la bioluminescence est émise sous forme de flashs de lumière 

extrêmement brefs (moins de 100 ms). Certaines hypothèses avancent l’intervention 

dans ce modèle de potentiels d’actions. Ces derniers seraient à l’origine de 

l’ouverture de canaux à protons au niveau de la membrane des scintillons, qui 

conduiraient à l’acidification de leur contenu et permettraient ainsi la production de 

lumière. 

dd  --    CCaass  ddeess  iinnsseecctteess  bbiioolluummiinneesscceennttss    

La plupart des insectes bioluminescents sont des scarabées (Coléoptères), ils 

appartiennent aux familles des Elateridae (tels que les scarabées taupins), les 

Phengodidae (tels que le "ver chemin de fer" qui a la particularité de produire en 

même temps une lumière rouge et une lumière verte 22, (Figure 05)) ou encore les 

Lampiridae (tels les lucioles et vers luisants). Chez ces animaux la chimie de la  
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Figure 05 : Insectes produisant deux lumières simultanément. 
 
A : Vues de femelles Phengodes (Rail road worm ou ver chemin de fer), les anneaux 
de son corps émettent une lumière verte tandis que la lumière émise par sa tête est 
rouge. (Photos : Hastings, Harvard, UK). 
B : Modèles tridimensionnels des deux luciférases complexées avec l’AMP et 
l’oxyluciférine, la différence entre les deux couleurs est due à 4 acides aminés 
localisés au niveau du site réactionnel (Figure établie d’après les travaux de Viviani, 
2007). 
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réaction de bioluminescence est similaire ou très proche, en effet l’ensemble des 

luciférases testées à ce jour sont capables de réagir avec la luciférine de luciole 

(firefly luciferin) 23 (Figure 06 A et 06 B). 

La luciférine de luciole est un benzothiazol-thiazole (Figure 02 B), cette 

molécule est aussi très différente de l’ensemble des autres luciférines (Figure 02), 

cependant la réaction passe aussi par un intermédiaire instable riche en énergie, 

une dioxétanone. Tout d’abord, la luciférase catalyse la condensation d’une 

molécule de luciférine avec une molécule d’ATP en présence d’ions Mg2+, puis active 

la réaction de l’adénylate formé avec l’oxygène conduisant à la cyclisation du 

peroxyde. L’énergie de l’oxydation est ainsi donnée par l’ATP qui se transforme en 

AMP. C’est alors la rupture de la dioxétanone (et non pas l’hydrolyse de l’adénylate) 

qui fournit l’énergie nécessaire (soit environ 50kcal) pour passer à l’état excité de 

l’oxyluciférine 24. Une molécule de CO2 est libérée. L’oxyluciférine excitée se retrouve 

à l’équilibre entre 2 formes : énol et kéto. Le retour à l’état normal s’accompagne de 

l’émission d’un photon. L’émission d’un photon à partir d’une molécule 

d’oxyluciférine sous forme énol se réalisera avec une énergie qui le situera dans les 

couleurs vert - jaune. Par contre dans le cas où la forme est kéto, le photon émis 

sera plutôt d’une énergie qui le situe dans la lumière rouge 25 (Figure 06 C). 

L’efficacité de cette réaction a été rapportée comme l’émission d’un photon par 

molécule de luciférine oxydée. Bien que la luciférine soit identique chez tous les 

coléoptères bioluminescents, les pics de leurs spectres d’émissions respectifs 

s’étendent sur une très large gamme de longueur d’onde, allant du vert à l’orange 

26. Cependant la différence d’énergie entre un photon de 560nm et un photon de 

630 nm n’est que de 6kcal/mol. Les différences dans l’émission dépendraient ainsi 

probablement de l’énergie de l’état excité de l’oxyluciférine elle-même influencée par 

la structure tertiaire du site catalytique impliqué dans la réaction 27. 
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Figure 06 : Bioluminescence chez les lucioles. 
 
A : Vue d’une femelle scarabée bioluminescente : Pyrophorus noctilicus (Photo : 
www.insectariumvirtual.com) 
B : Vue d’une femelle luciole bioluminescente : Lampyris noctiluca (Photo : 
Gumenyuk VI).  
C : Réaction de bioluminescence chez la luciole. Le groupement carboxylate de la 
luciférine de luciole (I) est activé lors de sa réaction avec une molécule d’ATP et 
forme l’adénylate de luciférine (II). Ce composé réagit avec une molécule d’O2 afin de 
cycliser le péroxyde (III). Cette réaction libère une molécule d’AMP. L a rupture du 
noyau dioxétanone (IV) instable libère une molécule de CO2 et conduit à l’état excité 
de l’oxyluciférine (V). Cette dernière se trouvant à équilibre entre les formes énol et 
keto. Le retour à l’état normal s’accompagne de l’émission d’un photon dont la 
longueur d’onde dépend de la forme de la molécule. (Figure établie d’après Baldwin, 
1996). 
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La luciférase de luciole est une protéine monomérique de 62kDa ne 

possédant pas de groupement prosthétique. Son ADNc ainsi que celui de plusieurs 

autres luciférases de scarabées ont été clonés et exprimés dans Escherichia coli 

ainsi que dans de nombreuses cellules eucaryotes 28. 

 

BB  --  LLaa  lluucciifféérriinnee  ssuubbssttrraatt  ddee  llaa  rrééaaccttiioonn  eennzzyymmaattiiqquuee  

La luciférase catalyse la transformation du substrat naturel, la D-luciférine, 

en présence de l’ion magnésium et d’ATP en oxyluciférine, cette réaction étant 

accompagnée de l’émission d’un photon. L’imagerie de bioluminescence des cellules 

et des animaux apporte de très gros avantages avec notamment un excellent 

rapport signal/bruit par rapport à la plupart des autres techniques d’imagerie, 

comme la fluorescence, où les cellules et les tissus n’émettent pas suffisamment de 

lumière par rapport au bruit de fond endogène à l’animal ou due à l’appareil de 

mesure 29. C’est pourquoi l’étude des propriétés de l’enzyme et du substrat 

constitue un formidable champ d’investigation 30,31. Si de nombreuses études se 

sont intéressées aux mesures et modifications de l’activité de la luciférase dans les 

lysats cellulaires, les cellules entières ou les animaux, très peu d’études ont porté 

sur le substrat : la luciférine ou ces analogues réactionnels. 

11  --  BBiioo  ddiissttrriibbuuttiioonn  ddee  llaa  lluucciifféérriinnee  eett  cciinnééttiiqquuee  dduu  ssiiggnnaall  lluummiinneeuuxx  

iinn  vviivvoo    

Dans la littérature on trouve la description d’un modèle permettant l’étude de 

l’activité de l’enzyme : cette dernière est réalisée avec l’utilisation de cellules rénales 

embryonnaires humaines 31. Ce modèle a permis de démontrer que le passage de la 

membrane plasmique ne constituait pas une limite à la biodistribution de la 

luciférine. De plus la décroissance de la concentration en luciférine se réaliserait au 

sein de la cellule. Cette dégradation existerait sous dépendance de protéines 
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chaperonnes et ainsi serait extrêmement variable d’un type cellulaire à l’autre. 

Certains paramètres intervenant dans la modification de la vitesse de la réaction 

enzymatique ont été identifiés, comme des inhibiteurs de l’activité enzymatique 

cellulaire (pyrophosphates) ou des composés se liant à la luciférine et interdisant 

son oxydation 31. L’utilisation de luciférine radiomarquée à l’iode 123 permet 

d’étudier la biodistribution du substrat chez l’animal 32. Les intensités de 

radioactivités mesurées dans les différents organes et tissus ne sont pas identiques 

ce qui révèle une biodistribution inégale du substrat 33. L’utilisation de techniques 

d’imagerie de bioluminescence requiert une bonne compréhension des propriétés 

pharmacocinétiques pharmacodynamiques du substrat enzymatique dans le modèle 

étudié. Ainsi les recommandations habituelles de l’utilisation de luciférine sont 150 

mg/kg de poids corporel (recommandations Xenogen®). Pour une étude chez la 

souris, un animal de 10-12 semaines a un poids d’approximativement 25 g ce qui 

correspond à une dose injectée de 3,750 mg par animal et par séance d’imagerie 

optique. Il est reconnu qu’à cette concentration, le substrat sature l’enzyme 

présente dans les cellules. La démonstration de cette saturation est réalisée en 

augmentant la dose de luciférine et en observant que le taux de bioluminescence 

n’augmente pas 34. Cependant de nombreux facteurs spécifiques au modèle étudié 

peuvent influencer ce paramètre comme le niveau de vascularisation des cellules ou 

encore la taille des foyers dans le cas d’étude de tumeurs bioluminescentes 35. 

L’intensité du signal de bioluminescence, dépend fortement du système cellulaire. 

Généralement le signal lumineux débute 15 minutes après l’injection de la 

luciférine et commence à chuter après 20 minutes 34. Cependant la cinétique du 

signal est très variable d’un modèle à l’autre 36. 

Il est ainsi capital de fixer les paramètres de mesure spécifiques au modèle avant le 

début des essais. C’est pourquoi les "substrats luciférine" qui possèdent des temps 
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de circulation plus longs permettent l’obtention d’un signal de bioluminescence 

plus stable et donc plus adapté aux essais in vivo 37. 

22  --  LLeess  ddéérriivvééss  ddee  llaa  lluucciifféérriinnee  

Afin de modifier les paramètres pharmacocinétiques pharmacodynamiques 

ainsi que la biodistribution, divers dérivés de la luciférine peuvent être envisagés. 

Le noyau benzène de la luciférine semble être adapté aux modifications chimiques, 

en particulier son groupement alcool pouvant être remplacé par une fonction amine 

ou un groupement amino-glycine (Figure 07) 38. La cinétique de la réaction 

luciférase - luciférine étant une réaction enzymatique, elle peut être exprimée par 

l’équation de type Mickaelis - Menten : 

 Vmax x S 
V = ------------- 

        Km + S 

Où la vitesse de la réaction (V) est exprimée en fonction de la constante de la 

réaction (Km), de la concentration en substrat soit la luciférine (S) et de la vitesse 

maximale de formation du produit (Vmax). Les paramètres de cette équation, de la 

même façon qu’une réaction enzymatique classique, sont influencés par les 

conditions de la réaction et reflètent directement l’affinité de la luciférine pour la 

luciférase. Dans un système cellulaire plus complexe ils sont aussi directement 

influencés par la pharmacocinétique pharmacodynamique et la biodistribution du 

substrat. Shinde et al. ont mesuré l’efficacité de différentes formes de la luciférine 

dans un système enzyme substrat purifié in vitro mais aussi dans des lysats 

cellulaires PC3M-luc (cellules humaines tumorales de prostate transfectées par le 

gène de la luciférase) et dans un modèle in vivo de cellules PC3M-luc entières. La 

mesure de l’émission de lumière engendrée par une gamme de concentration des 

différents types de luciférine permet de déterminer les paramètres de l’équation 

pour les différentes formes modifiées de la luciférine (Tableau 01) 38. La  
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Figure 07 : Dérivés structuraux de la luciférine. 
 
A : Forme "classique" de la molécule de D-luciférine. 
B : D-Amino-luciférine : substitution de la fonction alcool par une fonction amine. 
C : Glycine-D-Amino-luciférine : substitution de la fonction alcool par une fonction 
amino-glycine. 

Paramètres cinétiques pour l’enzyme purifiée 

Substrat Km  Vmax  Vmax/Km  

D-luciférine  16 ± 1,0  1626 ± 24  102  

D-aminoluciférine 0,62 ± 0.05  169 ± 2,6  272  

glycine-D-aminoluciférine 114 ± 12  9,2 ± 0,5  0,08 
 

Paramètres cinétiques pour des lysats cellulaires (PC3M-Luc) 

Substrat Km Vmax Vmax/Km 

D-luciférine 34 ± 3,0  120 ± 2,0  36  

D-aminoluciférine 0,9 ± 0,1  23 ± 0,6  268  

glycine-D-aminoluciférine 8,7 ± 3,2  6,5 ± 0,1  7,5 
  

Paramètres cinétiques pour des cellules entières (PC3M-Luc) 

Substrat Km Vmax Vmax/Km 

D-luciférine 235 ± 20  2669 ± 39  113,6  

D-aminoluciférine 141 ± 23  294 ± 43  20,5  

glycine-D-aminoluciférine 62 ± 6  7,4 ± 0,6 1,2  
 
Tableau 01 : Paramètres cinétiques de dérivés de la luciférine. 
 
Paramètres cinétiques de la D-luciférine, de la D-aminoluciférine et de la glycine-D 
aminoluciférine pour des essais réalisés sur la luciférase purifiée, sur des lysats 
cellulaires (PC3M-Luc) ou des cellules entières (PC3M-Luc). Km est exprimé en µM, 
Vmax en photons.min-1 (x109) et Vmax/Km en photons.min-1.µM-1 (x109). 
(Table établie d’après les données de Shinde, 2006). 
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comparaison des différentes valeurs Km permet de montrer que la substitution de la 

fonction alcool de la luciférine par une fonction amine permet d’obtenir une 

meilleure affinité pour la luciférase. Par contre la vitesse de réaction maximale est 

obtenue avec la forme classique de la luciférine sans substitution. L’analyse est 

complétée par le calcul du ratio Vmax/Km (dans le cas d’une réaction enzyme 

substrat, ce paramètre reflète directement l’activité catabolique de l’enzyme). La 

luciférase a une meilleure activité catabolique pour la luciférine possédant une 

fonction amine substituée que pour la forme classique possédant la fonction alcool. 

La substitution de la fonction alcool par une fonction amino-glycine entraîne une 

affinité et une activité catabolique de la luciférase plus basses. Que les analyses 

soient réalisées dans un système enzyme substrat purifié in vitro ou dans un 

modèle de lysats de cellules PC3M-luc les résultats sont les mêmes. Par contre dans 

le cas d’un modèle réalisé sur des cellules PC3M-luc entières, la vitesse maximale 

de la réaction est obtenue pour la forme non substituée de la luciférine. De même 

c’est cette dernière forme qui a la meilleure activité catabolique. Les différences 

entre les valeurs calculées pour des lysats cellulaires et pour des cellules entières 

sont un très bon indicateur de la sélectivité de la barrière membranaire et 

confirment la séquestration de l’enzyme et de la réaction de bioluminescence 

directement au sein de compartiments cellulaires. De tels essais permettent de 

révéler l’importance de la structure de la luciférine sur la réaction enzyme substrat. 

Bien que pouvant être modélisée par une équation de type Mickaelis - Menten, la 

réaction luciférase luciférine est complexe et très dépendante des l’environnement 

biologique. C’est pourquoi son utilisation pour le suivi d’un modèle in vivo demande 

la prise de précautions et l’établissement de conditions optimales afin de se placer 

dans des zones de proportionnalité entre signal émis et réaction biologique. Ces 

conditions ayant des répercutions sur le choix du modèle cellulaire, le choix du 
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modèle animal, ainsi que les conditions expérimentales afin de se placer dans une 

zone d’émission de lumière constante et maximale. 

33  --  LL’’ooxxyylluucciifféérriinnee,,  pprroodduuiitt  ddee  llaa  rrééaaccttiioonn  lluucciifféérraassee  ––  lluucciifféérriinnee,,  

ppeeuutt  êêttrree  rrééggéénnéérrééee  eenn  lluucciifféérriinnee  ppaarr  vvooiiee  eennzzyymmaattiiqquuee  

La luciférine est un acide organique hétérocyclique : (acide2-

(6hydroxybenzothizaol-2-yl)-2-thiazoline-4-carboxyliaque) (Figure 08 A).  

L’oxyluciférine qui est le produit de son oxydation catalysée par la luciférase a un 

effet inhibiteur sur l’enzyme catalytique en entrant en compétition avec la luciférine 

39 . En injectant de la luciférine radiomarquée au carbone 14 à des lucioles 

vivantes, l’équipe de Suzuki à montré que, l’oxyluciférine oxydée, servait à nouveau 

de réactif à la réaction de bioluminescence 40. Dans un premier temps, 

l’oxyluciférine serait transformée en 2-cyano-6-hydroxybenzothiazole puis dans un 

second temps elle serait condensée avec une cystéine pour reformer la luciférine. Il 

semblerait que la régénération de la luciférine se fasse par deux voies, une 

première, enzymatique, rapide avec un rendement efficace et une seconde, non 

enzymatique, lente avec un rendement extrêmement faible. L’enzyme impliquée 

dans la régénération de la luciférine est appelée ERL (Enzyme de Régénération de 

Luciférine) et provient d’une fraction protéique d’un extrait de certaines lucioles 

(Photinus pyralis, Luciola cruciata, Luciola lateralis) (Figure 08 B). Les différents 

intermédiaires réactionnels de la régénération de la luciférine peuvent être séparés 

par HPLC. Afin de comprendre les mécanismes cellulaires et moléculaires mis en 

jeu, l’activité de la ERL peut être mesurée à différents moments par ajout 

d’oxyluciférine et de D-cystéine et par détermination de la luciférine régénérée via 

l’intensité de bioluminescence 41. L’ ERL identifiée a une masse molaire de 38 kDa 

et possède un maximum d’activité lorsque le pH est compris entre 7 et 8. L’ADNc de 

la ERL a depuis été obtenu et cloné dans diverses souches bactériennes 42,43.  
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Figure 08 : Régénération de l’oxyluciférine en luciférine sous l’action de 
l’Enzyme de Régénération de la Luciférine. 
 
A : Représentation schématique en trois dimensions de la molécule de luciférine, les 
atomes de carbone sont représentés en noir, les oxygènes en rouge, les souffres en 
jaune, les azotes en vert et les hydrogènes en blanc. (Travail personnel, logiciel 
PyMol) 
B : Schéma réactionnel de régénération de la luciférine sous l’action de l’ERL (Figure 
établie d’après Gomi, 2001). 
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De plus la comparaison et l’alignement de la séquence génétique codant pour la 

ERL de différentes espèces de lucioles montre quelles sont identiques, ce qui prouve 

l’universalité de cette enzyme. In vitro l’ajout de ERL augmente le rendement de 

production de lumière de plus de 25 fois grâce au recyclage extrêmement rapide de 

la luciférine, ce qui pourrait permettre l’obtention d’une cinétique d’émission de 

lumière extrêmement différente avec un plateau d’émission constante de lumière de 

plusieurs heures. De tels résultats sont intéressants pour le développement et 

l’amélioration de l’imagerie de bioluminescence. On pourrait envisager la 

transfection ou la transduction de cellules animales bioluminescentes par une 

construction génétique contenant l’ERL. Lors d’un essai d’imagerie on pourrait ainsi 

réduire fortement la quantité de luciférine injectée, qui a un effet toxique vis-à-vis 

des cellules tumorales ainsi que de l’animal. De plus l’obtention d’un plateau 

d’émission de lumière plus stable et plus long permet d’envisager plus sereinement 

des notions de localisation d’émission des photons dans l’espace, ou des mesures 

plus significativement représentatives de la quantité de lumière émise par les 

cellules. 

  

CC  --  LLaa  lluucciifféérraassee,,  eennzzyymmee  ddee  llaa  rrééaaccttiioonn  

La luciférase de luciole, Photinus - luciferine 4-monooxygénase (par 

hydrolyse d’ATP), enregistrée sous le numéro EC 1.13.12.7, catabolise la réaction 

de décarboxylation oxydative de la luciférine. Cette réaction enzymatique a un 

rendement quantique de 0,88 photon émis par molécule de luciférine oxydée 44 45. 

La luciférase est couramment utilisée dans la quantification de l’ATP, et autres 

composés biochimiques 46,47. Elle est aussi couramment utilisée comme gène 

rapporteur d’expression protéique 48, ce qui explique qu’il s’agisse d’une des 

enzymes conduisant à l’émission de lumière des plus étudiées 49. Le premier article  
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ATG GAA GAC GCC AAA AAC ATA AAG AAA GGC CCG GCG CCA TTC TAT CCT CTA GAG GAT GGA  
 M   E   D   A   K   N   I   K   K   G   P   A   P   F   Y   P   L   E   D   G   
ACC GCT GGA GAG CAA CTG CAT AAG GCT ATG AAG AGA TAC GCC CTG GTT CCT GGA ACA ATT  
 T   A   G   E   Q   L   H   K   A   M   K   R   Y   A   L   V   P   G   T   I   
GCT TTT ACA GAT GCA CAT ATC GAG GTG AAC ATC ACG TAC GCG GAA TAC TTC GAA ATG TCC 
 A   F   T   D   A   H   I   E   V   N   I   T   Y   A   E   Y   F   E   M   S   
GTT CGG TTG GCA GAA GCT ATG AAA CGA TAT GGG CTG AAT ACA AAT CAC AGA ATC GTC GTA  
 V   R   L   A   E   A   M   K   R   Y   G   L   N   T   N   H   R   I   V   V 
TGC AGT GAA AAC TCT CTT CAA TTC TTT ATG CCG GTG TTG GGC GCG TTA TTT ATC GGA GTT  
 C   S   E   N   S   L   Q   F   F   M   P   V   L   G   A   L   F   I   G   V   
GCA GTT GCG CCC GCG AAC GAC ATT TAT AAT GAA CGT GAA TTG CTC AAC AGT ATG AAC ATT 
 A   V   A   P   A   N   D   I   Y   N   E   R   E   L   L   N   S   M   N   I    
TCG CAG CCT ACC GTA TGT TTT GTT TCC AAA AAG GGG TTG CAA AAA ATT TTG AAC GTG CAA  
 S   Q   P   T   V   V   F   V   S   K   K   G   L   Q   K   I   L   N   V   Q   
AAA AAA TTA CCA ATA ATC CAG AAA ATT ATT ATC ATG GAT TCT AAA ACG GAT TAC CAG GGA  
 K   K   L   P   I   I   Q   K   I   I   I   M   D   S   K   T   D   Y   Q   G   
TTT CAG TCG ATG TAC ACG TTC GTC ACA TCT CAT CTA CCT CCC GGT TTT AAT GAA TAC GAT  
 F   Q   S   M   Y   T   F   V   T   S   H   L   P   P   G   F   N   E   Y   D   
TTT GTA CCA GAG TCC TTT GAT CGT GAC AAA ACA ATT GCA CTG ATA ATG AAT TCC TCT GGA  
 F   V   P   E   S   F   D   R   D   K   T   I   A   L   I   M   N   S   S   G   
TCT ACT GGG TTA CCT AAG GGT GTG GCC CTT CCG CAT AGA ACT GCC TGC GTC AGA TTC TCG  
 S   T   G   L   P   K   G   V   A   L   P   H   R   T   A   C   V   R   F   S  
CAT GCC AGA GAT CCT ATT TTT GGC AAT CAA ATC ATT CCG GAT ACT GCG ATT TTA AGT GTT  
 H   A   R   D   P   I   F   G   N   Q   I   I   P   D   T   A   I   L   S   V   
GTT CCA TTC CAT CAC GGT TTT GGA ATG TTT ACT ACA CTC GGA TAT TTG ATA TGT GGA TTT  
 V   P   F   H   H   G   F   G   M   F   T   T   L   G   Y   L   I   C   G   F   
CGA GTC GTC TTA ATG TAT AGA TTT GAA GAA GAG CTG TTT TTA CGA TCC CTT CAG GAT TAC  
 R   V   V   L   M   Y   R   F   E   E   E   L   F   L   R   S   L   Q   D   Y   
AAA ATT CAA AGT GCT TTG CTA GTA CCA ACC CTA TTT TCA TTC TTC GCC AAA AGC ACT CTG  
 K   I   Q   S   A   L   L   V   P   T   L   F   S   F   F   A   K   S   T   L   
ATT GAC AAA TAC GAT TTA TCT AAT TTA CAC GAA ATT GCT TCT GGG GGC GCA CCT CTT TCG  
 I   D   K   Y   D   L   S   N   L   H   E   I   A   S   G   G   A   P   L   S   
AAA GAA GTC GGG GAA GCG GTT GCA AAA CGC TTC CAT CTT CCA GGG ATA CGA CAA GGA TAT  
 K   E   V   G   E   A   V   A   K   R   F   H   L   P   G   I   R   Q   G   Y   
GGG CTC ACT GAG ACT ACA TCA GCT ATT CTG ATT ACA CCC GAG GGG GAT GAT AAA CCG GGC  
 G   L   T   E   T   T   S   A   I   L   I   T   P   E   G   D   D   K   P   G   
GCG GTC GGT AAA GTT GTT CCA TTT TTT GAA GCG AAG GTT TGT GAT CTG GAT ACC GGG AAA  
 A   V   G   K   V   V   P   F   F   E   A   K   V   V   D   L   D   T   G   K   
ACG CTG GGC GTT AAT CAG AGA GGC GAA TTA TGT GTC AGA GGA CCT ATG ATT ATG TCC GGT  
 T   L   G   V   N   Q   R   G   E   L   C   V   R   G   P   M   I   M   S   G   
TAT GTA AAC AAT CCG GAA GCG ACC AAC GCC TTG ATT GAC AAC GAT GGA TGG CTA CAT TCT  
 Y   V   N   N   P   E   A   T   N   A   L   I   D   K   D   G   W   L   H   S   
GGA GAC ATA GCT TAC TGG GAC GAA GAC GAA CAC TTC TTC ATA GTT GAC CGC TTG AAG TCT   
 G   D   I   A   Y   W   D   E   D   E   H   F   F   I   V   D   R   L   K   S   
TTA ATT AAA TAC AAA GGA TAT CAG GTG GCC CCC GCT GAA TTG GAA TCG ATA TTG TTA CAA  
 L   I   K   Y   K   G   Y   Q   V   A   P   A   E   L   E   S   I   L   L   Q   
CAC CCC AAC ATC TTC GAC GCG GGC GTG GCA GGT CTT CCC GAC GAT GAC GCC GGT GAA CTT  
 H   P   N   I   F   D   A   G   V   A   G   L   P   D   D   D   A   G   E   L    
CCC GCC GCC GTT GTT GTT TTG GAG CAC GGA AAG ACG ATG ACG GAA AAA GAG ATC GTG GAT  
 P   A   A   V   V   V   L   E   H   G   K   T   M   T   E   K   E   I   V   D    
TAC GTC GCC AGT CAA GTA ACA ACC GCG AAA AAG TTG CGC GGA GGA GTT GTG TTT GTG GAC  
 Y   V   A   S   Q   V   T   T   A   K   K   L   R   G   G   V   V   F   V   D    
GAA GTA CCG AAA GGT CTT ACC GGA AAA CTC GAC GCA AGA AAA ATC AGA GAG ATC CTC ATA  
 E   V   P   K   G   L   T   G   K   L   D   A   R   K   I   R   E   I   L   I    
AAG GCC AAG AAG GGC GGA AAG TCC AAA TTG TAA   
 K   A   K   K   G   G   K   S   K   L  *** 
 
Figure 09 : Alignement des séquences nucléotidiques et protéiques de la 
luciférase de Photinus pyralis. 
Séquence nucléotidique de la luciférase de Photinus pyralis dans le sens 5’ – 3’ 
(GenBank : M15077) alignée avec la séquence protéique de la luciférase (GenBank : 
AAA29795.1) dont les acides aminés sont annotés conformément au code 
international.  
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faisant état de son extraction et de sa purification date de 1978 50 . Elle possède un 

poids moléculaire apparent de 62kDa. In vitro quand le substrat est ajouté en excès 

la réaction produit un flash de lumière qui est proportionnel à la quantité de 

luciférase présente 51. Le pic d’émission apparaît rapidement et son intensité décroît 

d’environ 10% toute les minutes. Chez Photinus pyralis la luciférase a un maximum 

d’efficacité lorsque le pH est compris entre 7,5 et 8,5 et les photons émis ont une 

longueur d’onde maximale de 560nm (jaune - vert) 44.  

11  --  AAnnaallyyssee  nnuuccllééoottiiddiiqquuee  eett  pprroottééiiqquuee  ddee  llaa  lluucciifféérraassee  ddee  PPhhoottiinnuuss  

ppyyrraalliiss  

L’équipe de DeLuca et al. a été pionnière dans le clonage et le séquençage de 

la luciférase de certaines espèces dont Photinus pyralis 48 (Figure 09).  

 

Figure 10 : Organisation du gène codant pour la luciférase de Photinus pyralis 

(Etablie d’après GenBanK : M15077) 

Le gène de la luciférase de Photinus pyralis n’est présent qu’en une seule 

copie. Il est composé de 7 exons, représentés sur la figure par les rectangles violets, 

séparés par de très courts introns, représentés sur la figure par les rectangles gris, 

dont la taille varie entre 43 et 58 bases de long. L’analyse de son profil de 

restriction révèle qu’il peut être coupé par de nombreuses enzymes comme Xb, RI, 
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RV ou Sp. En analysant la séquence génétique une structure de type TATA box est 

trouvée à 20 bases du site d’initiation de la transcription. On la retrouve à 

l’identique chez de nombreuses protéines synthétisées chez les insectes. Par 

comparaison aux autres insectes, l’organisation du gène de la luciférase de Photinus 

pyralis, indique que cette protéine est produite dans différents tissus. La 

connaissance de ce gène depuis de nombreuses années, a conduit à la réalisation 

de nombreuses constructions génétiques avec le promoteur adéquat afin de le faire 

s’exprimer en cellule bactérienne ou animale 52-54. Ainsi les plasmides, ou 

constructions génétiques commerciales proposées par différents fournisseurs, 

permettant l’expression de luciférase sont construits à partir de la séquence de 

Photinus pyralis. 

Depuis, les gènes de la luciférase de la plupart des insectes bioluminescents 

connus ont été isolés et analysés 55-57. La plupart des luciférases d’insectes ont un 

nombre d’acides aminés compris entre 542 et 550. Le pourcentage d’homologie 

entre ces différentes protéines est très élevé, cependant la mesure de leur spectre 

d’émission révèle des différences significatives. Ainsi la longueur d’onde d’émission 

maximale peut varier de 538nm à 623nm (Tableau 02). Enfin compte tenu de leur 

séquence protéique différente, ces composés présentent une grande variabilité dans 

leur point isoélectrique. Ce dernier point révèle des pH optimum de catalysation de 

la réaction différents, ce qui constitue un avantage certain pour les différents essais 

de bioluminescence au niveau moléculaire, cellulaire et sur les animaux. Les 

insectes sont ainsi le groupe le plus riche et le plus varié des êtres émettant de la 

bioluminescence 58,59. Sauf pour l’acétylation de la première méthionine, aucune 

autre modification post transcriptionnelle n’est observée sur la plupart des 

luciférases de luciole 60. A l’exception des luciférases de lucioles, toutes les 

luciférases de scarabées possèdent un peptide signal C-terminal constitué des trois 

acides aminés : Sérine – Lysine – Leucine qui va diriger les protéines produites vers  
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Année 

 
Luciférase 

 
Nombre  
d'acides 
aminés 

 
% avec 
Photinus 
pyralis 

 
pI 

 
λmax 
(nm) 

 
GenBank 

 Sensible au pH      

      Lampiridae (lucioles)      

1987 Photinus pyralis 550 100 6,4 562 M15077 

1995 Pyrocoella miyako 548 82 6,1 550 L39928 

1995 Hotaria parvula 548 68 6,3 568 L39929 

1993 Luciola mingrelica 548 67 6,2 570 S61961 

1989 Luciola cruciata 548 67 7,1 562 M26194 

1992 Luciola lateralis 548 67 6,5 552 X66919 

1995 Lampyris noctiluca 547 83 6,1 550 X89479 

1994 Photuris pennsilvanica 545 58 8,4 538 U31240 

 Insensible au pH      

       Phengodiae 
 (vers chemin de fer) 

     

 Phengodes 546 54  546  

 Phrixothrix vivianii 545 55 6,3 548 S29353 

 Phrixothrix hirtus 546 47 7 623 S29355 

 Ragophtalmus ohbai 543 53  555  

       Elateridae (scarabées)      

 Pyrophorus plagiophtalamus      

1989 - Vert 543 47 6,5 546 AF139644 

1989 - Jaune-vert 543 46 6,5 560 AF139645 

1989 - Jaune  543 47 6,5 578 *** 

1989 - Orange 542 46 6,4 593  *** 

 
 
 
 
 
 
 
Tableau 02 : Comparaison des principales caractéristiques des luciférases 
d’insectes.  
 
Date de découverte et de séquençage des différentes luciférases d’insectes, nom 
complet de l’espèce, nombre d’acides aminés de la protéine, pourcentage 
d’homologie de séquence avec celle de Photinus pyralis, point isolélectrique, 
longueur d’onde maximale du spectre d’émission de la luciférase et référence de la 
GenBank correspondante (Source : travail bibliographique personnel). 
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les péroxysomes. L’analyse des isoenzymes produites par Pyrophorus 

plagiophtalamus (Tableau 02), montre une homologie de séquence de 95 à 99%. 

Néanmoins les longueurs d’ondes maximales d’émission de ces isoenzymes sont 

assez différentes ce qui révèle l’implication de seulement quelques acides aminés 

dans l’énergie portée par les photons émis lors de la réaction enzymatique 61. De 

telles protéines constituent des outils moléculaires de choix pour les progrès futurs 

de la bioluminescence.  

22  --  OOrriiggiinnee  eett  éévvoolluuttiioonn  mmoollééccuullaaiirree  ddee  llaa  lluucciifféérraassee  

Une des questions les plus intrigantes sur la bioluminescence concerne 

l’apparition et l’évolution d’un tel processus au cours de l’évolution. C’est en 

s’intéressant à l’origine et à l’évolution de la luciférase et au travers d’elle de la 

bioluminescence que nous pourrons comprendre de façon plus efficace les systèmes 

mis en jeux lors de la réaction conduisant à l’émission de lumière. L’établissement 

et l’analyse d’arbres phylogénétiques à partir des séquences nucléotidiques des 

luciférases d’insectes, révèlent que la bioluminescence a été développée de façon 

indépendante une trentaine de fois 18 (Figure 11). 

Certaines théories proposent que la bioluminescence soit apparue comme un 

processus accidentel de détoxification de l’oxygène lorsque les systèmes 

photosynthétiques ont commencé à augmenter dans l’atmosphère 44. Ainsi les 

luciférases seraient considérées comme des oxygénases luminescentes, impliquées 

dans l’élimination de l’oxygène toxique. Cette hypothèse permettrait aussi 

d’expliquer l’implication systématique de cycles aromatiques dans l’ensemble des 

réactions de bioluminescence. L’apparition d’un phénotype luminescent conférant 

ainsi aux animaux le possédant un avantage dans la sélection 18. Une recherche de 

similitude des luciférases d’insectes plus poussée avec l’ensemble des protéines 

identifiées à ce jour révèle une co-évolution de ces protéines avec la ligase Acyl- 
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Figure 11 : Arbre phylogénétique des principales luciférases d’insectes. 

 
Phylogramme des différentes luciférases d’insectes établi sous « Tree Top - 
Phylogenetic tree prediction ; http://www.genebee.msu.su/genebee.html ». 
Les séquences des protéines proviennent de différentes GenBank (identifiant entre 
parenthèses), la longueur des branches est proportionnelle à la distance génétique. 
En (1) famille des Lampyridae, en (2) et en (4) famille des Photurinae, en (3) famille 
des Luciolinae, en (5) famille des Elateridae et en 6 famille des Phengodidae. 



Revue de la littérature 

 - 61 - 

Coenzyme A. Cette protéine possédant une fonction complètement différente mais 

étant à l’origine de l’apparition de la bioluminescence chez les insectes par 

duplication du gène 62. Cette hypothèse se trouve confirmée par l’analyse des 

réactions chimiques catalysées par les différentes enzymes, la réaction 

d’adénylation par les luciférases d’insectes et la réaction d’activation des acides gras 

par les Acyl-Coenzyme A ligases étant identiques sur un point de vue chimique. Des 

protéines, au fonctionnement similaire, découvertes chez les bactéries et les 

champignons ont une implication dans le métabolisme des lipides ou dans une 

autre voie de biosynthèse. 

33  --  LLee  CCooeennzzyymmee  AA  ::  eeffffeecctteeuurr  ddee  llaa  lluucciifféérraassee  

Les luciférases présentent de grandes homologies de séquence avec les acyl-

Coenzyme A ligases. De plus les kits commerciaux de dosage de l’ATP par 

bioluminescence contiennent, en plus de l’enzyme et du substrat, du coenzyme A. 

Ce dernier est ajouté pour modifier la cinétique d’apparition du signal lumineux : il 

permettrait d’obtenir, à la place d’un flash lumineux bref et intense, un signal plus 

modéré mais stable et prolongé dans le temps, plus adéquat pour la réalisation de 

mesures 62. Le coenzyme A est un coenzyme de transfert de groupements acyle 

intervenant dans de très nombreuses voies du métabolisme (cycle de Krebs, bêta 

oxydation…). Il dérive d'une vitamine : l'acide pantothénique (vitamine B5). C'est un 

coenzyme libre. Sa partie réactive est la fonction thiol (-SH) (Figure 12 A) de la 

thioéthanolamine et est symbolisée par HS-CoA (ou CoA-SH). Ainsi les relations 

entre le Co-enzyme A et la luciférase ont été étudiées depuis de nombreuses 

années. Dès 1958 l’équipe de Airth et al. a suggéré que le coenzyme A intervenait au 

niveau de la liaison entre la luciférase et la luciférine 63. Ainsi, la réaction avec un 

acide carboxylique forme une liaison acylthioester riche en énergie. Il serait capable 

de décrocher le composé oxyluciféryl-adénylate du site actif de l’enzyme pour former  
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Figure 12 : Interaction du Coenzyme A avec la réaction de bioluminescence. 
 
A : Structure chimique du coenzyme A 1: Adénine 2: β-D-ribofuranose 3: Phosphate 
4: Acide pantothénique 5: Thioéthanolamine. C’est cette dernière partie qui confère 
sa grande réactivité à la molécule.  
B : La luciférase catalyse la réaction de bioluminescence. En présence d’ATP, la 
luciférine est activée en luciféryl-AMP. Cette molécule peut interagir avec la fonction 
thiol d’une molécule CoA pour donner une molécule de déhydroluciféryl-CoA. Cette 
réaction étant parfaitement réversible (Figure établie d’après DeLuca, 1976)  



Revue de la littérature 

 - 63 - 

de l’oxyluciféryl-coenzyme A. L’oxyluciféryl-adénylate avait été identifié comme un 

produit et un inhibiteur de la réaction de bioluminescence. Cependant si l’on 

regarde la structure chimique de ces composés l’oxyluciféryl-adénylate correspond 

en réalité à la déhydrolyciféryl-adénylate (composé intermédiaire de la réaction de 

bioluminescence, composé II figure 06C). C’est en s’intéressant à la réactivité 

chimique de ce composé que l’on comprend l’implication potentielle du coenzyme A. 

En effet ce composé, intermédiaire réactionnel, très instable, est capable de 

restituer son énergie à une molécule de CoA lors d’une réaction thiolytique (Figure 

12 B) 49,50. Cette réaction parfaitement réversible serait à l’origine de la stabilisation 

du signal lumineux. Le CoA agirait aussi à la façon d’un effecteur allostérique, en se 

fixant à la luciférase sur un autre site que celui impliqué dans la réaction de 

bioluminescence. Il modifierait la structure tridimensionnelle de la protéine ce qui 

influerait sur le rendement de la réaction 64. Aujourd’hui le mécanisme d’interaction 

entre le CoA et la luciférase n’est pas parfaitement identifié. Bien que la réaction 

thiolytique se produise et bien qu’un changement  dans la conformation de la 

luciférase a été démontré lors de son interaction avec le CoA, l’importance de l’un 

ou de l’autre de ces mécanismes n’a pas été clarifié. La réaction catalytique de la 

luciférase sur la déhydroluciféryl-AMP ne peut expliquer à elle seule l’obtention 

d’un flash lumineux lors de la réaction de bioluminescence 65. De plus certains 

travaux semblent montrer que, lorsque la concentration en luciférine est faible et 

lorsque l’ATP est utilisé, la fraction de luciféryl-AMP oxydée en déhydroluciféryl-

AMP est très faible. De même, lors de la phase de décroissance de la lumière émise 

la proportion de produits de la luciféryl-AMP non inhibés (oxyluciférine par rapport 

à déhydroxyluciféryl-CoA) semble plus importante. Il s’agirait donc d’un véritable 

mécanisme de contrôle propre à l’enzyme visant à produire, le plus efficacement 

possible, la lumière en fonction de la quantité de luciférine et d’ATP disponibles. La 

compréhension de ces mécanismes est capitale avant d’envisager toute étude 
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cellulaire ou animale car in vitro et in vivo la présence et la disponibilité de 

composés, tel le CoA, vont avoir une influence capitale sur la modalité d’émission 

de lumière, sur son intensité et sa cinétique. Il convient ainsi, avant d’utiliser une 

méthode d’imagerie de bioluminescence, de valider ces points et de se placer dans 

des conditions normalisées, faute de quoi les différents essais ne se trouveraient 

plus comparables et reproductibles.  

44  --  AAnnaallyyssee  ccrriissttaallllooggrraapphhiiqquuee  ddee  llaa  lluucciifféérraassee  

Bien que la chimie de la réaction enzymatique entre la luciférase de luciole et 

la luciférine soit connue depuis de nombreuses années ce n’est qu’en 1995 que 

l’équipe de Fisher et al. a établie la première structure cristallographique d’une 

luciférase 66. Il s’agit d’une luciférase bactérienne, celle de Vibrio harveyi. Ce n’est 

qu’un an plus tard que la première structure cristallographique de la luciférase de 

Photinus pyralis fut établie, par l’équipe de Conti et al. avec une résolution de 2Ǻ 

67,68 (Figure 13).  

aa  --    SSttrruuccttuurree  ggéénnéérraallee  ddee  llaa  lluucciifféérraassee  

La molécule de luciférase de Photinus pyralis est constituée de deux 

domaines distincts. La plus grande fraction de la structure, l’extrémité N-terminal, 

qui comprend les résidus 4 à 436, est relativement compacte et est constituée de 2 

feuillets β, d’un cylindre β antiparallèle qui sont encadrés de chaque coté par des 

hélices α. L’extrémité C-terminal de la protéine, qui contient les résidus 440 à 544, 

forme un petit domaine α, β séparé du reste de la protéine (Figure 13). L’analyse de 

la structure tridimensionnelle de l’acyl-CoA thiolase montre l’existence d’une 

structure similaire 69. Les 2 feuillets β du domaine de la large sous unité N-terminal 

sont liés entre eux par l’intermédiaire d’hélices α pour former la structure tertiaire 

αβαβα ce qui confie à l’ensemble son aspect compact. Ces deux feuillets possèdent 

une topologie identique : chacun de ces feuillets est constitué de 8 brins. Le premier  
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Figure 13 : Analyse de la structure de la luciférase de Photinus pyralis par 
cristallographie. 
 
Représentations ruban de la structure de la luciférase de Photinus pyralis en 2 vues 
orthogonales. Les trois sous domaines du grand domaine N-terminal sont 
représentés en vert pour le feuillet β - A, bleu pour le feuillet β - B et orange pour le 
cylindre β. Le petit domaine C-terminal est quand à lui représenté en rouge. (Image 
personnelle, séquence protéique pdb, GenBank : 1LCI, représentation graphique 
réalisée sous PyMol, DeLano Scientific, CA, USA). 
 



Revue de la littérature 

 - 66 - 

des deux : le feuillet β-A est composé de 5 brins parallèles et de 3 brins 

antiparallèles associés à 6 hélices α et correspond aux résidus 77 à 222 de la 

chaîne peptidique ; le second : le feuillet β-B est composé de 6 brins parallèles et de 

2 brins antiparallèles associés à 6 hélices α et correspond aux résidus 22 à 70 et 

236 à 351 de la chaîne peptidique. L’association des 2 feuillets β dans l’espace 

donne naissance à une large gorge formée par l’extrémité C-terminal des différents 

brins ainsi que par les extrémités N-terminal des hélices α qui lient les feuillets. 

Cette gorge est fermée d’un coté par l’intermédiaire du cylindre β antiparallèle. Ce 

dernier est constitué de trois faces distinctes, les 2 premières sont formées par 3 

brins antiparallèles de feuillets β, alors que la dernière face est formée par 

l’association de 2 brins du feuillet β-B. L’ensemble de ces feuillets et de ces hélices 

forme, dans l’espace, une gorge et deux creux. Il donne à l’ensemble une allure 

proche de celle observée pour d’autres protéines comme l’acyl-CoA thiolase ou 

l’innositol monophosphatase 69. 

Cet imposant domaine est séparé du domaine C-terminal par une large fente, 

ainsi il se place au dessus du cylindre β de l’extrémité N-terminale. La charnière qui 

se situe entre les 2 domaines se retrouve désorganisée lors de la cristallisation de la 

molécule, mais l’analyse des résidus impliqués laisse présumer d’une grande 

flexibilité. Le domaine C-terminal est constitué de 2 petits brins β antiparallèles et 

de trois autres brins α β (Figure 14). L’analyse des acides aminés de la protéine 

révèle un tripeptide sérine – lysine – leucine dans la partie C-terminale. Le rôle de 

cette séquence a déjà été identifié dans l’adressage des protéines dans les 

péroxysomes 70. Les protéines des péroxysomes sont généralement synthétisées au 

niveau du cytosol et transportées dans les organelles après l’étape de transcription 

par un système de reconnaissance de séquence cible. Dans la structure 

tridimensionnelle de la luciférase cette séquence est en désordre et se trouve sur un 

site exposé au solvant, ce qui laisse présumer de l’interaction entre la protéine et un  
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Figure 14 : Organisation schématique d’ensemble de la luciférase de Photinus 
pyralis. 
 
Diagramme des différents éléments protéiques constituant la luciférase de Photinus 
pyralis. Les trois sous domaines du grand domaine N-terminal sont représentés en 
vert pour le feuillet β - A, bleu pour le feuillet β - B et orange pour le cylindre β. Le 
petit domaine C-terminal est quand à lui représenté en rouge. Les feuillets sont 
représentés par des flèches qui indiquent si ils sont parallèles ou antiparallèles. Ils 
sont reliés par des traits noirs : les hélices α. 
Ces mêmes éléments sont reportés sur la séquence génétique en utilisant un code 
couleur identique et en commençant par l’extrémité N-terminale pour terminer par 
l’extrémité C-terminale. (Figure inspirée des travaux de Conti et al, 1996) 
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récepteur d’adressage. Un système identique d’adressage peptidique est observée 

dans la structure de l’acyl-CoA thiolase 69. 

bb  --    SSiittee  aaccttiiff  ddee  llaa  lluucciifféérraassee  

La localisation du site actif dans la structure de la luciférase peut être 

identifiée par la position des résidus aminés qui sont hautement conservés dans les 

enzymes proches dans l’arbre phylogénétique. Ainsi la structure de la luciférase de 

Photinus pyralis a été non seulement comparée à celle de la plupart des autres 

luciférases mais aussi à celle des acyl-CoA ligases ou des peptides synthétases. La 

plupart des acides aminés conservés entre ces différentes molécules se trouvent 

dans la partie C-terminale de la séquence protéique, c’est-à-dire entre le centre du 

cylindre constitué par les brins des feuillets β et le petit domaine C-terminal de la 

structure tridimensionnelle. Ceci localiserait donc la réaction chimique de 

bioluminescence au niveau de la large gorge de la protéine (Figure 15 A). La sérine 

en position 198 qui se trouve sur la chaîne latérale de la protéine est liée par une 

liaison hydrogène au groupement carboxylique de la glutamine en position 344, 

cette liaison entraîne une rotation de la tyrosine en position 401. Cette tyrosine se 

trouve ainsi exposée et a été identifiée comme pouvant se lier à une molécule d’ATP 

via le noyau adénosine 71 (Figure 15 B). Un autre motif est aussi retrouvé pour la 

plupart des protéines : l’acide aspartique en position 422 qui se trouve exposé au 

solvant via sa fonction carboxylique et qui interagit avec la tyrosine en position 340. 

Ces interactions entraînent une rotation dans l’espace de la sérine en position 420 

qui peut, à son tour, interagir avec la glycine en position 421. Cet ensemble de 

forces d’attraction impose un certain nombre de contraintes à la protéine, 

contraintes qui sont à l’origine de la réaction enzymatique. Enfin la nature des 

acides aminés impliqués au sein de ce site actif permet l’exclusion de toute  
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Figure 15 : Analyse du site actif de la luciférase de Photinus pyralis. 
 
A : Modèle tridimensionnel de la luciférase de Photinus pyralis. Sur deux vues 
différentes le site actif est localisé au sein de la gorge formée entre les 2 domaines 
de la protéine. Représentation des atomes en surface, le code de couleur des 
différents domaines est le même que celui des figures précédentes (Travail 
personnel, séquence lLCI, PyMol). 
B : Stéréoreprésentation du site actif et des résidus directement impliqués dans la 
réaction enzymatique (Figure établie d’après Conti et al., 1996). 
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molécule d’eau, le passage à l’état excité de la molécule de luciférine peut ainsi se 

réaliser. 

 

DD  --  UUttiilliissaattiioonn  pprraattiiqquuee  ddee  llaa  bbiioolluummiinneesscceennccee  

Parmi toutes les luciférases, celles des insectes sont sûrement les plus 

surprenantes car ce sont les seules à produire une telle gamme de couleurs allant 

du vert au rouge. La plupart des autres organismes bioluminescents produisent 

différentes couleurs par l’intermédiaire de protéines accessoires fluorescentes ce qui 

n’est jamais le cas des insectes 2. Chez ces derniers les différences de couleurs 

émises dépendent essentiellement de la structure primaire de la protéine et 

finalement des résidus environnants du site actif.  

11  --  LLeess  oorriiggiinneess  ssttrruuccttuurraalleess  ddee  llaa  ccoouulleeuurr  ddaannss  llaa  bbiioolluummiinneesscceennccee  

A ce jour trois mécanismes ont été proposés pour tenter d’expliquer l’origine 

des couleurs en bioluminescence : la polarisation du site actif enzymatique 51, la 

présence d’acides aminés basiques facilitant l’une ou l’autre des formes tautomères 

(kéto, énol) de l’oxyluciférine excitée 72 (Figure 15) et la géométrie rotationnelle du 

site actif par rapport aux noyaux thiazoline de l’oxyluciférine 27. L’hypothèse de 

polarité est basée sur le fait que le spectre d’émission de la luciférine et de ses 

analogues, tout comme les composés fluorescents, peut être décalé de plus de 

40nm en fonction du solvant dans lequel ils se trouvent. Dans un solvant non 

polaire il se décale vers le bleu alors que dans un solvant polaire il se déplace vers 

le rouge. L’hypothèse de tautomérisation est basée sur le fait que lors d’une 

décroissance de pH la lumière émise lors d’une réaction de bioluminescence passe 

du vert au rouge. Les 2 formes énol (émission dans le jaune - vert) et kéto (émission 

dans le rouge) seraient alors en équilibre et le pH ferait pencher vers la formation de 

l’une ou de l’autre des 2 formes. Enfin la dernière hypothèse, de géométrie 
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rotationnelle permettrait d’expliquer l’importante gamme de spectres d’émission 

observés chez les différents insectes. Selon cette hypothèse, l’oxyluciférine excitée 

est dans le niveau d’énergie le plus bas lorsque elle se trouve dans un plan à 90° 

par rapport à celui du plateau de la protéine, l’énergie des photons émis les 

situerait dans le rouge. Par contre lorsque l’oxyluciférine excitée se trouve dans le 

même plan que celui de la protéine, son énergie serait maximale et les photons émis 

se situeraient dans le vert. Enfin des couleurs intermédiaires seraient obtenues 

pour des situations entre les deux extrêmes. Il semblerait que ces trois hypothèses 

puissent se révéler exactes, ainsi le phénomène biologique conduisant à l’émission 

de lumière serait assez complexe et les paramètres, conduisant à l’émission de 

photons d’énergie différente, nombreux. 

Quoi qu’il en soit, dans les essais de bioluminescence, c’est généralement la 

luciférase de Photinus pyralis qui est utilisée. Cette enzyme est sensible au pH, à pH 

acide vers pH = 6 son spectre d’émission de lumière est maximal vers 617 nm alors 

que vers pH = 8 son spectre d’émission est maximal vers 565 nm. Cette sensibilité 

résulte d’une flexibilité du site actif par l’intermédiaire de résidus basiques comme 

présenté dans la partie précédente.  

22  --  AApppplliiccaattiioonnss  ddee  llaa  bbiioolluummiinneesscceennccee  ddaannss  lleess  bbiiootteecchhnnoollooggiieess  eett  

llaa  rreecchheerrcchhee  bbiioommééddiiccaallee  

Au cours des 50 dernières années, la luciférase d’insecte a beaucoup été 

utilisée pour des études nécessitant une importante sensibilité comme les dosages 

d’ATP présent, ou comme indicateur de la croissance de biomasse, ou comme 

indicateur de contamination microbienne de fluides, pour mesurer la viabilité 

cellulaire ou encore pour des essais enzymatiques entraînant la production ou la 

dégradation de l’ATP 73. Un grand nombre de ces techniques de bioluminescence 

sont désormais utilisées en routine dans l’industrie ou la recherche. Le clonage et le 
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séquençage de la luciférase d’insecte ont permis l’apparition d’un ensemble de 

méthodes faisant appel à la réaction luciférase/luciférine. L’originalité du signal et 

l’absence de bruit de fond endogène, font de l’expression du gène de la luciférase 

une des méthodes les plus sensibles que ce soit dans le cadre d’études d’activité 

transcriptionnelle, d’efficacité de transformation ou de transduction et que les 

études portent sur des cellules, des tissus ou des animaux 74,75. Ce n’est qu’avec le 

progrès technologique qui est apparu dans le domaine des caméras CCD que le 

système luciférase et luciférine a connu ses plus grandes avancées. Au cours des 10 

dernières années, dans le domaine des caméras CCD, de grandes évolutions ont été 

réalisées en matière de sensibilité et de reproductibilité des mesures, ce qui a 

permis le développement de méthodologies faisant appel à des cellules ou des 

animaux vivants, à différents stades de développement, dans des conditions 

normales ou pathologiques. Le champ d’investigation de telles méthodes est devenu 

très important au cours de ces dernières années. Les exemples d’utilisation de la 

bioluminescence comme méthodologie d’étude sont très nombreux comme l’étude 

de la progression et de la régression de maladies bactériennes ou virales, ou l’accès 

non invasif à la mesure de l’expression de gènes ou encore le suivi de l’évolution de 

tumeurs dans les modèles animaux 34,76,77. De tels outils sont extrêmement 

pertinents pour l’étude, la mise au point, le screening et la comparaison de divers 

composés de l’industrie pharmaceutique.  

33  --  IInntteerrfféérreennccee  dduu  rraayyoonnnneemmeenntt  ccoossmmiiqquuee  aavveecc  llee  ssiiggnnaall  ddee  

bbiioolluummiinneesscceennccee  

Les rayonnements cosmiques sont des particules énergétiques provenant de 

l'espace qui bombardent et traversent l'atmosphère terrestre. Près de 90% des 

particules entrantes de ce rayonnement cosmique sont des protons, environ 9% 

sont des noyaux d'hélium (particules alpha) et environ 1% sont des électrons libres 
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78. Le terme « rayon» est un terme mal approprié, car les particules du rayonnement 

cosmique arrivent individuellement, et non sous la forme d’un rayon ou d’un 

faisceau de particules. Les énergies cinétiques des particules de rayon cosmique 

s’étalent sur quatorze ordres de grandeur, le flux des rayonnements tombant sur la 

surface de la terre étant approximativement l’inverse du cube de l'énergie propre à 

chaque rayon. La grande variété d'énergies des particules reflète la grande diversité 

des sources (Figure 16). Les rayonnements proviennent des processus énergétiques 

solaires. Ils peuvent avoir des énergies de plus de 1020 eV, alors que les particules 

produites par des accélérateurs de particules n’ont une énergie qui se situe qu’aux 

alentours de 1012 eV 79.  

aa  --    LLeess  ssoouurrcceess  dduu  rraayyoonnnneemmeenntt  ccoossmmiiqquuee  

La plupart des rayonnements proviennent de sources extrasolaires à notre 

propre galaxie telles que les supernovas et les trous noirs. Cependant, le fait que 

quelques rayonnements aient des énergies extrêmement élevées implique que 

certains d’entre eux sont d'origine extragalactique ; le champ magnétique galactique 

local ne pourrait pas contenir des particules avec des énergies aussi élevées 80.  

Des observations ont prouvé que des rayonnements avec une énergie 

supérieure à 10 GeV (1010 eV) approchent la surface terrestre de façon isotropique 

(de façon égale à partir de toutes les directions); il semblerait que cela soit dû aux 

champs magnétiques galactiques qui feraient voyager les particules dans des 

spirales. Ceci rend impossible la prévision de leur localisation spatiale. Lorsque les 

particules ont une énergie inférieure à 10 GeV leur direction est en relation avec le 

champ magnétique terrestre et leur charge propre à la nature du rayonnement. De 

plus l’intensité des rayonnements d’origine solaire est proportionnelle à l’activité de 

ce dernier 81 (Figure 16). 
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Figure 16 : Spectre d’énergie des particules du rayonnement cosmique. 
 
Le flux des particules constituant le rayonnement cosmique a une fonction 
importante dans leur énergie. Le flux des particules de plus basse énergie (zone 
jaune du graphe) est essentiellement attribué au rayonnement cosmique d’origine 
solaire, les particules possédant une énergie intermédiaire (zone bleue du graphe) 
correspondent au rayonnement galactique et les particules de plus haute énergie 
(zone violette du graphe) rassemblent les rayonnements d’origine extragalactique. 
(Figure inspirée des travaux de Swordy, 2001)  
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bb  --    LLaa  nnaattuurree  ddeess  rraayyoonnnneemmeennttss  ccoossmmiiqquueess  

Les rayonnements peuvent être divisés en deux catégories, primaire et 

secondaire. Les rayonnements qui ont une origine astrophysique extrasolaire sont 

des rayonnements primaires ; ils interagissent avec la matière interstellaire pour 

créer des rayonnements secondaires d’énergie plus basse. Le soleil émet également 

des rayonnements à énergie réduite liés aux éruptions chromosphériques 78. La 

composition des rayonnements primaires, en dehors de l'atmosphère de la terre, 

dépend de la partie du spectre d'énergies observée. Les rayonnements secondaires, 

sont essentiellement composés d’atomes lourds comme le lithium, le béryllium et le 

bore 78. Le flux du rayonnement cosmique incident sur l'atmosphère terrestre est 

modulé par deux processus : le vent solaire et le champ magnétique de la terre. Le 

vent solaire ralenti les particules entrantes. La quantité de vent solaire n'est pas 

constante et est fonction des changements de l'activité solaire. Par conséquent le 

niveau de la modulation change avec l'activité solaire. Le champ magnétique de la 

terre guide certains des rayonnements, ainsi l'intensité du rayonnement cosmique 

dépend de la latitude et de la longitude 82. L'intensité du rayon cosmique à 

l'équateur est inférieure à celle aux pôles. Ceci peut être expliqué par le fait que les 

particules chargées tendent à se déplacer dans la direction des lignes du champ 

magnétique terrestre. Ces particules entrant dans l’atmosphère, freinées et guidées 

par le champ magnétique forment les aurores boréales 83.  

cc  --    DDéétteeccttiioonn  ddeess  rraayyoonnnneemmeennttss  ccoossmmiiqquueess  

Les noyaux qui composent les rayonnements peuvent voyager de leurs 

sources éloignées à la terre en raison de la faible densité de la matière dans l'espace 

82. Les noyaux agissent les uns sur les autres ainsi qu’avec les noyaux des gaz 

atmosphériques 84. Ces collisions, dans un processus connu sous le nom de 

douche, ont comme conséquence la production de nombreuses particules instables 
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appelées muons (Figure 17) 85. Le muon est, selon le modèle standard de physique 

des particules, le nom donné à deux particules élémentaires de charge positive et 

négative 86. Les muons ont une masse 207 fois plus grande que celle de l'électron 

(105,6 MeV) et possèdent un spin 1/2. Les muons, tout comme les électrons, 

appartiennent à la famille de fermions, les leptons. Les muons sont notés µ- ou µ+ 

en fonction de leur charge électrique. Une certaine proportion de ces muons peut 

atteindre la surface de la terre. Les muons possèdent une radiation ionisante, et 

peuvent facilement être détectés par beaucoup de types de détecteurs de particules 

tels que des chambres de bulle ou des détecteurs de scintillation 87. Mais ils 

peuvent aussi interférer avec des détecteurs ultra sensibles comme ceux des 

caméras CCD utilisées en bioluminescence 88-90. Ils contribuent ainsi à 

l’augmentation du bruit de fond des images. Certains constructeurs de caméra CCD 

dédiées à la bioluminescence ont pris en compte cette interaction entre les 

rayonnements cosmiques et les détecteurs. Ainsi ils proposent des solutions pour 

enlever ces perturbations de l’image afin de ne pas fausser la quantification. C’est le 

cas de la société Xenogen® (Annexe : Documentation Xenogen® IVIS Lumina) qui 

propose sur l’ensemble de ses appareils une solution logicielle qui effectue des 

mesures de bruit de fond en dehors des heures de mesures (par exemple la nuit). 

Par l’intermédiaire de ces mesures, le bruit de fond moyen intrinsèque à l’appareil 

et du au rayonnement cosmique, est défini et soustrait ensuite de façon 

systématique aux images réalisées. L’avantage de cette méthode est une grande 

simplicité pour l’utilisateur, un gain de temps lors des essais et une automatisation 

de la correction. Les inconvénients sont un manque de lisibilité pour l’utilisateur 

qui n’a pas accès à ces mesures. Ces dernières étant réalisées en dehors des 

périodes d’essai une faible modification de l’activité cosmique vient fausser les 

mesures. Enfin le rayonnement n’étant pas prévisible, certains pixels corrigés vont 

avoir une intensité négative. 
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Figure 17 : Principe de la douche cosmique conduisant à la production de 
muons. 
 
Entrée en collision d’un proton riche en énergie provenant d’un rayonnement 
cosmique et d’une molécule atmosphérique terrestre. Lors de l’impact différentes 
espèces peuvent être formées comme les mésons notés π sur le schéma. Ces 
espèces très instables agissent entre elles pour donner différentes espèces dont les 
muons notés µ- et µ+ selon leur charge. Ce sont ces particules qui en venant 
frapper la surface du capteur CCD vont entraîner l’apparition d’un bruit de fond. Il 
est aussi intéressant de noter la production de nombreuses autres espèces comme 
les électrons, les photons et autres rayonnements. (Figure inspirée d’un manuel de 
physique et d’astronomie) 
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44  --  DDiissppoossiittiiff  tteecchhnniiqquuee  ddee  mmeessuurree  ddee  llaa  bbiioolluummiinneesscceennccee  ::  dduu  

pphhoottoonn  àà  ll’’éélleeccttrroonn  

Les appareils de mesure de bioluminescence sont constitués d’une chambre 

noire dans laquelle se trouve la caméra CCD (Figure 18). Ce dispositif de détection 

des photons émis est ensuite relié à un système analogique de récupération 

numérique des données. C’est donc le capteur d’images de la caméra CCD (Couple 

Charged Device) qui va définir les véritables caractéristiques de l’appareillage : 

limite de détection, proportionnalité du signal, sensibilité au bruit de fond, 

résolution et enfin sensibilité à la radioactivité 91-93 (Annexes Documentation 

Xenogen® IVIS Lumina, Documentation ORCA 2-BTL Hamamatsu Electronics®). 

aa  --    PPrriinncciippee  ddee  ffoonnccttiioonnnneemmeenntt  

On rencontre des capteurs d’images dans une multitude de domaines 

industriels, scientifiques et professionnels où la performance est une nécessité 

absolue (astronomie, microscopie, biologie, radiographie, spectrométrie, physique 

nucléaire, reconnaissance de formes, contrôle dimensionnel, photographie…). Les 

capteurs d’image CCD ou rétine CCD (analogie avec l’œil) furent inventés par Boyle 

et Smith en 1970. Le terme CCD vient de la façon dont les charges accumulées 

dans une zone de semi-conducteur sont transférées (couplées) à une zone 

adjacente. Ces zones d’accumulation des charges électriques sont appelées puits de 

potentiel, et sont créées lorsque l’on applique un champ électrique dans le semi-

conducteur (Figure 19). La structure de base d’un capteur CCD est un 

condensateur MOS (Metal Oxide Semiconductor) 94,95. Les électrodes (Grille ou 

Gate), de quelques microns d’épaisseur, sont réalisées en matériau fortement 

conducteur : métal (aluminium) ou silicium poly cristallin. La couche isolante, de 

quelques microns d’épaisseur, est réalisée en dioxyde de silicium (SIO2). Enfin le 

substrat (support), dans lequel se formera un canal où se déplaceront les charges  
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Figure 18 : Exemple de dispositif technique de mesure de la bioluminescence. 
 
Dans la partie supérieure de la figure, vue en coupe du système de détection de la 
lumière de bioluminescence IVIS (Xenogen®). En bas de la figure, configuration 
complète d’un système de bioluminescence avec le système numérique d’acquisition 
(Hamamatsu Electronics®). 



Revue de la littérature 

 - 80 - 

Figure 19 : Principe du transfert de charge à la base du fonctionnement du 
capteur CCD. 
 
Photographie d’une puce CCD retrouvée dans de nombreux systèmes électroniques. 
Exemple du principe de transfert de charge pour un capteur CCD de type "full-
trame". L’activité lumineuse vient exciter chaque pixel du capteur, l’intensité 
électrique transférée est mesurée dans la matrice ou registre. (Source : Hamamatsu 
Electronics ®). 
 
 

 
 
Figure 20 : Vue 3D simplifiée de l’organisation moléculaire d’un capteur CCD. 
 
Des photons de longueur d’onde différente (symbolisées par des flèches rouge, bleue 
et verte) viennent taper sur la surface d’un pixel du capteur et rencontrent des 
atomes de silicium. Par la suite les électrons produits sont collectés (sens de la 
large flèche verte) (Source : manuel d’électronique et d’astronomie). 
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électriques, est en semi conducteur dopé P (P-Silicium par exemple) 96-98 (Figure 20). 

La première opération réalisée dans le capteur est la conversion de l’énergie 

lumineuse (photons d’énergie hν) en énergie électrique (électrons). Lorsqu’une 

lumière incidente atteint la surface active, elle traverse les couches métalliques et 

d’oxydes pour se dissiper dans le semi-conducteur. Si l’énergie d’un photon est 

suffisante, elle va être transmise à un électron d’un atome de silicium qui va 

devenir un électron libre, laissant à sa place une charge (e+) ou trou lié à l’atome 

dans lequel il a été créé. Les photons de faible énergie (grande longueur d’onde) sont 

moins facilement détectés et tendent à traverser l’intégralité du cristal de silicium 

sans générer de paire "électron/trou". A l’inverse les photons de forte énergie 

(courte longueur d’onde) sont absorbés très près de la surface et n’atteignent donc 

pas la zone active ne produisant pas de paire "électron/trou" 99-101. Un capteur CCD 

possède donc une bande passante à l’intérieur de laquelle celui-ci transforme les 

rayonnements lumineux en charges électriques. La nature et l’épaisseur des 

matériaux des grilles et de l’isolant déterminent les fréquences haute et basse (ou 

les longueurs d’onde basse et haute) de la sensibilité spectrale (de 0,4µm à 1µm, en 

général centrée sur le spectre visible) caractéristique propre au capteur CCD utilisé 

99. Le nombre d’électrons générés par photon est nommé "efficacité quantique" (QE : 

Quantum Efficiency); elle varie de 40% à 60% couramment et atteint 90% pour les 

CCD spéciaux tels les refroidis) 102-105. Les électrons peuvent être séparés des trous 

du réseau en appliquant une tension positive à une grille. Ceci crée un puits de 

potentiel dans lequel vont être attirés et confinés les électrons produits (phase de 

collecte ou d’intégration). Ces électrons, attirés par le potentiel positif, vont venir se 

regrouper sous l’électrode active à proximité de l’interface Si-P et SiO2, sans 

toutefois pouvoir traverser cette dernière. 
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bb  --    MMoouuvveemmeenntt  ddeess  cchhaarrggeess  eett  lleeccttuurree  dduu  ssiiggnnaall  

En associant plusieurs pixels les uns à la suite des autres, on constitue une 

ligne CCD ; plusieurs lignes verticales vont pouvoir réaliser une matrice CCD 

capable de capter une image. La succession des phases des tensions appliquées 

aux grilles va déplacer les puits de potentiel et faire se déverser de proche en 

proche, les charges de chaque pixel. Les charges de chaque pixel transférées dans 

le registre sont finalement converties en tension par un condensateur 91,106. 

cc  --    LLee  ccuummuull  ddeess  cchhaarrggeess  oouu  ""bbiinnnniinngg""  

Le "binning" est une opération spécifique aux capteurs CCD qui se 

décompose en 2 possibilités : 

- Le binning de lignes (vertical). 

- Le binning de pixels (horizontal). 

Lors du fonctionnement d’un capteur CCD, pendant le temps d’intégration, 

les charges électriques s’accumulent dans le puits de potentiel de chaque pixel. 

Lorsque les quantités de lumière sont extrêmement faibles (exemple de débuts de 

développement de tumeurs bioluminescentes) la charge contenue dans chaque pixel 

n’est pas suffisante pour être exploitée facilement. Le binning consiste à accumuler 

les charges de plusieurs pixels adjacents afin d’obtenir plus de signal utile. Par 

exemple, un binning de 2x2 groupe les charges de 4 pixels. Cela s’accompagne bien 

sûr d’une réduction de la résolution spatiale de l’image finale qui possède alors une 

surface 4 fois moins grande. Ainsi le choix d’un binning par rapport à un autre 

constitue un véritable compromis entre résolution et sensibilité 107 (Figure 21). 

Remarque : Comme tous les autres traitements, le binning de l’image peut aussi 

s’opérer de façon logicielle, mais il conduit en général à une augmentation globale 

du bruit du signal : le binning interne est toujours préférable. 
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Figure 21 : Principe de cumul des charges : le binning. 
 
Présentation des 2 types de binning au niveau de l’acquisition de l’image et non au 
du traitement. L’intensité lumineuse de chaque pixel est représentée en niveaux de 
gris. En A principe du binning de ligne et en B principe du binning de pixel. Ce 
dernier est le plus souvent utilisé lors de la conception des systèmes de mesure de 
bioluminescence. (Source image personnelle inspirée d’Hamamatsu Electronics®) 
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((ii))    LLee  bbiinnnniinngg  ddee  lliiggnneess..  

En appliquant un nombre donné d’impulsions d’horloge verticale, alors que 

l’horloge horizontale est stoppée, la charge contenue dans chaque pixel vertical est 

séquentiellement transférée et ajoutée dans chacun des pixels du registre 

horizontal. Dès la fin du cumul du nième élément, les horloges horizontales sont 

redémarrées et le signal est dirigé vers la sortie. Cette méthode, qui permet 

d’accumuler les charges de n pixels verticaux, trouve son application dans les 

spectromètres où toute une rangée verticale reçoit le même rayonnement. Le fait 

d’accumuler n pixels, multiplie par n la sensibilité de l’appareil 107. 

((iiii))    LLee  bbiinnnniinngg  ddee  ppiixxeellss..  

Cette méthode consiste à regrouper (à accumuler) dans la cellule «SG» 

(Summing Gate), les charges contenues dans un carré de n x n pixels. Par exemple, 

dans le cas du binning 2x2, 2 pixels de tous les registres verticaux sont additionnés 

dans tous les pixels du registre horizontal. Pour ce faire, pendant l’arrêt des 

horloges horizontales, les horloges verticales délivrent 2 impulsions. Dès la remise 

en marche de l’horloge horizontale, l’horloge verticale est stoppée, tous les pixels 

horizontaux se déplacent, deux pixels horizontaux vont se déverser dans le registre 

« SG » qui ne sortira son contenu vers l’amplificateur de sortie que tous les 2 coups 

d’horloge horizontale, lors de l’impulsion appliquée à la porte de transfert «OG» 

(Output Gate) 107. 

dd  --    SSiiggnnaall  ddee  ssoorrttiiee  eett  sseennssiibbiilliittéé  ssppeeccttrraallee  

La quantité de charges de chaque pixel est représentative de l’intensité 

lumineuse de chaque point de l’image captée (en général la linéarité est supérieure 

à 99%) 108. Elle est représentée par 2 limites : la limite haute (niveau du blanc) due 

à la saturation des cellules qui ne peuvent accueillir qu’un nombre limité 

d’électrons et la limite basse (niveau du noir) imposée par le bruit thermique. Le 
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bruit thermique correspond à la production de paires "électrons/trous" sous l’effet 

de l’agitation thermique du cristal. Ces électrons, séparés des trous, s’ajoutent aux 

électrons photoniques et viennent perturber le signal utile 109. Dans les applications 

scientifiques, comme la bioluminescence, la détection de lumière faible est un 

objectif premier, il est donc nécessaire de refroidir le capteur. Ceci est en général 

réalisé simplement à l’aide d’un module Peltier thermiquement relié au capteur et 

dont on évacue la chaleur extraite par un dissipateur thermique associé à un 

ventilateur. Ce module Peltier nécessite une circulation de courant importante pour 

obtenir un refroidissement pouvant aller jusqu’à 70°C. La sensibilité spectrale 

représente l’évolution de l’efficacité quantique (QE) en fonction de la longueur 

d’onde de la lumière incidente. Elle dépend vers les grandes longueurs d’onde de la 

nature du semi-conducteur du substrat et de son dopage, et vers les faibles 

longueurs d’onde de la géométrie des structures des pixels. Le spectre couvert va de 

200nm environ à 1200nm environ. La plupart des CCD utilisés en bioluminescence 

présentent un maximum dans le bleu-vert (QE = 70% à 90% entre 550 et 650nm) 

103.  

ee  --    LLeess  ppeerrttuurrbbaattiioonnss  dduu  ssiiggnnaall  ::  llee  bbrruuiitt  ddee  ffoonndd  

De nombreuses sources de bruit affectent les capteurs CCD, tels les bruits de 

recombinaisons des porteurs de charges dans les semi-conducteurs ou les 

rayonnements cosmiques. Si on ne considère que les bruits intrinsèques aux CCD, 

on peut les regrouper en 4 catégories : 

((ii))    BBrruuiitt  ddee  mmoottiiff  ((FFiixxeedd  PPaatttteerrnn  NNooiissee  FFPPNN))..  

Ce bruit correspond à la variation de la photosensibilité de pixels voisins. Ces 

différences de sensibilité proviennent des variations géométriques et physico-

chimiques apparues lors du procédé de fabrication. Le bruit de motif croit 

proportionnellement à l’amplitude du signal 110.  
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((iiii))    BBrruuiitt  ddee  ggrreennaaiillllee  ((SShhoott  NNooiissee  SSNN))  oouu  bbrruuiitt  qquuaannttiiqquuee..  

Le bruit de grenaille est produit par les variations statistiques du nombre de 

photons incidents qui atteignent la zone photosensible. Tous les semi-conducteurs 

sont affectés par ce type de bruit. Ce bruit est proportionnel à la racine carrée de 

l’amplitude de l’intensité lumineuse qui atteint le capteur 111-113.  

((iiiiii))    BBrruuiitt  ddee  ggrreennaaiillllee  dduu  ccoouurraanntt  dd’’oobbssccuurriittéé  ((DDaarrkk  SShhoott  NNooiissee  

DDSSNN))..  

Le courant d’obscurité est également affecté d’un bruit de grenaille. Les 

recombinaisons d’électrons et de trous dans la zone de déplétion produisent un 

bruit de grenaille du courant d’obscurité, proportionnel à la racine carrée du 

nombre d’électrons générés dans l’obscurité par l’agitation thermique. 

((iivv))    BBrruuiitt  ddee  lleeccttuurree  ((RReeaaddoouutt  NNooiissee  RRNN))..  

C’est un bruit thermique provenant de la structure de l’amplificateur de 

sortie (MOS). Il est constant, indépendant du nombre de photons incidents et ne 

peut-être réduit que par un refroidissement de cette structure. Le signal d’obscurité 

est quasiment négligeable dès que l’on atteint une température de -40°C 114-116. 
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IIII  --  LLee  rriittuuxxiimmaabb  ::  uunn  aannttiiccoorrppss  aannttii--CCDD2200  ddaannss  lleess  llyymmpphhoo--

pprroolliifféérraattiioonnss  BB..  

AA  --  UUttiilliissaattiioonn  ddeess  aannttiiccoorrppss  mmoonnoocclloonnaauuxx  rreeccoommbbiinnaannttss  eenn  

ccaannccéérroollooggiiee  

La production d'anticorps monoclonaux in vitro a longtemps été rendue 

difficile en raison de la faible durée de vie des cellules sécrétrices d'anticorps, les 

plasmocytes. Les anticorps étaient alors obtenus in vivo en injectant chez l'animal 

un antigène donné et en recueillant les anticorps dans le sang. Cette méthode était 

très coûteuse, donnait des anticorps en faibles quantités et pollués par de 

nombreuses impuretés. Une avancée majeure a été faite à la fin des années 1970 

par César Milstein et Georges Köhler avec le développement de la technique des 

hybridomes. L'antigène est injecté chez l'animal, et des cellules de rate (splénocytes) 

sont prélevées au bout de quelques semaines. Parmi ces cellules se trouvent des 

plasmocytes sécrétant des anticorps dirigés spécifiquement contre l'antigène choisi. 

Les plasmocytes sont alors fusionnés in vitro avec des cellules myélomateuses ayant 

la propriété de se multiplier indéfiniment. Les cellules ainsi obtenues sont appelées 

hybridomes et, après sélection et multiplication, produisent des anticorps 

monoclonaux, très purs et en quantités importantes. Plus de 25 ans après leur 

découverte, les anticorps monoclonaux sont parmi les produits pharmaceutiques 

qui se développent le plus rapidement en cancérologie. Les immenses progrès 

réalisés en biotechnologie et en particulier avec les techniques de recombinaison 

génétique en sont les responsables. Il est maintenant possible d’obtenir des 

anticorps monoclonaux murins, chimériques, humanisés, primatisés, de plus en 

plus proches des anticorps monoclonaux humains ainsi que des anticorps 

entièrement humains par banques combinatoires à l’aide de la technique du phage 

display ou directement chez des souris transgéniques. Au moins 400 anticorps 
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monoclonaux sont en phase d’essai clinique déjà avancée, en cancérologie, pour la 

transplantation d’organes et pour les maladies auto-immunes ou infectieuses 117. 

Des progrès énormes ont été réalisés aussi bien dans la conception d’anticorps de 

plus en plus spécifiques d’un antigène donné, sous forme de fragments conjugués 

ou non avec des produits ou des composés radioactifs, que pour leur production à 

l’échelle industrielle dans différents systèmes d’expression (bactéries, levures, 

cellules de mammifères, plantes et animaux transgéniques). De nombreuses 

stratégies, visant à encore améliorer l’affinité et la stabilité de ces anticorps pour 

leur cible ainsi que le rendement de leur taux de production, devraient réduire leur 

prix de revient et en faire, dans un futur proche, des outils efficaces et utilisables à 

grande échelle pour traiter de nombreuses pathologies. 

BB  --  LLeess  ddiifffféérreenntteess  ggéénnéérraattiioonnss  dd’’aannttiiccoorrppss  

Ce véritable engouement pour les anticorps est dû pour beaucoup aux 

résultats thérapeutiques encourageants obtenus par l'injection d'anticorps 

recombinants en grande partie humanisés, tel que le rituximab, anti-CD20, dans 

les lymphomes B folliculaires et tel que l'herceptine, anti-ErbB2, dans les 

carcinomes du sein. Grâce à l'ingénierie génétique, il est possible de greffer les 

régions variables ou hypervariables des anticorps murins sur des molécules d'IgG 

humaines, ou même d'obtenir des anticorps entièrement humains, soit chez des 

souris transgéniques pour une grande partie du répertoire des IgG humaines, soit 

par sélection de domaines variables humains exprimés sur des phages 118 (Figure 

22). Le marquage des anticorps par des radio-isotopes a également joué un rôle 

important dans la démonstration de la spécificité de l'immunociblage tumoral et 

reste intéressant pour le diagnostic par immuno-scintigraphie ainsi que pour la 

radio-immunothérapie de certains cancers 119. Les premiers anticorps monoclonaux 

développés étaient entièrement murins. Cela limite leur utilisation pour  
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Figure 22 : Différentes génération d’anticorps apparues avec l’humanisation 
des molécules. 
 
Représentation des différentes générations d’anticorps. Les premiers anticorps 
monoclonaux développés étaient complètement murins, leur nom se termine par 
…(m)omab. Puis sont apparus les anticorps chimériques dont le suffixe est 
…ximab. L’humanisation des anticorps s’est poursuivie avec l’apparition des 
anticorps humanisés dont le suffixe est …zumab. Enfin les anticorps totalement 
humains ont été developpés, leur suffixe est … (m)umab. Avec l’humanisation des 
anticorps, leur immunogénicité a été fortement réduite et leur activité nettement 
augmentée. En effet du fait de la présence des structures humaines, les 
interactions avec les molécules et cellules du système immunitaire sont nettement 
améliorées (Figure personnelle inspirée de Cartron et al. 2002). 
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l'immunociblage chez l'homme. L'anticorps injecté peut entraîner une réponse 

immune du patient contre cette protéine étrangère. Cette réponse, limite le nombre 

d'injections que l'on peut réaliser chez un même patient et réduit par la même 

l’efficacité thérapeutique du traitement 120. La connaissance de la structure des 

anticorps et les techniques actuelles d'ingénierie des protéines ont permis de créer 

dans un premier temps des anticorps dits chimériques dans lesquels seuls les 

domaines variables sont murins  121. L’ensemble des domaines constants de ces 

anticorps est humain. Les anticorps chimériques comportent donc une partie de 

protéine murine (33 %) et ils conservent la même affinité pour l'antigène que 

l'anticorps murin parental. Ensuite sont apparus les anticorps humanisés pour 

lesquels on ne conserve que les régions de l'anticorps murin correspondant aux 

zones d'interaction avec l'antigène (CDR : Complementarity Determining Regions). 

Dans ce cas, la fraction de protéine murine est très réduite (10 %), dans la plupart 

des cas l'affinité de l'anticorps humanisé n'est pas aussi élevée que celle de 

l'anticorps murin parent  Ceci est dû à la contribution des zones de charpentes de 

l'anticorps. Ces zones n'interviennent pas directement dans l'interaction avec 

l'antigène, mais elles permettent le positionnement des zones hypervariables de 

manière optimale vis-à-vis de l'antigène 122 (Figure 22). Les anticorps monoclonaux 

(Acm) totalement humanisés sont, comme leur dénomination le suggère, 

complètement humains même si il est possible d’avoir des variations (< 25%) par 

rapport aux séquences humaines de référence. 

CC  --  AApppprroocchhee  tthhéérraappeeuuttiiqquuee  ddeess  ccaanncceerrss  ppaarr  iimmmmuunnootthhéérraappiiee  

11  --  UUttiilliissaattiioonn  dd’’aannttiiccoorrppss  nnuuss  ::  iimmmmuunnootthhéérraappiiee  ccllaassssiiqquuee  

La plupart des anticorps monoclonaux recombinants sur le marché, 

approuvés par les agences internationales, sont conçus sur le format des IgG1 

humaines et sont "nus" (naked antibodies), c’est-à-dire non couplés à un agent 
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anti-mitotique, à un radio-isotope ou à une toxine (Tableau 03). L’effet 

thérapeutique résulte donc des propriétés de l’anticorps lui-même, associant des 

fonctions liées à la reconnaissance de l’antigène et des fonctions liées à la portion 

Fc (Fragment cristallisable) de l’IgG1. Ce sont les premières qui dominent quand il 

s’agit de cibler des antigènes solubles, tandis que les deux types de fonctions 

interviennent le plus souvent lors du ciblage d’antigènes exprimés à la surface de 

cellules cancéreuses 123,124.  

Dans le domaine de la cancérologie, quelques exemples majeurs d’anticorps 

ont permis l’établissement de nombreux modèles moléculaires, cellulaires et 

animaux afin d’appréhender leurs mécanismes d’action, d’analyser leur efficacité ou 

encore de suivre leur distribution et leur pharmacocinétique. On peut citer un 

anticorps anti-CD20 pour le traitement de lymphomes B non hodgkiniens (LNH-B) : 

le rituximab (MabThera®), un anticorps anti-ErbB-2 indiqué dans le cancer du sein 

métastatique : le trastuzumab (Herceptin®) ou encore un anticorps anti CD52 

indiqué dans les leucémies lymphoïdes chroniques (LLC-CLL) : l’alemtuzumab 

(Campath®) (Tableau 03). 

22  --  UUttiilliissaattiioonn  dd’’aannttiiccoorrppss  ccoouuppllééss  àà  uunn  éélléémmeenntt  rraaddiiooaaccttiiff  oouu  àà  uunnee  

ttooxxiinnee  

L'hétérogénéité de l'expression de certains antigènes cibles ainsi que la 

difficulté de pénétration des anticorps au sein de foyers tumoraux de taille 

importante tend à limiter l’efficacité des anticorps nus. C’est pourquoi se sont 

développés des anticorps monoclonaux couplés à une toxine ou à un élément 

radioactif afin qu’ils soient plus efficaces. Bien qu’elle soit encore discutée, 

l’efficacité de la radio-immunothérapie a été démontrée dans certaines situations 

comme le cas de LNH, de bas grades et de grades intermédiaires, récidivants et 

résistants à la chimiothérapie 125,126. Dans cette situation favorable de tumeurs  
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Spécificité 
Nom initial de 

l’Acmr 
Nom 

commercial 
DCI 

Indications 
actuelles 

Anti-CD20 IDEC-C2B8 
R105 

MabThera® 
Rituxan® rituximab Lymphomes 

Anti-CD52 LDP-03 
Campath-1H MabCampath® alemtuzumab 

Leucémie 
lymphoïde 
chronique 

Anti-erbB2 Hu4D5 
R597 Herceptin® trastuzumab Cancer du sein 

Anti-erbB1 IMC-C225 Erbitux® cétuximab Cancers ORL 
et colorectaux 

Anti-erbB1 RhuMab-EGFr 
ABX-EGF Vectibix® panitumumab Cancer 

colorectal 

Anti-VEGF 
RhuMab-

VEGF/huA.4.6.1 
/R435 

Avastin® bévacizumab Cancer 
colorectal 

Anti-CD20 
couplé 
à l’131I 

131I-B1 Bexxar® tositumomab Lymphomes B 

Anti-CD20 
couplé 
à l’90Y 

Y2B8 Zevalin® ibritumomab 
tiuxétan Lymphomes B 

Anti-CD33 
couplé à la 

calichéamycine 

CMA676 
HP67.6 Mylotarg® gemtuzumab 

ozogamicin 

Leucémies 
aiguës myélo-

blastiques 

Anti-CD20 - HumaxCD20® ofatumomab Lymphomes B 

Anti-CTLA-4 MDX-010 - ipilimumab Mélanome 

Anti-CTLA-4 CP-675206 - ticlimumab = 
tremelimumab Mélanome 

Anti-EGF-R - TheraLoc® nimotuzumab Cancer du 
poumon 

 

 
 
Tableau 03 : Principaux anticorps monoclonaux thérapeutiques actuellement 
sur le marché dans des indications de cancérologie. 

 
Liste des anticorps approuvés par les agences de contrôle Américaine et 
Européenne actuellement utilisés en cancérologie. Pour chacun d’entre eux sont 
indiqués la cible antigénique contre laquelle ils ont été développés, le nom initial 
lors de leur production, le ou les noms commerciaux, leur dénomination commune 
internationale (DCI) ainsi que les indications thérapeutiques majeures actuelles 
bénéficiant d’une autorisation de mise sur le marché (AMM). Le panitumumab (anti 
EGF-R, cancer colorectal) à la dose de 20 mg/mL, l’ipilimumab (anti CTLA-4, 
mélanome) à la dose de 5mg/mL, le ticilimumab (anti CTLA-4, mélanome) à la dose 
de 5 mg/mL et le nimotuzumab (anti EGF-R, cancer du poumon) à la dose de 5 
mg/mL n’ont pas encore reçu d’AMM mais bénéficient d’une ATU (autorisation 
temporaire d’utilisation) obtenue au cours de l’année 2007. De très nombreux 
autres anticorps monoclonaux à visée thérapeutique en cancérologie sont en cours 
de développement (Travail bibliographique personnel). 
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radiosensibles, la radio-immunothérapie permet d'améliorer les résultats 

thérapeutiques obtenus avec les anticorps anti-CD20 nus dans les LNH-B (Tableau 

03) 127. Des résultats encourageants ont été également obtenus dans le traitement 

de plusieurs formes de leucémies, en particulier les leucémies myéloïdes, où la 

radio-immunothérapie, fondée sur l'utilisation d’anticorps marqués à l'iode 131, a 

été associée à une chimiothérapie et/ou une irradiation corporelle totale dans le 

cadre d'un traitement combiné intensif préparatoire à une greffe de mœlle 128. La 

radio-immunothérapie est également évaluée en clinique dans le traitement des 

tumeurs solides 128-131.  

Si les radio-isotopes émetteurs bêta utilisés actuellement en radio-

immunothérapie sont bien adaptés à des tumeurs de quelques millimètres de 

diamètre, cela n'est plus le cas pour les nodules tumoraux constitués de quelques 

cellules seulement. En effet, le rayonnement des particules de type bêta a un 

parcours limité, il est de l'ordre du millimètre pour l'iode 131 (moyenne énergie) et 

du centimètre pour l'yttrium 90 (forte énergie). Avec ce type de rayonnement et pour 

une cible tumorale de 1 mm de diamètre, fixant de façon homogène le radio-

immunoconjugué, on a démontré que 20 % seulement de l'énergie émise sont 

répartis à l'intérieur de la cible et que 70 % sont disséminés à l'extérieur 132,133. Les 

particules alpha ont la caractéristique d'avoir un TEL (transfert linéique d'énergie) 

100 fois plus élevé que celui des rayonnements particulaires bêta. Elles ont, en 

conséquence, une cytotoxicité beaucoup plus élevée que celle des particules bêta. 

Cependant, en pratique, les applications médicales sont limitées par les 

caractéristiques radiophysiques des radionucléides émetteurs alpha disponibles qui 

possèdent une faible durée de demie vie.  

Selon le même principe, l'autre approche consiste à coupler à l'anticorps une 

toxine (diphtérique, ricine, pseudomonas, etc.) ou un agent de chimiothérapie, 

provoquant la mort de la cellule après internalisation de la toxine. Le couplage au 
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gemtuzumab (anti-CD33) de l'ozogamicin est un conjugué (Mylotarg®) utilisé 

actuellement pour le traitement des leucémies myéloïdes aiguës exprimant le CD33.  

Ces traitements d'immunoradiothérapie ou d'immunochimiothérapie, dits 

«ciblés» ne sont cependant pas dépourvus de toxicité systémique. Soit, par exemple, 

l'irradiation des cellules souches hématopoïétiques saines, si la moelle osseuse est 

fortement infiltrée par les cellules tumorales (ceci est d'ailleurs une contre-

indication), soit l'expression de la cible sur d'autres tissus que les tissus malades 

ou encore une captation inadéquate, non spécifique, dans le système réticulo-

endothélial.  

DD  --  LLee  CCDD2200  ::  uunnee  cciibbllee  aannttiiggéénniiqquuee  ddee  cchhooiixx  ddaannss  lleess  

llyymmpphhoommeess  nnoonn  hhooddggkkiinniieennss    

Les caractéristiques antigéniques sont des critères incontournables en 

immunothérapie passive car, pour être efficaces, les anticorps monoclonaux 

recombinants (Acm-r) doivent reconnaître une cible antigénique présentant des 

propriétés particulières (Figure 23). 

11  --  QQuuaalliittééss  dd’’uunnee  bboonnnnee  cciibbllee  aannttiiggéénniiqquuee  eenn  iimmmmuunnootthhéérraappiiee  

ppaassssiivvee  

Les critères les mieux exploités dans le choix d’un antigène cible sont la 

physiologie et la fonctionnalité 134. A titre d’exemple, la conception et le 

développement d’Acm-r agonistes ou antagonistes s’inspirent des propriétés 

connues de certains récepteurs et d’antigènes solubles, dans le but de neutraliser 

ou de favoriser leurs effets. Cependant, il est aussi possible qu’un anticorps prenne 

pour cible un antigène dépourvu de fonction connue, et se révèle efficace par 

l’induction de mécanismes pro-apoptotiques dépendants de son fragment Fab 

(Fragment antigen binding), ou par le recrutement d’effecteurs cellulaires  
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Figure 23 : Structure tridimensionnelle des anticorps monoclonaux de type 
IgG1. 
 
A : Représentation des différentes chaînes d’une molécule IgG1. Les chaînes légères 
sont bleue et verte tandis que les chaînes lourdes sont jaune et violettes (Image 
personnelle, établie sous PyMol, séquence PDB : 1IGY). 
B : Autre représentation tridimensionnelle d’une molécule d’IgG1. On peut noter les 
deux fragments de l’anticorps : Fab et Fc. La région charnière extrêmement flexible 
confère de nombreuses propriétés à la molécule. On peut aussi noter le site de 
liaison de l’anticorps à sa cible antigénique mais aussi le site de fixation des 
molécules du complément ou des récepteurs FcγR. Enfin une dernière région 
permet la liaison de l’anticorps à une molécule de FcRn permettant ainsi son 
recyclage. 



Revue de la littérature 

 - 96 - 

dépendants de sa région Fc comme la voie CDC (Complement Dependent 

Cytotoxicity) ou l’ADCC (Antibody Dependent Cell Cytotoxicity) 135 (Figure 23). C’est 

notamment le cas du rituximab ou de l’alemtuzumab 134,136,137. Il est  par ailleurs 

intéressant de noter que c’est essentiellement le succès clinique du rituximab qui a 

conduit à s’intéresser à la fonction du CD20. Récemment son rôle de canal calcique 

a été démontré permettant d’expliquer l’apoptose induite après fixation du 

rituximab 138,139.  D’autres facteurs sont à prendre en considération, comme le 

niveau et le siège d’expression cellulaire de l’antigène ainsi que son degré de 

spécificité pour les cellules tumorales. L’expression massive d’un antigène et bien 

souvent sa concentration dans des structures membranaires telles que les radeaux 

lipidiques, augmente ses probabilités d’interaction avec l’Ac et potentialise ses effets 

neutralisants ou cytolytiques 134. Lorsque l’antigène possède une structure ou un 

ancrage membranaire empêchant sa sécrétion et/ou son internalisation, les effets 

de l’Ac peuvent être persistants dans le temps tout en évitant une interférence 

pharmacocinétique provoquée par les formes solubles du récepteur. Enfin, la 

fréquence de l’expression d’un marqueur sur les tumeurs est une variable à prendre 

en compte lors du développement d’un Acm-r. Cependant, la forte expression d’un 

antigène est rarement associée à une spécificité d’expression tumorale élevée, mais 

un manque de spécificité peut être mis à profit pour destiner certains Acm-r à un 

plus grand panel de cellules tumorales 134,140,141 (Figure 23). 

22  --  SSttrruuccttuurree,,  ffoonnccttiioonn  eett  ssiiggnnaalliissaattiioonn  dduu  CCDD2200  

Le CD20 humain est une phosphoprotéine non glycosylée de 33-35 kDa, 

constituée de quatre domaines transmembranaires et deux extrémités domaines N- 

et C- terminales intracytoplasmiques. Une deuxième boucle d’environ 43 acides 

aminés détermine le seul réel domaine extracellulaire 142 qui concentre les épitopes 

reconnus par les Ac anti-CD20 143 (Figure 24). Son gène (MS4A1) est situé sur le  
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Figure 24 : Schéma de la structure du CD20. 
 
Le CD20 est schématisé avec ses domaines amino et carboxy terminaux 
cytoplasmiques, ses quatres dommaines transmembranaires ainsi que son domaine 
extracellulaire (résidus 142 - 184). La séquence de ce dernier domaine est indiquée 
et regroupe la plupart des épitopes reconnus par un panel d’anti-CD20. Les résidus 
A170 et P172 (*) sont d’ailleurs essentiels à cette reconnaissance. Le domaine 
cytoplasmique critique à la redistribution du CD20 dans les radeaux lipidiques est 
indiqué par une accolade (résidus 219 - 225). Au sein de la membrane plasmique, le 
CD20 est exprimé sous la forme de complexes multimériques et plusieurs molécules 
CD20 sont associées avec d’autres molécules comme le CD40, les molécules du type 
SRC-BP (binding protein), les protéines du complexe majeur d’histocompatibilité de 
classe II. Cette structure oligomérique joue aussi un rôle déterminant dans la 
définition épitopique (Figure inspirée d’après Cartron et al., 2004). 
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chromosome 11 142,144, et fait partie d’un groupe de gènes "MS4A" (Membrane 

Spanning 4A) codant des protéines à quatre domaines transmembranaires 145.  

Le CD20 est un marqueur retrouvé spécifiquement à la surface des 

lymphocytes B normaux et néoplasiques, depuis leur stade "pré-B" jusqu’au stade 

précédant leur différenciation en plasmocytes sécréteurs d’anticorps 146. De plus, ce 

marqueur est exprimé sur les cellules tumorales B 147,148. Après la fixation d’un Ac, 

le CD20 ne peut être internalisé que temporairement et dans certaines conditions 

149. En outre, les formes solubles de CD20 trouvées dans le sang périphérique 

résultent de la libération de microvésicules membranaires et non d’un décapage de 

l’antigène par des protéases ou de la synthèse d’une forme soluble 150. Un gène 

orthologue du CD20 a été retrouvé chez la souris 151. Au niveau du domaine 

extracellulaire il y a une divergence de 16 des 43 acides aminés (Figure 24), il 

semble aussi exister des différences conformationnelles significatives et majeures. 

Ces dernières sont responsables de l’absence de réactivité croisée entre des 

anticorps anti-CD20 (humain ou murin) pour le CD20 orthologue 143. A ce jour, la 

fonction physiologique précise du CD20 n’a pu être déterminée, et les souris 

déficientes en CD20 ne présentent pas d’anomalies immunologiques particulières 

134,152. En absence de ligand naturel connu, la stimulation du CD20 s’obtient 

artificiellement par des Ac, reconnaissant spécifiquement son domaine 

extracellulaire. La technique de référence de mise en évidence de l’activation du 

CD20 est basée sur l'utilisation d’Acm-r agonistes anti-CD20. Ces études, ont 

permis de montrer que les Acm-r anti-CD20 régulent le cycle cellulaire et induisent 

également une grande variété de réponses biologiques. Les phénomènes biologiques 

induits in vitro par les Ac anti-CD20 sont nombreux et regroupent la diminution 

d’expression du BCR (B-cell receptor) 153, le décapage du CD23 (désigné aussi sous 

le nom de FcεRII) 154,155, l’augmentation de l’expression de molécules du CMH-II 

(Complexe majeur d’histocompatibilité de classe II) 156, ainsi que l’absence totale ou, 
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a contrario, l’induction plus ou moins importante de l’apoptose 157,158. De plus, cette 

molécule participerait à la régulation des flux calciques 159. Un rôle dans 

l’activation, la prolifération et la différenciation des cellules B est ainsi attribué à la 

molécule CD20, sans que l’on puisse en évaluer réellement la pertinence biologique 

et scientifique 134 (Figure 24).  

33  --  MMoodduullaattiioonn  dd’’eexxpprreessssiioonn  dduu  CCDD2200  ::  eennjjeeuuxx  eett  ccoonnssééqquueenncceess  

aa  --    DDeennssiittéé  aannttiiggéénniiqquuee  nnaattuurreellllee  eett  ccyyttoottooxxiicciittéé  ddeess  aannttiiccoorrppss  

L’expression antigénique est un facteur bien connu, influençant l’activité 

cytolytique des anticorps en présence de complément. En comparant la sensibilité à 

la lyse par le complément de cellules provenant de lymphomes du manteau (MCL, 

mantle cell lymphoma), de leucémie lymphoïde chronique (CLL, chronic lymphoïd 

leukemia), et de leucémie plasmocytaire (PCL, plasma cell leukemia), une relation a 

été montrée entre cette sensibilité et le niveau d’expression du CD20 160. En 

revanche, au sein des échantillons de CLL, aucun lien n’a pu être établie entre 

l’expression du CD20 et l’intensité de la lyse par le complément 161. L’expression du 

CD20 est moins importante sur des cellules de CLL que sur des cellules de 

lymphomes non hodgkiniens 148.  D’autres travaux ont par contre montré un lien 

important entre le niveau d’expression en CD20 et l’activité CDC au sein de 

lymphomes folliculaires 162. Ainsi l’influence du niveau d’expression en CD20 peut 

être différente en fonction du mécanisme d’action considéré, et reste un aspect 

discuté 147.  

L’impact de l’expression antigénique dans l’efficacité des anticorps est en 

réalité très peu documenté. Actuellement, le fait qu’une densité élevée en antigène 

erbB2 soit un facteur essentiel dans la réponse clinique au trastuzumab 

(Herceptin®) demeure le seul réel argument clinique, de telles données n’existent 

pas pour le rituximab. Sur le plan expérimental, les données sont rares et 
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récemment deux études ont montré une absence de relation entre la sensibilité de 

cibles à l’ADCC provoquée par le rituximab et le degré d’expression en antigène 

cible 134,162,163. La corrélation linéaire entre l’expression d’un marqueur du myélome 

multiple, HM1.24, avec la cytotoxicité d’un Acm-r humanisé en présence de PBMCs 

(Peripheral Blood Mononuclear Cells) demeure actuellement le seul cas concret de 

l’impact de l’expression antigénique sur l’ADCC 164.  

bb  --    MMoodduullaattiioonn  ddee  ll’’eexxpprreessssiioonn  ppaarr  lleess  ccyyttookkiinneess  

De nombreuses études se sont focalisées sur la modulation d’expression du 

CD20 par les cytokines, en particulier à la surface de cellules tumorales où 

l’expression antigénique peut être amoindrie, dans le but d’améliorer ou de 

restaurer l’activité cytolytique des Acm-r anti-CD20 165. Par exemple, l’interleukine-

4 recombinante (rIL-4) entraîne une diminution de l’expression membranaire du 

CD20 à la surface de lymphocytes B normaux ou leucémiques, tandis que l’IL-1, IL-

2, IL-3, IL-6, l’IFN-α (Interféron), l’IFN-γ, le GM-CSF (facteur stimulant les colonies 

de granulocytes et de macrophages), le TGF-α (transforming growth factor) et le 

TNF-β n’ont pas d’effet. L’IL-4 n’agit pas sur la quantité de messagers du CD20 

mais modifierait probablement la conformation de la protéine 166. Ces résultats sont 

en contradiction avec les travaux de plusieurs équipes, démontrant d’une part que 

l’IL-4 mais aussi le TNF-α et le GM-CSF 167, et d’autre part que l’IFN-α 168 

augmentent l’expression du CD20 à la surface de cellules de LLC. Enfin, l’IFN-γ 

entraînerait vraisemblablement une augmentation du CD20 sur des cellules 

myélomateuses humaines 169. De tels résultats encouragent l’utilisation combinée 

de cytokines et de l’immunothérapie conventionnelle, cette approche ayant par 

ailleurs fait ses preuves dans la potentialisation d’effecteurs cytotoxiques 170.  
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44  --  LLee  rriittuuxxiimmaabb  ::  aannttiiccoorrppss  mmoonnoocclloonnaall  aannttii--CCDD2200  

Depuis l’obtention de son AMM (autorisation de mise sur le marché) en juin 

1998, le rituximab est le premier anticorps monoclonal à visée thérapeutique utilisé 

en hématologie. Il s’agit un anticorps monoclonal chimérique obtenu par génie 

génétique ; c’est une immunoglobuline glycosylée associant d'une part les régions 

constantes d'une IgG1 humaine et d'autre part les régions variables des chaînes 

légères et lourdes d'origine murine. Cet anticorps est produit par des cellules de 

mammifères (ovaires de hamster chinois) et est purifié par chromatographie 

d'affinité et échange d'ions, comportant des procédés d'inactivation et d'élimination 

virales spécifiques 171,172 (Figure 23).  

Le rituximab est indiqué pour le traitement de patients atteints de 

lymphomes folliculaires (LF) seul ou en association avec une chimiothérapie 173,174. 

Il est indiqué en association avec une chimiothérapie CHOP (Cytoxan, 

Hydroxyrubicin (Adriamycin), Oncovin (Vincristine), Prednisone) 172,175,176 pour le 

traitement de patients présentant un lymphome non hodgkinien agressif diffus à 

grandes cellules B, CD20 positif 177,178. La solution de rituximab est administrée en 

perfusion intraveineuse par une voie spécifique. 

aa  --    LLyymmpphhoommee  ffoolllliiccuullaaiirree  nnoonn  hhooddggkkiinniieenn  

En monothérapie chez l'adulte, la posologie recommandée du rituximab est 

de 375 mg/m2 de surface corporelle, administrée en perfusion intraveineuse une 

fois par semaine pendant quatre semaines. En association avec une chimiothérapie, 

la posologie recommandée est de 375 mg/m2 de surface corporelle, 1 cure tous les 

21 jours, administrée le premier jour de chaque cure de chimiothérapie et ceci 

après administration de corticoïdes du protocole (Tableau 04). 
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Tableau 04 : Activité anti tumorale du rituximab en monothérapie dans des 
cas de lymphome non hodgkinien. 
 
Tableau bilan des principaux essais que l’on trouve dans la littérature.  Pour tous 
les essais le rituximab a été injecté en monothérapie. Le rituximab constitue l’une 
des premières thérapeutiques ciblées utilisées en pratique clinique. Néanmoins, 
lorsque l’on regarde l’activité thérapeutique du rituximab en monothérapie, celui-ci 
permet d’obtenir des taux de réponse complète de l’ordre de 10% en situation de 
rechute et de l’ordre de 20% en première ligne. 
LNH : Lymphome Non Hodgkinien 
F : Lymphome Folliculaire    TRG: Taux de Réponse Globale 
I : Lymphome Indolent    TRC: Taux de Réponse complète 
LG: Lymphome de bas grade   TRP: Taux de Réponse Partielle 
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bb  --    LLyymmpphhoommee  nnoonn  hhooddggkkiinniieenn  aaggrreessssiiff  ddiiffffuuss  àà  ggrraannddeess  cceelllluulleess  BB  

Le rituximab est utilisé en association avec une chimiothérapie, le plus 

souvent de type CHOP 172. La posologie recommandée est de 375 mg/m2 de surface 

corporelle, administré le premier jour de chaque cure de chimiothérapie, après 

administration intraveineuse des corticoïdes 179.  

EE  --  MMooddee  dd’’aaccttiioonn  dduu  rriittuuxxiimmaabb  ssuurr  lleess  cceelllluulleess  ccaannccéérreeuusseess  

11  --  EEffffeettss  bbiioollooggiiqquueess  aapprrèèss  llaa  lliiaaiissoonn  àà  ll’’aannttiiggèènnee  

aa  --    TTrraannssllooccaattiioonn  dduu  CCDD2200  ddaannss  lleess  rraaddeeaauuxx  lliippiiddiiqquueess  

Au sein de la membrane plasmique existent des structures membranaires 

"flottantes", appelées radeaux lipidiques, capables de confluer les unes vers les 

autres afin de permettre l’agrégation de molécules impliquées dans la signalisation 

cellulaire. La présence de molécules régulatrices du complément dans ces 

structures leur confère une résistance à l’action du complément par rapport au 

reste de la membrane plasmique. Cependant, la concentration des molécules 

antigéniques dans les radeaux, médiée par l’anticorps, augmente la densité en IgG 

et facilite ainsi la liaison du C1q (molécule de la cascade du complément).  

En effet, le C1q est connu pour se fixer à une molécule d’IgM (pentamérique) 

ou à deux IgG monomériques proches. Le rituximab induit une translocation de 

l’antigène CD20 dans les radeaux lipidiques et y active ainsi le complément (CDC) 

de façon plus efficace 134,180. La capacité d’un anticorps à induire une CDC dépend 

donc de la capacité d’un anticorps anti CD20 à transloquer sa cible au sein des 

radeaux lipidiques. Le cluster CD20 regroupe un panel d’anticorps monoclonaux 

(anti-CD20) qui diffèrent essentiellement par leur épitope. La plupart des anticorps 

anti CD20, à l’exception du clone B1, sont capables de redistribuer l’antigène dans 

les radeaux lipidiques 143. Ils sont dit de type I comme le rituximab et le HuMax-



Revue de la littérature 

 - 104 - 

CD20 (ofatumumab, GenMAb, en cours de développement). D’autres anticorps 

comme le tositumomab (Bexxar®, IgG2 murine porteur d’iode 131) et le GA101 

(GlycArt-Roche, IgG1 humanisée dont la glycosylation a été optimisée) ne sont pas 

capables de redistribuer le CD20 dans les radeaux lipidiques, et n’exercent pas ou 

peu d’activation du complément, ils sont dit de type II.  

bb  --    ««  SShhaavviinngg  »»  dduu  CCDD2200  ppaarr  lleess  eeffffeecctteeuurrss  FFccγγRRII++  

Quelques minutes après l’injection de rituximab, un phénomène de perte 

d’expression du CD20 a récemment été mis en évidence, sur des cellules de LLC 181, 

alors qu’un nombre croissant d’études suggère que le complexe rituximab-CD20 ne 

peut être ni internalisé par les cellules cibles, ni décapé de la surface cellulaire. En 

utilisant des monocytes différenciés in vitro en macrophages, les mêmes auteurs ont 

mis en évidence le rasage ou « shaving » du CD20 149, un phénomène 

unidirectionnel où les macrophages capturent activement des fragments de 

membrane de la cellule cible, à la surface desquels se trouvent les complexes CD20-

rituximab, avant de les internaliser. La rapidité de cette capture ainsi que l’absence 

d’effet d’inhibiteurs des voies de signalisation de la phagocytose 149 suggèrent que 

cet événement s’apparente à une trogocytose (du grec trogos : manger, ronger). En 

effet, la trogocytose est un phénomène habituellement réalisé par les lymphocytes 

T, et par lequel des fragments cellulaires sont transmis, via une synapse 

immunologique, depuis la cellule présentatrice d’antigène jusqu’au lymphocyte T. 

De plus, ce phénomène n’affecte pas la viabilité cellulaire et semble d’autant plus 

important que le rapport effecteur/cible est élevé. Par ailleurs, l’implication du 

FcγRI est fortement suspectée dans ce mécanisme, malgré la présence d’IgG 

endogènes qui saturent ce récepteur et que les complexes immuns ne sont pas 

capables de déplacer. Ceci pourrait malgré tout intervenir à de très fortes 

concentrations d’anticorps ; le rituximab, représentant alors une fraction non 
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négligeable des IgG circulantes, serait capable d’armer suffisamment les 

macrophages spléniques, par liaison au FcγRI. A l’issue d’un protocole sur des 

patients atteints de LLC où la dose standard de rituximab de 375 mg/m² était 

substituée par une dose plus faible et itérative, cette possible saturation du système 

phagocytaire semble évitée, préservant le CD20 membranaire et permettant ainsi 

une meilleure clairance des cibles 182. Ce rasage du CD20 pourrait rendre les 

cellules tumorales résistantes aux injections ultérieures de rituximab par suite de 

la perte d’expression de son antigène cible. Il est encore trop tôt pour savoir si le 

phénomène de "shaving" peut être étendu à d’autres Acm-r que le rituximab et à 

d’autres modèles de pathologies B (lymphomes). Néanmoins, ces travaux 

apparaissent tout à fait pertinents dans l’étude de la relation concentration – effet 

du rituximab dans les différentes pathologies lymphoïdes B, et soulèvent ainsi la 

nécessité d’adapter réellement les schémas d’administration des Acm-r, ce qui 

risque d’être d’autant plus nécessaire qu’apparaissent de nouvelles molécules aux 

effets cytolytiques accrus, certaines étant administrées à de très fortes 

concentrations.  

22  --  LLaa  lliiaaiissoonn  dduu  rriittuuxxiimmaabb  ssuurr  llee  CCDD2200  iinndduuiitt  llaa  vvooiiee  ddee  ll’’aappooppttoossee  

Des essais in vitro semblent suggérer que le rituximab induit une apoptose 

après fixation au CD20 183. Ces phénomènes ont principalement été observés in 

vitro, et sont extrêmement dépendants des conditions expérimentales : 

concentration de l’Ac, degré de pontage antigénique (Ac seul, ou Ac secondairement 

reconnu par un autre anticorps anti-Fc de l’IgG), lignée cellulaire considérée 

172,184,185. Plusieurs voies de signalisation induites par la liaison du rituximab au 

CD20 sont capables de provoquer l’apoptose des cibles (Figure 25) alors même que 

les fonctions biologiques du CD20 restent très mal connues. L’implication in vivo 

des mécanismes apoptotiques après induction par le rituximab restent très peu  
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Figure 25 : Mécanismes pro-apoptotiques déclenchés par la liaison du 
rituximab à sa cible.  
 
Suite à une sensibilisation de cellules cibles par le rituximab, l’antigène CD20 est 
redistribué dans les radeaux lipidiques où l’inhibition des Src kinases entraîne 
l’inhibition de la voie de signalisation passant par la p38 MAPK et l’activité du NF-
kB. Le répresseur transcriptionnel YY1 n’empêche plus l’expression du récepteur 
Fas, participant ainsi à la sensibilité de la cellule cible à l’apoptose dépendante de 
Fas. Le rituximab entraîne également la translocation de la sphingomyélinase acide 
(A-SMase) vers le feuillet externe de la membrane où elle hydrolyse les 
sphingolipides membranaires en phosphocholine et céramides. Les céramides sont 
capables de signaux apoptotiques ou inhibiteurs sur le cycle cellulaire via p27. 
Parallèlement, la présence de la protéine Cbp au voisinage du CD20 permet une 
concentration des kinases Lyn, Fyn et Lck. Ces dernières assurent l’augmentation 
de la concentration d’ions calcium cytoplasmiques via la phosphorylation de la 
phospholipase C (PLCγ2). Le rituximab peut notamment inactiver une boucle 
autocrine d’inhibition de l’apoptose médiée par l’IL-10 qui régule positivement la 
synthèse de Bcl-2 ; voire même entraîner directement une diminution de 
l’expression de protéines anti-apoptotiques XIAP, Mcl-1 et Bcl-2. (Figure inspirée 
d’après Cartron et al., 2004). 
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connus 172 et peu d’arguments sont actuellement apportés en faveur de l’importance 

de ce mécanisme de destruction des cellules tumorales chez les patients. (Figure 

25).  

33  --  FFoonnccttiioonnss  eeffffeeccttrriicceess  lliiééeess  àà  llaa  ppoorrttiioonn  FFcc  dduu  rriittuuxxiimmaabb  

 Pour augmenter les potentialités cytolytiques des Ac qu’elles développent, les 

firmes pharmaceutiques choisissent le plus souvent des IgG1 (chaîne lourde γ1). Il 

s’agit de la sous-classe d’IgG combinant à la fois la meilleure demi-vie et les 

meilleures activités cytolytiques. C’est en effet la portion Fc, différente d’un isotype 

de chaîne lourde à l’autre, qui permet à l’Ac d’interagir avec les récepteurs FcγR 

exprimés à la surface des effecteurs cellulaires de l’immunité (Tableau 05), mais 

aussi d’activer la voie classique du complément. Il en résulte respectivement les 

voies d’ADCC et de CDC. Lors du développement du rituximab, une version IgG4 de 

l’Ac a été produite et testée chez le macaque 186. Seule la version IgG1 a été capable 

d’induire une lymphopénie B, ce résultat souligne la nécessité de recruter les 

effecteurs de l’immunité pour obtenir un effet cytolytique in vivo et constitue un 

argument pour minorer le rôle de l’apoptose in vivo.  

aa  --    CCDDCC  ::  llaa  vvooiiee  dd’’aaccttiivvaattiioonn  dduu  CCoommpplléémmeenntt  

Parmi les trois voies permettant l’activation du système du complément et 

aboutissant à la formation d’un complexe d’attaque membranaire (MAC, membrane 

attack complex) responsable de la CDC, seule la voie classique peut être initiée par 

les IgG en général, et les IgG1 en particulier (Figure 26). Par ailleurs, le recrutement 

du complément (Ct) a été démontré in vitro pour le rituximab 186. La capacité des 

anticorps IgG1 à se lier au C1q et à activer la voie classique du Ct est également liée 

à la nature de l’antigène cible et à la cible elle-même. L’antigène CD20 possède 

quatre domaines trans-membranaires. L’épitope reconnu par le rituximab, situé sur 

la boucle extracellulaire, n’est que très peu éloigné de la membrane plasmique  
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Sous-classe d’IgG 

Récepteur Expression cellulaire 

 

IgG1 

 

IgG2 

 

IgG3 

 

IgG4 

FcγRI Monocytes, macrophages +++ - ++++ ++ 

FcγRIIa Monocytes, macrophages, 
neutrophiles, 

cellules dendritiques, 
mastocytes, plaquettes 

+ +* ++ - 

FcγRIIb Lymphocytes B, monocytes, 
macrophages, 

cellules dendritiques, 
mastocytes 

++ - ++ + 

FcγRIIc** Lymphocytes NK ++ - ++ + 

FcγRIIIa Lymphocytes NK, monocytes, 
macrophages, cellules 
dendritiques 

++/+++*  - ++/+++*  +* 

FcγRIIIb Polynucléaires neutrophiles ++ - ++ - 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tableau 05 : Intéractions entre les différentes sous classes d’IgG humaines et 
les récepteurs FcγR des cellules immunitaires. 
 
* variable selon les individus 
** n’est exprimé que chez certains individus 
(Travail bibliographique personne) 
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Figure 26 : La voie classique et la voie alterne d’activation du complément ; le 
mode d’action de ces différentes protéines régulatrices.  
 
La voie classique est initiée par la liaison du C1q au complexe antigène - anticorps, 
tandis que la voie alterne est initiée par la liaison du C3b aux surfaces activatrices. 
Ces voies génèrent des C3 convertases, et des C5 convertases responsables de la 
formation de C3b et C5b, respectivement. Par sa propriété à engendrer une C3 
convertase, le C3b alimente une étape amplificatrice du C3. Le C5b lié à la cible est 
converti en un complexe d’attaque membranaire (MAC) par une séquence de 
réactions terminales. L’activation du complément est régulée à deux niveaux par 
des protéines régulatrices. L’activation du C3 est contrôlée par le CD55, lequel 
accélère la dissociation des C3 et C5 convertases, tandis que le CD46 participe en 
tant que cofacteur à la dégradation des C3b et C4b par le facteur I. La régulation se 
joue également au niveau de l’assemblage du MAC par le CD59 qui inhibe la 
polymérisation de molécules C9 catalysée par le complexe C5b-8. Toutes ces étapes 
concourent au chimiotactisme et à l’activation des cellules immunitaires. (Figure 
reproduite d’après les travaux de Cartron. et al, 2004) 
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(Figure 26). Ces observations semblent confirmer l’hypothèse que l’activité de CDC 

est inversement proportionnelle à la distance qui sépare l’épitope de la membrane 

plasmique. De même, le niveau d’expression antigénique est un facteur connu pour 

influencer la CDC car la fixation du C1q requiert deux molécules d’IgG1 

suffisamment proches (distance maximale de 40nm). En réalité, si l’on compare 

différents types de tumeurs, il est assez difficile de trouver une relation directe entre 

sensibilité à la CDC et niveau d’expression du CD20. En revanche, la fixation du 

rituximab sur le CD20 induit une redistribution du CD20 dans les radeaux 

lipidiques, ce qui a pour effet de concentrer localement les molécules d’IgG1 et de 

favoriser la fixation du C1q 172. Plusieurs études menées sur des patients traités par 

rituximab ont montré une augmentation des concentrations sériques des produits 

d’activation C3a, C3b/c et C4b/c ainsi qu’une diminution du CH50 dans les 

premières heures suivant l’injection. L’importance de ces phénomènes est liée au 

nombre de lymphocytes B circulants et est corrélée à la gravité des effets 

indésirables 187. On sait aussi que le C3bi est détecté sur les lymphocytes B 

circulants quelques minutes après l’injection de rituximab chez le singe 181. 

L’ensemble de ces éléments sont en faveur de l’activation du complément  par le 

rituximab in vivo, cependant, le fait que des souris déficientes en C1q ne soient plus 

capables de détruire une tumeur syngénique exprimant le CD20 humain après une 

administration de rituximab 188 reste actuellement le seul argument en faveur d’une 

association entre l’activation du Ct et l’effet thérapeutique. Par ailleurs, l’efficacité 

des Acm-r dirigés contre les antigènes membranaires a été démontrée in vitro sur 

des cellules cibles en suspension, ce qui ne peut présager de la réelle implication du 

Ct dans la lyse des masses tumorales. Peu d’études ont encore abordé ce point. La 

seule étude actuellement publiée semble d’ailleurs contredire le fait que les 

mécanismes dépendants du Ct soient moins efficaces dans les tissus. En effet, chez 

la souris, la déplétion par le rituximab de cellules tumorales séquestrées dans les 
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organes lymphoïdes secondaires est conditionnée par l’activation du Ct, tandis que 

les cellules B tissulaires qui regagnent les territoires vasculaires sont 

préférentiellement lysées par des mécanismes dépendants des FcγR 189 (Figure 26). 

bb  --    RReeccrruutteemmeenntt  dd’’eeffffeecctteeuurrss  cceelllluullaaiirreess    

L’incapacité des souris, déficientes pour la chaîne gamma associée aux FcγR 

activateurs, à répondre au rituximab 190 suggère l’implication de cellules effectrices 

exprimant ces FcγR activateurs dans la réponse au traitement. A contrario, les 

souris déficientes pour le FcγRIIb (récepteur inhibiteur) présentent une meilleure 

réponse thérapeutique après administration de rituximab 190. Bien que ces données 

illustrent parfaitement le rôle complexe des FcγR, le nombre de ces derniers, leur 

expression cellulaire et leurs fonctions diffèrent énormément entre l’homme et la 

souris, rendant ces résultats difficilement transposables en clinique 191. Néanmoins, 

de nombreuses données in vitro suggèrent que les FcγR jouent, chez l’homme, en 

présence d’anticorps, un rôle central dans la lyse de cibles cellulaires par les 

lymphocytes NK, les monocytes voire même les polynucléaires neutrophiles. Le 

rituximab 192 est l’anticorps pour lequel les mécanismes d’ADCC ont été les mieux 

décrits. La plupart de ces expériences mettent en lumière le rôle des lymphocytes 

NK et de l’en des FcγRs qu’ils expriment : le FcγRIIIa. Par une approche de 

pharmacogénétique, l’équipe IPGA EA 3853 a été la première à montrer que le 

polymorphisme du gène FCGR3A (codant le récepteur FcγRIIIa), entraînant le 

remplacement d’une Phénylalanine (F) en Valine (V) en position 158 de la protéine 

mature, était associé à la réponse au rituximab dans les lymphomes malins non 

hodgkiniens de type folliculaire 137. Il a été montré que l’acide aminé en position 158 

du récepteur se situe dans la zone d’interaction avec le fragment Fc de l’anticorps.  

De plus le fragment Fc possède une meilleure affinité pour l’allotype V étant à 

l’origine d’une variabilité dans la réponse au traitement 192. Ces données ont depuis 
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été confirmées par d’autres équipes, y compris dans d’autres pathologies, mais 

aussi pour d’autres anticorps 193. Toutes les études s’accordent pour associer 

l’allotype V du FcγRIIIa qui a la meilleure affinité pour les IgG1 humaines 192 avec la 

meilleure réponse thérapeutique 193. De plus, cette relation génotype/phénotype, 

observée in vivo, a pu être retrouvée in vitro 192 suggérant fortement l’implication de 

cellules exprimant le FcγRIIIa dans l’effet thérapeutique du rituximab. L’ensemble 

de ces travaux d’affinité sont le support scientifique au développement de nouveaux 

Acm-r possédant une affinité accrue pour FcγRIII soit par mutagénèse dirigée du 

fragment Fc soit par modification de l’oligosaccharide situé sur l’acide aminé en 

position 297 (afucosylation). 

FF  --  PPhhaarrmmaaccoocciinnééttiiqquuee  dduu  rriittuuxxiimmaabb  eett  ffaacctteeuurrss  ddee  vvaarriiaabbiilliittéé  

ddaannss  llaa  rrééppoonnssee  cclliinniiqquuee  aauu  ttrraaiitteemmeenntt  

11  --  PPhhaarrmmaaccoocciinnééttiiqquuee  dduu  rriittuuxxiimmaabb  

Les études de pharmacocinétique, réalisées au cours d'une étude de phase I 

incluant des patients atteints d'un lymphome B récidivant et recevant des doses 

uniques de rituximab de 10, 50, 100 ou 500 mg/m², ont montré que la 

concentration sérique et la demi-vie du rituximab étaient proportionnelles à la dose 

injectée 194-197. Dans l’étude pivotale de Berinstein et al. où les patients recevaient 4 

injections hebdomadaires de 375 mg/m², la demi-vie sérique moyenne a été de 

76,3 heures (valeurs extrêmes : 31,5 à 152,6 heures) après la première perfusion et 

de 205,8 heures (valeurs extrêmes : 83,9 à 407,0 heures) après la quatrième 

perfusion 198. Néanmoins, une importante variabilité des taux sériques a été 

observée. Les concentrations du rituximab étaient significativement plus élevées 

chez les patients répondeurs par rapport aux patients non répondeurs au 

traitement, juste avant et après la quatrième perfusion ainsi qu’après le traitement 

179 (Figure 27).  
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Figure 27 : Variabilité interindividuelle dans la réponse au traitement.  
 
Résultats de l’essai de l’étude pivotale du rituximab. 166 patients atteints de 
lymphomes non hodgkiniens diffus à cellules B indolents ou folliculaires et étant en 
rechute, ont été traité en monothérapie par 4 injections (délais de 1 semaine) de 
375 mg/m² de rituximab par perfusion. L’évolution de la taille de la tumeur a été 
mesurée par radiographie dans deux directions de l’espace et par la multiplication 
des diamètres perpendiculaires. Le pourcentage d’évolution des tumeurs après 
traitement a été ainsi mesuré. Chez 87% des patients une réduction quantifiable de 
la tumeur a pu être mesurée. Pour 13% des patients la tumeur n’évolue pas ou 
progresse. Cependant cette mesure ne correspond que au maximum du 
changement mesuré. Ainsi des patients étant en réponse momentanée vont être à 
nouveau en rechute on retrouve ainsi des données de réponse indiquées dans le 
tableau 04. Enfin on peut observer l’importante variabilité interindividuelle dans la 
réponse au traitement. De nombreux facteurs en sont à l’origine. (Figure établie 
d’après les données de Mc Laughlin et al, 2003) 
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Dans un autre essai, où les patients ont reçu 4 perfusions de rituximab, les 

Cmax moyennes après la première et la quatrième perfusion ont été respectivement 

de 205,6 µg/ml ± 59,9 et de 464,7 µg/ml ± 119,0 199-201. Le rituximab reste 

décelable dans le sérum pendant 3 à 6 mois 202. Compte tenu de l’allure de sa 

courbe de distribution et d’élimination, le modèle le plus adapté à la description de 

sa pharmacocinétique est un modèle à deux compartiments 203. 

D’autre part une étude réalisée à l’aide de rituximab marqué à l’iode 131 a 

permis de montrer une diffusion du rituximab dans la plupart des organes (reins, 

foie, poumons, cœur et rate). Il semblerait aussi que le rituximab radiomarqué, chez 

les patients, ne puisse franchir la barrière du système nerveux central, ce qui reste 

peu étonnant compte tenu de son importante taille 204,205. Peu de choses sont 

aujourd’hui connues sur les mécanismes impliqués dans le métabolisme et 

l’élimination du rituximab. Il peut être dégradé par le catabolisme des protéines, au 

même titre que toute autre protéine, au niveau d’organes protéolytiques comme le 

foie et éliminé via les voies rénales 206. Finalement, l'élimination et la distribution 

n'ont pas été étudiées de façon approfondie chez des patients atteints de lymphome 

non hodgkinien agressif diffus à grandes cellules B, mais les données disponibles 

indiquent que les concentrations sériques du rituximab chez ces patients sont 

comparables à celles obtenues chez des patients atteints de lymphome folliculaire 

non hodgkinien après traitement et à des doses similaires 207.  

Il apparaît qu’un certain nombre de facteurs semblent influencer la 

pharmacocinétique du rituximab : 

- Le niveau d’expression du CD20 par les cellules tumorales. 

- La masse antigénique ou masse tumorale. 

- Les polymorphismes génétiques. 
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22  --  FFaacctteeuurrss  iinnfflluueennççaanntt  llaa  pphhaarrmmaaccoocciinnééttiiqquuee  dduu  rriittuuxxiimmaabb  

aa  --    IInnfflluueennccee  dduu  nniivveeaauu  ddee  ll’’eexxpprreessssiioonn  eenn  CCDD2200  ppaarr  lleess  cceelllluulleess  

ttuummoorraalleess  

Les patients atteints de LNH-B montrent d’une manière générale une 

exposition au rituximab plus faible que les patients atteints d’autres types de 

lymphomes. Or, bien que les cellules tumorales de ces différents types de 

lymphomes soient assez similaires, les cellules de lymphome non hodgkinien à 

cellules B expriment plus de CD20 que l’ensemble des autres types de lymphomes 

147. Les concentrations sériques en rituximab semblent être inversement 

proportionnelles à la masse tumorale et à la valeur initiale du nombre de 

lymphocytes B circulants 198. Ainsi l’augmentation de ces paramètres 

pharmacocinétiques, entre la première et la quatrième perfusion, pourrait être due 

à une déplétion des cellules B CD20 positives sous l’action du rituximab 206. Si cette 

hypothèse se révélait exacte, cela signifierait qu’il pourrait exister des différences 

substantielles et significatives entre des groupes d’individus possédant des nombres 

de cibles antigéniques différents. L’ensemble de ces éléments vont dans le sens d’un 

piégeage du rituximab par les cellules tumorales. Le CD20 circulant pourrait aussi 

jouer un rôle supplémentaire dans la "résistance au rituximab" observée 

notamment dans les cas de lymphomes non hodgkinien à larges cellules B 208. 

bb  --    IInnfflluueennccee  ddee  llaa  mmaassssee  ttuummoorraallee  ssuurr  llaa  rrééppoonnssee  cclliinniiqquuee  

La masse tumorale détermine le nombre de cibles antigéniques et peut ainsi 

influencer la concentration en rituximab. Dans une étude où les patients n’ont reçu 

qu’une seule injection de rituximab, la pharmacocinétique de ce dernier semble être 

linéaire et l’augmentation du pic de concentration (Cmax) est proportionnelle à la 

dose d’anticorps injectée 194. Néanmoins cette étude a permis de révéler pour un 

patient l’existence d’un profil pharmacocinétique tout à fait anormal. Ce patient qui, 
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par rapport aux autres personnes de l’étude, possédait une masse tumorale 

importante, a eu lors du traitement une phase de décroissance de la concentration 

en rituximab très rapide. Cette observation semble être confirmée par certains 

travaux ayant montré l’existence d’une relation entre le volume tumoral et la 

réponse au traitement. Les travaux de l’équipe de Regazzi et al.  ce sont intéressés à 

l’étude de la pharmacocinétique du rituximab sur des groupes de patients 

présentant des masses tumorales différentes et ont montré l’impact de ce paramètre 

209. Cependant ces éléments sont contredits par différents travaux ayant montré 

l’absence d’influence de la masse tumorale sur la pharmacocinétique du rituximab 

dans diverses pathologies lymphomateuses 198,210,211. L’équipe de Mangel, et al., sur 

un groupe d’individus traités par 4 perfusions de rituximab, n’ont pas trouvé de lien 

entre l’importance de la masse tumorale de patients et les paramètres 

pharmacocinétiques 210. Une autre étude mettant en œuvre du rituximab 

radiomarqué, n’a pas trouvé de différence significative dans la phase d’élimination 

finale entre les individus possédant une masse tumorale mesurable et ceux dont les 

sites tumoraux ne pouvaient pas être définis et mesurés 212.  

Finalement, bien que probable, l’influence de la masse tumorale sur 

l’exposition clinique au rituximab n’est pas encore prouvée en clinique et reste 

assez incertaine (Tableau 4).  

cc  --    IInnfflluueennccee  ddeess  ppoollyymmoorrpphhiissmmeess  ggéénnééttiiqquueess  ssuurr  llaa  pphhaarrmmaaccoo--

cciinnééttiiqquuee  dduu  rriittuuxxiimmaabb  

Les études in vitro réalisées suggèrent que le rituximab induit la lyse de 

cellules lymphomateuses par les mécanismes d’ADCC, de CDC, d’apoptose et de 

phagocytose 172. Or l’ADCC et la phagocytose nécessitent l’interaction entre la 

portion Fc de l’anticorps et les récepteurs membranaires (FcγR). Comme indiqué 

précédemment notre équipe a été la première à identifier un polymorphisme sur le 
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récepteur FcγRIIIa en relation avec la réponse clinique au rituximab 137. Cette 

variabilité dans la réponse et l’exposition au traitement a depuis été confirmée par 

différents groupes de recherche qui ont montré une meilleure activité cytolytique 

des anticorps de type IgG1 chez les patients de phénotype VV (FcγRIIIa-158VV) 213-

215. De plus la forme 158V semble avoir une meilleure affinité que la forme 158F 

pour les IgG humaines. Ces éléments semblent indiquer que le génotype du gène 

FCGR3A peut être à l’origine de modifications dans la relation concentration - effet 

du rituximab 216 (Figure 28). 

GG  --  LLee  FFccRRnn,,  oouu  rréécceepptteeuurr  nnééoonnaattaall  aauu  ffrraaggmmeenntt  FFcc,,  rreessppoonnssaabbllee  

ddee  llaa  ddeemmiiee  vviiee  dduu  rriittuuxxiimmaabb  

Les concentrations sériques des deux protéines solubles les plus abondantes 

du corps, l’albumine et les IgG qui ensemble représentent plus de 70% des 

protéines plasmatiques, sont maintenues constantes grâce à un équilibre entre 

deux processus opposés de production et de dégradation 217,218. Il a récemment été 

montré que le processus de dégradation de ces deux protéines était similaire et 

passait par un récepteur commun. Nous savons aujourd’hui que le récepteur 

néonatal au fragment Fc (FcRn, également connu sous le nom de récepteur de 

Brambell), lie non seulement les IgG mais également l’albumine, les protégeant de 

la dégradation intracellulaire en les recyclant hors de la cellule, prolongeant de ce 

fait leurs demi-vies respectives 219,220. Historiquement la première fonction du FcRn 

à avoir été découverte est le transport des IgG maternelles au nouveau né. Ce 

processus se réalisant soit avant la naissance par le passage transplacentaire des 

IgG soit après la naissance par le passage des IgG du sang maternel au lait puis, 

une fois ingéré, du lait au sang du nouveau né. La proportion entre ces deux voies 

étant très variable d’une espèce à l’autre. Cette implication dans le transfert de 

l’immunité entre la mère et le nouveau né lui a valu ce nom de récepteur néonatal.  
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Figure 28 : Implication d’un polymorphisme génétique dans la variabilité de la 
réponse au traitement.  
 
Polymorphisme du gène FCGR3A codant pour le récepteur FcγRIIIa impliqué dans 
la réponse au traitement. Dans la population un polymorphisme nucléotidique 
existe en position 4985 (T ou G, proportions données pour une population d’origine 
caucasienne). Ce polymorphisme se retrouve au niveau de la séquence protéique où 
en position 158 on trouve une phénylalanine ou une valine. Ce polymorphisme se 
retrouve dans la réponse au traitement dans le graphe inférieur. Une courbe de 
survie de patients traités par le rituximab avant progression tumorale est réalisée. 
Les patients porteurs des allèles VV ont une meilleure réponse au traitement que 
les autres individus. Les patients VF et FF ont été regroupés. (Figure établie d’après 
les travaux de Cartron G., et al., 2002). 
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Aujourd’hui nous lui connaissons, chez l’adulte, une implication importante dans le 

métabolisme des IgG, en assurant leur recyclage de l’espace intracellulaire vers le 

sang. 

11  --  LLeess  rrôôlleess  bbiioollooggiiqquueess  dduu  FFccRRnn  

aa  --    LLee  rrôôllee  ddee  rréécceepptteeuurr  nnééoonnaattaall  dduu  FFccRRnn  

Le FcRn a été identifié comme le récepteur responsable du transfert des IgG 

maternels vers le fœtus. Chez les rongeurs, les IgG sont essentiellement transférés 

via le lait en passant la membrane épithéliale intestinale, tandis que, chez l'homme, 

les IgG sont essentiellement transférés à travers le placenta durant le dernier tiers 

de la grossesse 221. Plusieurs observations indiquent que le FcRn est le seul 

transporteur d'IgG impliqué dans la livraison d'IgG maternelles. Des études ont 

démontré que l'interaction entre FcRn et IgG se produit au niveau des vésicules 

apicales. L’IgG liée est alors transportée à travers la cellule et délivrée sur la surface 

basolatérale, où elle est libérée grâce au pH légèrement basique. Le transfert 

maternofoetal d'IgG chez l'homme montre une certaine spécificité dans la mesure 

où il y a un transport préférentiel d’isotypes par rapport aux autres. Ainsi les 

principales caractéristiques sont sa saturabilité ainsi que sa dépendance 

structurelle au pH, ce sont d’elles que dépendent les fonctions de la protéine 

connues à ce jour. Chez l'homme, l'organisation des membranes fœtales a pour 

conséquence le transfert d'IgG à travers le syncytiotrophoblaste du placenta. Les 

efficacités relatives de transfert des IgGs humaines à travers le placenta demeurent 

une question controversée, quelques études indiquent un faible transport des 

isotypes IgG2 alors que d'autres montrent un passage équivalent quel que soit la 

sous-classe 222,223 (Figure 29).  
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Figure 29 : Schéma de présentation du rôle du FcRn dans le maintien de 
l’homéostasie des IgG.  
 
Dans ce schéma les 2 pôles d’une cellule sont représentés. Au pôle apical de 
nombreux anticorps sont présents, ils viennent se fixer sur 2 molécules de FcRn. 
Une vésicule d’endocytose se forme. Au sein de cette dernière certains anticorps se 
sont liés au FcRn et d’autres non. Les IgG liées au FcRn sont sauvées de la 
dégradation. La vésicule se dirige à nouveau vers la membrane et libère les IgG : ces 
dernières ont été sauvées de la dégradation et ont été recyclées. Le FcRn a joué son 
rôle dans le maintien de l’homéostasie. L’autre anticorps, avec un fragment Fc 
rouge, n’est pas reconnu par le FcRn : la vésicule d’endocytose est hydrolysée. 
L’ensemble des actions de liaison et de libération des IgG est essentiellement 
dépendant du pH. Enfin l’IgG fixée par le FcRn peut aussi être libérée au pôle 
basal : dans ce cas le FcRn a contribué au transport des IgG. (Figure personnelle) 
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bb  --    LLee  rrôôllee  ddaannss  ll''hhoommééoossttaassiiee  ddeess  IIggGG  

Il y a plus de 30 ans, l’équipe de Brambell et al. a émis l’hypothèse que les 

récepteurs impliqués dans le transfert d'IgG maternelles pourraient être les mêmes 

que ceux qui régulent la demi-vie des IgG dans le sérum chez l’adulte 224,225. Ils ont 

émis l’hypothèse que ces récepteurs se lient aux IgG pour les protéger de la 

dégradation lysosomale. Cette hypothèse a depuis été vérifiée dans un premier 

temps chez la souris puis dans un second temps chez l’homme en analysant la 

demi-vie d’IgG mutées. Comme précédemment les mêmes acides aminés ont été 

identifiés comme impliqués dans la liaison. Diverses analyses ont porté sur les 

demi-vies dans le sérum de fragments murins d'IgG1 et d'IgG1-mutées chez des 

souris déficientes pour la microglobuline (β2m-/-) 226,227. Ces souris n'expriment pas 

les molécules ou les homologues fonctionnels du CMH de classe I dont le FcRn. Les 

demi-vies des IgG étant anormalement faibles chez ces souris ce qui confirme le rôle 

du FcRn dans l’homéostasie des IgG (Figure 29). Dans la plupart des études, on a 

pu observer une bonne corrélation entre l'affinité pour la liaison au FcRn et la 

demi-vie dans le sérum des mutants de fragments Fc ou des variants d'IgG 228.  

22  --  LLaa  pprroottééiinnee  FFccRRnn  eett  llee  ggèènnee  FFCCGGRRTT  

Le gène codant le FcRn de rat a été isolé pour la première fois par l’équipe de 

Simister et al. en 1989 229. Chez les rongeurs le gène de la chaîne lourde du FcRn, 

appelé FCGRT, se trouve sur le chromosome 7. Chez l'homme, par hybridation in 

situ de sondes fluorescentes on a montré que le gène humain, FCGRT, se trouvait 

sur le chromosome 19 à la position 19q13.3 230. La protéine FcRn est un 

hétérodimère constitué d’une sous unité β-2 microglobuline (β2-m) et d’une 

protéine de 53 KDa dont la structure de la chaîne lourde présente de fortes 

homologies avec les molécules de CMH de classe I. Le clonage et le séquençage du 

gène de la chaîne lourde du FcRn ont confirmé cette potentialité et étendu la 
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Figure 30 : Liaison d’une IgG à son récepteur le FcRn.  
 
Analyse cristallographique. Dans un premier temps, figure du haut, un fragment Fc 
d’une IgG (représenté en rouge) vient se fixer sur deux récepteurs FcRn. Ce 
récepteur est constitué d’une sous unité β-2 microglobuline représentée en vert et 
d’une sous unité α représentée en bleu. Les trois domaines de cette sous unité sont 
aussi figurés. La liaison d’un fragment Fc requiert  la présence de deux molécules 
de FcRn prenant place face à face (représenté sur la figure du bas) et venant 
prendre l’IgG dans un véritable étau. 
(Figure personnelle inspirée de Burmeister el al., 1998) 
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 fonction de cette classe de molécules au delà de leur rôle connu dans la 

présentation d'antigène 231.  

Chacun des trois domaines extracellulaires et transmembranaires du FcRn 

présentent une forte homologie avec les régions correspondantes des molécules de 

CMH de classe I. La divergence dans les régions cytoplasmiques est liée aux 

différentes activités fonctionnelles des deux types de protéines. La structure 

cristallographique des domaines extracellulaires du FcRn a confirmé qu'il était 

structurellement semblable aux molécules CMH de classe I. Plus récemment les 

gènes codant les chaînes alpha du FcRn de souris et d'humain ont été identifiés et 

comparés. Les gènes de rongeur et d'humain partagent beaucoup d’homologie. Le 

clonage et le séquençage du FcRn humain ont fourni un lien important entre les 

études de FcRn chez les rongeurs et les humains 232 (Figure 30). 

33  --  SSiittee  ddee  lliiaaiissoonn  eennttrree  llee  FFccRRnn  eett  lleess  IIggGG  

Une combinaison d’approches a été employée pour localiser le site 

d'interaction entre le FcRn et les IgG. Les études in vivo comme l'analyse des 

fragments d'IgG ou de fragments Fc, en utilisant des analyses dans lesquelles le 

FcRn est connu pour jouer un rôle, à savoir le transfert au travers de l'intestin 

néonatal ou le transfert maternofoetal, utilisent comme critère principal la 

détermination de demi-vie dans le sérum 233. Ces études ont permis l'identification 

de plusieurs acides aminés conservés situés à l'interface du domaine CH2-CH3 et 

jouant un rôle capital dans l'interaction des IgG avec le FcRn du rat, de la souris ou 

de l’homme. L’isoleucine en position 253 et l’histidine en position 310 de la protéine 

sont les acteurs principaux de l'interaction. Ces résidus sont fortement conservés à 

travers les espèces. L’histidine en position 436 joue un rôle mineur mais significatif 

dans l'interaction entre le FcRn et les IgG 234. Le manque de conservation de cet 
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acide aminé à travers les espèces est lié à une participation plus limitée dans le site 

de fixation (Figure 31). 

Dans des études fonctionnelles chez les souris, la mutation de l’histidine en 

position 433 en alanine n'affecte pas l'activité de la protéine. En revanche, la 

mutation de l’histidine 435 en alanine a comme conséquence une perte dramatique 

de fonction 218. Les données disponibles démontrent sans équivoque la participation 

des histidines des IgG dans la liaison avec le FcRn, les expositions de ces histidines 

sont fortement conservées chez la souris, le rat et l’homme. Ceci fournit une 

explication pour la dépendance stricte au pH (liaison à pH 6-6,5 ; liaison très faible 

ou indétectable à pH 7,2) que possède l'interaction entre le FcRn et les IgG. Ce 

mécanisme, de fixation – libération dépendant du pH, dans les gammes de pH 

physiologiquement appropriées évite la nécessité de passer par des changements 

conformationnels comme c’est le cas pour de nombreuses autres protéines 

impliquées dans le transport ou la liaison de composés. En effet, l'analyse 

cristallographique du FcRn à pH 6,5 et à pH 8 ne montre aucune différence de 

conformation entre les deux formes. D'autres analyses de l'activité d’IgG dans des 

fonctions de liaison au FcRn ont montré un rôle dans le rapprochement entre FcRn 

et IgG pour plusieurs résidus additionnels situés à l'interface du domaine CH2-CH3 

235. Notamment celui en position 257 et, à un moindre degré, ceux des positions 

307 et 309. Cependant, des variations dans ces acides aminés peuvent expliquer les 

différentes affinités des sous-classes d’IgG pour le FcRn [affinités décroissantes 

dans l'ordre : IgG2a > IgG1 > IgG2c > IgG2b] 236. En outre, le fragment B de la 

protéine de staphylococcique A (SPA), qui a une structure tridimensionnelle proche 

de celle d'un complexe Fc humain, est connu pour se lier aux acides aminés à cette 

interface, en entrant en concurrence avec les IgG. Des études ont indiqué que le 

blocage du site d'interaction du FcRn et des IgG par SPA a comme conséquence une 

réduction dramatique de la demi-vie des anticorps dans le sérum 237. 
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Figure 31 : Représentation des domaines CH2-CH3 de l’IgG impliqués dans la 
liaison au FcRn.  
 
Analyse cristallographique du fragment Fc d’une IgG. Compte tenu de la symétrie 
de la molécule les régions n’ont été représentées que d’un seul coté. Dans la partie 
supérieure représentation des boucles impliquées dans la liaison de l’IgG aux 
molécules de FcRn. Ces boucles ont été identifiées par des analyses de demi vie 
d’anticorps mutés pour différentes régions. Parmi ces dernières certains acides 
aminés sont particulièrement importants ils sont représentés dans la partie 
inférieure de la figure. (Figure personnelle établie sous PyMol) 
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44  --  DDééppeennddaannccee  ccoonnffoorrmmaattiioonnnneellllee  dduu  ssiittee  dd''iinntteerraaccttiioonn  eennttrree  

FFccRRnn  eett  IIggGG  

Les acides aminés distaux à l'interface du domaine CH2-CH3 peuvent 

également être impliqués dans la régulation de la demi-vie des IgG1. Les résidus 

critiques dans l'interaction avec le FcRn sont situés sur trois boucles dans un petit 

espace des domaines CH2-CH3 238. Ceci suggère qu'ils pourraient dépendre 

fortement de la conformation des feuillets β qui les soutiennent et également de la 

disposition relative des domaines CH2 et CH3. En effet le déplacement de la région 

charnière d'un fragment de Fc par des techniques de recombinaison entraîne une 

demi-vie plus courte dans le sérum 239. Le rôle de la charnière semble être 

d’imposer une contrainte sur les domaines CH2 du domaine CH2-CH3 de façon à ce 

que la configuration du site d'interaction avec le FcRn soit optimale. 

55  --  RRaappppoorrtt  eennttrree  lleess  ssiitteess  dd''iinntteerraaccttiioonn  FFcc//FFccγγRRss  eett  FFcc//FFccRRnn    

Des études de mutagenèse ont indiqué que les résidus se trouvant dans la 

région inférieure de la charnière des IgG sont capitaux dans leur liaison avec les 

récepteurs FcγRI, FcγRII et FcγRIII 240. Cependant, il y a deux autres régions qui 

jouent un rôle en se liant à FcγRI (proline 331) et à FcγRII (glutamine 318) 241. Ces 

régions sont dans un espace près de la charnière inférieure. Les données 

disponibles indiquent que la liaison des FcγR dépend également de l’état de 

glycosylation des IgG. Ainsi, le site d'interaction du FcRn semble être distinct de la 

région d'IgG impliquée dans la liaison des FcγR. Par analyse cristallographique il a 

été montré que l'interaction entre IgG et FcγRIIa impliquait la région inférieure de la 

charnière de l'IgG. En revanche, FcγRIIb impliquerait l’ensemble du domaine CH2-

CH3 242 (Figure 32).  
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Figure 32 : Bilan des résidus aminés du fragment Fc des IgG impliqués dans 
les liaisons. 
 
Analyse cristallographique du fragment Fc d’une IgG représenté en gris sur la 
figure. Le FcRn constitué de la sous unité β-2 microglobuline est représenté en 
bleu, tandis que la sous unité α est représentée en vert. 
Sur le Fragment de l’IgG ont été identifié en violet les résidus impliqués dans la 
liaison avec les récepteurs FcγR. En orange les résidus impliqués dans la liaison au 
complément (C1q). Enfin les autres résidus identifiés interviennent dans la liaison 
au FcRn. Certains d’entre eux sont pH dépendant et ont été représenté en jaune. Ils 
sont à l’origine du fonctionnement biologique du FcRn dont la liaison et la libération 
s’effectue en fonction du pH. (Figure inspirée des travaux de Petkova et al., 2006) 
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IIIIII  --  CCoonncclluussiioonn  

Actuellement on assiste au développement et à la mise sur le marché de très 

nombreux Acm-r de meilleure affinité pour un Ag cible donné et/ou aux fonctions 

cytotoxiques renforcées, avec la volonté sous-jacente de pallier à la variabilité de 

réponse aux Acm-r. En effet, si l’on prend l’exemple de la cible antigénique qu’est le 

récepteur CD20, les nouveaux Acm-r illustrent bien cette évolution certains comme 

l’ofatumomab (anti CD20 de type I, humax®, Genmab) ont une affinité pour le 

CD20 améliorée d’autres comme le GA101® (anti CD20 de type II, Glycart-Roche) 

ont une affinité améliorée au FcγRIIIa.  Cependant si la lumière commence à être 

faite sur les aspects génétiques de la variabilité de réponse, peu d’informations sont 

disponibles confirmant l’impact de la masse antigénique sur l’efficacité 

thérapeutique de réponse au traitement. 

De nombreuses études cliniques ce sont intéressées à la variabilité dans la 

réponse au rituximab observée en clinique et ont montré qu’elle pouvait être 

partiellement expliquée par la variabilité pharmacocinétique 198,202,211. L’évolution 

des profils pharmacocinétiques du rituximab est très dépendante de la dose injectée 

pendant les différentes perfusions ainsi que des schémas d’administrations.  

Cependant la réalisation d’une bonne analyse de ces paramètres 

pharmacocinétiques ne peut se faire sans la maîtrise de la relation dose -  

concentration - effet du rituximab. Cette relation ne peut être étudiée que par 

l’intermédiaire d’approches pharmacocinétiques, pharmacodynamiques et par une 

analyse séparée de chaque type de lymphome ainsi que de chaque type de thérapie 

en clinique. De telles approches pourraient se faire via l’utilisation de bio 

marqueurs et pourrait ainsi conduire à une adaptation individuelle des schémas et 

des doses lors des traitements par le rituximab. L’une des premières études menées 

en clinique sur le rituximab, a permis de montrer, pour des patients atteints de 

lymphomes agressifs non hodgkiniens à grandes cellules B, l’existence d’une grande 
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variabilité dans l’exposition au traitement 211. De plus il a été démontré l’existence 

d’une relation entre les concentrations circulantes de rituximab et les taux de 

survie et de régression de la maladie.  

Ces facteurs, dans un premier temps, ne peuvent être approchés que par 

l’intermédiaire d’un modèle animal. Seules conditions d’études permettant d’éviter 

certains facteurs étant à l’origine de cette variabilité comme les polymorphismes 

génétique, les schémas d’administration ou encore les stades d’évolution de la 

maladie.  

Afin qu’il soit pertinent sur un plan scientifique un tel modèle doit 

parfaitement être maitrisé. L’inoculation de la maladie doit être connue pour être 

reproductible et ainsi permettre les comparaisons. Le modèle cellulaire et le fond 

génétique animal choisit doivent aboutir à une maladie reproduisant les 

caractéristiques de la maladie chez l’homme.  

Enfin dans le cas de ces études la modèle ne doit pas présenter de réaction 

immunologique qui viendrait compromettre la pertinence de l’essai. Le modèle et la 

stratégie d’étude mis en place doivent permettre un suivi non destructif de la 

tumeur. En parallèle le suivi de l’évolution de la maladie doit se faire de façon 

simple, fiable, reproductible mais doit surtout permettre d’analyser l’effet 

thérapeutique d’un traitement sans qu’aucune interférence ne vienne gêner 

l’analyse 

C’est pourquoi la connaissance et la maîtrise des facteurs influençant cette 

variabilité sont devenus de véritables challenges afin de proposer des solutions 

thérapeutiques toujours plus adaptées 206.   
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TTRRAAVVAAIILL  PPEERRSSOONNNNEELL  

  

PPRREEMMIIEERR  AARRTTIICCLLEE  ::  MMéétthhooddee  dd’’aannaallyyssee  qquuaannttiittaattiivvee  ddee  llaa  

bbiioolluummiinneesscceennccee  aaddaappttééee  aauuxx  eessssaaiiss  ddee  bbiimmooddaalliittéé  ppoouurr  llee  

ssuuiivvii  dduu  ddéévveellooppppeemmeenntt  ttuummoorraall  ddaannss  uunn  mmooddèèllee  mmuurriinn  

ssyynnggéénniiqquuee  ddee  llyymmpphhoommee  BB  eexxpprriimmaanntt  llee  CCDD2200  hhuummaaiinn..  

  

II  --  IInnttrroodduuccttiioonn  

Les quelques données disponibles dans la littérature, obtenues lors d’essais 

de monothérapie avec le rituximab et présentées dans la revue de la littérature 

générale, sont insuffisantes pour s’assurer du rôle du volume tumoral dans 

l’efficacité clinique d’un traitement. La nature contradictoire des résultats de ces 

études, ainsi que la grande difficulté dans l’obtention de groupes d’individus 

comparables, du fait de l’implication de nombreux paramètres individuels dans la 

réponse au traitement, amène à envisager la mise en place d’un modèle animal. 

L’établissement d’une telle méthodologie où seul le paramètre "volume tumoral" 

peut varier permet d’appréhender le problème posé.  

Les progrès récents dans le domaine de l’imagerie optique ainsi que de 

l’ingénierie moléculaire ont permis à la bioluminescence de devenir une méthode de 

référence. Reconnue par l’ensemble de la communauté scientifique dans de 

nombreux domaines d’applications, elle est adaptée au suivi de la croissance 

tumorale. Sa flexibilité et ses aspects méthodologiques, permettent d’éviter 

l’utilisation d’un grand nombre d’animaux ainsi que de leur sacrifice pour une 

évaluation tumorale peu précise. 
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Le spectre d’émission de la luciférine de luciole (Beetle luciferin) est présenté 

dans la Figure 33 et suit une hyperbole de 400nm à 700nm. L’intensité d’émission 

maximale est obtenue avec une longueur d’onde de 556nm. Cependant ces 

paramètres se trouvent fortement modifiés lors du passage à un modèle in vivo. En 

effet, comme évoqué dans l’introduction générale et comme précisé dans la Figure 

33 le spectre d’émission de la luciférine se trouve modifié in vivo. Il est décalé dans 

les longueurs d’ondes plus grandes.  

 In vivo les photons émis par les cellules bioluminescentes vont interagir 

fortement avec de nombreuses molécules. Des composés tels que l’eau, 

l’hémoglobine ou encore la mélanine sont capables d’absorber ces photons (Figure 

34). Cette action va modifier la sensibilité du modèle. On peut remarquer qu’entre 

500nm et 600nm l’intensité d’émission de la luciférine est maximale, l’eau 

n’absorbe que très peu et l’hémoglobine a une capacité d’absorption des photons 

assez faible. Seule la mélanine possède encore une capacité d’absorption 

importante.  

 

Nous proposons dans cette partie la mise en place d’un modèle de lymphome 

murin, exprimant à la fois le CD20 humain et la luciférase. Lymphome dont 

l’histoire naturelle (évolution, présentation clinique) est proche d’un lymphome B 

humain. L’expression de CD20 par ces cellules nous a permis par la suite (second 

article) d’étudier l’effet anti-tumoral d’un traitement par le rituximab et la 

production de luciférase par ces cellules nous a permis d’analyser et de quantifier la 

croissance tumorale. Le choix d’un modèle syngénique (lignée cellulaire EL4 et 

souris de fond génétique C57BL/6J) nous a permis de nous affranchir des 

questions immunologiques rencontrées dans les modèles immunodéficients.  
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Figure 33 : Spectre d’émission de la luciférine de potassium in vitro et in vivo.  
 
A. Spectre d’émission de la luciférine de potassium in vitro. Le spectre s’étale de 420 
nm à 720 nm, ne comporte qu’un seul pic dont l’émission maximale se situe vers la 
longueur d’onde de 556 µm.  
B. Spectres d’émissions de la luciférine de potassium in vitro en traits continus et in 
vivo en traits pointillés. In vivo le spectre est décalé vers les longueurs d’ondes plus 
grandes à cause de l’absorption par les tissus des photons émis. 
(Source : King's College, Department of Biology, Wilkes-Barre, PA, Etats Unis) 
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Figure 34 : Absorption de la lumière émise par différents composés in vivo.  
 
Dans le diagramme de gauche : courbes d’absorption de la lumière en fonction de la 
longueur d’onde pour l’eau (en bleu), pour l’hémoglobine (en rouge), pour 
l’oxyhémoglobine (en vert) et pour la mélanine (en orange). Ces composés sont les 
principales causes d’absorption du signal de bioluminescence in vivo. Le même 
diagramme est repris en haut à droite dans des longueurs plus usuelles avec le 
même code couleur. Entre 500 nm et 700 nm l’absorption de la lumière émise est 
essentiellement due à l’hémoglobine et à la mélanine. Enfin dans la partie inférieure 
droite est présentée en parallèle l’efficacité quantique du capteur CCD ORCA2 BTL 
Hamamatsu® utilisé pour l’ensemble des essais. Ce capteur, refroidit à -70 °C, 
possède une efficacité quantique maximale dans des longueurs de 500 nm à 700 
nm. Cette zone de longueur d’onde permet de se placer dans une zone véritable 
compromis entre l’émission maximale de la luciférine et l’absorption minimale des 
composés in vivo. 
(Sources : diagrammes d’absorptions établis à l’aide de diverses sources 
bibliographiques ; diagramme d’efficacité quantique : Hamamatsu Photonics®)  
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IIII  --  PPoosstteerr  ddee  pprréésseennttaattiioonn  sscciieennttiiffiiqquuee  

L’ensemble des travaux de mise au point de la méthode d’analyse 

quantitative de la bioluminescence adaptée aux essais de bimodalité pour le suivi 

d’un modèle murin syngénique ont fait l’objet d’une présentation sous la forme d’un 

poster scientifique lors du 49ème meeting annuel de l’ASH (American Society of 

Haematology) qui s’est déroulé du 08 au 11 décembre 2007 à Atlanta, Georgie, 

Etats-Unis. Le poster "Quantitative bioluminescent method appropriate for bimodality 

analysis to improve and follow a syngenic murine model of B-cell lymphoma 

expressing human CD20" (présenté ci après) a été complété par un abstract publié 

dans un numéro spécial du journal scientifique Blood, abstract N°1400, novembre 

2007. Ce poster a aussi été présenté lors du congrès annuel de la SFH (Société 

Française d’Hématologie) qui s’est déroulé du 20 au 22 mars 2008 à Paris. 
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IIIIII  --  AArrttiiccllee  

Ces essais nous ont permis de réaliser un article scientifique qui est 

actuellement soumis pour publication et qui est présenté ci après. 
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Abstract 

Murine models are useful tools to evaluate efficacy and toxicity of new 

pharmaceuticals. In this setting, efficacy assessment is often limited to the evaluation of 

survival and there is a need to develop technologies allowing to analyze simultaneously 

treatment efficacy and pharmacokinetics of products. The anti-CD20 monoclonal antibody 

rituximab (Mabthera®, Rituxan®, huC2B8) is effective in the treatment of patients with B-cell 

non-Hodgkin s lymphoma. However, its therapeutic effect might be influenced by tumor mass 

at diagnosis. We developed therefore an animal model allowing simultaneously a quantitative 

assessment of tumor burden and analyze anti-CD20 antibodies biodistribution. 

Methods:  EL4 lymphoma cells expressing human CD20 and luciferase genes (EL4-

huCD20-Luc) were injected to C57BL/6J and C57BL/6J TyrC2-J mice. Early dissemination of 

tumor cells was evaluated by bioluminescence imaging (BLI) and 99mTc-EL4-huCD20-Luc 

scintigraphy. For each animal, tumor growth was followed by bioluminescence. After 

elimination of background noise and cosmic rays, bioluminescence was quantified for whole 

tumor foci taking into account light absorption by tissues according to anatomic localizations.  

Antibody biodistribution was analysed by 111ln-ibritumomab (mIgG1 anti-CD20,mC2B8) 

scintigraphy and 64Cu-ibritumomab PET  

Results:  All mice developed a disseminated lymphoma leading to the death within 30 

days. Combined BLI and scintigraphy demonstrated liver, spleen, lymph nodes and bone 

marrow involvement and presence of huCD20 expressing cells was confirmed by ex-vivo 

assays. Mouse phenotype (C57BL/6J or C57BL/6J TyrC2-J) did not significantly modify 

bioluminescence measurement whereas dose of luciferin and anesthesia time influenced 

tumor growth and bioluminescence activity, respectively. BLI combined with 111In-

ibritumomab scintigraphy and 64Cu-ibritumomab PET shown the co-localisation of tumor cells 

and anti-CD20 antibody. 

Conclusion:  Combination of quantitative BLI, scintigraphy and PET allows in the 

same time a sensitive and improved quantification of tumor burden in mice and an evaluation 



Premier article : Analyse quantitative de bioluminescence 

 - 140 - 

of antibody distribution. This technique is potentially useful to study and compare the dose-

concentration-effect relationships of anti-CD20 antibodies. 

 

Keywords :  multimodal imaging, huCD20 lymphoma cells, quantitative 

bioluminescence, syngeneic murine model. 
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Introduction  

Animal models are essential for the development of human pharmaceuticals. Despite 

important limitations related to their genetic distance with man, they offer a unique 

opportunity to test efficacy, toxicities and pharmacokinetics of new products. In this setting, 

one of the challenges of the study of anticancer drugs is to evaluate their efficacy, which 

often relies on animal survival or tumor size assessment after animal sacrifice. To improve 

the in vivo monitoring of tumor growth during treatment and to comply with international 

guidance for animal care and use, imaging technology has become a fundamental tool 243,244. 

Among these, bioluminescence imaging (BLI) and nuclear imaging are likely the most 

interesting methods to assess quantitatively both cell proliferation and effective delivery of a 

labelled anti tumor drug. BLI is based on a non invasive detection of photons emitted by 

luciferase expressing cells in the living animal and has been used for the study of a variety of 

tumor cells. The main limitation of this gene expression imaging is its strict dependence on 

tumor cell metabolism, leading to unreliable values for hypoxic and necrotic tumoral areas 

245.  

Nuclear imaging with scintigraphy and positron emission tomography (PET) is a 

molecular imaging modality with satisfactory sensitivity allowing tumor assessment and 

measurement even for deep tumors. Despite relatively poor spatial resolution, it offers a 

reliable strategy to study the pharmacokinetics of therapeutic agents and to quantitate in vivo 

the in situ expression of a given antigen or the amount of drug in the tumor 246. However, BLI 

and nuclear imaging are usually not combined to get these complementary informations 

simultaneously. This purpose can be achieved only if the performances of the highly 

sensitive CCD camera used for BLI are not altered by gamma rays coming from the 

radioactivity within the animal. The background noise of commercially available high 

performance bioluminescent imaging devices 247 is usually increased 2.5 to 6 fold in the 

presence of radiotracers resulting in a decrease in sensitivity of at least 2 logs with an 

associated degradation of the response linearity. A dedicated bioluminescence imager was 
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therefore designed, based on a thin backside illuminated CCD camera previously checked to 

be non sensitive to gamma rays 248,249. 

Monoclonal antibodies have dramatically improved the treatment of cancer in man but 

factors affecting their efficacy remain largely unknown. Among these factors, tumor burden is 

suspected to influence both antibody exposure and clinical response 211. Because of the lack 

of a sensitive method to assess tumor burden, its influence on the relationship between dose 

and therapeutic effects has not been demonstrated yet. Study of factors influencing antibody 

exposure requires bimodality analysis allowing to discriminate in the same experiment 

factors related to antibody from those related to tumor. We have therefore developed a 

method of tumor burden quantitative assessment that uses BLI and allows simultaneous 

nuclear imaging. Because of the extended use of rituximab (anti-CD20, chimeric IgG1k) in 

man, we chose to develop this imaging method in the murine model of T-lymphoma cells 

transduced with the human CD20 cDNA (EL4-huCD20) and transfected with luciferase 

plasmid (EL4-huCD20-Luc). This murine model can be used to study the influence of tumor 

volume (antigenic mass) on the dose-concentration-effect of anti-CD20 antibodies. 
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Materials and methods 

 

Cell line: EL4-huCD20-Luc 

The EL4-huCD20 cell line (EL4 murine T lymphoma cells infected with the (LTR)-

CD20-LTR vector containing the human CD20 cDNA) has been described previously 188. The 

plasmid pCMV-Luc (Stratagene, La Jolla, CA, USA) was transfected into EL4-huCD20 cells 

by using Lipofectamine 2000 reagent (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) and selected by 

culture in 300 µg/mL of geneticin (G418) (Euromedex, Mundolsheim, France) for 4 weeks. 

The antibiotic-resistant cells clones obtained by 2 serial limiting dilutions were screened for 

luciferase activity in culture supernatant. All experiments were performed with exponentially 

growing cells at the fifth to ninth passage. Control of CD20 expression was carried out using 

a FITC-labelled mouse anti-CD20 mAb (Beckman Coulter, San Jose, CA, USA). Antibodies 

were incubated with 106 cells during 30 minutes at 4 °C before acquisition using a flow 

cytometer Epics XL-MCL® (Beckman Coulter), data analysis being carried out using the 

software System II® (Beckman Coulter). For analysis of antigen density, the average number 

of membrane CD20 molecules was estimated using the specific mAb binding value provided 

by Qifikit assay (Dako, Trappes, France) 

 

Luciferase expression control 

2 x 105 cells were lysed in 1 mL PBS and 20 µL of lysis reagent (Luciferase Cell 

Culture Lysis Reagent®, Promega, Charbonnières, France). Cellular lysates were distributed 

in opaque plates (BandW isoplate®, Wallac, Perkin Elmer, Courtaboeuf, France). One 

hundred µL of reagent containing luciferin and ATP (Luciferase Assay Reagent®) were 

added before light measurement in a Wallac Victor 1240® luminometer (Perkin Elmer). 

Analysis of bioluminescence was made using the Wallac version 2.0 software (Perkin Elmer).  

 

In vitro  quantitative bioluminescence analysis 
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Various numbers of EL4-huCD20-Luc cells were washed in opaque plates and 

recovered in 100 µL of PBS. After 15 minutes, 2 mg of beetle luciferin in 100 µL culture 

medium were deposited and bioluminescence examination was carried out 4 minutes later. 

This camera was connected to a computer equipped with an acquisition and image 

processing software (HiPic®, Hamamatsu Photonics). 

 

γ scintigraphic imaging of initial tumor cell domici liation 

Animal protocols were approved by the Regional Committee of Ethics for the Animal 

Experimentation (CREEA) UNI37-014 and were in accordance with the International 

Guidance for animal care and use. EL4-huCD20-Luc cells were labelled with technetium-

99m (99mTc) using stannous fluoride extemporaneous reduction in limiting assessment (300 

µL saline) or with indium-111 (111In) oxinate as described previously 250,251. Control of 

apoptotic cells was performed by cytometric method after labelling by annexin V-FITC. 

C57BL/6J mice and C57BL/6J Tyr C2-J albino mice (male, 10-12 weeks of age) (Transgenose 

Institute, Orléans, France) were intravenously injected with 111In or 99mTc labelled EL4-

huCD20-Luc cells before undergoing anesthesia with 3% isofluorane (Aerrane®, Baxter, 

Deerfield, IT, USA). Mice were then placed on a high resolution γ camera equipped with a 

position sensitive photomultiplier tube and 1.3 mm holes parallel collimator (Gamma To 

colour, Biospace Mesures, Paris, France). Imaging was carried out immediately, 1h30 (60 

seconds in a 256x256 pixels matrix), 18h and 60h after cells infusion (120 seconds in a 

128x128 pixels matrix).  

 

Bioluminescence imaging of syngeneic lymphoma model  

C57BL/6J mice and C57BL/6J Tyrc-2j were intravenously inoculated with 8 x 103 EL4-

huCD20-Luc cells in tail vein. Animals were anesthetized by injection of 100 mg/kg 

hydrochlorate of ketamine (Imalgene 1000, Merial, London, UK) and 10 mg/kg of 

hydrochlorate of xylazine (Rompun 2%, Bayer, Deerfield, IT, USA). Mice previously shaven 

were intra peritoneally injected with 2 or 4 mg of luciferin (Promega). BLI was performed 4 
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minutes later using a high sensitivity CCD camera cooled to -70°C. To allow multimodal 

imaging combining bioluminescence imaging, scintigraphy and PET imaging, an ORCA II BT 

C4742-98-26 LW (Hamamatsu Photonics) was selected based on its insensitivity to 140 KeV 

γ-rays up to 20 MBq. Binning and duration of acquisition were set up depending upon tumor 

activity at the time of acquisition.  

To quantify tissue specific absorption we inoculated C57BL/6J and C57BL/6J Tyrc-2j 

mice with 103 to 106 EL4-huCD20-Luc cells by subcutaneous injection near thymus lymph 

nodes, aortic lymph nodes, axillary lymph nodes or inguinal lymph nodes or by intramuscular 

injection near mesenteric lymph nodes or in thigh hind paw. Fifteen minutes later, BLI 

analysis was realized. BLI intensities obtained in vivo were compared to those obtained with 

a same cell number in in vitro experiments. 

 

Image processing and data calculation 

Images were taken using HiPic® software version 6.4.0 (Hamamatsu Photonics). 

WASABI® software version 1.5. release pf7 (Hamamatsu Photonics) was used to carry out 

co-recording of both optical and bioluminescence images. Suppression of cosmic rays and 

background noise was achieved using Matlab® software version 7.0 (MathWorks, Paris, 

France). ImageJ software version 1.38 (http://rsb.info.nih.gov/ij/index.html) was used for 

quantification in regions of interest delineated by segmentation.  

 

Immunohistochemistry of tumors 

C57BL/6J mice were inoculated with 8 x 103 EL4-huCD20-Luc by i.v. injection. On 

day 13 (D13), an autopsy was performed to collect liver, spleen, kidneys and lymph nodes 

and to analyze tumoral cell infiltration. After fixing in formol (10%) for 24 hours, 4 µm sections 

were stained in hematein-eosin-safran (HES). Immuno chemistry analysis using the 

peroxidase complex and the Streptavidin-Biotin technique (LabVision microm, Fremont, CA, 

USA) was performed using 1/200 diluted anti-CD20 mAb (clone L26, Dako, Glostrup, 

Denmark). 



Premier article : Analyse quantitative de bioluminescence 

 - 146 - 

 

PCR analysis 

Livers, spleens, kidneys, lymph nodes and bone marrow cells on D9, D13, D16, D21, 

D24, D27, D30 and D34 after EL4-huCD20-Luc cells inoculation were sampled from 

inoculated or control mice. Tissues were homogenized, and DNA immediately purified with 

DNAzol® BD Reagent (Invitrogen). A total of 400 ng DNA were amplified by PCR in a 

volume of 10µl containing 10 mM Tris-HCl, pH 8.3, 50 mM KCl, 0.2 mM dNTP, 2 mM MgCl2 

with 0.5 U Taq DNA polymerase (Invitrogen) and 1.5 x 10-7 M of huCD20 specific primers (5’-

AATTCAGTAAATGGGACTTTCCCG-3’, 5’-ACTATGTTAGATTTGGGTCTGGAG-3’). 

Amplifications were performed with a 5-min denaturation step at 95°C, followed by 30 cycles 

of denaturation (95°C for 1 min), annealing (64°C f or 1 min) and extension (72°C for 1 min). 

PCR products were run on a 8% TBE acrylamide gel Novex® (Invitrogen) and revealed by 

ethidium bromide (Invitrogen) staining. To verify DNA samples, a normal murine endogenous 

gene (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, GAPDH) was also amplified by PCR as 

described above 252. 

 

Analysis of anti-CD20 antibody biodistribution usin g immunoscintigraphy and 

64Cu-anti-CD20 PET imagings 

Antibody biodistribution of ibritumomab tiuxetan (mu-IgG1k anti-CD20, muC2B8, 

Zevalin®, Bayer Healtcare, Lys-lez-Lannoy, France) was assessed after its labelling with 

111In or copper-64 (64Cu) in the same way as manufacturer’s recommendations for labelling of 

yttrium 90 (90Y) ibritumorab tiuxetan. C57BL/6J mice were inoculated with 8 x 103 EL4-

huCD20-Luc by i.v. injection (D0). Mice received 5.55 MBq of labeled ibritumomab on D19. 

Biodistribution of 111In labeled ibritumomab was assessed by gamma camera (Gamma 

Imager, Biospace Mesures, Paris, France) on D20. For biodistribution of 64Cu labeled 

ibritumomab analysis, a 10-min static single-frame scan was acquired on the small-animal 

PET camera (microPET P4, Concorde Microsystems Inc.). Images were reconstructed by 
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filtered backprojection using a ramp filter. The pixel size was 0.845 · 0.845 · 1.260 mm, and 

the resolution was approximately 1.85 mm. 

 

Expression and statistical analysis of results 

Statistical tests were performed with SigmaStat 3.1 and SigmaPlot 9.0 softwares 

(Systat Software, Paris, France) and used paired Student's t-test, Tukey-Kramer multiple 

comparisons test and Wilcoxon test when appropriate. Survival was calculated using the 

method of Kaplan and Meier and were measured from the day of lymphoma cells inoculation 

to animal death. A p-value < 0.05 was considered significant.  
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Results 

Bioluminescent lymphoma cell line: EL4-huCD20-Luc 

Among the 384 EL4-huCD20-Luc clones obtained after transfection by the plasmid 

pCMV-Luc and screened for neomycin resistance 4 weeks later, the clone 1C8 with most 

active luciferase activity was selected (Figure 1). EL4, EL4-huCD20 and EL4-huCD20-Luc 

cells showed similar culture characteristics (microscopic aspect, cell division time…) and 

luciferase expression exhibited satisfactory stability over 30 subcultures for 15 weeks (data 

not shown). HuCD20 expression and stability were controlled by flow cytometry and showed 

a mean (± SEM) of 126,350 (± 1,170) huCD20 molecules per cell for the selected clone, a 

value similar to that of the parental cells EL4-huCD20 which had: 122,650 (± 850) huCD20 

molecules per cell. 

 

Tumoral dissemination of EL4-huCD20-Luc cells 

Initial tumoral cell dissemination in mice was assessed by BLI after i.v. infusion of 1 x 

107 EL4-huCD20-Luc cells (the highest cell dose tolerated by the mice – i.e. not leading to 

lung embolism - and required to allow a reliable homing assessment). Thirty minutes after 

cell infusion, animals displayed a major uptake in lungs and a low activity in liver and spleen 

(Figure 2A). One and a half hours after infusion, cells were found to be equally distributed 

into lungs, liver and spleen. Six hours after cell infusion, bioluminescence signal was too low 

to allow relevant imaging (data not shown).  

111In oxine labelling of tumor cells led to a dramatic proportion of cells engaged in 

apoptotic pathway (98%) whereas with 99mTc, only 3% of tumor cells were apoptotic. 

Immediately after i.v. infusion of 99mTc-labelled cells, tumor cells were mainly observed in the 

lungs (87% of the labelled cells) (Figures 2A and 2B). The percent of labelled tumor cells in 

lung decreased with the time: 75% at 1 hour, 67% at 2 hours and 5% at 36 hours. In the 

same period of time, we observed an increase of the labelled cells in liver and spleen (Figure 

2B). When we performed BLI simultaneously with scintigraphy imaging, we observed similar 
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kinetic of tumor cells dissemination. In addition, tumor cells dissemination was not modified 

according to mouse phenotype (Figure 2A). 

 

Histopathological and clinical characteristics of t he murine huCD20 + lymphoma 

8 x 103 EL4-huCD20-Luc cells infused in C57BL/6J mice by the i.v route led to the 

development of disseminated lymphoma involving lymph nodes, spleen, liver and bone 

marrow. The EL4-huCD20-Luc cells exhibited the same tumorogenicity than parental cell 

line, resulting in 100% animal death with a median of 22 days (range: 15-29 days). Seventy-

three percent and 100% of mice had quantifiable lymphoma tumors on D9 and D13, 

respectively, as assessed by BLI. Comparison between merged bioluminescence images 

and autopsy pictures (Figure 3A) indicated that all tumor foci were emitting light. Tumors 

developed in the hematopoietic organs, including lymph nodes (cervical, deep cervical, 

axillary, brachial, renal, mesenteric, inguinal, sacral and sciatic nodes), thymus, liver and 

spleen. Hematein-eosin-saffran staining and immunoperoxidase staining using an anti-CD20 

mAb (L26) revealed a diffuse lymphoma infiltration by large cells expressing huCD20 

(Figures 3B and 3C). EL4-huCD20-Luc cells could be detected by PCR amplifying huCD20 

from week 2 in lymph nodes, week 3 in bone marrow and week 4 in spleen and liver (Figure 

3D).  

 

Tumor mass quantification by bioluminescence imagin g 

Luciferin was added to a cell suspension containing 102 to 109 EL4-huCD20-Luc cells. 

Binning is the operation consisting in gathering the information carried by several close pixels 

in a single pixel. It can be performed either at the optics level or via a mathematical 

transformation 253-255. The limit of detection was 1 x 102 cells and in vitro bioluminescence 

was linear over 1 x 103 to 1 x 108 cells (r² = 0.972). In vitro bioluminescence of EL4-huCD20-

Luc was thus independent of binning and was linearly related with the number of cells, 

following the equation y = 0.13 x - 1721.29 where y is bioluminescence signal and x is the 

number of cells (r² = 0.997) (data not shown). 
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Background noise and cosmic rays disturb the acquisition of bioluminescence. We 

thus designed an original step to get rid of signal disturbances. Because of the random 

occurrence of cosmic rays, 2 images of same acquisition time taken with a few minute 

interval allows to detect the phenomenon using a pixel-to-pixel comparison of the intensities 

with a 10% threshold for rejection. If a cosmic ray is detected, the pixel value will be assigned 

to the average activity of the 8 surrounding pixels (Figure 4A).  

As an alternative to manual delineation of the region of interest (ROI), an automatic 

segmentation was considered. After an i.v. infusion of 8 x 103 EL4-huCD20-Luc cells to 

C57BL/6J mice, we followed up tumor growth by BLI analysis using both manual delineation 

(by the operator) and automatic segmentation of the ROI (Figure 4B). Measurement by 

segmentation was more reliable than by manual delineation, with significantly lower 

standards deviations (*p < 0.05) and a lower impact of the ROI surface on the activity 

measured (an over-evaluation in small foci is usually observed within manual delineation) 

(Figure 4B). 

104 EL4-huCD20-Luc were injected in main localizations observed in the tumoral 

development: thymus, aortic, axillary, inguinal or mesenteric lymph nodes and in thigh hind 

paw. After 15 minutes, bioluminescence activities were determined and intensities of tumor 

sites in vivo were compared to the activity of the same number of cells in vitro. Absorption of 

cell-emitted light by tissues was calculated and expressed in percent (AELP) of the 

bioluminescent intensity measured in vitro (Table 1). Absorption ranged from 15.84% for 

inguinal lymph node in white strain (C57BL/6J TyrC2-J) to 86.80% for intramuscular 

localisation in the thigh in black strain (C57BL/6J). Excepted for thymic localisation, no 

difference was found between white and black strain. Results were similar whatever the 

number of EL4-huCD20-Luc injected (ranging from 103 to 106, data not shown).  

Lymphoma tumor growth was then analyzed after an infusion of 8 x 103 EL4-huCD20-

Luc cells. Bioluminescence was quantified for all tumoral foci (i.e. bioluminescence by 

animal) (Figure 5). In vivo tumoral activity assessed by BLI showed an exponential 

progression and could be described by the equation Y = Y0 + a e (bX), Y0 = -4.40 x 105, a = 
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2.81 x 102, b = 5.45 x 10-1 (r ²=0.981) where Y is the bioluminescent activity and X is the time 

in days. 

 

Influence of anesthesia and luciferin dose on biolu minescence activity 

We compared the kinetics of light emission over a 30 minutes period at different 

stages of lymphoma growth and studied the influence of anesthesia induction time and 

luciferin dose (Figure 6). Bioluminescent intensities were measured at appropriate binning 

and with 1 minute acquisition time. When anesthesia was performed before luciferin 

injection, there was a variable evolution of light emission depending on tumor growth, 

maximum activity being obtained 4 minutes, 7 minutes, 16 minutes and 30 minutes after the 

luciferin injection for a lymphoma at D9, D23, D27 and D34, respectively. The light emissions 

were not significantly influenced by luciferin dose (data not shown). Luciferin injection 

performed 4 minutes before anesthesia was the best procedure to obtain a stable emission 

of light whatever the stage of lymphoma growth (Figure 6A). This procedure showed a less 

than 20% decay 10 to 20 minutes after bioluminescence induction; luciferin dose (2 or 4 mg) 

did not significantly modify this kinetic (Figure 6A). 

Using 4 mg of luciferin, we observed frequent failures in tumor detection at early 

stages of lymphoma and cytotoxicity was suspected. The influence of luciferin dose on tumor 

growth was therefore evaluated by BLI follow up (exams performed on D9, D13, and then 

twice a week until the death of animals) (Figure 6B) and mice survival (Figure 6C). We 

observed that luciferin dose significantly influenced both tumor growth (P < 0.05) and mice 

survival (P < 0.05) with a median survival of 21 days (range: 15-27 days) and 30.5 days 

(range: 27-41 days) for 2 and 4 mg of luciferin, respectively. The mice survival with 2 mg 

dose of luciferin was not significantly different from the control group, without luciferin 

injections, median survival of 20 days (range 18-26 days). 

 

Multimodal analysis of anti-CD20 antibody distribut ion 
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 We studied anti-CD20 antibody distribution and tumor cells dissemination with 

combined BLI, immunoscintigraphy or 64Cu-anti-CD20 PET (Figure 7). Twenty days after 

tumor cells infusion we analyzed tumor dissemination and anti-CD20 antibodies 

biodistribution by using a fixed dose of 5.55 MBq of 111In-labelled ibritumomab-tiuxetan or 

64Cu-labelled ibritumomab-tiuxetan. Immunoscintigraphy and PET imaging demonstrated 

similar biodistribution of labeled antibody compared to tumor cells dissemination analyzed by 

BLI and performed in the same time (Figures 7A and 7B). Such results demonstrated a well 

distribution of antibody in all tumor sites detected by BLI and an absence of bioluminescence 

signal disturbance due to radiotracers. No difference was found in median survival between 

animal groups demonstrating no significant toxicity of radionucleides (data not shown). 
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Discussion 

Bioluminescence, scintigraphic and PET imagings have improved the in vivo 

monitoring of tumor growth and the evaluation of treatment efficacy in murine models. In this 

context, there is a need to develop quantitative methods respecting animal life. Because of 

the background noise induced by radiotracers, bioluminescence, scintigraphic and PET 

imagings are not usually combined as a multimodality method to get simultaneous 

experimental data. In the present report, we developed a new method to eliminate cosmic 

rays and background noise allowing a reliable quantification of bioluminescence activity and 

bimodality analysis. 

The anti-CD20 rituximab is effective in the treatment of patients with B-NHL. 

However, its therapeutic effect is variable and factors such as tumor burden could affect both 

rituximab exposure and efficacy. We therefore developed a murine model of human 

lymphoma allowing a precise quantification of tumor burden. This animal model, whose 

tumor cells carry human CD20, will be used to analyse the influence of tumor mass on the 

dose-concentration-effect relationship of anti-CD20 therapeutic antibodies such as rituximab. 

The selected EL4-huCD20-Luc clone expressed a number of CD20 molecules close to those 

found on human B-NHL cells (range: 71,000 - 170,000 molecules / cell) or on human 

lymphoma cell lines (DHL4 and BJAB: 209,000 and 170,000 molecules / cell, respectively) 

256. As usually observed 257, γ scintigraphy imaging demonstrated an initial domiciliation in 

lung followed by hepatic and spleen dissemination. Thirteen day after tumoral cell infusion, 

all mice developed lymphoma tumors as demonstrated by BLI. By both immunostaining and 

amplification of huCD20, all mice showed a typical disseminated and aggressive lymphoma 

involving mainly lymph nodes, liver, spleen and thymus leading to the death of animal after a 

median time of 22 days (range: 15-27 days). We have compared precision and 

reproducibility of manual and segmentation methods to measure bioluminescence in a given 

region of interest. This latter method is a procedure independent of the operator 258,259 and 

was found to be more accurate whatever the tumor volume. Furthermore, bioluminescence 

was quantified for all the tumor foci of an animal and took into account the absorption of light 
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by tissues according to tumor anatomic localization. Melanin is completely absent from skin, 

hair and eyes of C57BL/6J TyrC2-J mice, reducing absorption of emitted photons when they 

pass throw highly vascularized tissues and skin. Therefore, these white animals represent 

the “gold standard” to analyze bioluminescence activity. However, limited information is 

available on these animals and abnormalities of liver functions and fertility have been 

reported 260. Nonetheless, because increased light absorption for black animals is small 

(about 5% higher than for white animals), the BLI method can clearly be adequately used 

also with black animals.  

It is therefore the first murine model of disseminated lymphoma expressing human 

CD20 in which the method of tumor quantification allows a precise assessment of tumor 

volume. Given the fact that tumor cells expressed a constant level of human CD20, it can be 

assumed that tumor burden as assessed by our method is proportional to the number of cell 

targets.  

Because the BLI measurement described here is not sensitive to gamma rays, multimodal 

imaging is possible, allowing to analyse simultaneously the biodistribution of radiolabelled 

antibody by immunoscintigraphy or by small-animal PET. It should be therefore possible to 

study the influence of the number of targets (tumor volume) on the relationship between dose 

and concentrations (pharmacokinetics) and on the relationship between concentration and 

antitumor effects (pharmacokinetic-pharmacodynamic, PK-PD) of an antibody directed 

against human CD20 (D.D. et al., manuscript in preparation).  

We demonstrated that 2 mg of luciferin did not significantly modify survival of 

inoculated mice whereas injections of 4 mg of luciferin decreased tumor growth and 

prolonged significantly survival of mice. In our model, luciferin was injected twice a week 

from D9 until animal death, a procedure which may partly explain such an effect. Recent 

studies have confirmed the potentially toxic effect of luciferin on tumor growth in other 

models 245,261,262. BLI requires successive ventral and dorsal acquisitions of 5 to 10 minutes 

duration. When luciferin was injected 4 minutes before anesthesia, bioluminescence activity 

was relatively stable for the first 10 minutes whatever tumor volume. Anesthesia induced a 
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large variability in bioluminescence activity when it was administered before luciferin 

injection. Authors have previously shown that general anesthetics, at the concentration used 

in animal models, can inhibit bioluminescence activity of the firefly luciferase protein by 50% 

263,264. This effect has been observed for most anesthetic agents including aromatic agonists 

of receptors (xylazine) and ketones (ketamine). The suspected mechanism is a competitive 

binding of the anesthetics on their specific receptors which interacts with the luciferin reaction 

265-267. Unlike other anesthetics, xylazine and ketamine do not reduce the release of 

intracellular ATP useful for bioluminescence reaction 268. When we injected luciferin after 

anesthesia we observed a significant increase of the time necessary to obtain maximum 

bioluminescent activity. This was mainly observed at later times, when tumor burden was 

high (Figure 6A). The variability in bioluminescence that we have observed when luciferin 

was injected after anesthesia could be therefore explained by a decrease in distribution and 

activity of luciferin induced by anesthetics. A lower dose of luciferin and its injection 4 

minutes before anesthesia allowed to avoid this variability. 

This work describes a new murine lymphoma model expressing huCD20 and showing 

a similar pattern of dissemination to that observed in human. We developed a technology 

allowing bimodal imaging with simultaneous BLI evaluating tumor growth and scintigraphic or 

PET imaging assessing tumor cell dissemination or pharmacokinetics of radiolabelled 

antibody. This model offers a new opportunity to test and compare anti-CD20 antibodies in 

pharmacokinetic-pharmacodynamic studies. 
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EL4-huCD20-Luc             

injection site 

for each 

condition n = 5 

AELP α in white 

phenotype (%) 

(C57BL/6J TyrC2-J) 

AELP α in black 

phenotype (%) 

(C57BL/6J) 

Difference :    

white / black 

phenotype 

Thymus            

injection 
mean ± (SD) 28.06 ± (2.08) 33.53 ± (1.85) P < 0.05 

Aortic lymph node 

subcutaneous 

injection 

mean ± (SD) 64.53 ± (4.50) 68.48 ± (7.45) ns 

Axillary lymph node    

subcutaneous 

injection 

mean ± (SD) 16.37 ± (3.80) 21.59 ± (5.67) ns 

Inguinal lymph node 

subcutaneous 

injection 

mean ± (SD) 15.84 ± (2.17) 19.55 ± (0.97) ns 

Mesenteric       

intramuscular 

injection 

mean ± (SD) 32.22 ± (7.43) 39.53 ± (9.13) ns 

Thigh hind paw           

intramuscular 

injection 

mean ± (SD) 83.11 ± (9.07) 86.80 ± (10.99) ns 

 

TABLE 1. Absorption of emitted light by different t issues according to mice 

phenotypes.  

Bioluminescence was determined 15 minutes after inoculation of 104 EL4-huCD20-Luc cells 

in the indicated sites (n = 5). α AELP: percentage of emitted light absorption by tissues (in 

vivo compared to in vitro) expressed as mean percentage and standard deviations in 

parentheses, ns: non-significant difference. For each comparison the power of performed 

test was satisfactory.  
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FIGURE 1. Screening of EL4-huCD20-Luc clones for bi oluminescence activity  
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FIGURE 2. Bimodal investigations of initial dissemi nation of 99mTc labelled cells.  
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FIGURE 3. In vivo  characterization of lymphoma on D20 after EL4-huCD 20-Luc cells 

infusion.  
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FIGURE 4. Methods of bioluminescence activity quant ification.   
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FIGURE 5. Tumor follow up.  
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FIGURE 6. Effect of the ketamine / xylazine anesthe sia induction and luciferin dose on 

in vivo  kinetics of light emission, tumor growth and survi val.  
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FIGURE 7. Multimodality imaging of tumor dissemniat ion (BLI) and antibody 

biodistribution ( 111In labelled ibritumomab scintigraphy imaging or 64Cu labelled 

ibritumomab PET imaging). 
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Figures legends 

 

FIGURE 1. Screening of EL4-huCD20-Luc clones for bi oluminescence activity  

Representative figure for first round of screening using bioluminescence activity of EL4-

huCD20-Luc clones after transfection by luciferase plasmid. The most active clone for 

luciferase expression was selected for in vivo experiments. 

 

FIGURE 2. Bimodal investigations of initial dissemi nation of 99mTc labelled cells.  

(A) Thirty minutes after 99mTc labelled EL4-huCD20-Luc cells infusion, initial dissemination of 

labelled cells was simultaneously evaluated by BLI and scintigraphy for a C57BL/6J and a 

C57BL/6J Tyr C2-J mice. (B) Percent of total radioactivity in lungs (black), liver (grey) and 

spleen (white) after an i.v. infusion of 99mTc labelled EL4-huCD20-Luc cells in tail vein of 

mice. Columns, mean of three independent experiments; bars, SE. 

 

FIGURE 3. In vivo  characterization of lymphoma on D20 after EL4-huCD 20-Luc cells 

infusion.  

(A) Merged bioluminescence image of animal, binning 8 by 8, acquisition time: 10 minutes, 

emitted light intensity transformed in colour levels and post mortem examination of tumors. 

Tumor sites are located (*). (B) Representative histological section from liver sample 

(hematein-eosin-safran) showing infiltration by large cells (x40). (C) Representative immuno-

histological control of human CD20 expression (clone L26) from tumor cells in lymph node 

(x40) and kidney (x10). (D) PCR analysis on bone marrow, spleen, liver and lymph nodes 

showed the presence of huCD20+ cells in all tumors collected. 

 

FIGURE 4. Methods of bioluminescence activity quant ification.  

(A) C57BL/6J mice received an i.v. infusion of 8 x 103 EL4-huCD20-Luc cells. At D16 mice 

were: injection with 2 mg of luciferin. Acquisition of two successive bioluminescence images 

(first and second images) was performed and comparison pixel-to-pixel, with a 10% 
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threshold for acceptance was done allowing elimination of random activity from cosmic rays 

and background noise for obtaining of a quantifiable image (third image) (B). 

Bioluminescence for the whole animals was followed up and tumor growth was determined 

using manual delineation (by the operator) (�) or automatic segmentation (�) of the ROI. 

Measurement of the activity demonstrated a best reliability with automatic segmentation 

during the follow up of tumor growth (* P < 0.05).  

 

FIGURE 5. Tumor follow up.  

Mice were inoculated intravenously with 8 x 103 EL4-huCD20-Luc cells. On D9, D13, D16, 

D20 and D24 after inoculation, mice received 2 mg beetle luciferin, in PBS. After general 

anesthesia, bioluminescence activity (�) was determined on merged bioluminescence 

images. Model-predicted exponential tumor growth is shown by line. 

 

FIGURE 6. Effect of the ketamine / xylazine anesthe sia induction and luciferin dose on 

in vivo  kinetics of light emission, tumor growth and survi val.  

(A) Kinetics of light emission (percent of the maximal activity) over a 30 minutes period at 

appropriate binning and 1 minute acquisition time, were assessed 09 (�), 13 (�), 20 (�), 23 

(�), 27 (�) and 34 (�) days after inoculation of 8 x 103 EL4-huCD20-Luc cells (n = 5 mice 

per group). Anesthesia induction at t = 0 minute, then injection of 2 mg beetle luciferin at t = 4 

minutes (left panel). Injection of 2 mg beetle luciferin at t = 0 minute, then anesthesia 

induction at t = 4 minutes (right panel). (B, C) On D09, D13 and then twice a week until 

death, groups of animals received an intraperitoneally injection of 2 mg (� and solid line) or 

4 mg (� and dash line) of luciferin. For survival analysis a control group without injections of 

luciferin was realized (� and dotted line).   

 

FIGURE 7. Multimodality imaging of tumor dissemniat ion (BLI) and antibody 

biodistribution ( 111In labelled ibritumomab scintigraphy imaging or 64Cu labelled 

ibritumomab PET imaging). 
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Mice were inoculated intravenously with 8 x 103 EL4-huCD20-Luc cells. On D19 they were 

injected with 5.55 MBq of 111In labelled ibritumomab tiuxetan antibody (A) or 64Cu labelled 

ibritumomab tiuxetan antibody (B). On D20, imaging combining BLI with scintigraphy (A) or 

PET imaging (B) demonstrated the localisation of antibody into tumor sites. Tumor locations 

are indicated by arrows. 
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IIVV  --  MMaattéérriieellss  eett  mméétthhooddeess  ccoommpplléémmeennttaaiirreess  àà  cceeuuxx  ddee  

ll’’aarrttiiccllee  

Différents essais, complémentaires à ceux présentés dans cet article, ont été 

réalisés. Certains résultats n’ont pas été exposés dans l’article. C’est pourquoi nous 

souhaitons les présenter. 

AA  --  AAnnaallyysseess  iinn  vviittrroo  

Les essais in vitro nous ont permis de définir les conditions d’utilisation de 

chaque binning, les cinétiques d’apparition du signal, les zones de proportionnalité 

entre signaux de bioluminescence quantifiés et les nombres de cellules tumorales. 

Pour les analyses quantitatives in vitro divers nombres de cellules EL4-huCD20-Luc 

ont été lavées plusieurs fois en PBS et déposés dans les puits de plaques opaques 

(BandW isoplate®, Wallac, Perkin Elmer, Boston, MA, Etats Unis) dans un volume 

de 100 µL. 

La plaque et les cellules ont été placées à 37°C et 5% de CO2 durant 15 

minutes. 2 mg de luciférine de potassium (Promega, Charbonnières, France) repris 

dans 100 µL de milieu de culture complet et équilibré en oxygène ont été ajoutés 

aux cellules. Après 4 minutes à température ambiante, l’examen de 

bioluminescence a été réalisé. Les images de bioluminescence ont été réalisées sur 

la caméra ORCA II BT C4742-98-26 LW (Hamamatsu Photonics, Massy, France). 

Pour les analyses de proportionnalité de chaque binning nous avons testé de 101 à 

109 cellules EL4-huCD20-Luc. Pour le binning 8 par 8 (matrice 64x64 pixels) les 

images sont prises durant 10 minutes. Pour le binning 4 par 4 (matrice 128x128 

pixels) les images sont prises durant 10 minutes. Pour le binning 2 par 2 (matrice 

256x256 pixels) les images sont prises durant 2 minutes. Pour le binning 1 par 1 

(matrice 512x512 pixels) les images sont prises durant 2 minutes. Pour l’ensemble 
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des cinétiques les images réalisées en boucle sont d’une durée individuelle de 1 

minute. 

BB  --  MMiissee  aauu  ppooiinntt  ddeess  ccoonnddiittiioonnss  dd’’iinnooccuullaattiioonn  dduu  llyymmpphhoommee  

Afin de définir les conditions optimales de développement du lymphome nous 

avons testé tout un ensemble de paramètres d’inoculation.  

11  --  CChhooiixx  ddee  llaa  mmooddaalliittéé  dd’’iinnooccuullaattiioonn  ddeess  cceelllluulleess..    

Des animaux C57Bl6J (mâles, 10-12 semaines) ont reçu une injection de 

cellules EL4-huCD20-Luc lavées et reprises en PBS. L’injection a été réalisée par 

voie intraveineuse dans la queue ou par voie sous cutanée au niveau de la patte 

arrière droite ou en présence de 250 UI de hyaluronidase (+25 µL de hyaluronidase 

à 15 mg/mL, Hyalase®, Wockhardt, Royaume Unis) par voie sous cutanée au 

niveau de la patte arrière droite. Le volume d’injection était adapté au mode 

d’inoculation et chacun de ces groupes était constitué de 10 animaux. 

22  --  DDéétteerrmmiinnaattiioonn  dduu  nnoommbbrree  ooppttiimmaall  ddee  cceelllluulleess  àà  iinnjjeecctteerr..    

Des animaux C57Bl6J (mâles, 10-12 semaines) ont reçu une injection de 

8.103 ou 5.104 ou 10.104 ou 25.104 ou 50.104 ou 10.105 cellules EL4-huCD20-Luc 

lavées et reprises en PBS par voie intraveineuse dans la queue (5 animaux pour 

chaque condition). 

33  --  UUttiilliissaattiioonn  ddee  ssoouurriiss  ddee  ffoonndd  ggéénnééttiiqquuee  CC5577BBll66JJ  oouu  CC5577BBll66JJ  

TTyyrr  CC22--JJ..  

Des animaux C57Bl6J ou C57Bl6J Tyr C2-J (mâles, 10-12 semaines) (Charles 

River, L’Arbresle, France ou Service d’élevage CDTA, Orléans, France selon 

disponibilités) ont reçu une injection de 8.103 cellules EL4-huCD20-Luc lavées et 



Premier article : Analyse quantitative de bioluminescence 

 - 175 - 

reprises en PBS par voie intraveineuse dans la queue (10 animaux pour chaque 

condition). 

CC  --  EExxaammeennss  ddee  bbiioolluummiinneesscceennccee  iinn  vviivvoo  

La périodicité des examens de bioluminescence in vivo dépend du type d’essai 

réalisé. Les souris reçoivent dans un premier temps une injection de 2 mg de 

luciférine de potassium (Promega, Charbonnières, France) par voie intra 

péritonéale. Après 4 minutes, les animaux sont anesthésiés afin d’obtenir une 

immobilité prolongée des animaux. Le suivi des opérations est identique à celui 

exposé dans l’article. 

DD  --  AAnnaallyyssee  ddee  llaa  ddoommiicciilliiaattiioonn  cceelllluullaaiirree  ppaarr  fflluuoorreesscceennccee  

En plus de l’utilisation de sondes radioactives pour le suivi de la 

dissémination cellulaire initiale présentée dans l’article, nous avons souhaité 

analyser cette domiciliation initiale par l’utilisation de sondes lipophiles 

fluorescentes. 1.105 cellules EL4-huCD20-Luc ont été lavées en PBS pendant 30 

minutes. 100 µL de traceurs à longues chaînes lipophiles dialkylcarbocyanines DID 

ou DIR (Molecular Probes, Eugene, OR, Etats Unis) ont été ajoutés avec les cellules. 

Après 30 minutes à 37°C et 5% de CO2 les cellules ont été lavées deux fois par une 

solution de PBS. Sept souris C57Bl6J nude ont reçu une injection de 1.105 EL4-

huCD20-Luc DID/DIR par voie intraveineuse après une anesthésie gazeuse 

constituée de 3% d’isofluorane (Aerrane®, Baxter, Deerfield, IT, Etats Unis). Après 

différents temps, l’émission de fluorescence a alors été mesurée avec le système 

IVIS200 (CCD) imaging system (Xenogen, Alameda, CA, Etats Unis) avec les filtres 

appropriés aux fluorochromes. L’utilisation de souris nude permet d’améliorer 

sensiblement la sensibilité de la méthode. L’aspect immunologique n’a pas été 

abordé pour cet essai. 
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VV  --  RRééssuullttaattss  ccoommpplléémmeennttaaiirreess  àà  cceeuuxx  ddee  ll’’aarrttiiccllee  

AA  --  VVaalliiddaattiioonn  ddee  ll’’uuttiilliissaattiioonn  dd’’uunnee  zzoonnee  ssppéécciiffiiqquuee  àà  cchhaaqquuee  

bbiinnnniinngg  

Comme nous l’avons montré dans l’article, une zone de proportionnalité 

entre le nombre de cellules EL4-huCD20-Luc et le signal mesuré a pu être établie 

pour chaque binning. Ces différentes zones étant chevauchantes, nous avons avec 

ce modèle cellulaire une proportionnalité du signal mesuré qui va de 1.102 à 5.108 

cellules. Ainsi l’utilisation systématique de la combinaison de l’ensemble des 

binnings pour une analyse d’images de bioluminescence in vivo permet de suivre la 

progression tumorale 9 jours après l’injection des cellules et jusqu’à la mort de 

l’animal. Cependant l’émission de lumière in vitro et in vivo suit une cinétique. Afin 

de valider l’utilisation des différents binnings nous avons réalisé une cinétique du 

signal d’émission de bioluminescence pour chacun d’entre eux (Figure 35). On 

remarque que le profil de cinétique d’émission de la lumière in vitro est identique 

quel que soit le binning choisit. Pour chaque binning utilisé lors de la mesure, le 

signal est d’emblée à 100% de son intensité et chute dans un premier temps avant 

de se stabiliser et de rester stable durant un moment. Ainsi lors de mesures in vitro 

l’activité de bioluminescence est maximale et indépendante du binning utilisé. 

Cependant pour des raisons de stabilité de la mesure il est capital, une fois la 

luciférine ajoutée, d’attendre 15 à 20 minutes afin de réaliser la mesure dans une 

zone d’émission constante. Cette démarche a été mise en place pour l’ensemble des 

essais d’imagerie de bioluminescence in vitro. 

BB  --  MMooddaalliittéé  dd’’iinnooccuullaattiioonn  dduu  llyymmpphhoommee  

Le modèle tel qu’il est décrit dans l’article est basé sur une injection 

intraveineuse des cellules EL4-huCD20-Luc dans la queue des animaux. Il s’agit de  
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Figure 35 : Cinétiques du signal de bioluminescence des cellules EL4-huCD20-
Luc in vitro pour l’utilisation des différents binnings.  
 
Cinétiques moyennes de l’activité de bioluminescence in vitro exprimée en 
pourcentage de l’activité maximale mesurée. Courbes établies pour des nombres 
compris entre 1.104 et 1.106 cellules EL4-huCD20-Luc, mesures de 1 minute pour 
une durée totale de 60 minutes, définition des régions d’intérêts sur la première 
image. Mesure effectuée pour un binning 8x8 (matrice 64 par 64 pixels) (A.), pour 
un binning 4x4 (matrice 128 par 128 pixels) (B.), pour un binning 2x2 (matrice 256 
par 256 pixels) (C.) et pour un binning 1x1 (matrice 512 par 512 pixels) (D.). 
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la modalité d’inoculation qui permet de reproduire le plus fidèlement le 

développement d’un lymphome B chez l’homme (Tableau 06). L’injection de cellules 

par voie sous cutanée dans les coussinets de la patte arrière des animaux, 

n’entraîne qu’un très faible nombre de développements tumoraux. En effet, 

seulement 20% des animaux ont développé des tumeurs quantifiables par 

bioluminescence. De plus, la position de l’animal en décubitus dorsal ne permet pas 

d’avoir une quantification de l’intensité de bioluminescence satisfaisante. Pour les 

animaux ayant développé une tumeur, cette dernière a naturellement régressé et 

n’est plus détectable 20 jours après l’injection des cellules, l’ensemble des animaux 

de ce groupe a ainsi survécu. Le développement tumoral est très différent avec une 

injection sous cutanée au niveau de la patte arrière droite. Un développement 

tumoral est apparu chez 90% des animaux et a été quantifiable par imagerie de 

bioluminescence 16 jours après l’inoculation des cellules. Cependant son 

développement est très agressif et 70% des animaux, ont développé une tumeur au 

niveau du ganglion inguinal de drainage proche, mais aussi au niveau musculaire 

avec une infiltration tumorale importante. L’ensemble de ces animaux a survécu, 

cependant compte tenu de la rapidité de la progression tumorale et pour des 

raisons éthiques le développement tumoral n’a pas pu être poursuivi au-delà de 20 

à 25 jours. L’injection de fortes doses de rituximab à ces animaux par voie 

intraveineuse, n’a entraîné aucune modification de la progression tumorale. Pour 

favoriser la dissémination des cellules tumorales nous avons inoculé des souris par 

voie sous cutanée au niveau de la patte arrière droite mais en présence de 

hyaluronidase. Ce composé, ajouté aux cellules à la quantité de 250UI, n’a pas 

modifié la viabilité cellulaire. Le taux de développement de la tumeur a été identique 

dans ce groupe par rapport à celui n’ayant pas reçu de hyaluronidase. L’invasion 

du muscle par les cellules EL4-huCD20-Luc a été semblable en présence de 

hyaluronidase. L’injection des cellules par voie intraveineuse dans la queue des  
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Tableau 06 : Analyse de la modalité d’inoculation du lymphome EL4-huCD20-
Luc.  
 
Mise en place du modèle : différentes voies d’inoculation des cellules tumorales ont 
été évaluées. Les cellules tumorales EL4-huCD20-Luc ont été inoculées dans un 
volume dépendant de la voie étudiée. L’ajout de hyaluronidase a été évalué. Les 
examens de bioluminescence réalisés permettent de définir le pourcentage 
d’animaux ayant développé un lymphome ainsi que la persistance de la tumeur. 
Enfin la survie moyenne des animaux a été évaluée. NA : non applicable, les 
animaux ne développent pas de tumeur détectable par bioluminescence et survivent 
60 jours après l’inoculation des cellules. * la survie moyenne des animaux est 
biaisée par un développement tumoral intramusculaire qui impose une euthanasie 
des animaux. 

Animaux ayant    
une tumeur (%) 

Voie 
d'inoculation 
des cellules               

Localisation 
anatomique 

Ajout de 
hyaluronidase 

Volume 
(µL) 

à J+16 à J+20 

Persistance 
de la 

tumeur 

Survie 
(jours) 

Intra 
veineuse queue non 200 100 100 Oui 22 

Sous cutanée inter digité 
patte arrière non 50 20 10 Non NA 

Sous cutanée ganglion 
patte arrière non 100 80 90 Oui 25* 

Sous cutanée ganglion 
patte arrière 25µL (250UI) 100 90 90 Oui 25* 
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animaux entraîne l’apparition d’un lymphome dans 100% des cas avec des 

caractéristiques proches de celles observées chez l’homme (Tableau 06). Cette voie 

d’injection a donc été choisie pour le modèle même si le nombre élevé de foyers 

tumoraux complexifie la méthodologie de quantification.  

CC  --  NNoommbbrree  ddee  cceelllluulleess  iinnjjeeccttééeess  

Nous avons testé une gamme de concentrations en cellules EL4-huCD20-Luc 

lors de l’inoculation des animaux. Différents groupes ont ainsi reçu de 8.103 à 

10.105 cellules EL4-huCD20-Luc. Après 13 jours, 100% des animaux de l’ensemble 

des lots ont présenté des tumeurs quantifiables par bioluminescence. Cependant 

dès lors que le nombre de cellules injectées était supérieur ou égal à 5.104 les 

animaux ont présenté dès 13 jours un nombre important de foyers tumoraux plus 

ou moins distincts. Compte tenu de la précision de la méthode de délimitation des 

régions d’intérêt par segmentation, il est délicat de quantifier correctement un 

animal présentant de nombreux foyers à un stade précoce de développement (09 à 

13 jours). Les animaux ayant reçu une injection de 8.103 cellules EL4-huCD20-Luc 

présentent une grande homogénéité dans le schéma d’apparition des lymphomes 

ainsi que dans l’évolution de la maladie. De plus dans les groupes d’animaux ayant 

reçu plus de 25.104 cellules nous avons pu montrer, par le biais de la recherche de 

l’expression de CD20 humain dans les cellules d’échantillons sanguins par PCR 

(méthode présentée dans l’article), qu’un nombre important de cellules EL4-

huCD20-Luc restait dans la circulation sanguine de l’animal et était à l’origine de 

l’apparition de foyers secondaires plus tardifs remettant en cause l’effet 

thérapeutique du traitement.  
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DD  --  CCiinnééttiiqquueess  dduu  ssiiggnnaall  ddee  bbiioolluummiinneesscceennccee  iinn  vviivvoo  

Dans l’article nous avons montré l’importance en bioluminescence in vivo de 

l’ordre des étapes anesthésie de l’animal / injection de luciférine sur l’évolution des 

cinétiques de bioluminescence et de croissance de la masse tumorale. Nous avons 

aussi montré qu’à 2 mg le substrat de la réaction enzymatique était déjà en excès et 

qu’ainsi l’utilisation de la moitié de la "dose standard" de luciférine convenait 

parfaitement à un suivi de l’évolution des foyers. Dans les essais complémentaires 

que nous avons réalisé, nous nous sommes intéressé à l’impact de tels paramètres, 

dans un modèle de tumeur sous cutanée. Pour ce faire nous avons injecté 2.105 

cellules EL4-huCD20-Luc par voie sous cutanée au niveau de la nuque à des 

groupes d’animaux C57Bl6J. Les animaux ont ensuite été suivis par 

bioluminescence à différents temps de croissance tumorale (Figure 36). Les 

cinétiques observées pour une tumeur sous cutanée sont très différentes de celles 

observées pour une tumeur disséminée. On retrouve l’impact de l’ordre des 

évènements anesthésie / injection de luciférine tandis qu’il n’existe pas de 

différence dans la croissance tumorale en fonction de la dose reçue de luciférine. 

Ainsi même dans le cas de l’utilisation d’un modèle de tumeur sous cutanée 

l’utilisation de 2 mg pour chaque examen (la moitié de la dose recommandée par les 

fabricants de systèmes de bioluminescence dont Xenogen) semble tout à fait 

satisfaisante. Le substrat est suffisamment en excès pour que la quantification de 

l’intensité d’émission de lumière par les cellules soit fiable. Dans la situation où 

l’anesthésie des animaux est réalisée avant l’injection de luciférine et contrairement 

au modèle de tumeur diffuse, le modèle de tumeur sous cutanée ne présente pas 

d’évolution du plateau d’émission maximale de lumière. En effet, il se situe entre 5 

et 15 minutes après l’injection de luciférine et est très stable. Ces informations sont 

à mettre en parallèle avec des caractéristiques différentes des deux modèles. Une 

tumeur diffuse va développer de l’angiogenèse rapidement et de façon importante. 
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Figure 36 : Cinétiques d’apparition du signal de bioluminescence dans un 
modèle de tumeur sous cutanée : impact de la dose de luciférine et du 
moment de l’anesthésie.  
 
Cinétiques du signal de bioluminescence sur des groupes d’animaux avec une 
tumeur sous cutanée (inoculation 2.105 cellules EL4-huCD20-Luc). Examen réalisé 
après 09 (rouge), 13 (orange), 20 (jaune), 23 (vert), 27 (bleu) et 34 (violet) jours (n = 
5 animaux par groupe). 
A. Injection de 4mg de luciférine à t = 0 minute, puis anesthésie des animaux. 
B. Mêmes conditions que A. avec 2 mg de luciférine. 
C. Anesthésie des animaux à t = 0 minute puis injection de 4mg de luciférine à t = 4 
minutes. 
D. Mêmes conditions que C. avec 2 mg de luciférine. 
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La cinétique d’émission de lumière après injection de luciférine sera alors limitée 

par l’importance de la masse tumorale de plus en plus vascularisée avec le temps, 

expliquant le décalage du plateau d’émission avec la croissance tumorale. Dans un 

modèle sous cutané la cinétique sera essentiellement limitée par la diffusion du 

composé au travers des tissus et sera stable au cours du temps et de la progression 

tumorale.  

EE  --  AAggee  ddeess  aanniimmaauuxx  iinnooccuullééss  

Un premier groupe d’animaux C57Bl6J de 6-8 semaines (n = 10) et un 

second groupe de 10-12 semaines (n = 10) ont reçu une injection de 8.103 cellules 

EL4-huCD20-Luc par voie intraveineuse. Après 9 jours, 80% des animaux du 

premier groupe et 70% des animaux du second groupe présentaient des foyers 

quantifiables par bioluminescence et après 13 jours 100% des animaux des deux 

groupes ont développé des foyers tumoraux quantifiables. Les animaux du premier 

groupe avaient une médiane de survie de 15 jours (11-18 jours) contre 22 jours (15-

27 jours) pour le second groupe, la différence de survie entre les deux groupes étant 

significative (P < 0.05). L’âge a donc une influence sur le développement tumoral. Il 

est probable que cette différence de survie puisse s’expliquer en partie par un 

défaut de développement du système immunitaire chez les animaux les plus jeunes. 

Même si notre modèle, n’a pas pour objectif l’analyse des mécanismes d’action du 

rituximab, nous avons choisi de n’utiliser que des animaux âgés de 10-12 

semaines. 

FF  --  DDéévveellooppppeemmeenntt  ttuummoorraall  eett  ffoonndd  ggéénnééttiiqquuee  ((CC5577BBll66JJ  vveerrssuuss  

CC5577BBll66JJ  TTyyrr  CC22--JJ))  

Les tissus et la mélanine sont responsables de l’absorption d’une partie de la 

lumière émise par les cellules tumorales. C’est pourquoi la quasi-totalité des 



Premier article : Analyse quantitative de bioluminescence 

 - 184 - 

modèles murins de bioluminescence utilisent des animaux apigmentés de fond 

génétique albinos ou nude. Nous avons alors envisagé d’utiliser des souris C57Bl6J 

Tyr C2-J. Pour rappel ces animaux de fond génétique identique aux souris sauvages 

présentent une mutation au niveau du gène de la tyrosinase. Cette protéine est 

notamment impliquée dans la synthèse de la mélanine ; les souris C57Bl6J Tyr C2-J 

ne peuvent la produire et sont apigmentées. 10 animaux de chaque phénotype ont 

été inoculés par 8.103 cellules EL4-huCD20-Luc par voie intraveineuse et l’activité 

tumorale a été régulièrement analysée par imagerie de bioluminescence. On peut 

remarquer que, malgré le fait de produire de la mélanine, les animaux de fond 

génétique sauvage sont tout de même adaptés aux examens de bioluminescence. 

Par contre le développement tumoral sur les animaux Tyr C2-J est parfois anormal 

avec 40% d’animaux présentant des régressions tumorales spontanées partielles ou 

totales en l’absence même de traitement. De plus des problèmes d’anesthésie ont 

été rapportés chez plus de 50% des animaux. Les animaux Tyr C2-J plus sensibles 

que les animaux sauvages à une répétition d’anesthésies générales doivent avoir 

une dose de kétamine/xylazine plus faible ce qui est problématique pour un suivi 

rigoureux de la progression de l’activité tumorale via le suivi de la bioluminescence. 

Ainsi compte tenu du manque de connaissances dans les modifications 

physiologiques engendrées par la mutation du gène de la tyrosinase ainsi que de 

l’importante difficulté dans l’obtention de lots homogènes d’animaux C57Bl6J Tyr 

C2-J (taux de fertilité extrêmement faible) nous avons validé, pour l’ensemble des 

essais, l’utilisation d’animaux C57Bl6J sauvages au pelage noir. 

GG  --  DDééllaaii  eennttrree  ll’’iinnooccuullaattiioonn  ddeess  cceelllluulleess  EELL44--hhuuCCDD2200--LLuucc  eett  llee  

ddéébbuutt  ddeess  eexxaammeennss  ddee  bbiioolluummiinneesscceennccee  

Quatre groupes de 10 animaux ont reçu une injection de 8.103 cellules EL4-

huCD20-Luc, les examens de bioluminescence ont été réalisés après 1, 3, 6 ou 9 
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jours après l’inoculation. Quel que soit le groupe d’animaux, les foyers de 

bioluminescence n’ont été détectés qu’à partir du jour 09 (Figure 37). Le 

pourcentage d’animaux ayant développé une tumeur quantifiable à J+9 était de 

10% dans le groupe évalué dès J1, 30% et 70% pour les groupes évalués dès J3 et 

J6 respectivement. En revanche 100% des souris dont l’évaluation a débuté à 

J9 avaient une tumeur décelable en bioluminescence (Figure 37). Ces résultats 

peuvent rendre compte soit d’une toxicité précoce de la luciférine sur des cellules 

tumorales inoculées depuis peu de temps soit d’un développement tumoral trop peu 

important pour être détectable en bioluminescence. C’est pourquoi pour l’ensemble 

des essais réalisés par la suite nous n’avons commencé les examens de 

bioluminescence qu’à partir de J+09. 

HH  --  DDoommiicciilliiaattiioonn  iinniittiiaallee  ddeess  cceelllluulleess  ttuummoorraalleess  

Dans l’article nous avons présenté l’analyse de la domiciliation cellulaire par 

bioluminescence directe des cellules inoculées ou après marquage des EL4-

huCD20-Luc par du Tc99m (Figure 38 et 39). Nous avons réalisé en parallèle des 

essais de domiciliation par l’utilisation de sondes fluorescentes lipophiles. Les 

résultats sont identiques et on retrouve d’une part la même domiciliation et d’autre 

part une évolution de la localisation des cellules similaire (Figure 40). Ces résultats 

viennent donc confirmer les observations présentées dans l’article. 
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Figure 37 : Délai entre l’inoculation des cellules tumorales et le début des 
examens de bioluminescence.  
 
Les animaux reçoivent une injection de 8.103 cellules EL4-huCD20-Luc. Les 
examens de bioluminescence débutent pour les différents groupes d’animaux après 
1, 3, 6 ou 9 jours. Ils sont réalisés deux fois par semaine. Le graphe présente le 
pourcentage d’animaux de chaque groupe ayant un lymphome quantifiable 9 jours 
après l’inoculation des cellules et permet de mettre en évidence une probable 
toxicité de la luciférine de potassium lorsque cette dernière est injectée trop peu de 
temps après l’inoculation des cellules. 
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Figure 38 : Suivi de la domiciliation initiale des cellules tumorales EL4-
huCD20-Luc par bioluminescence.  
 
Suivi de la dissémination initiale des cellules par bioluminescence des cellules 
tumorales après injection de 2 mg de luciférine de potassium. Examen immédiat 
(A), puis après 0h30 (B) après 1h30 (C) et après 20h00 (D). Après 20h00 les cellules 
sont toujours présentes mais ont migré vers divers sites, le signal est trop faible 
pour être mesuré. 
 
 
 
 

 
 
 
 
Figure 39 : Suivi de la domiciliation initiale des cellules tumorales EL4-
huCD20-Luc par scintigraphie après marquage au Tc99m. 
 
Suivi de la dissémination initiale des cellules après marquage au Technétium 99m. 
Imagerie radiographique immédiatement après injection des cellules par voie 
intraveineuse (A), après 1h30 (B) et après 18h00 (C). On peut relever la bonne 
sensibilité de la méthode. 
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Figure 40 : Suivi de la domiciliation initiale des cellules tumorales EL4-
huCD20-Luc par flurorescence après marquage par sonde DID.  
 
Suivi de la dissémination initiale des cellules par fluorescence des cellules 
tumorale, marquage par sonde lipophile DID. Examen immédiat en face antérieure 
(A) et postérieure (B), puis après 20h00 en face antérieure (C) et en face postérieure 
(D). L’utilisation de souris C57BL/6J nude permet de révéler l’excellente sensibilité 
de la méthode. Malgré une persistance de quelques cellules au point d’injection 
cette méthode confirme les observations réalisées précédemment. 
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VVII  --  DDiissccuussssiioonn  eett  ccoonncclluussiioonn  

Cette première partie présente la mise en place et l’optimisation d’un modèle 

murin de lymphome exprimant le CD20 humain et la mise au point d’une technique 

de bioluminescence permettant le suivi et la quantification de la croissance 

tumorale. L’imagerie de bioluminescence requiert de fixer auparavant une série de 

paramètres. 

Dans un premier temps, nous avons mis en place et développé le modèle 

cellulaire EL4-huCD20-Luc in vitro. Nous avons contrôlé l’expression du CD20 et de 

la luciférase. Nous nous sommes aussi intéressés aux aspects cinétiques de 

l’émission de lumière in vitro afin de nous placer dans des conditions optimales. 

Nous avons défini les conditions d’utilisation de notre modèle cellulaire in vivo en 

établissant la zone de proportionnalité entre le signal de bioluminescence mesuré et 

le nombre de cellules. Cette méthode est relativement sensible puisqu’elle permet de 

détecter 10² cellules tumorales. C’est pourquoi nous nous sommes intéressé à 

l’utilisation d’animaux albinos C57Bl6J Tyr C-2J. Ces animaux, présentent une 

mutation dans le gène de la tyrosinase qui les rend incapables de synthétiser la 

mélanine tout en possédant le fond génétique C57Bl6J. Dans ce travail nous avons 

montré qu’il était possible d’utiliser des souris noires C57BL/6J sans interférer sur 

la sensibilité de la méthode de quantification. L’apparition des foyers tumoraux se 

réalise au sein d’un organe lymphoïde (foie, rate, ganglions…) nous avons alors 

étudié l’absorption spécifique de la lumière émise par les cellules en fonction de la 

localisation anatomique des foyers tumoraux.               

Nous avons aussi montré l’influence de certains paramètres sur l’imagerie de 

bioluminescence, comme la quantité de luciférine de potassium utilisée à chaque 

examen, l’utilisation de la moitié de la dose standard habituellement recommandée, 

l’ordre et le temps entre les opérations d’injection de luciférine et d’anesthésie ou 

encore le type de tumeur choisi pour le modèle (tumeur diffuse ou tumeur sous 
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cutanée localisée). Ce dernier point a récemment été décrit et présenté par une 

équipe belge 269.  

Pour cette étude nous avons envisagé de réaliser des essais de bimodalité. En 

combinant le suivi de la progression des cellules tumorales par l’imagerie optique de 

bioluminescence à des méthodes de suivi par scintigraphie et autoradiographie de 

la biodistribution de l’anticorps injecté. Cependant la mise en place simultanée 

d’une telle combinaison de méthodes d’imagerie nécessite un système d’imagerie de 

bioluminescence insensible à la radioactivité. Parmi tous les systèmes de détection 

de la bioluminescence aujourd’hui sur le marché, seuls les systèmes ORCA 

Hamamatsu® sont réellement insensibles à la radioactivité. Les autres systèmes 

sont plus ou moins sensibles. Par exemple, le système Lumina de Xenogen® subit 

une augmentation du bruit de fond de 250% en présence d’une source de 

radioactivité de 400 µCi. Une telle source correspond à la radioactivité moyenne d’un 

animal ayant reçu une injection d’anticorps marqué dans le but d’un examen de 

scintigraphie. Une augmentation du bruit de fond de 250% entraîne une réduction 

de la sensibilité de détection de la bioluminescence d’un facteur de plus de 10 et 

réduit la zone de proportionnalité entre signal détecté et nombre de cellules de plus 

de 2 unités logarithmiques. Pour l’ensemble des systèmes de bioluminescence, à 

l’exception de celui développé par Hamamatsu®, l’augmentation du bruit de fond 

varie entre 250% et 600% en présence d’une source radioactive. Nous avons choisi 

d’utiliser le système de détection de la bioluminescence Hamamatsu® pour 

l’ensemble des essais. Le système CCD de ce système présente une efficacité 

quantique maximale entre 500nm et 700nm ce qui est parfaitement compatible 

avec la longueur d’onde maximale d’émission de la luciférine in vivo et permet de 

limiter l’interaction avec l’absorption de la lumière par les autres composés (Figure 

34). Cependant ce système est qualitatif et non quantitatif. Nous présenterons donc 

dans cette partie les méthodes de quantifications que nous avons développées pour 
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le modèle. Nous exposerons la méthodologie de traitement de l’image afin de la 

rendre quantifiable (élimination du bruit du fond et de la perturbation du signal 

due au rayonnement cosmique), dans un second temps, nous préciserons la 

stratégie d’analyse de l’intensité des foyers et de détermination des régions d’intérêt 

par segmentation.  

La réalisation de mesures de l’absorption de la lumière émise par les tissus 

en fonction de la localisation anatomique des foyers tumoraux nous a donné accès, 

par l’intermédiaire de l’imagerie quantitative de bioluminescence à une évaluation 

précise du volume tumoral des animaux avant traitement. En effet, par le biais de 

la mesure quantitative de l’activité de bioluminescence d’un foyer donné et de son 

volume relatif exprimé en unités de base (pixels) nous pouvons définir un volume 

tumoral. Une fois cette valeur corrigée de l’absorption par les tissus en fonction de 

la localisation du foyer, le volume tumoral obtenu reflète non seulement le volume 

occupé par les cellules mais constitue aussi un excellent indicateur de leur activité 

ainsi que de leur état métabolique.  

 

Au terme de ce travail, nous disposons d’un modèle permettant une mesure 

précise de l’effet thérapeutique d’un anticorps anti CD20. Il nous est donc possible 

d’étudier l’influence du volume tumoral pré – thérapeutique sur la relation 

concentration – effet du rituximab. 
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VVIIII  --  DDéévveellooppppeemmeenntt  ddeess  mmaaccrrooss  ddee  ttrraaiitteemmeenntt  ddeess  iimmaaggeess  eett  

ddee  ddéélliimmiittaattiioonn  ddeess  rrééggiioonnss  dd’’iinnttéérrêêttss  

En complément à l’article et aux essais complémentaires nous avons 

développé des macros pour permettre le traitement des images et déterminer les 

régions d’intérêt par segmentation. 

AA  --  MMaaccrroo  dd’’éélliimmiinnaattiioonn  dduu  bbrruuiitt  ddee  ffoonndd  eett  dduu  rraayyoonnnneemmeenntt  

ccoossmmiiqquuee  

Lorsque l’image de bioluminescence est réalisée le signal mesuré est perturbé 

par le bruit de fond intrinsèque à l’animal et au matériel optique de mesure. Il est 

aussi brouillé par le rayonnement cosmique qui interagit avec le système de 

détection du CCD. La macro mise au point, permet le traitement de deux images. 

En effet chaque image est une mesure d’une durée correspondant à la moitié du 

temps total. La comparaison entre elles des deux images permet l’identification et la 

suppression des perturbations grâce au caractère aléatoire de ce signal (nombre de 

niveaux de gris du pixel différant de plus de 10% entre les deux images : la valeur 

est alors remplacée par la moyenne des nombres de niveaux de gris des 8 pixels 

environnants). Les valeurs des pixels des 2 images sont alors ajoutées. Enfin une 

fois les images de bioluminescence et de bruit de fond nettoyées, leurs valeurs sont 

soustraites. L’image devient alors quantifiable. Cette macro a été réalisée en 

collaboration avec Sabrina Pesnel (Service d’imagerie, CDTA, Orléans, France) 

et Aurélie Sergent (IFIPS Optronique, Orsay, France) et a été développée sous 

Matlab version 7.002 (Matlab®) (Annexe : Macro de traitement de l’image). 
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BB  --  MMaaccrroo  ddee  ddéélliimmiittaattiioonn  ddeess  rrééggiioonnss  dd’’iinnttéérrêêtt  

Les régions d’intérêt des zones de bioluminescence de l’image sont 

déterminées par segmentation. Cette macro permet une délimitation automatique 

des régions d’intérêt des images des foyers tumoraux par la comparaison de 

l’intensité des pixels de proche en proche et par la définition de zones d’intensité. 

En outre la macro permet aussi une fusion de l’image optique et de l’image de 

bioluminescence. Cette macro a été réalisée en collaboration avec Sabrina Pesnel et 

a été développée sous ImageJ (http://rsb.info.nih.gov/ij/index.html) (Annexe : 

Macro de segmentation des régions d’intérêt). 
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SSEECCOONNDD  AARRTTIICCLLEE  ::  AAnnaallyyssee  ddee  ll’’iinnfflluueennccee  dduu  vvoolluummee  ttuummoorraall  

aavvaanntt  ttrraaiitteemmeenntt  ssuurr  ll’’eexxppoossiittiioonn  eett  llaa  rrééppoonnssee  aauu  rriittuuxxiimmaabb  ::  

aapppprroocchhee  pphhaarrmmaaccoocciinnééttiiqquuee  ––  pphhaarrmmaaccooddyynnaammiiqquuee  ppaarr  uunn  

mmooddèèllee  mmuurriinn  ssyynnggéénniiqquuee  bbiioolluummiinneesscceenntt..  

 

II  --  IInnttrroodduuccttiioonn  

Ces dernières années, grâce aux progrès réalisés dans l’humanisation des 

anticorps monoclonaux recombinants, ces derniers ont vu leur utilisation 

thérapeutique s’accroître, notamment dans le traitement du cancer. Parmi ces Acm-r, 

le rituximab (MabThera®, Rituxan®) est le premier à avoir obtenu une autorisation de 

mise sur le marché en Europe et aux Etats-Unis. Il s’agit d’un anticorps chimérique de 

type IgG1 kappa dirigé contre l’antigène de surface CD20 exprimé par plus de 95% des 

cellules lymphoïdes B. Le rituximab utilisé seul ou en association avec de la 

chimiothérapie a montré son efficacité dans le traitement des lymphomes de faible et 

de haute malignité. Néanmoins, lorsqu’il est utilisé en monothérapie, 30 à 50% des 

patients ne répondent pas au traitement. Plusieurs hypothèses ont été évoquées pour 

expliquer cette variabilité de réponse, parmi lesquelles l’importance du volume 

tumoral, un faible niveau d’expression du CD20, la présence de formes solubles de 

CD20 ou encore de faibles concentrations sériques de rituximab. Notre équipe de 

recherche a été la première à montrer qu’un polymorphisme nucléotidique du gène 

FCGR3A, conduisant à la substitution d’une valine (V) par une phénylalanine (F) en 

position 158 du récepteur pour la portion Fc des IgG (FcγRIIIa) sur les cellules 

effectrices cytotoxiques, était corrélé à la réponse clinique et moléculaire au rituximab 

chez des patients présentant un lymphome folliculaire 137. Ainsi, le fait que ce 
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récepteur puisse être à l’origine d’une variabilité dans la réponse clinique au rituximab 

suggère fortement que l’ADCC constitue un mécanisme d’action du rituximab in vivo 

chez l’homme comme nous l’avons présenté dans l’introduction 172. Notre équipe a 

confirmé l’influence du génotype sur le niveau d’ADCC observé in vitro, et montré que 

l’influence du polymorphisme FCGR3A in vitro se manifestait surtout en présence de 

faibles concentrations de rituximab 192. Chez l’homme, la réponse clinique après 

administration de rituximab semble corrélée à l'exposition au médicament, les 

concentrations de rituximab étant significativement plus élevées dans le groupe des 

patients répondeurs 198,211,270 (Figure 41). Les concentrations sériques de rituximab, 

représentant la fraction libre circulante, sont par ailleurs inversement corrélées à la 

masse tumorale 198 (Figure 42). De la même manière, la déplétion lymphocytaire B liée 

au rituximab est corrélée à la concentration sérique de rituximab et au génotype 

FCGR3A 271. Ainsi, l’exposition au médicament et la masse tumorale pourraient être 

des facteurs de variabilité thérapeutique à prendre en compte, pour optimiser 

individuellement le traitement des patients atteints de lymphome malin non 

hodgkinien 206 . La possibilité de modifier la demi-vie d’une IgG thérapeutique par 

ingénierie moléculaire ouvre également de nouvelles perspectives en vue d’une 

optimisation des traitements.  

 

L’objectif général de cette seconde partie du travail a été d’analyser l’influence du 

volume tumoral sur la relation dose – concentration – effet du rituximab en utilisant le 

modèle murin de lymphome mis au point et présenté dans la première partie.  
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Figure 41 : Mise en évidence chez l’homme de la relation entre l’exposition au 
traitement et la réponse des patients.  
 
Mise en évidence chez l’homme de la relation entre l’exposition au traitement et la 
réponse les patients. Bien que l’ensemble de ces individus ait reçu un traitement par le 
rituximab identique, leur exposition est différente, leur réponse au traitement est 
différente. Les triangles indiquent les perfusions de rituximab. 
A. Ce groupe d’individus possède une bonne exposition à l’anticorps, après les 4 
perfusions le taux d’anticorps dans le sérum reste élevé. Ces patients sont en 
rémission complète. 
B. Ce groupe présente une moins bonne exposition à l’anticorps, malgré le fait que la 
concentration sérique en rituximab reste élevée après les 4 perfusions, ce taux 
s’effondre rapidement. Ces patients sont en réponse partielle. 
C. Ce dernier groupe a une très mauvaise exposition à l’anticorps, le taux sérique du 
rituximab s’effondre après chaque perfusion et n’est jamais élevé. Ces individus sont 
en absence de réponse au traitement. 
(Source : Mc Laughlin et al., 1998) 
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Temps Diamètre maximum 

    n Progression Coefficient Valeur de p 

Perfusion N°1 Avant 137 -0.019 -0.047 0.589 

 Après 137 -6.034 -0.153 0.074 

Perfusion N°2 Avant 147 -4.137 -0.300 0.001a 

 Après 147 -9.151 -0.170 0.040a 

Perfusion N°3 Avant 143 -7.943 -0.284 0.001a 

 Après 143 -18.38 -0.238 0.004a 

Perfusion N°4 Avant 141 -11.98 -0.264 0.002a 

 Après 141 -16.88 -0.218 0.009a 

Une semaine après traitement Suivi 143 -12.31 -0.264 0.001a 

Un mois après traitement Suivi 124 -7.567 -0.278 0.002a 

Trois mois après traitement Suivi 104 -2.154 -0.257 0.009a 

 
 

Temps Somme des produits des diamètres des 6 
foyers 

    n Progression Coefficient Valeur de p 

Perfusion N°1 Avant 137 -0.001 -0.044 0.609 

 Après 137 -0.359 -0.128 0.137 

Perfusion N°2 Avant 147 -0.551 -0.486 <0.001a 

 Après 147 -1.187 -0.268 0.001a 

Perfusion N°3 Avant 143 -0.713 -0.352 <0.001a 

 Après 143 -1.608 -0.287 0.001a 

Perfusion N°4 Avant 141 -1.118 -0.339 <0.001a 

 Après 141 -1.412 -0.251 0.003a 

Une semaine après traitement Suivi 143 -1.635 -0.426 <0.001a 

Un mois après traitement Suivi 124 -0.880 -0.407 <0.001a 

Trois mois après traitement Suivi 104 -0.224 -0.333 0.001a 

 
 
 
Figure 42 : Mise en évidence chez l’homme de la relation entre la concentration 
en rituximab dans le sérum des patients et leur volume tumoral.  
 
Présentation des données de l’analyse clinique de Berinstein et al. La mesure des 
concentrations circulantes en rituximab ainsi que l’évaluation du volume tumoral des 
patients avant et après chaque perfusion permet d’établir la relation entre ces 
paramètres. Les tests statistiques appliqués sont significatifs pour p < 0,05 (a). La 
première partie du tableau montre l’analyse de la relation entre les concentrations en 
anticorps et le plus grand diamètre mesuré sur les tumeurs des patients. La seconde 
partie montre la relation entre la concentration sérique en rituximab et la somme des 
produits des diamètres des 6 plus grands foyers tumoraux. Cette seconde analyse 
possède l’avantage de s’intéresser de façon plus importante au volume tumoral des 
individus avant/après traitement. (Source : Berinstein et al., 1998) 
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IIII  --  PPoosstteerr  ddee  pprréésseennttaattiioonn  sscciieennttiiffiiqquuee  

L’ensemble des travaux d’analyse de l’influence de la charge tumorale initiale 

sur l’exposition et la réponse au rituximab a fait l’objet d’une présentation sous la 

forme d’un poster scientifique lors du 49ème meeting annuel de l’ASH (American Society 

of Haematology) qui s’est déroulé du 08 au 11 décembre 2007 à Atlanta, Georgie, 

Etats-Unis. Le poster "Tumour burden influence on individual rituximab exposure and 

response : pharmacokinetic – pharmacodynamic approach by using a syngenic 

bioluminescent murine model” (présenté ci après) a été complété par un abstract dans 

un numéro spécial du journal scientifique Blood (journal officiel de l’ASH) abstract 

N°2347, novembre 2007. Ces travaux ont fait l’objet d’une communication orale lors 

du congrès annuel de la SFH (Société Française d’Hématologie) qui s’est déroulé du 20 

au 22 mars 2008 à Paris. 
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IIIIII  --  AArrttiiccllee  

Ces essais nous ont conduits à la réalisation d’un article scientifique 

actuellement soumis pour publication. 
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Abstract 

 

Clinical studies have shown a large interindividual variability in rituximab exposure and its 

significant influence on clinical response in patients receiving similar doses of antibody. The aim 

of this study was to evaluate the influence of tumor burden on dose-concentration-response 

relationships of rituximab. Murine lymphoma cells (EL4, 8 x 103) transduced with human CD20 

cDNA and transfected with luciferase plasmid (EL4-huCD20-Luc) were intravenously injected to 

C57BL/6J mice. Tumor burden detection, dissemination and progression were evaluated 

quantitatively by in vivo bioluminescence imaging. Different doses of rituximab (6 mg/kg, 12 

mg/kg, 20 mg/kg or 40 mg/kg) were infused thirteen days after lymphoma cell inoculation and 

rituximab serum concentrations were measured by ELISA. Without rituximab, all mice developed 

disseminated lymphoma and died within 30 days whereas a significant dose-response 

relationship was observed in mice receiving rituximab. The 20 mg/kg dose was adequate to 

study interindividual variability in response since 23% of mice were cured, 59% had partial 

response and 18% had disease progression. Rituximab concentrations were inversely correlated 

with tumor burden, mice with low tumor burden having high rituximab concentrations. 

Furthermore rituximab exposure influenced response and survival. Finally, using a 

pharmacokinetic–pharmacodynamic model, we demonstrated that tumor burden significantly 

influenced rituximab efficacy.  
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Introduction 

Rituximab (MabThera®, Rituxan®), a chimeric IgG1κ monoclonal antibody (mAb) 

directed against the CD20 antigen, has dramatically improved the outcome of patients with non-

Hodgkin’s lymphoma (NHL). It is now indicated in association with chemotherapy in both low and 

high grade NHLs and as maintenance therapy in relapsed follicular NHL. As for most antibodies, 

a large variability in clinical response is observed when rituximab is given as a single agent. 

Individual characteristics that were shown to explain this variability, are genetic factors such as 

FcγRIIIa-158V/F polymorphism 272 or factors leading to rituximab trapping such as tumor burden 

273, level of CD20 expression 162 or presence of circulating CD20 274. 

 In phase II trials using rituximab as single agent in untreated patients with indolent NHL, 

60 to 70% objective response was obtained 275-277 and responders showed different patterns of 

response, with only few of them experiencing complete remission. The pivotal study 278 clearly 

showed a large variability in rituximab exposure between patients treated for relapsed B-NHL. 

Because authors later demonstrated a relationship between rituximab concentrations and both 

clinical response and progression-free survival (a low exposure being associated with 

progressive disease and a shorter progression-free survival) 270,273,279, a trial was designed to 

improve rituximab individual exposure by using pharmacokinetic-guided administrations 202. 

However, the authors failed to demonstrate a clear advantage of this approach and responder 

patients still had significantly higher rituximab concentrations than non responders. These 

results underline the need for a better understanding of factors influencing rituximab exposure 

before new rituximab administration modalities may be proposed.  

Distribution, availability and number of tumor antigens as well as presence of circulating 

antigens are factors known to influence pharmacokinetics of mAbs 206 and could explain part of 

the differences in rituximab pharmacokinetics observed between different types of B-NHL. In the 

pivotal study, the authors observed an inverse relationship between serum level of rituximab and 

both circulating B cells and tumor burden at baseline 273,278. However, patients treated after 
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autologous stem cell transplantation and thus characterized by minimal residual disease had 

similar serum concentrations to those measured in relapsed patients 210. These conflicting 

results may be explained by the difficulty of evaluating tumor burden in clinical practice. In the 

pivotal study, tumor burden was defined by the maximum lesion diameter or the sum of products 

of the diameters of the six largest lesions assessed by CT-scan. There is currently no 

technology allowing to measure precisely the mass of disseminated lymphomas in patients 198. 

This partly explains the lack of study analyzing the relationship between tumor volume measured 

by a quantitative method and rituximab concentrations and/or efficacy. Rituximab has 

dramatically improved the standard of care treatments of patients with NHLs and there is an 

urgent need to quantify the dose-concentration-effect relationship of rituximab using 

pharmacokinetic-pharmacodynamic analysis and to identify the individual factors influencing it.  

The aim of this study was therefore to characterize the dose-concentration-effect 

relationship of rituximab and to investigate the role of tumor burden on this relationship. We 

used a murine syngeneic model of lymphoma expressing human CD20 and luciferase gene 

(EL4-huCD20-Luc) and a quantitative bioluminescent imaging method adapted for bimodality 

analysis, (D.D. et al., manuscript submitted, July 2008). In the present study, we observed an 

influence of tumor volume on rituximab exposure and response and developed a 

pharmacokinetic-pharmacodynamic (PK-PD) model describing this relationship. 
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Materials and Methods  

 

EL4-huCD20-Luc cell line 

EL4 murine T lymphoma cells transduced with human CD20 cDNA (EL4-huCD20) 280 

were kindly provided by Dr J. Golay (Laboratory of Cellular and Gene Therapy "G. Lanzani", 

Ospedali Riuniti, Bergamo, Italy). Plasmid containing luciferase cDNA (pCMV-Luc, Stratagene, 

La Jolla, CA, USA) was transfected into EL4-huCD20 cells by using Lipofectamine 2000 reagent 

(Life Technologies Inc, Cergy Pontoise, France). Transfected cells were selected with standard 

medium containing 300 µg/mL of G418 (Euromedex, Mundolsheim, France). Clonal EL4-

huCD20 cells expressing luciferase (EL4-huCD20-Luc) were generated by limiting dilution 

culture of G418-resistant colonies. Intensity and stability of the luciferase and huCD20 

expressions were checked before each experiment. CD20 expression was assessed by flow 

cytometry (Epics XL-MCL®, Beckman Coulter, San Jose, CA, USA) using mouse CD20 mAb 

directly coupled with fluorescein isothiocyanate (FITC) (Beckman Coulter, San Jose, CA, USA). 

For analysis of antigen density, the number of membrane CD20 molecules was estimated using 

the specific mAb binding value provided by Qifikit assay (Dako, Trappes, France). Data were 

analysed using the software System II® (Beckman Coulter). For luciferase expression analysis, 

20 µL of lysis reagent (Luciferase Cell Culture Lysis Reagent®, Promega, Charbonnières, 

France) were added to 2 x 105 EL4-huCD20-Luc cells according to manufacturer’s 

recommendations. Cells were distributed in opaque wells (BandW isoplate®, Wallac, Perkin 

Elmer, Boston, MA, USA) and 100 µL of reagent containing luciferin and ATP (Luciferase Assay 

Reagent®, Promega, Charbonnières, France) were added before placing the plates in a Wallac 

Victor 1240® luminometer (Perkin Elmer, Charbonnières, France). 

 

Syngeneic lymphoma model and bimodal imaging analys is 
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 Animal protocols were approved by the Regional Committee of Ethics for the Animal 

Experimentation (CREEA) UNI37-014 and were in accordance with the International Guidance 

for animal care and use.  

In all experiments with tumor inoculation, C57BL/6J mice (male, 10–12 weeks of age) 

purchased from Charles River (L’Arbresle, France) were intravenously injected with 8 x 103 EL4-

huCD20-Luc in 200 µL of PBS on day 0 (D0). Thirteen days later (the time needed for a 

quantifiable tumor growth), a single dose of 6 mg/kg, 12 mg/kg, 20 mg/kg or 40 mg/kg rituximab 

(ch-IgG1k anti-CD20, ch-C2B8, Mabthera®, Roche, Neuilly, France) was intravenously injected. 

For rituximab pharmacokinetics analysis in animals without tumor, a group of mice was injected 

with 200 µL of PBS, and received thirteen days later a single dose of 20 mg/kg rituximab. In 

some experiments, 6 mg/kg of infliximab (ch-IgG1κ anti-TNFα, Schering-Plough, Levallois 

Perret, France) were injected together with rituximab.  

 In vivo bioluminescence imaging (BLI) was performed on day 9 (D9), D13, and then twice 

a week until the death of animals. Mice  were anaesthetized to obtain a prolonged immobility. 

They were shaven off on the ventral and dorsal faces and were intraperitoneally injected with 

2mg beetle luciferin (potassium salt, Promega, Charbonnières, France). Four minutes later, 

bioluminescence analyses were carried out using a ORCA II BT C4742-98-26 LW (Hamamatsu 

Photonics, Massy, France). Data acquisition and image processing were achieved using HiPic® 

software (Hamamatsu Photonics, Massy, France). Merging of bioluminescence images was 

obtained using WASABI® software version 1.5 (Hamamatsu Photonics, Massy, France). 

Matlab® software version 7.0 (MathWorks, Paris, France) was used to eliminate cosmic 

radiations and background noise. ImageJ software (http://rsb.info.nih.gov/ij/index.html) was used 

to delineate regions of interest by segmentation analysis (D.D. et al., manuscript submitted, July 

2008). Complete response (CR) was defined by a complete disappearance of detectable 

bioluminescence signal, partial response (PR) by significant but transient reduction in 



Second article : Analyse de l’influence du volume tumoral 

 209 

bioluminescence activity and progressive disease (PD) by a lack of decrease of 

bioluminescence activity. 

 Antibody biodistribution was assessed using ibritumomab tiuxetan (mu-IgG1k anti-CD20, 

muC2B8, Zevalin®, Bayer Healtcare, Lys-lez-Lannoy, France) labeled with Tc99m in the same 

way as the manufacturer’s recommendations for the labelling of yttrium 90 ibritumorab tiuxetan . 

Mice received 130 µCi of labeled ibritumomab and biodistribution was assessed by gamma 

camera (Gamma Imager, Biospace Mesures, Paris, France) every day for 3 days. Gamma 

acquisition v3.0 and Gamma vision+ v3.8.5 softwares (Biospace Mesures, Paris, France) were 

used for biodistribution data analysis. In some experiments, mice received 400 µCi of labeled 

ibritumomab. They were sacrificed on D1 and antibody distribution was evaluated on 3 µm cuts 

of pathologic lymph nodes as previously determined by BLI analysis. Radioactivity was revealed 

on mammographic films for 15 minutes.  

 

Immunohistochemistry and PCR analysis of tumors 

Liver, spleen, kidneys, lymph nodes and bone marrow cells from rituximab-treated and 

untreated mice were collected on D9, D13, D16, D21, D24, D27, D30 and D34. On D13, D24 

and D34, the samples were examined after hematein-eosin-safran staining and were assessed 

for CD20 expression (clone L26, Dako, Glostrup, Denmark) by immunochemistry using the 

streptavidin-biotin complex technique (LabVision microm, Fremont, CA, USA).  

At the same times, liver, spleen, lymph nodes and bone marrow cells were homogenized 

and DNA was immediately purified with DNAzol® BD Reagent extraction (Invitrogen, Cergy 

Pontoise, France) according to manufacturer procedures. Two hundred ng of DNA were 

amplified by PCR in 10 mM Tris-HCl, pH 8.3, 50 mM KCl, 0.2 mM dNTP, 2 mM MgCl2 with 0.5U 

Taq DNA polymerase and 1.5 x 10-7 M of huCD20 specific primers (5’-

AATTCAGTAAATGGGACTTTCCCG-3’, 5’-ACTATGTTAGATTTGGGTCTGGAG-3’). Amplifica-

tions were performed with a 5-min denaturation step at 95°C, followed by 30 cycles of 

denaturation (95°C for 1 min), annealing (64°C for 1 min) and extension (72°C for 1 min. PCR 
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products were run on a 8% TBE acrylamide gel Novex® (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) 

and revealed by ethidium bromide (Invitrogen, Cergy Pontoise, France). A 691-pb DNA fragment 

containing huCD20 was detected on samples from inoculated animals. To verify DNA samples, 

a normal murine endogenous gene (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, GAPDH) was 

also PCR amplified as control using specific primers (5’-AATGGTGAAGGTCGGTGTGAAC-3’, 

5’-GAAGATGGTGATGGGCTTCC-3’) as described above 252.  

 

Antibodies concentrations  

Blood samples were collected at the vein of the eye with heparin mini capillary blood tube 

twice a week from D13 to the death of animals. Tubes were centrifuged (2000 rpm for 30 

minutes) and plasma was frozen at -20° C until anal ysis. Rituximab and infliximab plasma 

concentrations were measured using enzyme linked immunosorbent assays (ELISA) adapted 

from methods described previously 281,282. Briefly, microwell plates (Nunc, Richester, NY) were 

coated with an anti-rituximab idiotype monoclonal antibody (MCA 2260, Serotec, Cergy 

Pontoise, France) or recombinant human tumor necrosis factor alpha (TNFα, Tebu, Le Perray 

en Yvelines, France) at concentration of 1 µg/mL and 0.75 µg/mL, respectively. Mouse plasma, 

diluted 1/100 in PBS buffer, was added to the wells and a goat anti-human IgG conjugated to 

horseradish peroxidase (A2290, Sigma, Lyon) was used for detection. The plates were 

developed using the substrate generator Sigmafast® O-phenylenediamine dihydrochlmoride 

(OPD) (P9187, Sigma, Lyon, France) and absorbance was read using a spectrophotometer. 

Therapeutic antibodies concentrations were calculated using calibration curves of known 

concentrations of rituximab or infliximab. The lower limits of quantification of these assays were 

0.2 µg/mL and 0.04 µg/mL of rituximab and infliximab, respectively. 

 

Rituximab Pharmacokinetic-Pharmacodynamic Modeling 
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 In untreated mice, the injection of EL4-huCD20-Luc cells was followed by an exponential 

increase in bioluminescence activity which was described by:  A.k - Ak=dA/dt  out0in   .  

[equation 1] where A is bioluminescence, A0 is baseline bioluminescence (measured on D13), kin 

is a zero order tumor production constant (describing an exponential growth) and kout is a first 

order constant describing spontaneous tumor lysis (decrease in bioluminescence).  

 Rituximab pharmacokinetics and concentration-effect relationship were modeled 

simultaneously. The elimination of infliximab was described by a conventional monoexponential 

decline: Ck=dC/dt 10   .  [equation 2] where C is the plasma concentration of the therapeutic 

antibody and k10 is a first order elimination constant. The plot of rituximab plasma concentrations 

over time in PR showed a deviation from this log-linear decrease, with an apparent acceleration 

in rituximab elimination with time. Because this could be explained by the binding of rituximab to 

an increasing tumor mass, the elimination rate of the mAb was described by the following 

equation: ( ) C
A

A
k=

dt
dC nadir

10  .- 1 .  [equation 3] where C is the plasma concentration of the 

therapeutic antibody, k10 is a first-order rituximab elimination constant and Anadir is the minimum 

observed value of A during rituximab treatment. 

In CR and PR mice, the relationship between rituximab plasma concentration and 

bioluminescence was described by adding a sigmoid Emax model to equation [1], as follows:   

 [equation 4] where kdrug is a zero order constant 

corresponding to maximal rituximab-induced tumor lysis, EC50 is the concentration of rituximab 

leading to 50% of kdrug and γ is the slope factor. Because rituximab effect displayed an “on/off” 

pattern, γ was fixed to 10. Therefore, EC50 was the threshold concentration for which rituximab-

induced tumor lysis was present. Pharmacokinetic and concentration-effect modelling were 

performed using WinNonLin professional 4.1 (Pharsight Corporation, Mountain View, California, 

USA).  

C+EC

C
kAkAk=

dt
dA

γγ

50

γ

drugout0in  .  -  . - . 
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Statistics 

The results of each series of experiments are expressed as the mean values ± SEM. 

Statistical tests were performed with Instat software (Graphpad software, San Diego, CA, USA) 

and included the paired Student's t-test, Tukey-Kramer multiple comparisons test and Wilcoxon 

test when appropriate. Survivals were calculated using the Kaplan-Meier method and were 

calculated from the day of lymphoma cell inoculation to the death of animals. Comparison of 

survivals was performed using the log-rank test. A P-value < 0.05 was considered significant.  
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Results 

 

Therapeutic effect of rituximab 

In all mice, an intravenous injection of 8 x 103 EL4-huCD20-Luc cells led to the 

development of tumors involving lymph nodes, spleen, liver and bone marrow, these organs 

being infiltrated by CD20 positive large lymphoma cells (D.D. et al., manuscript submitted, July 

2008). BLI analysis showed an exponential increase in activity corresponding to the in vivo 

growth of lymphoma tumors (Figure 1A) with 73% and 100% of mice having a quantifiable 

lymphoma development on D9 and D13, respectively. Death was observed in all mice after a 

median time of 22 days (range: 15-27 days) (Figure 1B). EL4-huCD20-Luc cells could be 

detected by PCR in lymph nodes 2 weeks (W2) after lymphoma cells inoculation and at W3 and 

W4 in bone marrow and liver, respectively (Figure 1C). In mice treated with 6 mg/kg of rituximab 

one day after inoculation of EL4-huCD20-Luc cells, rituximab prevented the development of 

lymphoma tumor (Figure 1A), leading to a significantly longer survival (Figure 1B) with 100% of 

mice in CR. Mice sacrificed 60 days after lymphoma cell inoculation showed no lymphoma 

involvement in lymph nodes, thymus, spleen or liver as assessed by macroscopic examination 

and cytometry analysis of huCD20+ cells (data not shown). EL4-huCD20-Luc cells were detected 

by PCR at W2 in lymph nodes and at W3 in bone marrow but were undetectable at W4 in all 

organs collected (Figure 1C) 

 

Influence of tumor burden on rituximab response 

To analyse the dose-response relationship of rituximab, we infused doses of 6 mg/kg, 12 

mg/kg, 20 mg/kg or 40 mg/kg of rituximab on D13, the time needed for the development of a 

disseminated disease quantifiable by BLI. We observed that 6 mg/kg of rituximab did not modify 

survival, median survival time being 22 days (range: 16-27 days) (Figure 1D) whereas mice 

treated with 12 mg/kg, 20 mg/kg or 40 mg/kg of rituximab had a significantly longer survival than 
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those of the control group with median survivals of 28 days (range: 19-34 days), 32 days (range: 

19-60 days) and 43 days (range: 37-60 days), respectively (Figure 1D). The 20 mg/kg dose of 

rituximab led to a variable response, with 23% of mice in CR, 59% in PR and 18% in PD (Figure 

2A). BLI analysis showed a slight reduction of lymphoma growth in PD mice compared to 

untreated mice whereas lymphoma growth was completely abrogated, with undetectable 

disease, in mice with CR (Figure 2B). As defined in the Methods section, mice with PR had a 

partial and transient decrease of bioluminescence activity. Median survival of mice with PD was 

not different from that of the control group (22 days, range: 17-28 days) whereas survivals were 

significantly longer for mice with PR (median: 33 days, range: 27-42 days, P < 0.05) or with CR 

(100% of mice alive at 60 days, P < 0.05) (Figure 2C).  

Because our aim was to develop an animal model representative of the variability in 

response observed in treated patients, the 20 mg/kg dose of rituximab was selected to study the 

influence of tumor burden on rituximab plasma concentrations and efficacy. Tumor burden was 

measured before rituximab injection on D13. This was done for each lymphoma tumor and 

measured in A.U., arbitrary unit corresponding to the bioluminescent activity of the tumor site in 

number of grey level divided by the volume in pixel and corrected by the absorption of light by 

tissues according to tumor localization. For mice displaying several lymphoma tumors, tumor 

burden was assessed by the sum of specific bioluminescence activity of all tumor sites. Thus, 

the value of tumor burden reflects not only the size but also the bioluminescence activity of all 

lymphoma tumor sites (D.D. et al., manuscript submitted, July 2008). After the inoculation of 8 x 

103 EL4-huCD20-Luc cells, median tumor burden on D13 was 1.52 x 106 A.U. (range: 2.22 x 104 

- 5.09 x 106 A.U.). There was significant differences in tumor burden on D13 between the three 

types of response to rituximab (Figure 3A, P < 0.05). We therefore defined three groups of 

animals, with low (< 0.15 x 106 A.U., n = 7, 18%), intermediate (0.15 x 106 to 3 x 106 A.U., n = 

24, 62%) or high (> 3 x 106 A.U., n = 8, 20%) tumor burden. Mice with a low tumor burden had a 

significantly higher CR rate (66%) and a significant longer survival (66% alive at 60 days) than 

mice with intermediate (CR rate: 0%, median survival: 30.5 days, range: 18-37 days) or high 
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tumor burden (CR rate: 0% and median survival: 22.6 days, range: 17-33 days) (Figure 3B, P < 

0.05). 

 

Pharmacokinetics and concentration-effect relations hip of rituximab 

In the group of mice treated with 20 mg/kg of rituximab, mAb plasma concentrations were 

measured twice a week from D13 until mice death (n = 39). Some mice (n = 7) were also 

administered 6 mg/kg of infliximab on D13 and the plasma concentrations of this mAb were 

measured at the same times as rituximab. The presence of tumor had an influence on rituximab 

pharmacokinetics since the control group without tumor had significantly higher rituximab 

concentrations than the group with a tumor involvement. In inoculated mice, rituximab 

concentrations were higher in the animals with lower tumor burden than in those with 

intermediate or high tumor burden (Figure 4A). An association between concentration and 

response was found since mice in CR had significantly higher rituximab concentrations than 

mice in PR or PD (Figure 4B). Rituximab concentration had also an influence on survival since it 

was significantly better in mice with rituximab concentrations higher than 1.5 µg/mL 14 days 

after mAb infusion than in those with a lower concentration (Figure 4C). 

 We developed a mathematical model (Equation 1) describing tumor growth in untreated 

mice and integrating both an exponential growth rate and a spontaneous tumor lysis. A large 

inter-individual variability was observed in the parameters (Figure 5A), with kout values = 0 (i.e. 

no spontaneous tumor lysis) in some mice. Since infliximab does not bind to mouse TNFα, the 

pharmacokinetics of this mAb should not be influenced by tumor mass. Mean (inter-individual 

CV) estimated infliximab parameters were: volume of distribution (Vd) = 2.0 mL (106%) and k10 = 

8.2 x 10-3 h-1 (54%). In mice with CR (Figure 5B), decrease in rituximab concentration was log-

linear and the pharmacokinetics of this mAb could therefore be described by a conventional 

equation (Equation 2). In these mice, mean (inter-individual CV) rituximab pharmacokinetics 

parameters were: Vd = 4.8 mL (36%) and k10 = 6.6 x 10-3 h-1 (31%). In mice with PR, decrease in 

tumor mass stopped approximately 13 days after rituximab injection, at which time tumor mass 
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reincreased (Figure 5C). There was an acceleration in rituximab elimination concomitant with 

this tumor reincrease and rituximab pharmacokinetics were satisfactorily described by a model 

integrating tumor mass (Equation 3). Mean (interindividual CV) parameters were: Vd = 2.1 mL 

(82%) and k10 = 5.3 x 10-2 h-1 (64%).  

 In PR and CR mice, the concentration-effect relationship of rituximab was satisfactorily 

described by a pharmacokinetic-pharmacodynamic (PK-PD) model (Equation 4 and Figure 5A). 

Because during rituximab treatment, bioluminescence decreased in a log-linear manner, i.e, 

independently of rituximab concentrations, this model describes the effect of rituximab as an “on-

off” phenomenon using a γ value of 10 (Figure 5B and 5C). Finally, we found a significant 

correlation (r2 = 0.89) between tumor burden measured on D13 and Kdrug, a constant quantifying 

rituximab efficacy (Figure 5D).  

 

Anti-CD20 monoclonal antibody distribution  

After infusion of a fixed dose of 130 µCi of Tc99m-labelled ibritumomab-tiuxetan 

(muIgG1κ, muC2B8), we observed a significant (r² = 0.97) correlation between tumor burden 

and the amount of labelled mu-C2B8 antibody located in the tumor and detected by 

immunoscintigraphy (Figure 6A). This radioactivity located in the tumor decreased with time in 

mice with high tumor burden whereas it increased in mice with low tumor burden and slightly 

decreased in mice with intermediate tumor burden (Figure 6B). These data suggest that mice 

with high tumor burden “captured” more antibodies but these antibodies were more quickly 

released from tumor than in mice with low tumor burden. Intra-nodal distribution of Tc99m-

labelled ibritumomab-tiuxetan was therefore evaluated 24 hours after infusion of 400 µCi of 

radiolabelled antibody on cuts of involved lymph nodes with different sizes (determined and 

quantified by BLI analysis). Immunohistochemistry and hematein-eosin-safran staining controls 

showed a homogeneous tumoral cells infiltration and an absence of hypoxic or necrotic area in 

all lymph nodes (data not shown). We found that small lymph nodes had homogeneous 
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distribution of labelled antibody within the tumor whereas antibody did not penetrate the middle 

of largest lymph nodes which was not vascularized (Figure 6C and 6D).  
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Discussion 

Despite its efficacy, most of previously untreated patients with indolent NHL are in PR 

after rituximab monotherapy 275-277. There is therefore a need for a better understanding of 

factors influencing rituximab efficacy. It has been reported 273,283 that tumor burden could be one 

of them and may influence both rituximab exposure (i.e. dose-concentrations relationship) and 

rituximab efficacy (i.e. concentration-effect relationship) 209,283-285. The aim of the present study 

was to characterize the role of tumor burden on the dose-concentration-effect relationship using 

a syngeneic murine model of lymphoma expressing human CD20. We developed 

pharmacokinetic and PK-PD models which allowed to demonstrate the influence of tumor mass 

on rituximab pharmacokinetics and the influence of tumor burden on the dose-effect relationship 

of rituximab. 

 Murine lymphoma models are usually subcutaneous 190 and tumor growth estimated by 

the measure of two diameters 147. Our model shared characteristics usually observed in human 

with a disseminated disease involving mainly lymph nodes, spleen or liver and leading to the 

death of mice in absence of rituximab treatment. Furthermore, we have developed a quantitative 

BLI method which allows the assessment of global tumor growth in all animals and take into 

account the depth of each tumor. Given the fact that tumor cells expressed a constant level of 

human CD20 (mean (± SEM) of 126,350 (± 1,170) per cell; (D.D. et al., manuscript submitted) 

July 2008), it can be assumed that tumor burden as assessed by our quantitative method in 

different animals is proportional to the number of targets. We demonstrated that rituximab is able 

to cure animals with disseminated EL4-huCD20-Luc lymphoma with a clear dose-response 

relationship. Our murine model is the first model reproducing a disseminated lymphoma 

expressing human CD20 where tumor volume is the only variable parameter. It represents 

therefore a unique model to study the role of tumor burden on the dose-concentration-effect 

relationship of rituximab. 
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 Tumor growth and rituximab pharmacokinetics were satisfactorily described by 

mathematical models. Because there was an interindividual variability in response with the 20 

mg/kg dose, this dose was selected to study the sources of variability of clinical response 

reported in patients. For mice with CR, rituximab displayed a linear elimination whereas for mice 

with PR, rituximab elimination accelerated dramatically with the resumption of tumor growth. The 

lack of effect of tumor growth on infliximab pharmacokinetics indicates that the non-linear 

elimination of rituximab is not related to its Fc portion but more probably to a “consumption” of 

the mAb by its target tumor cells. The antibody distribution analysis demonstrated that it 

penetrated into the middle of small lymph nodes but not in that of large lymph nodes. We have 

verified that there was no necrotic area in the middle of large nodes and these results suggest 

that, in the case of large tumors, the anti-CD20 binds to the tumor cells at the periphery of the 

nodes but may not penetrate into the middle of the nodes. In this model, we clearly 

demonstrated a dose-response relationship of rituximab. In the group of mice treated with 

40 mg/kg (n=6), all mice experienced a response with 3 PR and 3 CR. These mice had an 

intermediate- (n=3) or high- (n=3) tumor burden (data not shown) at the time of rituximab 

infusion suggesting that an increase in dose could compensate for larger tumors.  

 Our study was designed to analyze the role of tumor burden on the dose-concentration-

effect relationship of rituximab. Mathematical models were used to confirm our analyses and to 

quantify the relationships. As observed in clinical studies 273, high rituximab plasma 

concentrations were associated with a better tumor response (Equation 4 and Figure 4B) and a 

longer mouse survival (Figure 4C). A high tumor burden on D13 was associated with low 

rituximab concentrations (Figure 4A), an impairment of rituximab concentration-effect 

relationship with low value of kdrug, a parameter corresponding to rituximab efficacy (Figure 5D), 

and both lower tumor response (Figure 3A) and shorter mouse survival (Figure 3B). The effect of 

tumor burden was not limited to its magnitude on D13 because in mice with partial or complete 

response, tumor mass was shown to accelerate rituximab elimination (Equation 3, Figure 5B and 

Figure 5C). Our PK-PD model was not appropriate to describe mice with progressive disease 
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(where, by definition, Kdrug= 0) and, therefore, does not suggest a mechanism of tumor 

resistance to treatment. However, a slight reduction in tumor growth was observed in these 

mice, which had significantly higher tumor burden compared to mice with CR and PR. This 

suggests that the amount of available antibodies was dramatically low compared to the number 

of tumor cells, even if others mechanisms such as loss or mutation of CD20 may be also 

possible.  

In human, rituximab is currently used at the same dose and schedules of infusion (i.e. 

interval and number of infusion) have been empirically defined.  In the present study, we clearly 

demonstrated that tumor (CD20) burden influences both rituximab exposure and efficacy. Taken 

together, our results support the concept of the individual adjustment of rituximab dose to tumor 

burden. These results should be taken into account in the development of new schedules of 

antibodies administration in anticancer therapy. 
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Figure 1. Therapeutic effect of rituximab after EL4 -huCD20-Luc lymphoma cells 

inoculation. 
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Figure 2. Variability of response to rituximab on p re-established lymphoma tumors. 
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Figure 3. Tumor burden influence on response and su rvival.  
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Figure 4. Rituximab exposure is influenced by tumor  burden and influences response 

to treatment and survival. 
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Figure 5. Pharmacokinetic-pharmacodynamic modelling  of tumoral progression and 

rituximab plasma concentrations.  
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Figure 6. Distribution of mu-IgG1k anti-huCD20 (C2B 8, ibritumomab-tiuxetan) 
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Figure Legends 

 

Figure 1. Therapeutic effect of rituximab after EL4 -huCD20-Luc lymphoma cells 

inoculation.  

Mice were inoculated with 8 x 103 EL4-huCD20-Luc intravenously and then administered 6 

mg/kg of rituximab (�) or PBS (�) the day after (D01) or administered different doses (6 

mg/kg, 12 mg/kg, 20 mg/kg or 40 mg/kg) of rituximab on pre-established lymphoma tumor on 

D13. Tumor growth and mice survival were evaluated by BLI on D9, D13, and then twice a 

week until the death of mice.  

(A) Compared to control group, in vivo lymphoma growth was completely abrogated by 

administration of 6 mg/kg rituximab on D01 (significantly different P < 0.001). (B) Mice 

administered rituximab on D01 showed a significantly increased survival compared to control 

group (P < 0.05). (C) PCR analysis on liver, lymph nodes and bone marrow showed a 

disappearance of EL4-huCD20-Luc as early as 4 weeks after the infusion of rituximab on 

D01. (D) Mice survival was significantly increased after infusion of 12 mg/kg, 20 mg/kg or 40 

mg/kg of rituximab on D13, (*) significant differences (P < 0.05), whereas 6 mg/kg of 

rituximab did not modify mice survival (P > 0.05). 

 

Figure 2. Variability of response to rituximab on p re-established lymphoma tumors. 

(A) A group of 37 mice was administered 20 mg/kg of rituximab on D13 and 23% of CR, 59% 

of PR and 18% of PD were observed. (B) In vivo tumor growth assessed by BLI in mice in 

PD (�), PR (�) or CR (�) after infusion of 20 mg/kg of rituximab (P < 0.001). (C) Survival 

was significantly increased in mice in CR (�) compared to those in PR (�) , PD (�) or 

control group receiving PBS (�) on D13 (*) (P < 0.05). 

 

Figure 3. Tumor burden influence on response and su rvival.  

(A) Response to 20 mg/kg of rituximab administered on D13 was significantly different 

according to tumor burden (P < 0.05) (n = 37). Individual values of tumor burden are 
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represented by open circles and respective means (± standard deviations) by closed circles. 

(B) Three groups of animals with low (< 0.15 x 106 A.U., n = 7) (�), intermediate (0.15 x 106 

to 3 x 106 A.U., n = 24) (�) and high (> 3 x 106 A.U., n = 8) (�) tumor burden. Survival was 

significantly higher for mice with low tumor burden compared to mice with intermediate and 

high tumor burden (P < 0.05). 

 

Figure 4. Rituximab exposure is influenced by tumor  burden and influences response 

to treatment and survival. 

(A) Mice without tumor had significantly higher rituximab concentrations than mice with tumor 

(�). Mice with low-tumor burden (< 0.15 x 106 A.U.) (�) had significantly higher rituximab 

concentrations than those with intermediate (from 0.15 x 106 to 3 x 106 A.U.) (�) or high (> 3 

x 106 A.U.) tumor burden (�) (*P < 0.05, **P < 0.01 and ***P < 0.001). (B) Mice in CR (�) 

had significantly higher rituximab concentrations compared to mice in PR (�) or in PD (�) 

(*P < 0.05, **P < 0.01 and ***P < 0.001). (C) A concentration above 1.5 µg/mL 14 days after 

rituximab infusion had a significant influence on survival (P < 0.05). 

 

Figure 5. Pharmacokinetic-pharmacodynamic modelling  of tumoral progression and 

rituximab plasma concentrations.  

(A) Pharmacodynamic parameters describing tumor mass in treated and untreated mice. 

Results are given as mean (interindividual CV). (B) Representative examples of animals in 

CR and (C) in PR after rituximab infusion : observated tumor BLI (�), rituximab (�) and 

infliximab (�) plasma concentrations, and model-predicted tumor BLI (continuous line), 

rituximab (dashed line) and infliximab (dotted line) plasma concentrations. (D) Relationship 

between tumor burden and kdrug, a pharmacodynamic parameter which quantifies rituximab 

efficacy, observated values (�) and model-predicted values (continuous line) (r² = 0.89). 

 

Figure 6. Distribution of mu-IgG1k anti-huCD20 (C2B 8, ibritumomab-tiuxetan) 
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(A) A group of 30 mice received 130 µCi of radiolabelled ibritumomab and biodistribution was 

assessed by immunoscintigraphy. Amount of radioactivity was correlated with tumor burden 

(r² = 0.97). (B) Radioactivity decreased with time for mice with high (> 3 x 106 A.U.) (�) and 

intermediate (from 0.15 x 106 to 3 x 106 A.U.) (�) tumor burden whereas it increased for 

mice with low (< 0.15 x 106 A.U.) (�) tumor burden. (C and D) To evaluate antibody tissue 

distribution, a group of mice (n = 20) received 400 µCi of radiolabelled ibritumomab and was 

sacrificed on D1. Involved nodes identified and quantified by BLI were then collected and 

radioactivity was evaluated on 3 µm cuts. The smallest nodes showed a homogeneous 

antibody distribution whereas no radioactivity was found in the middle of the biggest nodes. 

Blood vessels (*) and radioactivity were co-localized at the peripheral of the nodes. The 

results shown are representative of independent experiments. 
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IIVV  --  MMaattéérriieellss  eett  mméétthhooddeess  ccoommpplléémmeennttaaiirreess  àà  cceeuuxx  ddee  

ll’’aarrttiiccllee  

AA  --  AAnnaallyyssee  ddee  ll’’iimmppaacctt  ddee  llaa  ttuummeeuurr  ssuurr  llaa  ccoonncceennttrraattiioonn  

cciirrccuullaannttee  eenn  rriittuuxxiimmaabb  

Des animaux C57Bl6J (mâles, 10-12 semaines) (Charles River, L’Arbresle, 

France ou Service d’élevage CDTA, Orléans, France selon disponibilités) ont reçu 

une injection de 8.103 cellules EL4-huCD20-Luc lavées et reprises en PBS ou une 

injection de PBS. Les animaux ont été répartis en trois groupes (n = 10 pour chaque 

groupe). 13 jours après l’inoculation des animaux, une dose de 6 mg/kg de 

rituximab (ch-IgG1k anti-CD20, ch-C2B8, MabThera® Produits Roche, Neuilly, 

France) a été injectée par voie intraveineuse dans la queue. Les animaux ont 

ensuite eu un prélèvement de plasma dans la veine de l’œil après 0, 2, 5 heures, 2, 

5 31, 62, 93, 124, 155 jours. Sur ces échantillons le rituximab a été dosé 

conformément à la méthode présentée dans l’article. Une analyse des données et 

une modélisation pharmacocinétique ont été réalisées.  

BB  --    TToommooggrraapphhiiee  ppaarr  éémmiissssiioonn  ddee  ppoossiittrroonnss  àà  ll’’aaiiddee  zzéévvaalliinn  

mmaarrqquuéé  aauu  ccuuiivvrree  6644  

Des animaux C57Bl6J (mâles, 10-12 semaines) ont reçu une injection de 

8.103 cellules EL4-huCD20-Luc. Nous avons ensuite réalisé un marquage de 

l’ibritumomab-tiuxetan au cuivre 64 afin de suivre sa bio distribution par 

tomographie par émission de positrons (TEP). Cet élément radioactif émet deux 

rayons gamma diamétralement opposés ce qui permet son suivi par TEP adaptée au 

petit animal. Dans un premier temps nous avons préparé un tampon de 

formulation du marquage de l’anticorps (76 mg de chlorure de sodium, 28 mg 
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d’hydrogénophosphate de sodium, 2 mg de phosphate de potassium, 2 mg de 

chlorure de potassium, q.s.p. 9,5 mL eau ppi sans DTPA). Nous avons ajouté 0,5 

mL de sérum de souris C57Bl6J (préparé à partir d’une souris saine) et ajusté le pH 

à 7,1. Nous avons ensuite ajouté dans un flacon sous vide (l’oxygène de l’air 

empêchant la réaction) 0,344 mM d’acétate de sodium, 5,5 mCi de cuivre 64 

(Amersham Health, Vélizy, France) 0,5 mL d’ibritumomab-tiuxetan (mu-IgG1k anti-

CD20, muC2B8, Zevalin®, Bayer Healtcare, Ly-lez-Lannoy, France) sous une très 

faible agitation en évitant la formation de bulles d’air tout en restant sous vide. 

Après 30 minutes de préparation nous avons ajouté le tampon de formulation q.s.p. 

8 mL. Un contrôle de l’efficacité du marquage et de la pureté de la solution a été 

réalisé par radio-HPLC. 

Nous avons ensuite préparé les seringues contenant l’anticorps radiomarqué. 

13 jours après l’inoculation des cellules tumorales EL4-huCD20-Luc les animaux 

ont reçu une dose de 0,5 mCi de zévalin marqué au cuivre 64. Après 30 minutes les 

animaux ont suivi un examen TEP de 30 minutes sur le système eXplore adapté au 

petit animal (eXplore, General Electrics Healthcare, Vélizy, France) 

CC  --  RReeccrruutteemmeenntt  dd’’eeffffeecctteeuurrss  cceelllluullaaiirreess  aauu  nniivveeaauu  ddee  llaa  ttuummeeuurr  

((eessssaaiiss  RROOIICCIILL))  

Nous avons décidé d’analyser le recrutement des populations cellulaires 

immunitaires au niveau de la tumeur lors d’un traitement par le rituximab. Ce 

protocole a été réalisé en collaboration avec l’UMR 6218 Immunologie et 

embryologie moléculaire, équipe Immunité acquise et allergie.  Des animaux 

C57Bl6J (mâles, 10-12 semaines) (Charles River, L’Arbresle, France ou Service 

d’élevage CDTA, Orléans, France selon disponibilités) ont reçu une injection de 

8.103 cellules EL4-huCD20-Luc lavées et reprises en PBS par voie intraveineuse 

dans la queue (10 animaux pour chaque condition) ou de PBS seulement (groupe 
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d’animaux non inoculés). 13 jours après, certains groupes d’animaux ont reçu une 

unique injection à la dose de 20 mg/kg de rituximab par voie intraveineuse dans la 

queue des animaux. Dès J+13 et jusqu’à leur mort, les animaux ont subi, deux fois 

par semaine, un examen de bioluminescence dans les conditions décrites 

précédemment. A J+21, J+24 et J+27 des groupes d’animaux (non inoculés, 

inoculés et non traités, inoculés et traités) ont été sacrifiés. Lors de l’autopsie 

l’ensemble des ganglions lymphatiques présentant un développement tumoral 

(identifié et confirmé lors des examens de bioluminescence) a été prélevé. Les 

échantillons ont été broyés et filtrés afin de récupérer les cellules présentes. Après 

avoir lysé les globules rouges et effectué différents lavages, des marquages ont été 

effectués à l’aide d’anticorps anti CD19 murin (muCD19), anti CD4 murin (muCD4), 

anti CD8 murin (muCD8), anti CD11b murin (muCD11b), anti CD11c murin 

(muCD11c) et anti CD20 humain (huCD20). Après marquage et analyse par 

cytométrie de flux sur la plateforme d’Immunologie cellulaire d’Orléans les 

proportions des différents types de populations cellulaires ont été déterminées. En 

complément une analyse de la formation sanguine des animaux a été effectuée 

régulièrement. 
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VV  --  RRééssuullttaattss  ccoommpplléémmeennttaaiirreess  àà  cceeuuxx  ddee  ll’’aarrttiiccllee  

Compte tenu des contraintes qui nous ont été imposées lors de l’écriture de 

l’article certains résultats et interprétations n’ont pas pu être exposés. Nous 

souhaitons les présenter dans cette partie complémentaire à l’article. 

AA  --  RReellaattiioonn  ddoossee  --  eeffffeett  dduu  rriittuuxxiimmaabb  

Nous avons pu montrer une relation dose - effet significative en utilisant des 

doses de rituximab de 6 mg/kg à 40 mg/kg par animal 13 jours après l’inoculation 

des cellules EL4-huCD20-Luc. Nous avons aussi pu montrer cette relation en 

analysant les courbes de suivi de l’activité tumorale. Pour ce faire, chacun des 

animaux des différents groupes de traitement ont subi un examen de 

bioluminescence 09, 13 jours après l’inoculation des cellules puis deux fois par 

semaine jusqu’à leur mort. L’activité de bioluminescence a ainsi été déterminée et 

les courbes moyennes calculées pour chacun des groupes (Figure 43). Le groupe 

d’animaux ayant eu une injection de 6 mg/kg de rituximab ne présente pas de 

différence significative dans la progression tumorale des animaux par rapport au 

groupe d’animaux contrôle. Le groupe recevant une injection de 12 mg/kg de 

rituximab montre une réponse au traitement. On peut observer une grande 

variabilité dans la réponse avec une très faible proportion d’animaux en réponse 

complète. L’effet du traitement est plus important dans le groupe d’animaux ayant 

reçu une injection de 20 mg/kg de rituximab. On retrouve une grande variabilité 

dans la réponse avec des animaux en absence de réponse, des animaux en réponse 

incomplète ou partielle et des animaux en réponse complète. C’est cette variabilité 

qui est à l’origine de cette courbe moyenne donnant l’illusion de tumeurs qui après 

avoir été en décroissance se développent à nouveau. Enfin l’effet est très important 

avec le groupe d’animaux recevant une injection de 40 mg/kg de rituximab, une 

proportion importante d’individus est en réponse complète.  



Second article : Influence du volume tumoral 

 238 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 43 : Relation dose - effet d’un traitement par une unique injection de 
rituximab, 13 jours après l’inoculation de cellules EL4-huCD20-Luc.  
 
Relation dose - effet d’un traitement par le rituximab. Les animaux reçoivent une 
injection intraveineuse de 8.103 cellules EL4-huCD20-Luc. Le groupe contrôle reçoit 
à J+13 une injection de 200 µL de PBS. L’activité tumorale est régulièrement 
évaluée par imagerie de bioluminescence quantitative. 
A. Le groupe d’animaux reçoit une injection de 6 mg/kg de rituximab. 
B. Le groupe d’animaux reçoit une injection de 12 mg/kg de rituximab. 
C. Le groupe d’animaux reçoit une injection de 20 mg/kg de rituximab. 
D. Le groupe d’animaux reçoit une injection de 40 mg/kg de rituximab. 
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Finalement le suivi de la progression tumorale par bioluminescence quantitative 

confirme les résultats obtenus par l’analyse des courbes de survie des animaux 

présentée dans l’article. Ce suivi confirme la relation dose - effet observé et complète 

les données en apportant des informations sur les animaux en réponse partielle ou 

encore sur l’importante variabilité interindividuelle au traitement observée 

notamment avec le groupe d’animaux ayant reçu une injection de 20 mg/kg de 

rituximab. 

BB  --  DDoossaaggee  dduu  rriittuuxxiimmaabb  eett  ddee  ll’’iinnfflliixxiimmaabb  ddaannss  llee  ppllaassmmaa    

Comme présentée dans l’article les dosages de rituximab et d’infliximab dans 

le plasma des souris ont été réalisés par méthode ELISA. A chacun des dosages 

effectués une gamme étalon a été réalisée. Les gammes de chacun des anticorps ont 

été modélisées.  

En règle générale, lorsque l’on étudie l’interaction d’un médicament avec le 

métabolisme, si l’on fait l’hypothèse que la molécule se fixe de façon réversible à son 

récepteur, que l’intensité de l’effet observé est proportionnelle au nombre de 

récepteurs occupés et qu’un effet maximum est observé lorsque tous les récepteurs 

sont occupés, cette interaction suit la loi d’action de masse. La relation entre l’effet 

et la concentration libre du médicament peut être décrite par une hyperbole. En 

pratique et dans notre situation, la relation entre la concentration plasmatique de 

l’anticorps thérapeutique (C) et l’effet (E) induit in vivo dans notre modèle murin est 

un peu plus complexe, et est de type sigmoïde :  

E = [ Emax.Cg / (EC50g + Cg) ] 

Cette relation est définie par trois paramètres : Emax, l’effet maximum 

susceptible d’être induit par le médicament (efficacité du médicament), EC50, la 

concentration du médicament nécessaire pour induire un effet égal à 50% de 

l’Emax (puissance du médicament), et g, le coefficient de Hill (caractérisant la pente 
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de la relation). Lorsque g = 1, on retrouve la relation hyperbolique dérivant de la loi 

d’action de masse. Ainsi cette allure sigmoïde caractéristique de ce modèle a été 

obtenue pour la mesure du signal d’absorbance en fonction de la gamme de 

concentration en rituximab (Figure 44) ou en fonction de la gamme de 

concentration en infliximab (Figure 45) pour l’ensemble des essais de dosages. Une 

modélisation de ces courbes étalons a été réalisée et les différents paramètres ont 

été déterminés pour le rituximab (Tableau 07) et pour l’infliximab (Tableau 08). 

Quelle que soit la séance de dosage ces paramètres sont très stables ce qui prouve 

la robustesse et la reproductibilité de la méthode. 

CC  --  IImmppaacctt  ddee  llaa  ttuummeeuurr  ssuurr  llaa  ccoonncceennttrraattiioonn  cciirrccuullaannttee  eenn  

rriittuuxxiimmaabb  

Avant de réaliser la modélisation pharmacocinétique pharmacodynamique 

présentée dans l’article, nous avons réalisé une étude des principaux paramètres de 

la pharmacocinétique du rituximab. Les données de dosages ont été ainsi analysées 

et les valeurs de volume de distribution, de clairance et de demi-vie de distribution 

de l’anticorps ont été déterminées et sont présentées dans le tableau 09 pour des 

groupes d’animaux une injection de cellules tumorales ou de PBS puis 3 jours 

après une injection de rituximab. Les comparaisons entre les différents lots ont été 

effectuées à l’aide de tests de Mann-Whitney. La pharmacocinétique du rituximab 

chez ces animaux peut être décrite à l’aide de deux phases : une première étape de 

distribution et une seconde d’élimination (Figure 46). On peut noter une différence 

significative des clairances et des demi-vies de distribution et d’élimination des 

animaux ayant une tumeur comparativement aux souris non inoculées (Figure 46). 

Ainsi ces données suggèrent fortement l’influence du volume tumoral sur 

l’exposition à l’anticorps. 
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Figure 44 : Gammes 
étalons de dosage du 
rituximab.  
 
Gammes de dosages du 
rituximab dans le plasma 
des souris, données 
observées en cercles et 
modélisées en traits 
continus.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 45 : Gammes 
étalons de dosage de 
l’infliximab.  
 
Gammes de dosages de 
l’infliximab dans le plasma 
des souris, données 
observées en cercles et 
modélisées en traits 
continus.  
 
 
 

 
Numéro de l'essai Paramètres 

modélisation 1 2 3 4 5 
Valeur 

moyenne 

Emax 1.759 1.840 1.962 2.198 2.001 1.952 
EC50 1.503 1.281 1.338 1.399 1.364 1.377 

E0 0.177 0.187 0.193 0.207 0.188 0.190 
gamma 1.009 0.996 1.041 0.952 1.023 1.004 

 
Tableau 07 : Paramètres de modélisation de la gamme étalon du rituximab. 
 

Numéro de l'essai Paramètres 
modélisation 1 2 3 4 5 

Valeur 
moyenne 

Emax 2.349 2.115 2.481 2.200 2.154 2.260 
EC50 1.068 0.991 1.064 0.991 1.153 1.053 

E0 0.001 0.017 0.003 0.010 0.004 0.007 
gamma 0.914 1.009 0.867 0.984 0.929 0.941 

 
Tableau 08 : Paramètres de modélisation de la gamme étalon de l’infliximab. 
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Lot   

Date 
dernière 
mesure 
(jours) 

V1 
(mL) 

CL 
(mL/min) 

V2 
(mL) 

CLD2 
(mL/min) 

T 1/2 
distrib 

(heures) 

T 1/2 
élimin 
(jours) 

1+2 19/20 72 0.30 0.08 0.22 0.08 40.1 7.8 

3 10/10 6 0.26 0.11 0.21 0.08 44.8 4.6 

Général 29/30 50 0.29 0.09 0.21 0.08 40.9 6.8 

Valeur p     0.266 0.006 0.389 0.126 0.002 0.019 

 
 
Tableau 09 : Paramètres de la modélisation pharmacocinétique.  
 
Analyse de la pharmacocinétique de population, les lots 1 et 2 ont reçu une 
inoculation de 8.103 cellules EL4-huCD20-Luc, le lot 3 lui n’a rien reçu. Les 3 lots 
ont reçu une injection de rituximab à la dose de 6 mg/kg 13 jours après et ce 
dernier a été dosé dans le plasma à différents moments. La phase de distribution 
est définie par V1 (volume de distribution) et CL (clairance), la phase d’élimination 
par V2 et CLD2. Le premier temps correspond au temps ½ de distribution en 
heures et le second au temps ½ d’élimination en jours. 
 

 

 
 
 
 
Figure 46 : Pharmacocinétique de population du rituximab.  
 
La pharmacocinétique du rituximab chez les souris présente deux phases : une 
phase de distribution et une phase d’élimination. Cette évolution de la 
concentration en rituximab a été modélisée pour des animaux sans tumeur (bleu) 
ainsi que pour des animaux avec tumeur (rouge). 
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DD  --  MMooddéélliissaattiioonn  pphhaarrmmaaccoocciinnééttiiqquuee  pphhaarrmmaaccooddyynnaammiiqquuee  eett  

rrééppoonnssee  aauu  ttrraaiitteemmeenntt  

Dans l’article nous avons présenté la modélisation pharmacocinétique 

pharmacodynamique mise en place pour notre étude.  

 

Où dA/dt représente la progression tumorale au cours du temps, A0 correspond à 

l’activité bioluminescente du volume tumoral avant traitement, C la concentration 

circulante en rituximab et A à la concentration en rituximab au moment de 

l’analyse. γ correspond à un facteur introduit par l’allure sigmoïde des courbes ; ce 

facteur est en relation avec EC50, la concentration en anticorps nécessaire pour 

induire 50% de l’effet anti-tumoral maximal observé. Enfin le paramètre kin 

correspond à la constante endogène de production de la tumeur, kout à la constante 

de destruction endogène de la tumeur et kdrug est le facteur d’efficacité du 

traitement. 

La figure 5 de l’article illustre cette modélisation par l’exemple de deux 

animaux présentant une réponse différente au traitement. La progression tumorale 

et l’évolution des concentrations sériques en rituximab (ainsi qu’en infliximab pour 

les animaux en ayant reçu) ont été modélisées pour l’ensemble des animaux et sont 

présentées en annexe de cette partie.  

Cette étape nous a permis de définir les paramètres individuels de la modélisation 

pharmacocinétique pharmacodynamique. Les valeurs moyennes ont été 

succinctement présentées dans l’article, le tableau 10 indique le détail de ces 

paramètres. Chez les souris traitées, l’examen conjoint de l’évolution des 

concentrations plasmatiques en rituximab et de l’activité tumorale montre trois 

types de profils : 

 

C+EC

C
kAkAk=

dt
dA

γγ
50

γ

drugout0in  .  -  . - . 
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Rituximab   PK-PD PD-PK 

Réponse souris A0 Kin Kout Kdrug V (L) k10 (h-1) 

Absence 446 9.10 0.0105 0.0061 - 0.0079 0.227 
Absence 450 4.52 0.0098 0.0023 - 0.0163 0.026 
Absence 454 7.21 0.0036 - - 0.0109 0.054 
Absence 459 7.65 0.0025 - - 0.0174 0.072 
Absence 460 7.77 0.0046 0.00065 - 0.0259 0.068 
Absence 469 7.67 0.0034 - - 0.0093 0.087 
Partielle 436 6.53 0.0141 0.0049 0.049 0.0034 0.054 
Partielle 437 6.91 0.0139 0.0054 0.056 0.0022 0.047 
Partielle 440 5.96 0.0111 0.0021 0.067 0.0010 0.039 
Partielle 441 6.56 0.0092 0.0020 0.053 0.0005 0.069 
Partielle 442 7.13 0.0055 - 0.0470 0.0004 0.085 
Partielle 443 6.50 0.0059 - 0.0444 0.0002 0.163 
Partielle 444 8.36 0.0046 - 0.0404 0.0008 0.141 
Partielle 445 5.35 0.0124 0.0017 0.063 0.0017 0.031 
Partielle 447 7.78 0.0051 - 0.0456 0.0016 0.061 
Partielle 448 4.98 0.0114 - 0.0691 0.0008 0.047 
Partielle 456 5.27 0.0107 0.0023 0.074 0.0053 0.020 
Partielle 461 4.42 0.0167 0.0031 0.040 0.0027 0.056 
Partielle 462 4.57 0.0113 - 0.0651 0.0019 0.025 
Partielle 463 7.03 0.0059 - 0.0528 0.0020 0.037 
Partielle 466 4.68 0.0161 0.0022 0.075 0.0006 0.041 
Partielle 467 6.07 0.0037 - 0.0276 0.0006 0.077 

Complète 438 7.26 0.0426 0.0338 0.155 0.0042 0.0058 
Complète 439 7.28 0.0057 0.0008 0.049 0.0076 0.0044 
Complète 451 8.24 0.0099 0.0127 0.024 0.0035 0.0098 
Complète 453 8.28 0.0015 0.0300 - 0.0055 0.0059 
Complète 455 8.02 0.0016 0.0254 - 0.0033 0.0069 

        
 Infliximab PK     
 Souris V (L) K10 (h-1)     
 436 0.0023 0.0062     
 437 0.0007 0.0105     
 438 0.0036 0.0026     
 439 0.0061 0.0023     
 440 0.0007 0.0121     
 441 0.0004 0.0108     
 442 0.0005 0.0126     

 
 
Tableau 10 : Paramètres individuels de la modélisation pharmacocinétique 
pharmacodynamique.  
 
Modélisation pharmacocinétique (PK) pharmacodynamique (PD) des animaux ayant 
reçu à J+13 une injection de rituximab à la dose de 20 mg/kg. L’importante 
variabilité de réponse observée avec ce traitement est retrouvée dans cette 
modélisation avec des animaux en absence de réponse, des animaux en réponse 
partielle ou transitoire et des animaux en réponse complète. La première partie du 
tableau donne les paramètres de la modélisation PK-PD et PD-PK du rituximab. La 
seconde partie présente les paramètres PK de la modélisation des animaux ayant 
reçu une dose d’infliximab. 
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Les souris en absence de réponse (n = 6) : l’activité tumorale augmente 

progressivement malgré l’administration de rituximab. 

Les souris en réponse partielle (n = 16) : après administration du rituximab, 

l’activité tumorale décroît jusqu’à une valeur minimale, puis augmente à nouveau. 

Les souris en réponse complète (n = 5) : après administration du rituximab, 

l’activité tumorale décroît puis devient et reste indétectable pendant toute la période 

de suivi. 

Pour 7 souris, mortes prématurément, le nombre d’observations était 

insuffisant pour analyser les données.  

Les quatre groupes considérés étaient animaux (A) non traités, (B) en 

absence de réponse, (C) en rémission partielle et (D) en réponse complète (les 

données complètes étant données en annexe) (Figures 47 et 48).  

EE  --  TToommooggrraapphhiiee  ppaarr  éémmiissssiioonn  ddee  ppoossiittrroonnss  

Le marquage du zévalin au cuivre 64 a permis d’obtenir une pureté 

supérieure à 95%. La tomographie donne de très bons résultats puisqu’elle permet 

de suivre la biodistribution de l’anticorps via l’émission du cuivre 64. Trente 

minutes après le marquage on retrouve une majeure partie de l’anticorps en 

circulation et une partie se trouve au niveau du foie et la rate. Après 4 heures la 

distribution de l’anticorps est bien plus effective puisqu’on retrouve une majorité de 

l’anticorps radiomarqué au niveau du/des sites tumoraux identifiés par 

bioluminescence. La concordance entre les deux images (bioluminescence et 

tomographie par émission de positons) est supérieure à 90%. On retrouve donc des 

résultats similaires à ceux obtenus par suivi scintigraphique de ce même anticorps 

marqué à l’indium. Cependant cet examen, via les données vidéo et les 

reonctructions, donne accès à une vue tridimensionnelle de l’animal et donc fournit 

des informations très nettes quand à la localisation anatomique des foyers sur  
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Figure 47 : Modélisation pharmacocinétique pharmacodynamique.  
 
Concentrations observées en rituximab (en bleu) et activité de bioluminescence de 
la tumeur observée (en rouge) pour des souris présentant des profils types. 
A. Une souris non traitée par le rituximab. 
B. Une souris en absence de réponse au traitement. 
C. Une souris en réponse ou rémission partielle. 
D. Une souris en réponse ou rémission complète. 
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Figure 48 : Modélisation pharmacocinétique du rituximab pour les différents 
profils de réponse observés. 
 
Pharmacocinétique du rituximab et de l’infliximab chez des souris typiques, 
données observées représentées en points rouges et données modélisées 
représentées en traits bleus.  
A. La pharmacocinétique de l’infliximab est linéaire. 
B. La pharmacocinétique du rituximab est linéaire chez les animaux en réponse 
complète. 
C. D. La pharmacocinétique du rituximab n’est pas linéaire et est dépendante de la 
masse tumorale chez les souris en réponse partielle. 
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lesquels ce sont fixé les molécules d’anticorps radiomarqué. Ce système peut aussi 

être couplé à une imagerie scanner adaptée au petit animal. Ainsi par superposition 

des différentes images on parvient à une localisation extrêmement précise et fiable 

de la biodistribution de l’anticorps en rapport avec les cibles antigéniques 

identifiées par bioluminescence.  

FF  --  RReeccrruutteemmeenntt  dd’’eeffffeecctteeuurrss  cceelllluullaaiirreess  aauu  nniivveeaauu  ddee  llaa  ttuummeeuurr  

Nous avons analysé les populations de cellules immunitaires présentes au 

niveau des ganglions lymphatiques présentant un développement tumoral en 

l’absence de traitement et après un traitement par 20 mg/kg de rituximab 13 jours 

après l’inoculation des cellules tumorales (Figure 49). En ce qui concerne les 

cellules huCD20+ on remarque leur disparition progressive au sein des ganglions 

traités par le rituximab, à contrario du groupe témoin dans lequel leur proportion 

progresse. On observe aussi que dans le groupe d’animaux traités l’effet 

thérapeutique du rituximab est visible dès J+21 soit 7 jours seulement après le 

traitement avec une proportion de cellules tumorales significativement plus basse 

que celle des animaux ayant reçu du PBS. En ce qui concerne les populations 

cellulaires immunitaires recrutées au niveau de la tumeur après le traitement par le 

rituximab, on peut observer une réponse rapide avec une augmentation significative 

dès J+21 de la proportion de cellules muCD19+ (22,9% ± 4,1), muCD4+ (15,5% ± 

2,9) et muCD8+ (18,7% ± 2,3). Cette tendance est confirmée dans les groupes de 

souris analysés 24 et 27 jours après inoculation des cellules. L’analyse des 

proportions de populations cellulaires muCD11b+ et muCD11c+, n’a permis 

d’observer aucune différence significative entre les différents groupes d’animaux 

(Figure 49). 
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Figure 49 : Analyse des populations cellulaires immunitaires recrutées au 
niveau de la tumeur lors d’un traitement à la dose de 20 mg/kg de rituximab.  
 
Proportions de cellules positives après marquage de cellules issues de ganglions 
ayant développé une tumeur après inoculation de cellules EL4-huCD20-Luc. 
Marquage par des anticorps anti CD19 murin, CD4 murin, CD8 murin CD11b 
murin, et CD11c murin. Enfin l’analyse de la proportion de cellules CD20 humain 
positive permet de révéler le développement tumoral au sein des ganglions. 13 jours 
après l’inoculation des cellules EL4-huCD20-Luc un groupe d’animaux a reçu une 
injection de PBS et un autre groupe a reçu une injection à la dose de 20 mg/kg de 
rituximab par voie intraveineuse. 
A. Analyse des populations cellulaires 21 jours après l’inoculation. 
B. Analyse des populations cellulaires 24 jours après l’inoculation. 
C. Analyse des populations cellulaires 27 jours après l’inoculation. 
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VVII  --  DDiissccuussssiioonn  eett  ccoonncclluussiioonn  

Nous avons testé l’efficacité thérapeutique du rituximab. Dans un premier 

temps, une dose de 6 mg/kg de rituximab a été injectée 24 heures après 

l’inoculation des cellules EL4-huCD20-Luc afin de reproduire les conditions 

expérimentales des essais de Di Gaetano et al. 188. Nous nous sommes ensuite 

intéressés au traitement de tumeurs établies : une seule injection de rituximab à 

dose progressivement croissante (de 6 mg/kg à 40 mg/kg) a été réalisée 13 jours 

après l’inoculation des cellules lymphomateuses (temps nécessaire au 

développement d’un lymphome quantifiable par imagerie de bioluminescence). La 

concentration en rituximab circulant a été évaluée par une méthode ELISA adaptée 

à l’analyse de faibles volumes de plasma. Dans ce modèle, nous avons étudié la 

relation entre la dose administrée et la survie des souris. Nous avons ainsi défini 

une dose de rituximab permettant l’obtention d’une grande variabilité dans la 

réponse au traitement, comme cela est observé chez l’homme. Pour l’ensemble des 

souris recevant cette dose, nous avons déterminé précisément le volume tumoral au 

moment de l’injection du rituximab et évalué les concentrations de rituximab au 

décours du traitement. Nous avons pu ainsi déterminer l’influence du volume 

tumoral au moment de l’injection sur la relation dose – concentration – effet du 

rituximab. L’analyse des concentrations de rituximab nous a permis de montrer 

une très grande variabilité d’exposition au rituximab semblable à l’observation faite 

chez l’homme. Nous avons pu modéliser les concentrations de rituximab et la 

progression des foyers tumoraux par la construction d’un modèle concentration-

effet (PK-PD). 

AA  --  MMooddèèllee  PPKK--PPDD  eett  rreellaattiioonn  ddoossee  ––  ccoonncceennttrraattiioonn  --  eeffffeett  
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11  --  MMooddéélliissaattiioonn  PPKK--PPDD  

Chez les souris en rémission partielle, la décroissance de l’activité tumorale 

était exponentielle. Il est donc possible que la disparition des cellules tumorales ne 

soit pas dépendante de la concentration en anticorps. La reprise de la croissance de 

la tumeur se produisant probablement quand la concentration en rituximab n’était 

plus suffisante. Le modèle décrit dans l’article nous a permis de prendre en compte 

l’ensemble de ces phénomènes. Les données ont été décrites par le modèle de façon 

satisfaisante pour chaque groupe (voir graphes présentés en annexe et Figure 47). 

La précision de l’estimation des paramètres pharmacodynamiques a été correcte : 

pour chaque paramètre, le coefficient de variation (CV) médian était compris entre 

5% et 37%. Pour certains paramètres, nous avons observé une grande variabilité 

interindividuelle. Pour kout, la grande variabilité provient du fait que, pour certaines 

souris, il était très proche de 0, ce qui peut biaiser l’estimation de la variance 

d’échantillonnage. kout correspond à une constante de destruction endogène de la 

tumeur, or il se trouve que dans notre modèle de tumeur diffuse une importante 

vascularisation s’effectue diminuant ainsi les phénomènes d’hypoxie et donc de 

destruction cellulaire ceci pouvant expliquer l’observation réalisée. Les phénomènes 

décrits par le modèle que sont la production exponentielle de la tumeur et la mort 

de certaines cellules, restent compatibles avec la réalité. Le modèle n’est pas à 

proprement parler un modèle physiologique indirect : il décrit une voie d’élimination 

de la tumeur par le rituximab (kdrug) distincte de l’élimination endogène de la 

tumeur (kout) et prenant en compte la multiplication des cellules tumorales (kin).  

Chez les souris en réponse partielle, l’efficacité du rituximab semblait bi 

phasique : pendant la première phase, le rituximab semblait en quantité suffisante 

pour détruire les cellules tumorales, et pendant la deuxième phase le rituximab 

n’était plus en quantité suffisante, et la croissance de la tumeur reprenait. Les 

résultats obtenus sont compatibles avec l’hypothèse d’une destruction de la tumeur 
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par le rituximab indépendante de sa concentration. La variable binaire décrivant 

l’efficacité du rituximab peut s’interpréter comme étant la présence de rituximab en 

quantité suffisante pour être actif / quantité insuffisante pour avoir un effet. 

Pendant la période de décroissance de la tumeur, kdrug était constante. La 

destruction des cellules tumorales était donc, elle aussi, constante, malgré les 

variations de concentrations du rituximab. L’explication pourrait être que bien que 

le rituximab eut été en excès par rapport au nombre de sites CD20 disponibles, 

seule une partie des sites CD20 pouvait être ciblée par le rituximab. Il est donc 

possible que le rituximab soit actif majoritairement en périphérie de la tumeur 

(hypothèse que nous avons étayée avec les analyses en scintigraphie présentées 

dans l’article, figure 06).  

22  --  IInnfflluueennccee  ddeess  cciibblleess  CCDD2200  ssuurr  llaa  PPKK  dduu  rriittuuxxiimmaabb  

Les concentrations en rituximab ont été analysées chez les souris en 

rémission partielle ou complète. Les concentrations de l’infliximab ont été analysées 

chez les souris qui en ont reçu. Pour les deux anticorps, les données 

pharmacocinétiques suggéraient au moins deux phases de décroissance : une 

phase de distribution et une phase d’élimination (Figures 46 et 47). Cependant, un 

seul point (05 jours après injection de l’anticorps soit J+18) permettait de décrire la 

phase de distribution.  

Pour le rituximab, la décroissance terminale était log linéaire chez les souris 

en réponse totale ; tandis que, chez les souris en réponse partielle, la vitesse 

d’élimination semblait augmenter quand les concentrations en rituximab 

diminuaient. Pour chaque jour de prélèvement, les concentrations ont été 

comparées entre les souris en réponse partielle et celles en réponse totale (Figure 48 

et article). Les concentrations étaient significativement plus faibles chez les souris 

en réponse partielle que chez les souris en réponse totale à partir de J+14 (test de 
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Wilcoxon à chaque temps de prélèvement). Pour les souris en réponse partielle, la 

réascension tumorale avait lieu en moyenne 13 jours après l’injection du rituximab. 

L’augmentation de la clairance pourrait donc être liée à cette réascension : une 

composante de la clairance du rituximab pourrait avoir été liée à la captation de 

celui-ci par les foyers tumoraux. 

aa  --    MMooddéélliissaattiioonn  pphhaarrmmaaccoocciinnééttiiqquuee  

Une approche individuelle a été utilisée et des modèles ont été testés. Le 

modèle bicompartimental n’a pas permis de décrire les données de façon 

satisfaisante, ce qui était vraisemblablement dû au fait que seule l’observation 05 

jours après l’injection de l’Ac permettait de décrire la phase de distribution. Par 

conséquent, seule la phase d’élimination terminale a été étudiée : l’observation 

après 05 jours n’a pas été prise en compte et un modèle monocompartimental a été 

appliqué. 

((ii))    PPhhaarrmmaaccoocciinnééttiiqquuee  ddee  ll’’iinnfflliixxiimmaabb  

Le modèle monocompartimental a permis de décrire les données de façon 

satisfaisante, avec une précision correcte (Figure 48 A). Les valeurs moyennes des 

paramètres estimés et les CV interindividuels étaient : Vd = 2,0 mL (106%) (Volume 

de distribution) et k10 = 8,2 10-3 h-1 (54%) (Constante d’élimination). Ces résultats 

sont compatibles avec une cinétique linéaire de l’élimination de l’infliximab. 

((iiii))    PPhhaarrmmaaccoocciinnééttiiqquuee  dduu  rriittuuxxiimmaabb  cchheezz  lleess  ssoouurriiss  eenn  rrééppoonnssee  

ccoommppllèèttee  

Le modèle monocompartimental a permis de décrire les données de façon 

satisfaisante, avec une précision correcte (Figure 48 B). Les valeurs moyennes des 

paramètres estimés (et les CV interindividuels) étaient : Vd = 4,8 mL (36%) et k10 = 
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6,6 .10-3 h-1 (31%). Ces résultats sont compatibles avec une cinétique linéaire de 

l’élimination du rituximab chez les animaux en réponse complète. 

((iiiiii))    PPhhaarrmmaaccoocciinnééttiiqquuee  dduu  rriittuuxxiimmaabb  cchheezz  lleess  ssoouurriiss  eenn  rrééppoonnssee  

ppaarrttiieellllee  

Un modèle monocompartimental classique ne permettait pas de décrire 

l’élimination de façon satisfaisante. Pour prendre en compte l’influence de la masse 

tumorale sur l’élimination du rituximab, les données ont été décrites à l’aide du 

modèle présenté dans l’article : 

 

Où CRTX est la concentration plasmatique en rituximab, k10 est la constante 

d’élimination d’ordre 1, Anadir est le logarithme népérien (Ln) de l’activité tumorale 

(bioluminescence) minimale après administration du rituximab, et Â  est 

l’estimation du Ln de l’activité par le modèle. Le facteur ( )AAnadir
ˆ1−  permet de 

moduler la valeur de k10 en fonction de la masse tumorale : la valeur de k10 est 

d’autant plus importante que l’activité de bioluminescence est élevée. La valeur 

estimée de k10 par ce modèle est la valeur maximale de k10 que peut engendrer la 

tumeur, elle est notée k10,max. Ce modèle a permis de décrire les données de façon 

satisfaisante avec une précision correcte (Figures 48 C et 48 D). Les valeurs 

moyennes des paramètres estimés (et les CV interindividuels) étaient : Vd = 1,6 mL 

(82%), k10,max = 6,2 10-2 h-1 (64%). 

bb  --    IInntteerrpprrééttaattiioonn  ddee  cceess  ppaarraammèèttrreess  ddee  mmooddéélliissaattiioonn  

L’infliximab ne cible pas le TNF-α murin, et donc n’est pas supposé être 

éliminé autrement que par la voie du catabolisme physiologique. Les résultats sont 

compatibles avec une cinétique linéaire d’élimination de l’infliximab, et pourraient 
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être représentatifs des IgG humaines ne ciblant pas d’éléments murins dans la 

gamme de concentrations plasmatiques observées. La valeur de k10 du rituximab 

des souris en réponse complète était du même ordre que celle de l’infliximab (p = 

0,43, test de Wilcoxon) ; ce parallélisme observé dans les pentes d’éliminations 

terminales suggère que l’élimination terminale du rituximab est liée à un 

catabolisme physiologique. En revanche, le Vd du rituximab était 2 fois plus élevé 

que celui de l’infliximab, même si cette tendance est non significative, du fait d’une 

grande variabilité interindividuelle (p = 0,07 test de Wilcoxon). Le Vd plus important 

du rituximab pourrait être expliqué par la disparition de celui-ci du plasma après 

sa fixation sur les cibles antigéniques. Chez les souris en réponse partielle, la valeur 

de k10,max était 10 fois supérieure au k10 des animaux en réponse complète (p < 

0,0001 test de Wilcoxon), ce qui confirme une influence très nette du volume 

tumoral sur la clairance du rituximab.  

BB  --  BBiiooddiissttrriibbuuttiioonn  ddee  ll’’aannttiiccoorrppss  

Nous avons complété cette étude par la mise en place d’essais d’imagerie du 

petit animal en bimodalité permettant un suivi de la localisation et de la progression 

des foyers tumoraux par bioluminescence tout en réalisant une analyse de la 

biodistribution et de la pénétration de l’anticorps par des méthodes faisant appel à la 

radioactivité. L’analyse de la biodistribution a été réalisée par scintigraphies à 

l’ibritumomab-tiuxetan (2B8) marqué à l’indium-111 et par autoradiographies des 

foyers tumoraux. Nous avons aussi réalisé une analyse en tomographie par émission 

de positons, à l’ibritumomab-tiuxetan marqué au cuivre 64, adaptée au petit animal.  

L’indium lui ne peut être suivi par cette technique. Le marquage du zévalin au cuivre 

64 est très proche de celui à l’indium si ce n’est que nous avons choisi de ne pas 

introduire de DTPA dans le tampon de formulation. Le DTPA risquerait d’entrer en 

compétition et de perturber le marquage. Le cuivre 64 possède une période 12,705 
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heures. Ce qui risque d’être sa faiblesse. Dans le cas où sa demie vie ne le pénalise 

trop nous pourrons envisager le marquage du zévalin par du cuivre 67 qui possède 

une période de 61.9 heures.  

Comme nous l’avons présenté, les progrès de ces dernières années ont permis 

de passer outre les barrières dues aux ruptures technologiques et ainsi adapter 

avec succès chez le petit animal (souris, rat, singe de petite taille…) des systèmes 

créés à la base pour la clinique chez l’homme. Ainsi les programmes de recherche 

en cancérologie faisant appel à des modèles animaux se sont dotés de nombreuses 

techniques très pertinentes et permettant d’extrapoler les données cliniques chez 

l’homme. Ce véritable arsenal de recherche dans le domaine de l’imagerie s’est aussi 

vu compléter par la bioluminescence, technique exclusivement développée pour les 

modèles animaux mais dont les progrès en ont fait en quelques années une 

véritable technique de référence. Ainsi du fait de leur relative simplicité et de leur 

complémentarité les méthodes d’imagerie multimodale sont très adaptées aux 

études de cancérologie. On peut envisager la biodistribution de fragments 

d’anticorps marqués à l’aide de sondes radioactives.  

CC  --  PPooppuullaattiioonnss  cceelllluullaaiirreess  iimmmmuunniittaaiirreess  

Le modèle a été ainsi parfaitement caractérisé et, même si il n’existe pas de 

parfaite similitude entre les FcγR humains et murins, ces approches nous ont permis 

d’évaluer les populations cellulaires d’intérêt et d’interpréter les données de la 

littérature utilisant le modèle murin pour la compréhension des mécanismes d’action 

de cet anticorps 191. L’analyse des proportions des cellules immunitaires CD19+, 

CD4+ et CD8+ en l’absence et en présence d’un traitement à la dose de 20 mg/kg de 

rituximab révèle un recrutement important de lymphocytes B et de lymphocytes T au 

niveau de la tumeur. Par contre en observant les populations CD11b+ et CD11c+, on 

ne note aucun recrutement de ces cellules incluant les polynucléaires neutrophiles, 
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les monocytes et les cellules dendritiques. Ces données sont parfaitement en 

adéquation avec les données de la littérature sur ce genre de modèle animal et 

cellulaire 286-288. Le rituximab est un anticorps chimérique et sa capacité à mobiliser 

les cellules FcγR+ reste mal connue. L’absence de déplétion lymphoïde B dans notre 

modèle confirme l’absence de reconnaissance du CD20 murin par les lymphocytes B. 

DD  --  EEttuuddeess  cchheezz  ll’’hhoommmmee  

Ce travail est très important car il permet de modéliser l’activité anti 

lymphomateuse du rituximab. Les résultats montrés ici nous indiquent l’existence 

d’une relation significative entre le volume tumoral, la réponse au traitement et 

l’exposition au rituximab. Si nous extrapolons à l’homme ceci signifie que nous 

devrions adapter la dose de rituximab au volume tumoral du patient.  Cet objectif 

est celui d’une étude ancillaire au protocole GOELAMS 0203 (Professeur T. Lamy) 

que nous avons initié en partenariat avec Roche Pharma (investigateur : Dr G. 

Cartron). Dans cette étude, le volume tumoral est évalué par TDM et par TEP-TDM 

(couplage de la tomographie par émission de positrons à la tomodensitométrie), 

l’exposition au rituximab est évaluée par ELISA. L’ensemble de ces travaux devrait 

permettre de préciser le rôle exact du volume tumoral dans la réponse au 

traitement par le rituximab. Une telle approche méthodologique pourrait être 

appliquée pour d’autres anticorps anti CD20 comme le GA101 ou l’humax. En effet 

le modèle développé et présenté dans cette partie peut constituer un outil de choix 

dans la comparaison d’effets thérapeutiques d’anticorps anti CD20 déjà sur le 

marché ou en cours d’élaboration par les firmes pharmaceutiques. La relation dose 

– effet ainsi que l’étroite relation entre le volume tumoral avant traitement, la 

réponse au traitement et l’exposition à l’anticorps pourrait être évaluées pour 

chacun des anticorps avec une réelle pertinence.  
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VVIIII  --  MMooddéélliissaattiioonn  pphhaarrmmaaccoocciinnééttiiqquuee  pphhaarrmmaaccooddyynnaammiiqquuee  

En complément à cette partie nous souhaitons présenter la modélisation 

pharmacocinétique pharmacodynamique de l’ensemble des animaux. Cette 

modélisation présentée dans l’article et complétée dans cette partie analyse la 

progression tumorale des animaux ainsi que l’évolution de la concentration 

plasmatique en rituximab et en infliximab pour les animaux en ayant reçu. 
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Figure 50 : Modélisation PK-PD des animaux 
 
Présentation de la modélisation PK-PD pour l’ensemble des animaux, l’activité 
tumorale (Ln de la mesure de bioluminescence) observée (�) et estimée par 
modélisation en traits continus, la concentration en rituximab dans le plasma 
observée (�) et estimée en tirets, la concentration en infliximab, pour les animaux 
en ayant reçu, observée (�) et estimée en pointillés. 
A. Animaux non traités   B. Animaux en absence de réponse 
C1. C2. Animaux en réponse partielle D. Animaux en réponse complète. 
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TTRROOIISSIIEEMMEE  AARRTTIICCLLEE  ::  OOppttiimmiissaattiioonn  ddee  ll’’eeffffeett  aannttii  ttuummoorraall  

ddeess  nneeuuttrroonnss  ssuurr  ddeess  cceelllluulleess  ttuummoorraalleess  vviiaa  ddeess  ppaarrttiiccuulleess  

dd’’ooxxyyddeess  ddee  ggaaddoolliinniiuumm..  

 

II  --  IInnttrroodduuccttiioonn  

 Le traitement du cancer, repose le plus souvent sur la chirurgie, la 

radiothérapie et la chimiothérapie 289. Ces techniques sont parfois exclusives mais 

sont souvent diversement associées pour s'adapter au mieux au type de la tumeur 

et à son génie évolutif. La radiothérapie utilise des rayonnements ionisants, le plus 

souvent des photons de haute énergie ou des électrons, pour détruire les tumeurs 

290,291. Ces rayonnements sont généralement produits par des accélérateurs 

linéaires de particules. Les faisceaux sont focalisés sur le volume cible 

(radiothérapie externe) en mettant en œuvre aujourd'hui tous les progrès de 

l'imagerie moderne 292,293. Les rayonnements peuvent également provenir de la 

désintégration radioactive d'implants localisés (curiethérapie) dans le cas particulier 

de petites tumeurs 294,295. Cependant il existe des tumeurs résistantes aux 

traitements classiques de radiothérapie, soit parce qu'elles sont situées dans ou à 

proximité immédiate d'organes critiques, empêchant la délivrance d’une dose 

efficace, soit du fait de leur nature et/ou de leur mode évolutif. Dans le premier cas, 

les solutions proposées peuvent être d’ordres balistiques et des techniques 

complexes utilisant des photons se sont développées : radiochirurgie, radiothérapie 

de conformation et plus récemment radiothérapie par modulation d'intensité 296. La 

protonthérapie met en œuvre d'autres rayonnements, les protons, aux propriétés 

balistiques particulièrement bien adaptées aux situations dans lesquelles la tumeur 

est à proximité immédiate d'un organe critique 297. Lorsque la radiorésistance est 
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liée à la tumeur proprement dite, il est alors possible de recourir à un traitement 

par neutronthérapie qui est une technique de radiothérapie utilisant des neutrons 

rapides 298. La neutronthérapie fait désormais partie de l'arsenal thérapeutique des 

cancérologues. Les photons ou les électrons sont des rayonnements à faible 

transfert d'énergie linéique (TEL), les neutrons sont au contraire des rayonnements 

à haut TEL 299. Les premiers interagissent par l'intermédiaire des électrons de la 

matière, les seconds réagissent avec les noyaux. A l'échelle microscopique, la 

densité des ionisations induites par les particules secondaires chargées est, dans le 

cas des neutrons, 50 à 100 fois plus élevée que dans le cas des photons ou des 

électrons 299-301. Dans ces conditions, il se produit au niveau des cellules un effet 

biologique majeur (événement létal) alors que les rayonnements à faible TEL 

conduisent plus fréquemment à des lésions sub-létales que par la suite les cellules 

saines et tumorales vont tenter de réparer avec une efficacité inégale. Cette 

variabilité des réponses biologiques à une irradiation est connue sous le terme 

d'effets différentiels. Pour les rayonnements à faible TEL, ces propriétés sont 

bénéfiques dans les cas fréquents où les cellules tumorales présentent une plus 

forte sensibilité à l'irradiation que les cellules saines (ces effets différentiels seront 

par ailleurs et dans ces cas, amplifiés en fractionnant la dose d'irradiation) 302-305. 

Elles seront au contraire un frein sévère dans les cas inverses où l'hypoxie, la 

nature des cellules tumorales ou leur mode de repopulation conduit à des 

phénomènes de radiorésistance tumorale. Les neutrons rapides, utilisés en 

clinique, nivellent par contre tous les effets différentiels. En comparant 

rayonnements à faible TEL et neutrons rapides à niveau d'effet égal sur les tissus 

sains, les neutrons auront une action plus forte sur les tumeurs dites 

radiorésistantes. Découverts en 1932, par J. Chadwick, les neutrons ont été utilisés 

pour la première fois dans un essai thérapeutique en 1938 au Lawrence's Cyclotron 

(Berkeley, Etats-Unis). Ces essais ont été interrompus par la seconde guerre 
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mondiale et les études ont été reprises dans les années 60 au Hammersmith 

Hospital (Londres, Royaume Unis). Les résultats très encourageants notés à 

l'époque ont conduit à l'ouverture d'une vingtaine de centres dans le monde. Il 

faudra près d'une vingtaine d'années pour définir de manière précise les indications 

de la neutronthérapie.  

 

 

Figure 51 : Efficacité des principaux types de rayonnement en fonction de la 

profondeur dans l’eau ou dans les tissus. 

 

L’efficacité ou rendement énergétique des différents rayonnements varie 

fortement en fonction de la profondeur au sein de l’eau ou des tissus. Ces données 

ont des retombées très importantes sur l’utilisation en médecine d’un type de rayon 

ainsi que sur les appareillages développés pour les mettre en œuvre. L’efficacité des 

neutrons ici représentée en rouge est très proche de celle des rayons X et diminue 

proportionnellement avec la profondeur. (Figure établie avec l’aide de M. Sabattier 

et M. Blondiaux, campus CNRS, Orléans, France) 
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Compte tenu des effets biologiques particuliers de ce type de rayonnement, la 

précision balistique conditionne très fortement le risque de complications liées au 

traitement. Dans de telles conditions, seuls des appareils produisant des faisceaux 

au pouvoir de pénétration comparable à celui des faisceaux de photons de haute 

énergie peuvent être utilisés, ce qui implique des appareils importants. La 

neutronthérapie doit pouvoir bénéficier de tous les apports de la technologie 

moderne et notamment de l'imagerie de façon à réaliser les traitements par 

approche conformationnelle 299,306-308. Au cours des dernières années, des 

recherches pluridisciplinaires ont porté sur la potentialisation de ces traitements 

par neutrons rapides par un supplément significatif de dose sélectivement délivrée 

aux cellules tumorales. Ceci pouvant être obtenu par la réaction nucléaire de 

capture des neutrons thermiques au niveau du volume cible par des éléments 

paramagnétiques. La neutronthérapie potentialisée par cette technique prometteuse 

pourrait ouvrir une fenêtre thérapeutique pour de nombreux types de tumeurs 309-

311.  

Les éléments à propriétés paramagnétiques, c'est-à-dire possédant dans 

leurs couches électroniques des électrons célibataires comme le gadolinium, le 

manganèse et le fer sont utilisés en médecine dans un but diagnostique pour 

renforcer le contraste en imagerie par résonance magnétique (IRM). Le gadolinium 

est un élément classé parmi les terres rares, présent seulement à l'état de traces 

dans la nature. Il existe sous forme de plusieurs isotopes stables, le plus abondant 

ayant la masse 158. Du fait de l'existence de sept électrons célibataires, le 

gadolinium a un effet paramagnétique ou ferromagnétique très élevé, de 

10,8 magnétons de Bohr, alors que celui du fer n'est que de 5,6. Le rayon ionique 

des ions Gd3+ est de 1,02 Angström, il est extrêmement proche de celui du Ca2+ qui 

est de 0,99 Angström, mais il porte une charge positive de plus. Le gadolinium est 

très peu absorbé par le tube digestif et comme il est très peu répandu dans la 
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nature, sa concentration physiologique dans les milieux biologiques est trop faible 

pour être détectée par les méthodes analytiques usuelles 312-314. Le gadolinium s’est 

révélé utile pour améliorer les contrastes en IRM. On a synthétisé des complexes 

laissant des électrons célibataires disponibles mais masquant les effets toxiques de 

l'élément. Les complexes de gadolinium utilisés en thérapeutique sont le 

gadopentétate de méglumine, le gadotérate de méglumine, le gadotéridol et le 

gadodiamide. L'IRM utilise la propriété des protons de l'organisme, en particulier 

ceux de l'eau, d'émettre des signaux lorsqu'ils retournent à leur état d'équilibre 

après avoir été stimulés par un champ magnétique. La présence d'un élément à 

effet paramagnétique élevé comme le gadolinium au contact des protons de l'eau, 

accélère leurs temps de relaxation T1 et T2 et permet d'améliorer le contraste des 

images obtenues et de mettre en évidence des lésions, notamment certaines 

tumeurs 315. Le gadopentétate de méglumine est un chélate de diéthylène-triamine-

penta-acétate (DTPA) et de gadolinium. Le gadotérate de méglumine est un cryptate 

ou clathrate dans lequel le ligand, le tétra-azacyclododécane-tétra-acétate (DOTA) 

forme un macrocycle entourant l'ion Gd3+. Le gadotéridol est un complexe 

macrocyclique de gadolinium dont la structure est proche de celle du DOTA. Le 

gadodiamide est un complexe de gadolinium et de DTPA dont deux des cinq 

fonctions acides -COOH sont transformées en méthylamide. Les trois fonctions 

acides restantes sont neutralisées par le gadolinium et on obtient ainsi un complexe 

non ionique. Ces chélateurs ont une très grande affinité pour l'ion Gd3+ qui, dans 

ces conditions, ne se trouve pas à l'état libre. La première indication des complexes 

de gadolinium a été la mise en évidence par IRM de la rupture de la barrière 

hématoencéphalique. Ils ont maintenant d'autres utilisations : le diagnostic des 

tumeurs cérébrales, des tumeurs de la moelle épinière, des os, des parties molles, 

du foie 316-318.  
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Parallèlement à ces propriétés d’agent de contraste différentes équipes de 

recherche ont déjà utilisé le modèle cellulaire EL4 pour étudier l’effet des neutrons 

via des particules de bore ou de gadolinium 319. En effet le modèle cellulaire EL4 est 

particulièrement adapté au suivi de l’impact des neutrons. Ces cellules sont 

naturellement peu sensibles aux neutrons comme la quasi totalité des cellules 

lymphomateuses (Figure 52). Néanmoins, il a déjà été rapporté que les cellules EL4 

peuvent entrer en apoptose sous l’impact d’un faisceau de neutrons d’intensité 

importante 320. Ce modèle constitue donc un outil intéressant dans l’étude de l’effet 

d’oxydes de particules de terres rares. Enfin la présence de CD20 humain à la 

surface des cellules nous a permis avant ces essais d’envisager l’utilisation 

d’anticorps dirigés contre le CD20 humain pour amener les particules de 

gadolinium au niveau des cellules tumorales.  

Dans cette partie, nous proposons d’utiliser notre modèle cellulaire de 

lymphome pour étudier l’effet paramagnétique de particules de gadolinium. Nous 

nous proposons aussi d’étudier l’effet de particules boostées par des atomes de 

bore, la bioluminescence constituant un indicateur de viabilité cellulaire. Ces 

travaux ont été réalisés grâce à une étroite collaboration entre différentes équipes 

de recherche appartenant à divers domaines : 

- Le service d’imagerie du CDTA d’Orléans pour son expertise dans les 

domaines de l’imagerie notamment par bioluminescence, du suivi de 

l’évolution qualitative et quantitative des foyers tumoraux. Mais aussi pour 

leur expertise en radiologie et techniques d’imagerie du petit animal. 

- L’UMR 5620, le laboratoire de physico chimie des matériaux luminescents 

de Lyon pour leur expertise dans le domaine des nano particules et des 

oxydes de terres rares. 
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Figure 52 : Survie cellulaire et sensibilité à l’effet d’un rayonnement 
neutronique. 
 
Les différents types cellulaires sont plus ou moins sensibles à l’effet d’un 
rayonnement de neutrons. 
A. Le taux de survie cellulaire dépend fortement du type de cellule étudié. Leur 
sensibilité au rayonnement est très différente. Ainsi si l’on considère un objectif 
thérapeutique de survie de 10% des cellules, la dose nécessaire pour arriver à cet 
effet peut varier de 2 Gy (lignée cellulaire sensible à la neutronthérapie) en bleu à 6 
Gy (lignée cellulaire résistante à la neutronthérapie) en noir. 
B. L’effet des neutrons et des rayonnements engendre un arrêt du cycle cellulaire. 
Ici le taux de cellules passant la première mitose après irradiation a été mesuré en 
fonction de la dose délivrée pour une lignée épithéliale de hamster (bleu), pour des 
lymphocytes humains (rouge) et pour des fibroblastes humains (noir).  
Diagrammes établis avec l’aide de M. Sabattier et M. Blondiaux . 
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- L’EA 3853 IPGA Immuno Pharmaco Génétique des Anticorps thérapeutiques 

de Tours pour son expertise en immunologie, en cellules cancéreuses ainsi 

qu’en anticorps thérapeutiques.  

 

IIII  --  PPoosstteerr  ddee  pprréésseennttaattiioonn  sscciieennttiiffiiqquuee  

L’ensemble des travaux de caractérisation des particules d’oxydes de 

gadolinium ainsi que de l’analyse de l’impact des neutrons sur les cellules 

tumorales ont fait l’objet d’une présentation intitulée : « Nanoparticules hybrides de 

Gd2O3 : des sondes pour combiner diagnostic et thérapie » sous la forme d’un 

poster scientifique lors du congrès Nano-hybride N°4 qui s’est déroulé du 02 au 06 

juin 2007 en Corse, France, le poster est présenté ci après. 
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IIIIII  --  AArrttiiccllee  

Ces essais nous ont permis de réaliser un article scientifique actuellement 

soumis pour publication et est présenté ci après. 
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The killing effect of luminescent and paramagnetic gadolinium oxide nanoparticles activated 

by a harmless thermal neutron irradiation was evaluated on luciferase coding gene 

transfected lymphome cells (EL4-Luc). Cellular uptake of nanoparticles was determined by 

fluorescence and magnetic resonance imaging and by Induced Coupled Plasma-Mass 

Spectrometry analyses while the metabolic activity of irradiated EL4-Luc cells was monitored 

by bioluminescence. The alteration of the irradiated cells depends both on neutron irradiation 

dose and on gadolinium content within cells. Besides their dual modality imaging ability, the 

application of these multifunctional particles for neutron capture therapy can be 

advantageously envisaged. 
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INTRODUCTION 

 

In the line of the works devoted to the fruitful and plentifully development of nanoparticles 

for diagnostic applications, cancer therapy based on nanometer sized structures received 

recently much attention since their small size facilitates their accumulation in tumor.1-3 The 

nanoparticles are not only attractive for their size but also for their great diversity in shape 

and in composition4 which allows envisaging many complementary strategies for the tumor 

destruction.5 According to their operating mode, two main classes of particles can be 

distinguished. Particles can be used either to deliver drugs (delivery drug systems, DDS) to 

the cancerous cells6-8 or to induce the tumor eradication after an interaction with an external 

physical stimulus.9-14 Many ways are currently explored in order to incorporate a large 

number of drugs inside or onto the nanoparticles.6 However the chimiotherapy based on the 

administration of DDS with submicronic sizes like liposomes, which were extensively applied 

for pharmaceutical formulations, can be seriously restricted because of the great toxicity of 

the drugs. This undesirable side effect will not completely be circumvented by the size 

reduction of DDS since the toxicity is inherent to the drug.6 The activation of nanoparticles by 

an external stimulus provides therefore a promising alternative. The research groups of 

Drezek and of El-Sayed demonstrated independently the lethal potential of gold 

nanostructures for cancerous cells which was induced by the absorption of near infrared 

(NIR) light whereas gold nanostructures and NIR light alone are both harmless.10-12 Gold 

particles were designed for having a strong plasmon band in the NIR region of the spectral 

domain. Upon NIR excitation, this feature allows the absorption of NIR light resulting in 

temperature elevation sufficient to destroy cancerous cells. The simultaneous presence in 

the same location of biocompatible gold nanostructures and non-toxic NIR light led then to 

the destruction of the cancerous cells by a phototermal effect. Although the use of 

nanoparticles is rare and recent, the development of therapy based on a binary system is not 

new. Locher proposed in 1936 an original therapeutic strategy for the eradication of 

glioblastome which rests on the irradiation of compounds with a high neutron capture cross-
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section (neutrophages) by a thermal neutrons beam (neutron capture therapy -NCT).15 If, as 

required for a binary system, each component is harmless, the irradiation of neutrophages by 

thermal neutrons undergoes a succession of physical reactions with a therapeutic effect. 

Among the stable isotopes, 10B, 155Gd and 157Gd appear as the most attractive NCT agents 

because their natural abundance is relatively high (~20% for 10B and ~30.5% for 155,157Gd), 

they exhibit a neutron capture cross section largely higher than the one of the living matter 

components and the irradiation by thermal neutron of these nuclides provides particles with a 

high cytotoxic effect.15,16 In the case of B-NCT, boron based molecular agents were 

specifically developed such as boronphenylalanine (BPA),17 carborane derivatives18 and 

macrocycles (porphyrins or phtalocyanins) functionalized with organic derivatives of boron19-

20 whereas gadolinium based NCT agents benefited from the intense research activity 

devoted to the contrast agents for magnetic resonance imaging (MRI) since paramagnetic 

Gd3+ ions are able to greatly enhance the image contrast.21 As a result, a large panel of non-

toxic gadolinium chelates is available both for MRI and for Gd-NCT. However the neutron 

capture induced cytotoxic effect of these NCT agents is limited owing to their molecular 

nature which prevents a sufficient accumulation in cancerous cells. Since their residence 

time in the blood pool is expected to be longer, the use of boron or gadolinium based 

dendrimers and nanoparticles was recently envisaged.22-29 Functionalized boron carbide 

nanoparticles synthesized by Bjørnholm et al. exhibit indeed a real potential for B-NCT.30 

However there is a lack of data concerning the cytotoxic effect in NCT of gadolinium isotopes 

155,157Gd, even if they seem more attractive than 10B. Beside a neutron capture cross-section 

higher than the one of 10B (66 and 16 times higher for 157Gd and 155Gd, respectively), Gd3+ 

containing compounds are widely used as contrast agents for magnetic resonance imaging 

(MRI) which is a powerful noninvasive imaging technique for clinical diagnosis.21 In a 

previous paper, we demonstrated that luminescent hybrid nanoparticles composed of a 

gadolinium oxide core embedded in a polysiloxane shell whose inner part is functionalized by 

organic fluorophores and the outer part is derivatized by short poly(ethylene glycol) chains 

(PEG) were well suited for in vivo dual modality magnetic resonance and fluorescence 
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imaging.31 Despite the small size of the core, as compared to the liposome, lipidic vesicles or 

chitosan microspheres, the number of gadolinium ions per particle is relatively high (about 

200 gadolinium ions) owing to the crystalline nature of Gd2O3 (cubic structure). As a result, 

the accumulation of these particles in cancerous cells is expected to have a great potential 

for Gd-NCT. Such particles appear therefore very attractive because they could combine 

dual modality imaging and therapy. In this paper we report on the results of the in vitro 

application of these multifunctional gadolinium oxide nanoparticles as Gd-NCT agents. Their 

uptake by cells was monitored by fluorescence and MRI and quantified by Induced Coupled 

Plasma-Mass Spectrometry (ICP-MS) analysis while the influence of the gadolinium 

concentration and of the irradiation dose on the cytotoxic effect was determined by 

quantitative bioluminescence imaging of the cells which reflects the metabolic activity. 
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EXPERIMENTAL SECTION 

 

Chemicals.   

Gadolinium chloride hexahydrate (99.99%), sodium hydroxide (99.99%), tetraethyl 

orthosilicate (Si(OC2H5)4, TEOS, 98%), (3-aminopropyl)triethoxysilane (H2N(CH2)3-

Si(OC2H5)3, APTES, 99%), rhodamine B isothiocyanate (RBITC), 1-(3-dimethylaminopropyl)-

3-ethylcarbodiimide hydrochloride (EDC, 98+%), pentafluorophenol (PFP, 99%), 

poly(ethylene glycol)bis(carboxymethyl)ether 250 g.mol-1 (PEG(COOH)2, 99%), hepes 

solution (solution in water, pH 7.0 - 7.6), sodium chloride, triethylamine (TEA, 99.5%) and 

hydrochloric acid (HCl, 37%) were purchased from Aldrich Chemical (France). Cy5 mono 

NHS ester (89.1%) was purchased from Amersham Bioscience. Ethanol, diethylene glycol 

(DEG, 99%), and other organic solvents (reagent grade) were purchased from SDS (France) 

and used as received. For the preparation of an aqueous solution of nanoparticles, only milli-

Q water (ρ > 18 MΩ) was used. The dialysis of colloidal solutions was performed with tubular 

membrane of cellulose (MWCO=4-6 kDa) purchased from Roth (France). 

 

Synthesis of gadolinium oxide nanoparticles embedde d in a polysiloxane shell.  

These particles were obtained by a two-step route. Gadolinium oxide nanoparticles were 

first synthesized by applying a modified “polyol” protocol.32 Afterwards a polysiloxane shell 

growth was induced by hydrolysis-condensation of convenient siloxane precursors in 

presence of the nanoparticles.31 

Preparation of gadolinium oxide core. Gadolinium chloride salt (11.53g) was placed in 

200mL of DEG at 60°C under vigorous stirring overni ght. 7.5mL of sodium hydroxide solution 

(3M) were  added and the solution was heated at 140°C for 1h and at 180°C for 4h. A 

transparent colloid of gadolinium oxide nanoparticles was obtained and can be stored at 

room temperature for weeks without alteration. 

Encapsulation of Gd2O3 cores by polysiloxane shell. A solution containing RBITC (1.6 mg) 

and 1.4µL of APTES dissolved in 291µL of DMSO was prepared as a precursor and stirred 
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overnight. The coupling reaction between the organic fluorophores and APTES was certified 

by mass spectrometry with complete disappearance of the molecular peak of the fluorophore 

(m/z= 500.3 for RBITC) and the appearance of the molecular peak of the fluorophore 

conjugated APTES (m/z = 721.2 for RBITC-APTES, respectively). Organic dyes conjugated 

APTES solution and a portion of 327µL of APTES and of 209µL of TEOS were added to 1.5 

mL solution containing Gd2O3 nanoparticles diluted in 13.5 mL of DEG under stirring at 40°C. 

After 1h, a portion of 792µL of a DEG solution (0.1 M of TEA, 10M of water) was added. The 

other portions of polysiloxane precursors and of hydrolysis solution were sequentially and 

alternatively added. The final mixture was stirred for 48h at 40°C. 

Purification. Purification of naked and polysiloxane-coated nanoparticles was performed by 

dialysis against ethanol. 20 mL of the colloidal solution was introduced in a tubular 

membrane of cellulose (MWCO=4-6 kDa) and immersed in 250 mL of ethanol which was 

replaced every 24h for 3 days. A fourth stage of dialysis can eventually be carried out for 4 

days. For the preparation of a stem solution which is stable for weeks, 3mL DEG were added 

to the purified solution and ethanol was eliminated under reduced pressure. For the transfer 

of the polysiloxane-coated nanoparticles in water, the colloid in ethanol was dialyzed against 

water. 

 

Covalent grafting of poly(ethylene glycol)bis(carbo xymethyl)ether on hybrid 

nanoparticles.   

x moles of 0.091 M poly(ethylene glycol)bis(carboxymethyl)ether  (250 g.mol-1, 

PEG(COOH)2) in DEG were added to isopropanol solution containing 2x moles of EDC and 

2x moles of PFP (0.367 M). The mixture was stirred for 1h30 at room temperature. The 

reaction between COOH groups of the polymer and PFP, assisted by EDC, is expected to 

yield pentafluorophenyl esters.33 The covalent grafting of PEG onto the hybrid nanoparticles 

was performed by the addition of pentafluorophenyl ester modified PEG in DEG solution 

containing hybrid nanoparticles (x/12000 moles, 7.5 µM). This solution was stirred for 12h at 
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room temperature. Afterwards the colloid was dialysed for 48 h against water (1:20, v/v) 

which was renewed three times. 

 

Size Measurement.  

Direct measurement of the size distribution of the nanoparticles suspended in the polyol 

medium was performed via Zetasizer NanoS PCS (Photon Correlation Spectroscopy) from 

Malvern Instrument. Measurements were directly taken on the colloid after synthesis or 

surface modification in DEG. 

 

ζζζζ-potential measurements.   

Direct determination of the ζ-potential of the hybrid nanoparticles were performed via a 

Zetasizer 3000 HSa (laser He-Ne (633 nm)) from Malvern Instrument. Prior to the 

experiment, the sol was diluted in an aqueous solution containing 0.01M NaCl and adjusted 

to the desired pH. 

 

Inductively coupled Plasma-mass spectrometry (ICP-M S) analysis.   

Determination of the gadolinium content in a sample was performed by ICP-MS analysis 

(with a Thermo Elemental serie X7 VG X7 CCT). Before measuring Gd concentration, 

samples were diluted in 0.5 M HNO3 (1:2500, v/v) and in HNO3 (2%, 2ppb In; 1:50, v/v). 

 

MR imaging.   

MRI was carried out at 7 T using an inversion recovery FLASH (IR-FLASH) imaging 

sequence with varying IR time (Biospec System 70/20, Bruker, Ettlingen, Germany). T1-

weighted contrast enhancement was performed running a standard spinecho (SE) sequence 

with 500 ms TR and 12 ms TE.  

 

Cell line:  EL4 and EL4-Luc.   
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The wild type EL4 cell line was purchased from the American Type Culture Collection 

([ATCC], Rockville, MD, USA). Plasmid pCMV-Luc (Stratagene, La Jolla, CA, USA) is 

transfected into EL4 cells by using Lipofectamine 2000 reagent (Life Technologies Inc) and 

screened for neomycin resistance with 300 mg/mL of geneticin (G418) (Euromedex, 

Mundolsheim, France) per milliliter for 4 weeks. The antibiotic-resistant cell clones were 

harvested and further screened by dilution titer. These cells were grown in monolayer culture 

in RPMI 1640 (Sigma-Aldrich Inc. St Louis, MO, USA), supplemented with fetal bovine serum 

(10% (v/v); Gibco BRL, Tokyo, Japan), glutamine 2mmol/L (Invitrogen, Cergy Pontoise, 

France), penicillin 100,000 U/L (Invitrogen, Cergy Pontoise, France), streptomycin 100 mg/L 

(Invitrogen, Cergy Pontoise, France), and geneticin 8mg/L (Euromedex, Mundolsheim, 

France), at 37°C in a 5% CO 2 environment. For routine passages, cultures were split 1:10 

generally every 3 days. For all experiments, cells were used from passage 5 to 9. All 

experiments were performed with exponentially growing cells. 

 

Luciferase expression control.   

The expression of luciferase by this monoclonal culture was checked before every 

experiment. A cellular lysate of 2x105 cells of monoclonal culture was prepared starting from 

a cellular base rinsed with PBS. 20µL of lysis reagent (Luciferase Cell Culture Lysis 

Reagent®, Promega, Charbonnières, France) were added during a few minutes to ambient 

temperature. The cellular lysates were distributed in opaque wells of plates (BandW 

isoplate®, Wallac, Perkin Elmer, Boston, MA, USA). 100µL of reagent containing luciferin 

and ATP (Luciferase Assay Reagent®, Promega) were added before the passage of the 

plate in the luminometer Wallac Victor 1240® (Perkin Elmer). The analysis of luminescence 

was made using the software Wallac version 2.0 (Perkin Elmer).  The intensity and the 

stability of the expression of luciferase by the clone selected for imaging were checked after 

prolonged culture of the transfected cells. 

 

Internalization of hybrid gadolinium oxide nanopart icles in EL4- Luc cells.  
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Before they were put in contact with nanoparticles, EL4-Luc cells were extracted from the 

culture media by centrifugation (5 minutes at 1600 rpm). The supernatant in each tube was 

replaced by 50mL buffered sucrose (300mM). After an additional centrifugation (5 minutes at 

1600 rpm), the supernatant was eliminated and the cells were resuspended in buffered 

sucrose whose volume was adjusted for obtaining a cell concentration of 3x106 cells/mL. 

EL4-Luc cells were exposed to the hybrid gadolinium oxide nanoparticles in buffered sucrose 

solution for 30 minutes at 37°C and CO 2 5% with gadolinium concentrations ([Gd]inc) of 0.30, 

0.10, 0.05, 0.01 and 0 mM (i.e. no particle). During the incubation, samples were gentle 

stirred in order to maintain the cells in suspension. Afterwards cells were recovered by 

centrifugation and thoroughly washed by several cycles of centrifugation (5 minutes at 1600 

rpm) - removal of the supernatant - resuspension in buffered sucrose solution in order to 

remove the nanoparticles. For the last cycle, cells were resuspended in RPMI 1640 (Sigma-

Aldrich Inc. St Louis, MO, USA), supplemented with fetal bovine serum (10% (v/v); Gibco 

BRL, Tokyo, Japan),  penicillin 100,000 U/L (Invitrogen, Cergy Pontoise, France), 

streptomycin 100 mg/L (Invitrogen, Cergy Pontoise, France). The samples were placed at 

37°C and CO 2 5% for 30 minutes. For the neutron irradiation, 5mL of each sample was 

distributed in 5mL round bottom tubes (BD Biosciences, Le-Pont-de-Claix, France). 5 tubes 

were prepared for each condition. The tubes were sealed with parafilm (Laboandco, 

Mandres-les-Roses, France) and the volume of liquid was optimized in order to limit the size 

of the air bubble. 

 

Neutron irradiation of the cells.  

The labeled and unlabeled cells (for the preparation, see the precedent paragraph) were 

irradiated under a neutron beam at the cyclotron of Orléans (France) per series of 5 tubes 

under 30 cm of water at 37°C. The irradiation durat ion was dependent on the delivered dose 

(0, 1, 2. and 3 Gy). However, all the samples (whatever the delivered dose) spent the same 

time in identical conditions (except the dose) before analyses and culture. Afterwards, cells 

were transferred in individual flasks (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA) containing 25mL 
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of culture medium (final concentration: 1x106 cells/ml to have a good sensitivity in 

bioluminescence detection) and were cultured at 37°C. 

 

Bioluminescence imaging analysis 

The metabolic activity of the labeled and unlabeled cells are monitored immediately after 

the irradiation stage (including the samples at 0 Gy), then 12, 20, 36, and 42 hours after the 

irradiation. 100µL of each sample were deposited on an opaque plate (BandW isoplate®, 

Wallac, Perkin Elmer, Boston, MA, USA) in a selection of 12 wells sufficiently distant from 

each other in order to limit the disturbances of the light emitted by the other wells or by the 

plate. The plate and the cells were left 15 minutes in the black at 37°C and CO 2 5%.  Four 

minutes after the deposition of 100 µL of culture medium containing potassium luciferin 

(2mg) on the cells, bioluminescence was monitored for 10 minutes by a BT (back-thinned) 

Cooled Digital Camera CCD with a very high quantum efficiency over the spectrum (ORCA II 

BT C4742-98-26 LW, Hamamatsu Photonics, Massy, France). This camera is connected to a 

module controller which is connected to a computer equipped with software of acquisition 

and image processing. 
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RESULTS AND DISCUSSION 

 

The synthesis of the hybrid particles, which were composed of a gadolinium oxide core, a 

fluorescent polysiloxane shell and a poly(ethylene glycol) layer, required several step. The 

cores were obtained by applying a previously described protocol which consists in a direct 

precipitation of oxides in diethyleneglycol.32-33 The alkaline hydrolysis of GdCl3 carried out in 

DEG at 180°C and in sub-stoichiometric conditions ( i.e. the amount of aqueous NaOH 

solution added to the gadolinium salt is smaller than the stoichiometric amount) led to the 

formation of Gd2O3 nanoparticles. Their hydrodynamic diameter, determined by photon 

correlation spectroscopy, is 3.3 ± 0.8 nm (Figure 1a). 

 

Gd2O3 cores were embedded in a luminescent polysiloxane shell whose growth is 

controlled by a sequential addition of shell precursors and of an aqueous triethylamine 

solution to a diluted sol of Gd2O3 nanoparticles dispersed in DEG.34 The encapsulation was 

carried out at 40°C for 48h after the addition of t he last portion of reagents to the sol. This 

fluorescent polysiloxane shell was formed by hydrolysis-condensation of a mixture of 

tetraethyl orthosilicate (TEOS, as reticulating agent), aminopropyltriethoxysilane (APTES) 

whose amino groups will serve as anchoring sites for further functionalization and, for the 

first portion added, organic fluorophores (rhodamine B isothiocyanate (RBITC)) conjugated to 

APTES. The thickness of the shell which is fixed by the amount of reagents (shell precursors 

and aqueous triethylamine solution) is about 2 nm (Figure 1b). As these particles are not 

sufficiently stable in biological medium (aqueous solutions at pH 7.4 and 150 mM NaCl or 

300 mM sucrose), their surface was derivatized by a biocompatible and hydrophilic polymer. 

A low molecular weight poly(ethylene glycol) (250 g.mol-1) with both extremities carrying 

carboxylic acid groups (PEG(COOH)2) was therefore grafted by one out of two ends to the 

aminated surface of the hybrid core-shell nanoparticles through amide linkage. Such a post-

functionalization induces an increased colloidal stability in neutral and alkaline aqueous 

solutions due to the carboxylate groups. The stability is ensured by electrostatic repulsion 



Troisième article : Effet thérapeutique de particules 

 287 

between particles since carboxylate groups confer to the particles a negative ζ-potential 

varying from -16 mV at pH 4 to -42 mV at pH 11. Before applying these nanoparticles for in 

vivo applications, a severe protocol for the purification of the nanoparticles was developed in 

order to remove the toxic Gd3+ ions, short ungrafted polysiloxane chains and PEG. 

 

The study of the cytotoxic effect of hybrid gadolinium oxide nanoparticles was performed 

with EL4-Luc cells using thermal neutron beam of the Centre d’Etudes et de Recherche par 

Irradiation (CERI, Orléans, France). Except in the case of the monitoring of particles uptake 

by fluorescence, EL4 cells (American Type Culture Collection, Rockville, MD, USA) were 

transfected by luciferase coding gene (further called EL4-Luc) and were therefore 

bioluminescent. As their bioluminescence is dependent on the metabolic activity, survival of 

cells and their proliferative capacity were determined by the measurement of 

bioluminescence intensity: dead cells do not emit light anymore. Prior to their irradiation, 

EL4-Luc cells were incubated with the hybrid gadolinium oxide nanoparticles in buffered 

sucrose media for 30 minutes. After a thorough washing of the cells (by a cycle of 

centrifugation - removal of the supernatant - resuspension in fresh complete cell culture 

medium) which aimed at removing particles, the uptake of the particles from cells has been 

monitored by fluorescence microscopy and by MRI since these hybrid particles contain 

rhodamine B moieties covalently bound to the polysiloxane shell and paramagnetic Gd2O3 

core. Fluorescence microscopy confirms the uptake of the particles by EL4 cells: cells 

exposed to the particles are detected by the characteristic red light emitted by rhodamine B 

(Figure 2). 

 

The labelling of cells is also revealed by MRI. T1-weighted images of agar gel phantoms 

containing EL4-Luc cells (with 24x106 cells per mL) show obviously that cells incubated with 

nanoparticles (concentration during the incubation: [Gd]inc = 0.3 mM) appear brighter than the 

negative control (i.e. cells which were not incubated with the nanoparticles) (Figure 3). The 
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positive contrast enhancement (120%) reflects the uptake of the nanoparticle by EL4-Luc 

cells. 

 

The quantification of the amount of hybrid nanoparticles in cells, in respect with the 

concentration used for incubation, was achieved by ICP-MS experiments. Prior to the 

analysis, each sample with a known cell density was dissolved in concentrated nitric acid and 

diluted in HNO3 solution containing a precise amount of indium element as control. The 

amount of gadolinium detected in each sample which is correlated to the uptake of the 

nanoparticle by EL4-Luc cells increases with incubation concentration until to reach a plateau 

at about 14 pg per cell for [Gd]inc = 0.1 mM (Figure 4). 

 

Since NCT (like all the binary system therapy) is based on the innocuousness of the 

agents (i.e. the hybrid nanoparticles) and of the thermal neutron beam, the viability of the 

EL4-Luc cells was checked after incubation step and after irradiation of untreated cells. The 

proliferative capacity of EL4-Luc cells was determined by the evolution of the I to I0 ratio 

where I0, which is taken as reference, is the bioluminescence intensity of cells in complete 

culture medium measured at t0 (i.e. just after the treatment (incubation or irradiation) and 

washing steps) and I is the intensity measured in the same conditions but at various time t>t0. 

The increase of this ratio indicates that the EL4-Luc cells proliferate whereas the decrease 

reflects both the disappearance of cells arisen from the lethal effect of the treatment and the 

alteration of the cellular activity which prevents the normal unfolding of the mitosis cycle and 

therefore the proliferation of the cells. Whatever the nanoparticles concentration used for the 

incubation, the I to I0 ratios increase and follow over the time a similar increasing evolution 

than the ratio determined for the negative control cells (Figure 5a). Even if the labeled cells 

proliferate slightly less rapidly than the unlabeled ones do (the negative control), we can 

deduce from the data that the alteration of the metabolic activity of the cells associated to the 

nanoparticles internalization is very moderate. Proliferation occurs almost at the same rate 

than in the case of the unlabeled cells. 
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Figure 5b shows that the proliferation of the unlabeled EL4-Luc cells is not affected by 

thermal neutron irradiation up to a delivered dose of 3 Gy: the increasing evolution of the I to 

I0 ratio over time of each irradiated sample is identical to the one observed for non-irradiated 

sample. However it must be pointed out that unloaded cells submitted to a 7 Gy dose are 

affected since I/I0 ratio remains constant during 42 h. This indicates that no proliferation 

occurs. Since these preliminary experiments revealed that the uptake of the hybrid 

nanoparticles (with gadolinium concentration varying from 0.01 mM to 0.3 mM) and the 

neutron irradiation of unloaded cells (for a dose ≤ 3 Gy) do not inhibit the proliferation of the 

EL4-Luc cells, the cytotoxic effect of the particles as Gd-NCT agents was studied in these 

ranges of incubation concentration and neutron irradiation dose. To achieve this goal, three 

batches of 5 samples (unlabeled EL4-Luc cells as negative control and four series of labeled 

EL4-Luc cells which were distinguished by the incubation concentration) were irradiated with 

a different dose (1, 2 and 3 Gy).  

 

Figure 6 gathers for each delivered dose the results obtained for the five cells samples. As 

previously reported (Figure 5a), the irradiation of the unlabeled cells (whatever the dose) 

does not alter their proliferation since I/I0, which is determined after the irradiation step, 

increases over time. On the other hand, the proliferative capacity of the nanoparticle-

containing EL4-Luc cells closely depends on the incubation concentration (since it 

determines the gadolinium content in the cells (Figure 4)) and on the delivered dose. For the 

lowest concentration of incubation ([Gd] = 0.01 mM), the evolution of I/I0 over the time after 

irradiation at 1 or 2 Gy is almost the same than the behavior observed for the unlabeled cells. 

The proliferative capacity is not affected for irradiation dose <3 Gy and the proliferation is 

only slowed down when the cells are exposed to a dose of 3 Gy. EL4-Luc cells, which were 

incubated with the highest hybrid nanoparticles concentrations (0.1 and 0.3 mM), exhibit a 

diametrically opposed behavior after the irradiation. I/I0 ratios decreased quickly and 

dramatically up to zero 42 hours after the irradiation, whatever the studied dose. Even at the 
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lowest irradiation dose (1 Gy), the metabolic activity of these cells is so seriously affected 

that they do not survive. The cytotoxic effect observed for cells exposed to the highest 

concentration of incubation is assigned to the capture of the neutrons by the internalized 

nanoparticles since cell labeling with hybrid gadolinium oxide nanoparticles and neutron 

radiation alone have no cytotoxic effect in the same ranges of concentration and dose 

(Figure 5). The response of the labeled EL4-Luc cells which were incubated in a colloidal 

solution containing the gadolinium equivalent of 0.05 mM to the neutron irradiation is more 

dependent on the dose. Figure 7 displays the bioluminescence of gadolinium oxide 

nanoparticles labeled cells ([Gd]inc = 0.05 mM, 7.6 pg/cell (Figure 4)) irradiated at various 

doses (0, 1, 2 and 3 Gy). The bioluminescence intensity remains almost constant during 42 h 

for 1 and 2 Gy while it decreases abruptly when 3 Gy were administered to these cells. 42 

hours after the irradiation, no more light was emitted from the well containing gadolinium 

oxide nanoparticles loaded cells (7.6 pg/cell) irradiated at 3 Gy (Figure 7). 

 

This qualitative observation is confirmed by the temporal evolution of I/I0 ratios for various 

doses (Figure 6). For the lowest dose (1 Gy), the I to I0 ratio remains constant up to 36 hours 

and then slightly increases (Figure 6a). This indicates that the irradiation of these 

nanoparticles loaded cells at 1 Gy generates a metabolic disorder which only delays the 

proliferation. The cellular alterations that occurred during the neutron capture from the 

particles are probably too minor and are easily repaired. But for higher dose the metabolic 

activity was more affected. For a delivered dose equals to 2 Gy, the proliferation is inhibited 

since I/I0 slightly decreases while the damage inflected on the cells at 3 Gy are largely more 

important: the cells are all killed (I/I0 = 0, 42 hours after the irradiation). 

 

In conclusion, this study shows the potential of hybrid gadolinium oxide nanoparticles as 

therapeutic agents. Although the uptake of these nanoparticles in EL4 cells and the 

irradiation of unlabeled cells are harmless, the irradiation of gadolinium oxide nanoparticles 

with thermal neutrons generates a cytotoxic effect. The administration of a 3 Gy dose leads 
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to the death of the EL4 cells only if they were, prior to the irradiation, incubated in a colloidal 

solution containing at least 0.05 mM Gd. The therapeutic activity, highlighted by this work, 

reinforces the attractiveness of these hybrid particles (composed of a gadolinium oxide core 

embedded in a luminescent polysiloxane shell) since their uptake by cells can be followed up 

by fluorescence imaging and MRI. These hybrid gadolinium oxide nanoparticles can 

therefore combine imaging and therapy and could be exploited both for the localization and 

the destruction of tumor. 
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Figure 1.  Size distribution determined by photon correlation spectroscopy 
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Figure 2.  Confocal microcopy image of EL4 cell after incubation in presence of luminescent 

hybrid gadolinium oxide particles. 
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Figure 3.  T1-weighted images of agar gel phantoms containing unlabeled EL4-Luc cells and 

(b) hybrid gadolinium oxide nanoparticles loaded EL4-Luc cells. 
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Figure 4.  ICP-MS analysis of cells after incubation with gadolinium. 
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Figure 5.  Temporal evolution of I/I0 for EL4-Luc cells after incubation in solution containing 

various concentration of hybrid Gd2O3 nanoparticles and unloaded EL4-Luc cells after 

exposure to a thermal neutron beam at various dose. 
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evolution of I/I0 for Gd2O3 
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Figure 7.  Temporal evolution of bioluminescence of nanoparticles containing EL4-Luc cells 

after the thermal neutron irradiation . 
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FIGURES LEGEND 

 

Figure 1.  Size distribution determined by photon correlation spectroscopy of (a) Gd2O3 

nanoparticles and (b) Gd2O3 core embedded in a polysiloxane shell (thickness ~2 nm). 

 

Figure 2.  Confocal microcopy image of EL4 cell after incubation in presence of luminescent 

hybrid gadolinium oxide particles. 

 

Figure 3.  T1-weighted images of agar gel phantoms containing (a) unlabeled EL4-Luc cells 

and (b) hybrid gadolinium oxide nanoparticles loaded EL4-Luc cells (24x106 cells per mL for 

each sample). 

 

Figure 4.  ICP-MS analysis of cells after incubation with solution containing various 

gadolinium concentration (i.e. various amount of Gd2O3 nanoparticles). 

 

Figure 5.  temporal evolution of I/I0 for (a) EL4-Luc cells after incubation in solution containing 

various concentration of hybrid Gd2O3 nanoparticles ([Gd]inc = 0 (■), 0.01 (●), 0.05(▲), 0.10 

(▼) and 0.30 mM (♦)) and (b) unloaded EL4-Luc cells after exposure to a thermal neutron 

beam at various dose ((■) 0 Gy, (●) 1 Gy, (▲) 2 Gy, (▼) 3 Gy and (�) 7 Gy). 

Figure 6.  temporal evolution of I/I0 for Gd2O3 nanoparticle loaded EL4-Luc cells after thermal 

neutron irradiation at (a) 1Gy , (b) 2Gy and (c) 3Gy. [Gd]inc = 0 (■), 0.01 (●), 0.05(▲), 0.10 

(▼) and 0.30 mM (♦). 
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Figure 7.  temporal evolution of bioluminescence of nanoparticles containing EL4-Luc cells 

after the thermal neutron irradiation at 0, 1, 2 and 3 Gy ([Gd]inc = 0.05 mM). 
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IIVV  --  MMaattéérriieellss  eett  mméétthhooddeess  ccoommpplléémmeennttaaiirreess  àà  cceeuuxx  ddee  

ll’’aarrttiiccllee  

Dans l’article nous avons présenté l’utilisation de particules d’oxydes de 

gadolinium à l’interface de l’imagerie et de la thérapeutique. Nous avons notamment 

montré l’effet des particules sur l’irradiation neutronique des cellules tumorales 

EL4-huCD20-Luc. Nous avons décidé secondairement d’amplifier l’action de ces 

particules en greffant à leur surface des atomes de bore. En effet, Les composés 

absorbants le mieux les neutrons sont le bore, le gadolinium et le xénon. Ainsi 

l’ajout de bore à la surface des particules d’oxydes de gadolinium devrait amplifier 

l’effet des neutrons sur les cellules tumorales, les atomes de bore jouant alors le 

rôle "d’antenne relais" pour les atomes de gadolinium. 

AA  --  IInntteerrnnaalliissaattiioonn  ddee  nnaannooppaarrttiiccuulleess  hhyybbrriiddeess  dd’’ooxxyyddeess  ddee  

ggaaddoolliinniiuumm  eett  ddee  bboorree  

Les cellules EL4-huCD20-Luc ont été centrifugées (5 minutes à 1600rpm) et 

lavées plusieurs fois en PBS. Le surnageant de chaque tube a ainsi été remplacé 

par 50 mL de solution de saccharose (300 mM, solution de fixation et 

d’internalisation des particules compatible avec la survie des cellules EL4-huCD20-

Luc). Après une centrifugation supplémentaire, le surnageant a été éliminé et le 

culot cellulaire a été repris dans un volume adéquat de solution de saccharose afin 

d’ajuster la concentration à 3.106 cellules EL4-huCD20-Luc par mL. Les particules 

hybrides d’oxydes de gadolinium et de bore ont été ajoutées à la suspension 

cellulaire afin que la concentration en particules soit de 0 - 0,01 - 0,05 - 0,10 et 

0,30 mM. Les suspensions ont été incubées durant 30 minutes à 37°C et 5% de 

CO2. Les échantillons ont été homogénéisés régulièrement afin de maintenir les 
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cellules en suspension. Après cette étape de fixation des particules, les cellules ont 

été centrifugées (15 minutes à 1600rpm) et lavées plusieurs fois dans une solution 

de saccharose afin d’ôter les particules hybrides non fixées. Enfin les cellules ont 

été reprises en milieu de culture complet RPMI 1640 (Sigma-Aldrich Inc. St Louis, 

MO, Etats Unis), complémenté par du sérum de veau foetal (10% (v/v); Gibco BRL, 

Tokyo, Japon), pénicilline 100,000 U/L (Invitrogen, Cergy Pontoise, France), 

streptomycine 100 mg/L (Invitrogen, Cergy Pontoise, France). Les échantillons ont 

été places à 37°C et 5% de CO2 pendant 30 minutes afin de favoriser 

l’internalisation des particules au sein des cellules. Pour la préparation de 

l’irradiation neutronique, 5 mL de chaque échantillon ont été distribués en tubes de 

5 mL (BD Biosciences, Le-Pont-de-Claix, France). Cinq tubes ont été préparés pour 

chaque condition. Les tubes ont été scellés à l’aide de parafilm (Laboandco, 

Mandres-les-Roses, France) et le volume de liquide a été optimisé afin de limiter la 

taille de la bulle d’air dans le tube. 

BB  --  IIrrrraaddiiaattiioonn  nneeuuttrroonniiqquuee  ddeess  cceelllluulleess  eett  ddeess  ppaarrttiiccuulleess..  

Les cellules chargées avec les particules d’oxydes de gadolinium et de bore et les 

cellules non chargées (protocole d’internalisation en l’absence de particules) ont été 

irradiées à l’aide d’un faisceau de neutrons au cyclotron d’Orléans (France) par 

séries de 5 tubes sous 30cm d’eau maintenue à 37°C. La durée de l’irradiation est 

proportionnelle à l’intensité du faisceau de neutrons au moment de l’essai et à la 

dose effectivement délivrée (0, 1, 2 et 3 Gy). Afin que les conditions soient 

comparables entre elles, l’ensemble des échantillons (dose d’irradiation et charge de 

particules) ont été traités dans des conditions identiques. Après cette étape 

d’irradiation et après s’être assuré que l’irradiation neutronique n’avait pas 

engendré une radioactivité trop importante au sein du tube, les échantillons ont été 

transférés dans des flasques de culture individuelles (Sigma Aldrich, Saint Louis, 
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MO, Etats Unis) contenant 25 mL de milieu de culture complet (concentration 

cellulaire finale : 1.106 cellules/mL afin de se situer dans une zone de sensibilité de 

bioluminescence optimale) et ont été mis en culture à 37°C et 5% CO2. 

VV  --  RRééssuullttaattss  ccoommpplléémmeennttaaiirreess  àà  cceeuuxx  ddee  ll’’aarrttiiccllee  

AA  --  TTooxxiicciittéé  ddeess  ppaarrttiiccuulleess  hhyybbrriiddeess  dd’’ooxxyyddeess  

Dans un premier temps nous nous sommes intéressé à la toxicité des particules 

hybrides d’oxydes de gadolinium avec ou sans bore vis-à-vis des cellules tumorales. 

Cet essai nous a aussi permis de vérifier l’homogénéité des échantillons. Pour ce 

faire les particules ont été internalisées comme présenté dans l’article et dans le 

paragraphe précédent. Une fois les échantillons répartis dans les tubes destinés 

aux différentes irradiations, un aliquote de chaque tube a été prélevé et l’activité de 

bioluminescence a été mesurée en triplicate, les moyennes et les écarts types ont 

été calculés (Figure 53). Les écarts types sont très faibles ce qui confirme la stabilité 

et la reproductibilité de la mesure de l’activité de bioluminescence. On observe que, 

pour une concentration en particules donnée et qu’elle que soit la dose d’irradiation 

utilisée par la suite, les intensités de bioluminescence sont identiques ce qui nous 

autorise à comparer les échantillons entre eux. Ensuite on peut observer une 

relation dose - effet entre la concentration en particules d’oxydes et la toxicité 

immédiate observée sur les cellules. Plus la concentration en particules est élevée et 

moins les cellules sont dans un état métabolique satisfaisant après internalisation, 

les différences étant significatives. Cette toxicité est plus faible pour les particules 

d’oxydes de gadolinium (Figure 53 A) que pour les particules d’oxydes de 

gadolinium et de bore (Figure 53 B). Pour le premier type de particules nous 

n’observons pas de différence significative entre les concentrations de 0.05 mM, 

0.01 mM et les échantillons contrôles. Pour le second type de particules, cette 

différence est significative et montre la toxicité accrue des particules en présence de  
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Figure 53 : Analyse de la toxicité immédiate des particules d’oxydes sur les 
cellules tumorales avant irradiation. 
 
Les particules hybrides d’oxydes de gadolinium (A) ou d’oxydes de gadolinium et de 
bore (B) ont été internalisées au sein de cellules EL4-huCD20-Luc selon le protocole 
présenté. Les échantillons ont été répartis dans différents tubes et sont destinés à 
une irradiation de 0 Gy, 1 Gy, 2 Gy ou 3 Gy. La concentration en particules lors de 
la fixation est de 0.30 mM (en 1), 0.10 mM (en 2), 0.05 mM (en 3), 0.01 mM (en 4) et 
0.00 mM (en 5). L’activité de bioluminescence de chacun des échantillons est 
déterminée avant irradiation, * signifie une différence significative entre les 
différents groupes. 
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bore. Lorsque cette concentration est de 0.30 mM seulement 5% des cellules sont 

bioluminescentes. La concentration en particules lors de l’internalisation a donc 

une grande importance. Afin que les résultats ne soient pas influencés par cette 

toxicité immédiate nous avons décidé d’analyser l’effet de l’irradiation neutronique 

sur une évolution d’activité de bioluminescence. Ainsi pour chaque mesure de 

bioluminescence après irradiation, nous avons comparé son activité avec la mesure 

initiale et défini un pourcentage d’évolution de l’activité métabolique. Le signal de 

bioluminescence est non seulement proportionnel au nombre de cellules (indicateur 

de leur capacité à se diviser) mais aussi de leur état métabolique (Figure 53). 

BB  --  RReellaattiioonn  ddoossee  --  eeffffeett  ddeess  ppaarrttiiccuulleess  hhyybbrriiddeess  bboooossttééeess  aauu  

bboorree  ssuurr  ll’’aaccttiivviittéé  mmééttaabboolliiqquuee  cceelllluullaaiirree  

Afin d’analyser l’impact des particules d’oxydes sur l’évolution de l’activité 

métabolique cellulaire nous avons fait varier la concentration en particules au 

moment de l’internalisation ainsi que la dose de neutrons délivrés lors de 

l’irradiation. Lorsque nous faisons varier la concentration en particules nous 

observons une relation dose - effet (Figure 54). La présence de bore amplifie 

l’irradiation des neutrons et montre un effet plus important que les particules de 

gadolinium. En l’absence d’irradiation (0 Gy) les cellules répondent déjà fortement 

aux particules. Avec des concentrations de 0.10 mM et 0.30 mM, l’activité 

métabolique s’effondre rapidement et est nulle 12 heures après l’irradiation. On 

retrouve ici l’effet toxique des particules vis-à-vis des cellules tumorales. Bien 

qu’après internalisation les cellules aient été lavées et qu’elles aient été introduites 

dans un grand volume de culture, les cellules vont réaliser un phénomène de 

chasse en expulsant les particules. Leur concentration va progressivement 

augmenter dans le milieu et vont présenter un effet toxique. Ce problème semble 

être limité avec les concentrations inférieures ou égales à 0.05 mM. Dès la première  
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Figure 54 : Relation dose - 
effet de la concentration en 
particules sur l’activité 
métabolique cellulaire. 
 
Suivi de l’évolution de 
l’activité métabolique 
cellulaire après 0, 12, 20, 36 
et 42 heures d’échantillons 
ayant subit une irradiation de 
neutrons. Les particules 
hybrides d’oxydes de 
gadolinium et de bore ont été 
internalisées à la 
concentration de 0 mM (�), 
0.01 mM (�), 0.05 mM (�), 
0.10 mM (�) et 0.30 mM (�). 
A. Irradiation des échantillons 
à la dose de 0 Gy (témoin 
contrôle). 
B. Irradiation des échantillons 
à la dose de 1 Gy. 
C. Irradiation des échantillons 
à la dose de 3 Gy. 
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irradiation à 1 Gy on voit un effet net sur l’évolution de l’activité métabolique des 

cellules. On peut noter que l’effet est bien plus important qu’avec des particules 

d’oxydes de gadolinium "simples". Avec une concentration de 0.01 mM de 

particules, après 42 heures l’état métabolique n’est que le tiers de celui qu’il est 

sans particules. L’activité des échantillons dont la concentration en particule est 

supérieure à 0.05 mM s’effondre rapidement : la totalité des cellules sont 

endommagées et ne se divisent plus. A 3 Gy nous observons le même phénomène 

puisqu’une dose de particule de 0.01 mM est suffisante pour obtenir le même effet 

(Figure 54). 

CC  --  RReellaattiioonn  ddoossee  --  eeffffeett  ddee  ll’’iirrrraaddiiaattiioonn  nneeuuttrroonniiqquuee  ssuurr  

ll’’aaccttiivviittéé  mmééttaabboolliiqquuee  cceelllluullaaiirree  

Dans un second temps nous nous sommes intéressés à l’effet de la dose 

d’irradiation sur l’évolution de l’activité métabolique (Figure 55). Cette figure nous 

permet de montrer une nouvelle fois l’effet très toxique de ce type de particules vis à 

vis des cellules tumorales. En effet avec une concentration de 0.10 mM de 

particules de gadolinium et de bore, l’activité métabolique s’effondre quelle que soit 

la dose d’irradiation. Nous retrouvons sur cette figure la faible toxicité des 

particules avec une concentration de 0.05 mM. En l’absence d’irradiation 

neutronique l’état métabolique baisse dans un premier temps avant de progresser 

de façon tout à fait correcte. Sous l’effet d’une irradiation cet état métabolique chute 

très rapidement. Il apparaît que l’irradiation est bien plus efficace lorsque les 

particules sont boostées par des atomes de bore. Lorsque la concentration en 

particules n’est que de 0.01 mM, l’effet toxique semble avoir disparu. En l’absence 

d’irradiation, l’évolution de l’état métabolique des cellules reste tout à fait correcte 

pour atteindre après 42 heures des valeurs proches de celles observées en l’absence 

de particules. Une irradiation de 1 Gy est suffisante pour obtenir un effet important  



Troisième article : Effet thérapeutique de particules 

 310 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figure 55 : Relation dose - 
effet de la dose d’irradiation 
sur l’activité métabolique 
cellulaire. 
 
Suivi de l’évolution de l’activité 
métabolique cellulaire après 0, 
12, 20, 36 et 42 heures 
d’échantillons ayant subit une 
irradiation de neutrons. Les 
échantillons ont été irradiés à 
la dose de 0 Gy (témoin) (�), 1 
Gy (�), 2 Gy (�) et 3 Gy (�), la 
durée de l’irradiation dépend de 
la dose de neutrons délivrée. 
A. Concentration en particules 
d’oxydes de gadolinium et de 
bore de 0.10 mM. 
B. Concentration en particules 
d’oxydes de gadolinium et de 
bore de 0.05 mM. 
C. Concentration en particules 
d’oxydes de gadolinium et de 
bore de 0.01 mM. 
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sur les cellules. Cet effet et très important avec une dose d’irradiation supérieure à 

2 Gy puisqu’il conduit à l’effondrement rapide de l’état métabolique (Figure 55).  

DD  --  DDéétteerrmmiinnaattiioonn  ddeess  ccoonnddiittiioonnss  ooppttiimmaalleess  ddee  ll’’eeffffeett  rraaddiioo  

tthhéérraappeeuuttiiqquuee  ddeess  ppaarrttiiccuulleess  bboooossttééeess    

En nous plaçant dans la perspective d’un effet thérapeutique nous devons 

non seulement prendre en compte la concentration en particules au moment de 

l’irradiation neutronique, la dose en neutrons mais aussi nous placer dans des 

conditions telles que les cellules tumorales après irradiation soient encore viables 

mais incapables de se diviser permettant ainsi de réduire la toxicité de la procédure. 

Les cellules EL4-huCD20-Luc se divisent en 20 à 24 heures. Ainsi on peut définir 

deux facteurs d’efficacité biologique. Le premier, correspond à d’excellentes 

conditions d’irradiation et est caractérisé par l’obtention d’une activité métabolique 

réduite de 50% 20 heures après irradiation. Avec ce premier paramètre il y a une 

forte probabilité pour que l’ensemble des cellules ne soient plus capables se diviser 

et que l’activité métabolique chute avec la mort des cellules. Cet effet thérapeutique 

doit pouvoir limiter la toxicité de la procédure. Le second facteur d’efficacité, a été 

défini comme les conditions d’irradiation nécessaires pour que l’activité métabolique 

après 20 heures ne soit plus que de 10% : la quasi-totalité des cellules présentes 

avant irradiation seraient alors mortes ce qui peut cependant préjuger d’une 

toxicité accrue de la procédure. 

Dans l’essai réalisé avec les particules d’oxydes de gadolinium on observe un 

important effet thérapeutique. Avec une irradiation de 0 Gy il est impossible 

d’atteindre un facteur d’efficacité thérapeutique de 50% 24 heures après irradiation 

ce qui est parfaitement logique car la chute de l’activité métabolique observée ne 

correspond qu’à la toxicité des particules. Pour atteindre une efficacité 

thérapeutique de 50% avec une irradiation de 1 Gy ou 2 Gy la concentration en 
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particules d’oxydes de gadolinium doit être de 0.10 mM à 0.15 mM. Cependant 

dans ces conditions on se retrouve confronté aux problèmes de toxicité des 

particules vis-à-vis des cellules tumorales comme évoqués ci-dessus. Enfin avec 

une irradiation de 3 Gy la concentration doit être de 0.03 mM (Figure 56 A). On 

observe l’existence d’une étroite relation entre concentration en particules au 

moment de l’internalisation et dose d’irradiation nécessaire pour obtenir un facteur 

d’efficacité satisfaisant. Nous avons aussi observé qu’avec ce type de particules il 

était impossible d’obtenir un facteur d’efficacité de 90% à 20 heures quelle que soit 

la dose d’irradiation et la concentration en particules.  

Lorsque nous nous sommes intéressés aux particules d’oxydes de gadolinium 

et de bore nous avons retrouvé l’effet plus important de ce type de particules. En 

l’absence d’irradiation, toute concentration supérieure à 0.05 mM présente 

d’importants effets. Pour obtenir un facteur d’efficacité de 50% à 20 heures avec 

une irradiation de 1 Gy la concentration en particules doit être de 0.05 mM, avec 

une irradiation de 2 Gy elle doit être de 0.01 mM et avec une irradiation de 3 Gy elle 

doit être de 0.008 mM (Figure 56 B). On retrouve pour ce type de particules l’étroite 

relation entre dose d’irradiation, concentration en particules et effet biologique 

observé. En ce qui concerne le facteur d’efficacité de 90% à 20 heures, il peut être 

observé pour une irradiation de 1 Gy ou 2 Gy avec des concentrations en particules 

proches de 0.10 mM et pour une irradiation de 3 Gy avec une concentration de 0.02 

mM. Nous avons réalisé l’analyse complémentaire, c’est-à-dire que nous avons fixé 

les concentrations en particules d’oxydes et nous avons déterminé les doses 

d’irradiations neutroniques nécessaires pour avoir un facteur d’efficacité de 50% ou 

de 90%, 20 heures après irradiation. Nous avons obtenu des résultats similaires 

(Figure 56 C et 56 D).  
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Figure 56 : Détermination des conditions de concentration en particules et 
d’irradiation pour l’obtention d’un effet biologique optimal. 
 
Analyse de l’activité métabolique 20 heures après irradiation de particules d’oxydes 
hybrides internalisées au sein de cellules. Les particules ont été internalisées à la 
concentration de 0 mM, 0.01 mM, 0.05 mM, 0.10 mM, 0.30 mM et les irradiations 
ont été effectuées à la dose de 0 Gy, 1 Gy, 2 Gy, 3 Gy. Une activité métabolique de 
100 correspond à un effet statique sur la multiplication des cellules tumorales. Les 
activités métaboliques 50 et 10 correspondent aux conditions des facteurs 
d’efficacité tels qu’ils ont été définis. 
A. Concentration optimale en particules d’oxydes de gadolinium. 
B. Concentration optimale en particules d’oxydes de gadolinium et de bore. 
C. Dose d’irradiation optimale des particules d’oxydes de gadolinium. 
D. Dose d’irradiation optimale des particules d’oxydes de gadolinium et de bore. 
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VVII  --  DDiissccuussssiioonn  eett  ccoonncclluussiioonn  

Cette troisième partie repose sur l’étude de l’effet radiobiologique des neutrons 

sur des cellules tumorales EL4-huCD20-Luc via des particules d’oxydes de 

gadolinium boostées ou non par le bore. Les résultats obtenus sont très 

prometteurs.  

Lorsqu’en radiothérapie on utilise un rayonnement on introduit la notion de 

survie cellulaire. Cette survie dépend de la dose de l’irradiation mesurée en Gray. 

Cette observation est aussi vraie pour la neutronthérapie. La courbe de survie 

cellulaire est variable d’un type cellulaire à l’autre ainsi les lignées de lymphomes 

sont plus sensibles aux neutrons que les lignées épithéliales et moins sensibles que 

les lignées de fibroblastes (Figure 52) 321,322. On peut définir, pour un type cellulaire 

donné, l’efficacité biologique relative qui est le rapport entre la dose du 

rayonnement de référence et la dose de rayonnement donné. L’efficacité biologique 

permet de comparer les différentes solutions de radiothérapie et est une fonction du 

TEL (énergie du rayonnement directement proportionnel au numéro atomique de la 

particule), de l’effet biologique considéré, du modèle biologique (type cellulaire 

considéré) et de sa capacité à réparer les lésions et les altérations 323,324. Lorsque les 

rayonnements vont interagir avec la cellule ils vont entraîner différents types de 

lésion. Ils peuvent altérer de façon réversible ou irréversible l’ADN, on considère que 

quel que soit le type cellulaire une irradiation de 1 Gy va entraîner 35 cassures de 

l’hélice double brin 325. Ils peuvent aussi intervenir au niveau du cycle cellulaire et 

entraîner son arrêt en provoquant des lésions chromosomales. Ainsi pour évaluer 

l’effet biologique d’un couple type cellulaire – particule on peut évaluer la proportion 

de cellules qui réussissent à réaliser une mitose après irradiation (Figure 52). Enfin 

il a été aussi montré que les rayons de particules pouvaient agir au niveau de 

protéines capitales dans la réalisation des différentes phases de la division cellulaire 

326.  
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Nous avons étudié dans un premier temps l’aspect des particules d’oxydes 

synthétisées par tout un ensemble de techniques d’imagerie. Puis dans un second 

temps nous nous sommes intéressés à l’aspect imagerie et nous nous sommes 

assuré que les particules modifiées conservaient leurs propriétés utilisées dans la 

détection. Enfin nous avons étudié l’aspect thérapeutique de la combinaison de ces 

particules avec un faisceau de neutrons. Nous avons montré l’existence d’une 

toxicité immédiate de ces particules vis-à-vis des cellules tumorales. Cette toxicité 

s’observant d’une part lors de l’internalisation mais aussi plus tard pour les fortes 

concentrations où un phénomène de chasse a pu être observé. Cette toxicité étant 

bien plus importante pour les particules contenant des oxydes de bore. Une forte 

relation existe entre dose d’irradiation, concentration en particules et facteur 

d’efficacité. Ce paramètre nous a permis de définir des conditions optimales afin 

d’obtenir un effet biologique et thérapeutique satisfaisant. Nous sommes pour 

l’instant les seuls à avoir réalisé une étude fonctionnelle sur ces nanoparticules 

stimulées par des neutrons en relation avec un effet biologique. Bien que le monde 

des nano particules et des nano hybrides soit en pleine ébullition depuis quelques 

années, le passage de la chimie de synthèse à la biologie est souvent difficile. Dans 

cette étude les échantillons ont été placés dans des tubes, scellés puis pour 

l’irradiation, ils ont été placés sous 30cm d’eau à 37°C afin de se rapprocher le plus 

possible des conditions in vivo tout en conservant la souplesse des tests in vitro. 

Nous aimerions maintenant pouvoir valider cette approche in vivo. Ainsi, 

grâce aux travaux effectués sur le modèle murin et exposés dans les parties 

précédentes, nous pourrions envisager l’inoculation de lymphomes à des souris 

C57Bl6J. Nous pourrions réaliser des examens de bioluminescence dans les 

conditions décrites afin de pouvoir quantifier le développement tumoral. 

L’application d’une telle technique dans le modèle murin nécessite la fixation de ces 

particules à un anticorps anti CD20. Il serait possible d’envisager d’utiliser la 
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fonction DOTA du zévalin pour assurer cette fixation à la condition que cela n’altère 

pas la capacité de liaison de l’anticorps au CD20. Après injection de l’anticorps 

marqué, l’analyse par IRM pourrait permettre de vérifier la localisation de 

l’anticorps, au niveau des sites tumoraux en comparaison à l’image de 

bioluminescence. Il serait alors possible d’évaluer l’efficacité de l’utilisation d’un 

faisceau de neutrons dans ce modèle.  

A plus long terme, une telle stratégie thérapeutique pourrait être envisagée 

chez l’homme. 
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CCOONNCCLLUUSSIIOONN  GGEENNEERRAALLEE  

 

Bien que le rituximab, utilisé seul ou en association avec de la 

chimiothérapie, ait montré son efficacité dans le traitement des lymphomes de 

faible et de haute malignité : lorsqu’il est utilisé en monothérapie, 30 à 50% des 

patients ne répondent pas au traitement. Plusieurs hypothèses ont été évoquées 

pour expliquer cette variabilité de réponse, parmi lesquelles l’importance de la 

masse tumorale, un faible niveau d’expression du CD20, la présence de formes 

solubles de CD20 ou encore de faibles concentrations sériques de rituximab. Les 

travaux qui ont évalué l’impact des paramètres liés à la tumeur et/ou l’hôte sur 

l’efficacité du traitement par le rituximab, n’ont pas permis l’individualisation des 

doses ou de la fréquence d’administration du rituximab 327,328.  

Chez l’homme, la réponse clinique après administration de rituximab semble 

corrélée à l'exposition au médicament, les concentrations de rituximab étant 

significativement plus élevées dans le groupe des patients répondeurs 198. Les 

concentrations sériques de rituximab, représentant la fraction libre circulante, sont 

par ailleurs inversement corrélées à la masse tumorale. De la même manière, la 

déplétion lymphocytaire B liée au rituximab est corrélée à la concentration sérique 

de rituximab et au génotype FCGR3A 271.  

L’exposition au médicament ainsi que la masse tumorale constituent donc 

des facteurs de variabilité thérapeutique à prendre en compte, pour optimiser le 

traitement des patients atteints de lymphomes malins non hodgkiniens 206. Nous 

avons donc tenté dans ce travail d’évaluer l’influence de la masse antigénique sur 

l’exposition et la réponse thérapeutique au rituximab. 

Dans un premier temps nous avons mis au point un modèle murin de 

lymphome B dans l’objectif d’étudier l’effet thérapeutique d’un traitement par le 

rituximab. Nous avons d’emblée choisi d’utiliser un modèle murin syngénique, un 
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tel choix nous a permis de limiter l’apparition de réactions du système immunitaire 

des animaux contre les cellules tumorales inoculées. De plus, nous avons pu 

travailler avec des animaux possédant un système immunitaire parfaitement 

développé et donc plus apte à présenter une réponse au traitement. Nous avons 

alors choisi d’utiliser la lignée lymphomateuse murine EL4. Cette lignée, utilisée 

depuis de très nombreuses années, présente outre une grande stabilité cellulaire, 

une grande facilité de culture et de clonage. Elle a donc constitué un outil de choix 

dans la création de notre modèle. Cette lignée a été dans un premier temps 

transduite par le CD20 humain. Nous avons ensuite envisagé un suivi de la 

progression tumorale. Le suivi classique par des mesures des tailles des tumeurs à 

l’aide d’un pied à coulisse nécessite de passer par un modèle de tumeur sous 

cutanée. Un tel modèle n’est pas en adéquation avec la problématique du projet. 

Nous avons alors envisagé de suivre la progression tumorale par une autre 

technique : la bioluminescence quantitative. Les progrès dans le domaine des 

systèmes de détection des photons ainsi que dans le traitement des images ont 

amené un grand intérêt à cette technique. Les cellules EL4-huCD20 ont été 

transfectées par un plasmide contenant le gène de la luciférase. Nous avons choisi 

de suivre à la fois la progression tumorale par imagerie de bioluminescence 

quantitative et la biodistribution de l’anticorps par scintigraphie. Une telle approche 

a imposé d’avoir un système d’imagerie insensible à la radioactivité. Nous avons 

donc utilisé le système Hamamatsu®. Ce système étant qualitatif et non quantitatif 

nous avons développé notre propre méthode de quantification. Cette dernière étant 

composée d’une première étape d’élimination des perturbations de l’image, à savoir 

le bruit de fond et le rayonnement cosmique, et d’une étape de délimitation 

automatique des régions d’intérêts des images analysées.  

Nous avons ensuite défini les conditions expérimentales (nombre de cellules, 

voie d’administration, dose de luciférine de potassium, fond génétique, périodicité 
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des examens) permettant de reproduire chez la souris le développement d’un 

lymphome agressif et disséminé à larges cellules B létal dans un délai de 30 à 40 

jours après inoculation. Ainsi nous avons pu montrer l’importance de la voie 

d’administration sur le développement tumoral et c’est pourquoi, pour des raisons 

de détection et de suivi des foyers de bioluminescence, la plupart des modèles 

murins faisant appel à cette technique sont des tumeurs sous cutanées. Quoi qu’il 

en soit le choix de l’injection des cellules par voie intraveineuse était conditionné 

par notre volonté de se placer dans un système expérimental proche de la 

pathologie humaine et nous avons montré qu’il était possible de quantifier de 

manière fiable et reproductible une maladie disséminée. La dissémination observée 

en imagerie de bioluminescence a été confirmée par des techniques plus 

"conventionnelles" comme la PCR ou les examens d’anatomopathologie. Nous avons 

aussi montré l’importance du moment de l’anesthésie des animaux par rapport à 

l’injection de la luciférine. Ces résultats souvent observés mais peu décrits ont des 

conséquences importantes dans le cadre de suivis de l’évolution de cellules 

bioluminescentes. En effet, la cinétique d’évolution étant modifiée par la taille des 

foyers étudiés ainsi que par le type même de modèle utilisé, il devient alors 

nécessaire en pratique d’étudier et d’optimiser ces paramètres avant la mise en 

place de tels projets. Ces résultats semblent confirmés par des travaux récemment 

publiés. Les auteurs ce sont intéressés aux cinétiques d’émission de lumière dans 

un modèle de tumeur sous cutanée et ils ont montré la plus grande efficacité de 

détection lorsque la luciférine était injectée par voie intra veineuse pour des 

tumeurs de petite taille 261,269. De même nous avons démontré la nécessité de 

travailler avec des injections de luciférine dont la dose correspond à la moitié de 

celle couramment utilisée et préconisée par les fournisseurs. A la dose de 80 mg/Kg 

le substrat de la réaction est tout de même en excès et ne limite pas la réaction 

mais permet de limiter l’effet cytotoxique de la luciférine vis-à-vis des cellules 
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tumorales inoculées. Ainsi des injections répétées de fortes doses de luciférine pour 

les examens d’imagerie de bioluminescence peuvent fausser l’observation de l’effet 

thérapeutique d’un traitement. Cette observation a été aussi réalisée plus 

récemment par une autre équipe 269 et pourrait s’agir d’une limite d’utilisation de la 

bioluminescence. Il serait intéressant de pouvoir étudier l’influence du moment de 

l’anesthésie et de la dose de luciférine sur un plus grand nombre de modèles 

animaux et de lignées cellulaires humaines et animales exprimant la luciférase afin 

d’optimiser l’utilisation de la luciférine. Nous nous sommes aussi intéressés au fond 

génétique des animaux du modèle ainsi qu’à l’absorption des photons émis par les 

tissus et la mélanine. Nous avons montré la faible différence d’absorption de la 

lumière émise entre des animaux C57Bl6J Tyr C2-J, présentant une mutation au 

niveau du gène de la tyrosinase et étant de phénotype blanc et des animaux 

C57Bl6J sauvages de phénotype noir scrupuleusement rasés. En effet l’essentiel de 

la mélanine de ces animaux se trouvant dans les poils, une faible proportion du 

signal est perdue. De même nous avons pu mettre en évidence lors de l’analyse des 

images une diffraction de la lumière émise au niveau du pelage des animaux 

blancs, ce qui peut remettre en cause l’analyse quantitative des images de 

bioluminescence. Ceci nous a permis de valider, pour l’ensemble des essais et 

contrairement à ce qui est couramment réalisé, l’usage pour le modèle de 

bioluminescence d’animaux sauvages noirs. L’obtention de lots homogènes de cette 

lignée sauvage C57Bl6J constitue aussi un net avantage par rapport aux animaux 

C57Bl6J Tyr C2-J. Nous avons montré l’importance capitale des différents 

paramètres d’inoculation tumorale et de suivi de la progression tumorale.  

 

Dans la seconde partie de cette étude nous avons montré l’influence du 

volume tumoral sur l’exposition à l’anticorps et sur la réponse au traitement. Le 

modèle de suivi quantitatif de la progression tumorale par examen de 



Conclusion générale 

 322 

bioluminescence nous a permis d’évaluer l’effet thérapeutique du rituximab. La 

réalisation d’un seule injection intraveineuse de rituximab à dose progressivement 

croissante, 13 jours après l’inoculation des cellules lymphomateuses, nous a permis 

de montrer dans notre modèle murin l’existence d’une relation dose – effet, la totalité 

des souris étant vivantes à la dose de 40 mg/kg. Cette relation dose – réponse n’est 

pas clairement établie chez l’homme, peut être du fait de la dose relativement faible 

d’anticorps utilisée dans les essais de phase I 329-331.  

Dans notre étude nous avons pu définir une concentration de rituximab (20 

mg/kg) permettant d’obtenir une variabilité de réponse semblable à celle observée 

chez l’homme 198,332,333. Pour l’ensemble des souris recevant de 20 mg/kg, nous 

avons déterminé précisément le volume tumoral au moment de l’injection du 

rituximab et évalué les concentrations de rituximab au décours du traitement. Nous 

avons montré qu’il existait une relation significative entre le volume tumoral au 

moment de l’injection et la réponse au rituximab ; les souris présentant les plus 

faibles volumes tumoraux ayant une meilleure réponse et une survie prolongée. Des 

résultats similaires ont été observés chez l’homme 176,334. L’analyse des 

concentrations de rituximab au cours du temps nous a permis de montrer une très 

grande variabilité d’exposition au rituximab semblable à celle observée chez l’homme 

335. L’évolution de ces concentrations ainsi que la croissance tumorale ont pu être 

modélisées. Le modèle PK-PD que nous avons construit nous a permis de montrer 

l’existence d’une relation entre l’efficacité du rituximab et le volume tumoral avant 

traitement.  

Dans la littérature il a été montré que le transfert bidirectionnel des 

anticorps entre la circulation et les tissus était médié par le FcRn. Ce transfert est 

saturable. Toutefois la saturation du FcRn n’a lieu que pour des concentrations en 

IgG très élevées ; il est vraisemblable, pour des concentrations en anticorps 

thérapeutiques « habituelles », que la saturation du FcRn soit un paramètre 
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négligeable et que les constantes de transfert d’ordre 1 constituent une 

approximation suffisante pour la mise en place d’une modélisation PK-PD. 

Cependant le FcRn murin ne reconnaît que très peu les IgG humaines. Cette 

observation pourrait expliquer la relative faible demie vie de l’anticorps dans notre 

modèle. Ceci pourrait être confirmé par la réalisation d’essais identiques en 

utilisant la forme murine de l’anticorps (le zévalin). Puisque le FcRn semble être au 

cœur des mécanismes de distribution et d’élimination des IgG, il pourrait être aussi 

un facteur de variabilité à la réponse. A ce jour, des polymorphismes présents sur 

les séquences régulatrices de l’expression du FCGRT, gène qui code pour le FcRn, 

ont été identifiés et entraînent des niveaux de transcription différents 336. Ces 

polymorphismes pourraient peut être expliquer une part de la variabilité 

interindividuelle de la pharmacocinétique des anticorps thérapeutiques. Chez 

l’homme il est communément admis que l’élimination des Acm-r est d’autant plus 

lente que leur degré d’humanisation est grand. Cependant, si le T½ d’élimination 

des Acm-r murins est très courte (1 à 2 jours), la plupart des anticorps 

chimériques, humanisés ou complètement humains présentent un T½ d’élimination 

similaire, de l’ordre de 21 jours. Ceci s’explique par le fait que c’est la portion Fc de 

l’anticorps qui interagit avec le FcRn.  

Dans notre étude nous avons pu mettre en évidence deux phases dans les 

cinétiques du rituximab chez les souris : une phase de distribution et une phase 

d’élimination. Certains auteurs considèrent que le caractère linéaire ou non linéaire 

de l’élimination terminale d’un anticorps thérapeutique est une caractéristique 

intrinsèque à cet anticorps 337. Ainsi, dans certaines études pharmacocinétiques et 

PK-PD du rituximab, l’élimination est linéaire 207,335 alors que d’autres études 

portant sur le rituximab sont en faveur de la non linéarité de son élimination 

195,196,198. Dans notre modèle murin, la non linéarité de l’élimination du rituximab 

était évidente, et nous avons montré qu’elle était corrélée au volume tumoral. Le fait 
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que nous ayons observé une non linéarité dans l’élimination du rituximab, alors 

que cette caractéristique n’est pas confirmée chez l’homme, pourrait s’expliquer par 

le fait que les cellules tumorales utilisées dans le modèle murin proliféraient 

beaucoup plus vite que les cellules B dans les lymphomes malins humains. Par 

conséquent, la linéarité de l’élimination des anticorps thérapeutiques semble être 

plutôt liée à la variation du nombre de cibles antigéniques, plus qu’elle n’est une 

caractéristique de l’anticorps.  

La mise en place d’un modèle PK à un seul compartiment, nous a permis de 

décrire la destruction des cellules tumorales par le rituximab chez les souris, où le 

rituximab était supposé provoquer la destruction des cellules tumorales (kdrug) 

indépendamment de leur destruction endogène (kout). Chez les souris en réponse 

partielle, la clairance est apparue constante, ce qui pouvait être dû à une saturation 

des sites antigéniques disponibles ou des fonctions effectrices. Compte tenu de 

cette hypothèse, un effet maximal des anticorps thérapeutiques serait obtenu en 

saturant les cibles antigéniques disponibles. Par ailleurs, chez les souris en réponse 

partielle, nous avons constaté une simultanéité du début de l’accélération de 

l’élimination du rituximab avec la reprise tumorale, ce qui est compatible avec les 

observations réalisées par divers auteurs 338,339. Ainsi, l’apparition d’une 

accélération dans l’élimination de l’anticorps pourrait permettre de détecter une 

réascension de la masse antigénique. Il serait alors intéressant d’établir des 

schémas de posologies visant à maintenir des concentrations permettant l’obtention 

d’un effet maximal. Compte tenu des variabilités interindividuelles, ces schémas de 

posologies devraient donc être adaptés à chaque patient. Or, il paraît très difficile 

voire même impossible de mesurer la cinétique tumorale en routine, ou de détecter 

l’amorce de non linéarité de l’élimination terminale des anticorps thérapeutiques, 

compte tenu des moyens techniques à mettre en œuvre ainsi que du grand nombre 

de visites et de prélèvements nécessaires.  
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Les progrès de l’imagerie médicale vont probablement nous permettre un jour 

d’évaluer en routine le volume tumoral. Il sera alors possible d’adapter le schéma 

d’administration à ce volume et ainsi améliorer la réponse thérapeutique. En 

attendant il apparaît utile, au minimum, d’adapter le nombre de perfusions de 

l’anticorps au stade de la maladie présenté par le patient.  

Ce modèle murin pourrait aussi être appliqué à d’autres anticorps anti CD20 

(ofatumumab, GA101…) de manière à comparer les effets thérapeutiques et à 

modéliser leur relations dose – concentration – effet.  

 

Enfin, dans la dernière partie, nous avons utilisé le modèle cellulaire EL4-

huCD20-Luc pour évaluer l’effet des particules hybrides d’oxydes de gadolinium et 

d’oxydes de gadolinium couplé au bore. Ces dernières particules du fait de leurs 

propriétés magnétiques et électroniques ont montré une très grande efficacité sur 

les cellules tumorales. Cependant elles ont aussi montré une toxicité accrue par 

rapport aux particules "classiques". Bien que leurs effets soient connus depuis 

longtemps 340,341, ce n’est qu’avec les progrès récents de la chimie de synthèse et 

d’analyse qu’elles peuvent trouver une réelle application. Elles offrent donc de 

nouvelles opportunités de traitement. Il serait intéressant avant de passer aux 

analyses in vivo, d’optimiser la concentration et la structure des particules pour 

limiter ces effets toxiques tout en conservant leurs propriétés d’agent d’imagerie et 

de thérapie. 

Cette partie à l’interface entre la chimie, l’imagerie et la biologie nous a 

permis de mettre en évidence le grand potentiel de ce type de nano particules. En 

effet ces nano particules pourraient jouer le rôle d’agent d’imagerie lors de la 

réalisation d’imagerie à résonance magnétique par exemple. Puis une fois la 

localisation précise des foyers tumoraux réalisée, on pourrait envoyer 

spécifiquement un faisceau de neutrons et avoir un effet optimal du rayonnement 
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par le biais de ces particules. La possibilité de cibler ces nano particules à l’aide 

d’Acm-r ouvre un nouveau champ d’investigation. Quelques auteurs ont récemment 

montré que la fixation de particules d’oxydes de gadolinium à des structures 

peptidiques était possible et donnait de très bons résultats en imagerie de contraste 

342, il serait très intéressant de vérifier que ce genre de complexe permet de 

conserver les propriétés magnétiques des complexes de gadolinium. Même si 

quelques obstacles comme la réalisation d’études in vivo (toxicité des particules, 

efficacité thérapeutique) ou encore la fixation permanente des particules sur les 

anticorps sans que ne soient modifiées leurs propriétés ne sont pas encore franchis, 

cette méthodologie est très prometteuse et pourrait venir compléter l’arsenal 

thérapeutique des stratégies de lutte contre le cancer. De telles applications 

pourraient, en fonction de leur efficacité, trouver une utilisation dans les tumeurs 

inopérables du fait de leur localisation anatomique ou résistantes aux traitements 

plus conventionnels ou encore en complément à divers traitements afin d’améliorer 

le taux de survie des patients. 
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AANNNNEEXXEESS  ((ssyyssttèèmmeess  dd’’iimmaaggeerriiee  eett  mmaaccrrooss  dd’’aannaallyyssee  dd’’iimmaaggeess))  

 

� Annexe N°01 : Documentation Xenogen® IVIS Lumina. 

� Annexe N°02 : Documentation ORCA 2-BTL Hamamatsu Electronics®. 

� Annexe N°03 : Macro de traitement de l’image "Elimination des perturbations du 

signal dues au bruit de fond de l’image et au rayonnement cosmique". 

� Annexe N°04 : Macro d’analyse de l’image "Détermination des régions d’intérêt 

par segmentation de l’image". 
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� Annexe N°01 : Documentation Xenogen® IVIS Lumina. 
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� Annexe N°02 : Documentation ORCA 2-BTL Hamamatsu Electronics®. 
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� Annexe N°03 : Macro de traitement de l’image "Elimination des perturbations du 

signal dues au bruit de fond de l’image et au rayonnement cosmique". 

function varargout = interface_utilisateur(varargin) 
% INTERFACE_UTILISATEUR M-file for interface_utilisateur.fig 
%      INTERFACE_UTILISATEUR, by itself, creates a new INTERFACE_UTILISATEUR or raises the existing 
%      singleton*. 
%      H = INTERFACE_UTILISATEUR returns the handle to a new INTERFACE_UTILISATEUR or the handle to 
%      the existing singleton*. 
%      INTERFACE_UTILISATEUR('CALLBACK',hObject,eventData,handles,...) calls the local 
%      function named CALLBACK in INTERFACE_UTILISATEUR.M with the given input arguments. 
%      INTERFACE_UTILISATEUR('Property','Value',...) creates a new INTERFACE_UTILISATEUR or raises the 
%      existing singleton*.  Starting from the left, property value pairs are 
%      applied to the GUI before interface_utilisateur_OpeningFunction gets called.  An 
%      unrecognized property name or invalid value makes property application 
%      stop.  All inputs are passed to interface_utilisateur_OpeningFcn via varargin. 
%      *See GUI Options on GUIDE's Tools menu.  Choose "GUI allows only one 
%      instance to run (singleton)". 
% See also: GUIDE, GUIDATA, GUIHANDLES 
% Copyright 2002-2003 The MathWorks, Inc. 
% Edit the above text to modify the response to help interface_utilisateur 
% Last Modified by GUIDE v2.5 12-Apr-2007 09:08:55 
% Begin initialization code - DO NOT EDIT 
gui_Singleton = 1; 
gui_State = struct('gui_Name',       mfilename, ... 
                   'gui_Singleton',  gui_Singleton, ... 
                   'gui_OpeningFcn', @interface_utilisateur_OpeningFcn, ... 
                   'gui_OutputFcn',  @interface_utilisateur_OutputFcn, ... 
                   'gui_LayoutFcn',  [] , ... 
                   'gui_Callback',   []); 
if nargin && ischar(varargin an nombre de) 
    gui_State.gui_Callback = str2func(vararginà)); 
end 
if nargout 
    [varargout{1:nargout}] = gui_mainfcn(gui_State, varargin{:}); 
else 
    gui_mainfcn(gui_State, varargin{:}); 
end 
% End initialization code - DO NOT EDIT 
% --- Executes just before interface_utilisateur is made visible. 
function interface_utilisateur_OpeningFcn(hObject, eventdata, handles, varargin) 
% This function has no output args, see OutputFcn. 
% hObject    handle to figure 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    structure with handles and user data (see GUIDATA) 
% varargin   command line arguments to interface_utilisateur (see VARARGIN) 
% Choose default command line output for interface_utilisateur 
handles.output = hObject; 
% Update handles structure 
guidata(hObject, handles); 
% UIWAIT makes interface_utilisateur wait for user response (see UIRESUME) 
% uiwait(handles.figure1); 
% --- Outputs from this function are returned to the command line. 
function varargout = interface_utilisateur_OutputFcn(hObject, eventdata, handles)  
% varargout  cell array for returning output args (see VARARGOUT); 
% hObject    handle to figure 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    structure with handles and user data (see GUIDATA) 
% Get default command line output from handles structure 
varargout{1} = handles.output; 
%%%%%%%%%%%%Fonction qui permet de charger les différentes images (2 images 
%%%%%%%%%%%%de bruit de fond et 2 images de bioluminescence%%%%%%%%%%%%%%%% 
%Variables de sortie: image_bdf1 (image de bruit de fond n°1) 
%                     FileName_bdf1 (nom de l'image de bruit de fond n°1) 
%                     image_bdf2 (image de bruit de fond n°2) 
%                     FileName_bdf2 (nom de l'image de bruit de fond n°2) 
%                     image_bio1 (image de bioluminescence n°1) 
%                     FileName_bio1 (nom de l'image de bioluminescence n°1) 
%                     image_bio2 (image de bruit de fond n°2) 
%                     FileName_bio2 (nom de l'image de bioluminescence n°2) 
% --- Executes on selection change in popup_chargement. 
function popup_chargement_Callback(hObject, eventdata, handles) 
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% hObject    handle to popup_chargement (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    structure with handles and user data (see GUIDATA) 
% Hints: contents = get(hObject,'String') returns popup_chargement contents as cell array 
%        contents{get(hObject,'Value')} returns selected item from popup_chargement 
select = get(hObject, 'Value'); %retourne une valeur correspondant au menu sélectionné 
switch select 
    case 1 %cas où le premier menu est sélectionné c'est à dire "image de bruit de fond n°1" 
        [FileName_bdf1,PathName_bdf1]=uigetfile('.tif','Selectionnez la première image de bruit de fond') %Selection de 
l'image par l'utilisateur n'importe où dans l'ordinateur 
        name=[PathName_bdf1,FileName_bdf1] 
        %Lecture et affichage de l'image sélectionnée 
        bdf1=imread(name); %Lecture de l'image sélectionnée par l'utilisateur 
        axes(handles.axes_bdf1); %selection du premier graphique 
        imagesc(bdf1,[0,0.8*10^4]),colorbar %Visualisation de l'image de bruit de fond 
        colormap(gray) 
         
        set(handles.edit_cheminbdf1,'String',name) %Affiche le chemin de l'image sélectionnée  
        handles.image_bdf1=bdf1; %enregistre la variable bdf1 dans un champ de la structure handles pour réutiliser 
la variable dans d'autres fonctions 
        handles.FileName_bdf1=FileName_bdf1; %enregistre la variable FileName_bdf1 dans un champ de la structure 
handles pour la réutiliser dans la fonction comp afin de vérifier que les images à comprarer ont les même 
paramètres 
        guidata(hObject, handles); 
    case 2 %cas où le deuxième menu est sélectionné c'est à dire "image de bruit de fond n°2" 
        [FileName_bdf2,PathName_bdf2]=uigetfile('*.tif','Sélectionnez la deuxième image de bruit de fond') %Selection 
de l'image par l'utilisateur 
        name=[PathName_bdf2,FileName_bdf2] 
        %Lecture et affichage de l'image sélectionnée 
        bdf2=imread(name); %Lecture de l'image sélectionnée par l'utilisateur 
        axes(handles.axes_bdf2); %selection du deuxième graphique 
        imagesc(bdf2,[0,0.8*10^4]),colorbar %Visualisation de l'image de bruit de fond 
        colormap(gray) 
        set(handles.edit_cheminbdf2,'String',name) %Affiche le chemin d'accès de l'image sélectionnée 
        handles.image_bdf2=bdf2; %enregistre la variable bdf2 dans un champ de la structure handles 
        handles.FileName_bdf2=FileName_bdf2; 
        guidata(hObject, handles); 
        %Affichage d'un message d'erreur si les deux images de bruit de fond 
        %sélectionnée par l'utilisateur n'ont pas le même binning ou le 
        %même temps d'acquisition 
        A=[handles.FileName_bdf1]; 
        B=[handles.FileName_bdf2]; 
         for i=5  %Comparaison du titre des images de bruit de fond sélectionnées pour savoir si elles ont les mêmes 
paramètres 
            if 
(A(1,i)~=B(1,i)|A(1,i+1)~=B(1,i+1)|A(1,i+2)~=B(1,i+2)|A(1,i+3)~=B(1,i+3)|A(1,i+4)~=B(1,i+4)|A(1,i+5)~=B(1,i+5)|A(1,i
+6)~=B(1,i+6)|A(1,i+7)~=B(1,i+7)|A(1,i+8)~=B(1,i+8)|A(1,i+9)~=B(1,i+9))  
                errordlg('les deux images de bruit de fond sélectionnées ont pas le même binning ou le même temps d 
acquisition et ne peuvent donc pas être corrigées','erreur') 
            end 
        end 
     case 3 %cas où le troisième menu est sélectionné c'est à dire "image de bioluminescence n°1" 
        [FileName_bio1,PathName_bio1]=uigetfile('*.tif','Sélectionnez la première image de bioluminescence') 
%Selection de l'imge par l'utilisateur 
        name=[PathName_bio1,FileName_bio1] 
        %Lecture et affichage de l'image sélectionnée 
        bio1=imread(name); %Lecture de l'image sélectionnée par l'utilisateur 
        axes(handles.axes_bio1); %selection du troisième graphe 
        imagesc(bio1,[0,0.8*10^4]),colorbar %Visualisation de l'image de bioluminescence 
        colormap(gray) 
        set(handles.edit_cheminbio1,'String',name) %Affiche le chemin d'accès de l'image sélectionnée 
        handles.image_bio1=bio1; %Enregistre la variable bio1 dans un champ de la structure handles 
        handles.FileName_bio1=FileName_bio1; 
        guidata(hObject, handles);   
    case 4 %cas où le troisième menu est sélectionné c'est à dire "image de bioluminescence n°2" 
        [FileName_bio2,PathName_bio2]=uigetfile('*.tif','Sélectionnez la deuxième image de bioluminescence') 
%Selection de l'imge par l'utilisateur 
        name=[PathName_bio2,FileName_bio2,] 
        %Lecture et affichage de l'image sélectionnée 
        bio2=imread(name); %Lecture d'une image de bioluminescence 
        axes(handles.axes_bio2); %sélection du quatrième graphe 
        imagesc(bio2,[0,0.8*10^4]),colorbar %Visualisation de l'image de bioluminescence 
        colormap(gray) 
         set(handles.edit_cheminbio2,'String',name) %Affiche le chemin d'accès de l'image sélectionnée 
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        handles.image_bio2=bio2; %Enregistre la variable bio2 dans un champ de la structure handles 
        handles.FileName_bio2=FileName_bio2; 
        guidata(hObject, handles); 
 end 
% --- Executes during object creation, after setting all properties. 
function popup_chargement_CreateFcn(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to popup_chargement (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    empty - handles not created until after all CreateFcns called 
% Hint: popupmenu controls usually have a white background on Windows. 
%       See ISPC and COMPUTER. 
if ispc 
    set(hObject,'BackgroundColor','white'); 
else 
    set(hObject,'BackgroundColor',get(0,'defaultUicontrolBackgroundColor')); 
end 
%%%%%%%%Fonction qui permet de changer l'image de bruit de fond 1 en 
%%%%%%%%indiquant son chemin%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%% 
function edit_cheminbdf1_Callback(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to edit_cheminbdf1 (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    structure with handles and user data (see GUIDATA) 
% Hints: get(hObject,'String') returns contents of edit_cheminbdf1 as text 
%        str2double(get(hObject,'String')) returns contents of edit_cheminbdf1 as a double 
%Récupération du chemin écrit dans edit_chemin lors de la sélection de 
%l'image par l'utilisateur comme du texte 
recup=get(hObject,'String')  
image=imread(recup) %Lecture du nouveau chemin 
axes(handles.axes_bdf1); %selection du premier graphe 
imagesc(image,[0,2.4*10^4]),colorbar %Visualisation de l'image correspondant au chemin d'accès modifié par 
l'uilisateur 
colormap(gray) 
% --- Executes during object creation, after setting all properties. 
function edit_cheminbdf1_CreateFcn(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to edit_cheminbdf1 (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    empty - handles not created until after all CreateFcns called 
% Hint: edit controls usually have a white background on Windows. 
%       See ISPC and COMPUTER. 
if ispc 
    set(hObject,'BackgroundColor','white'); 
else 
    set(hObject,'BackgroundColor',get(0,'defaultUicontrolBackgroundColor')); 
end 
%%%%%%%%Fonction qui permet de changer l'image de bruit de fond 2 en 
%%%%%%%%indiquant son chemin%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%% 
function edit_cheminbdf2_Callback(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to edit_cheminbdf2 (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    structure with handles and user data (see GUIDATA) 
% Hints: get(hObject,'String') returns contents of edit_cheminbdf2 as text 
%        str2double(get(hObject,'String')) returns contents of edit_cheminbdf2 as a double 
%Récupération du chemin écrit dans edit_chemin lors de la sélection de 
%l'image par l'utilisateur comme du texte 
recup=get(hObject,'String')  
image=imread(recup); %Lecture du nouveau chemin 
axes(handles.axes_bdf2); %selection du deuxième graphe 
imagesc(image,[0,2.4*10^4]),colorbar %Visualisation de l'image correcpondant au chemin d'acces modifié par 
l'uilisateur 
colormap(gray) 
% --- Executes during object creation, after setting all properties. 
function edit_cheminbdf2_CreateFcn(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to edit_cheminbdf2 (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    empty - handles not created until after all CreateFcns called 
% Hint: edit controls usually have a white background on Windows. 
%       See ISPC and COMPUTER. 
if ispc 
    set(hObject,'BackgroundColor','white'); 
else 
    set(hObject,'BackgroundColor',get(0,'defaultUicontrolBackgroundColor')); 
end 
%%%%%%%%Fonction qui permet de changer l'image de bioluminescence 1 en 
%%%%%%%%indiquant son chemin%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%% 
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function edit_cheminbio1_Callback(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to edit_cheminbio1 (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    structure with handles and user data (see GUIDATA) 
% Hints: get(hObject,'String') returns contents of edit_cheminbio1 as text 
%        str2double(get(hObject,'String')) returns contents of edit_cheminbio1 as a double 
%Récupération du chemin écrit dans edit_chemin lors de la sélection de 
%l'image par l'utilisateur comme du texte 
recup=get(hObject,'String');  
image=imread(recup); %Lecture du nouveau chemin 
axes(handles.axes_bio1); %selection du troisième graphe 
imagesc(image,[0,2.4*10^4]),colorbar %Visualisation de l'image correcpondant au chemin d'acces modifié par 
l'uilisateur 
colormap(gray) 
% --- Executes during object creation, after setting all properties. 
function edit_cheminbio1_CreateFcn(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to edit_cheminbio1 (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    empty - handles not created until after all CreateFcns called 
% Hint: edit controls usually have a white background on Windows. 
%       See ISPC and COMPUTER. 
if ispc 
    set(hObject,'BackgroundColor','white'); 
else 
    set(hObject,'BackgroundColor',get(0,'defaultUicontrolBackgroundColor')); 
end 
%%%%%%%%Fonction qui permet de changer l'image de bioluminescence 2 en 
%%%%%%%%indiquant son chemin%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%% 
function edit_cheminbio2_Callback(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to edit_cheminbio2 (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    structure with handles and user data (see GUIDATA) 
% Hints: get(hObject,'String') returns contents of edit_cheminbio2 as text 
%        str2double(get(hObject,'String')) returns contents of edit_cheminbio2 as a double 
%Récupération du chemin écrit dans edit_chemin lors de la sélection de 
%l'image par l'utilisateur comme du texte 
recup=get(hObject,'String');  
image=imread(recup)  %Lecture du nouveau chemin 
axes(handles.axes_bio2); %selection du quatrième graphe 
imagesc(image,[0,2.4*10^4]),colorbar %Visualisation de l'image correcpondant au chemin d'acces modifié par 
l'uilisateur 
colormap(gray) 
% --- Executes during object creation, after setting all properties. 
function edit_cheminbio2_CreateFcn(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to edit_cheminbio2 (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    empty - handles not created until after all CreateFcns called 
% Hint: edit controls usually have a white background on Windows. 
%       See ISPC and COMPUTER. 
if ispc 
    set(hObject,'BackgroundColor','white'); 
else 
    set(hObject,'BackgroundColor',get(0,'defaultUicontrolBackgroundColor')); 
end 
%%%%%Fonction qui permet de changer l'échelle d'intensité de la première 
%%%%%image de bruit de fond à l'aide d'un slider%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%% 
% --- Executes on slider movement. 
function slider_imagebdf1_Callback(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to slider_imagebdf1 (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    structure with handles and user data (see GUIDATA) 
% Hints: get(hObject,'Value') returns position of slider 
%        get(hObject,'Min') and get(hObject,'Max') to determine range of slider 
valeur=get(hObject,'Value'); 
min=get(hObject,'Min'); 
if valeur==min 
    axes(handles.axes_bdf1);%selection du premier graphique 
    imagesc(handles.image_bdf1,[0,0.8*10^4]),colorbar %Visualisation de l'image de bruit de fond 
    colormap(gray) 
end 
if valeur==min+0.2 
    axes(handles.axes_bdf1);%selection du premier graphique 
    imagesc(handles.image_bdf1,[0,1.2*10^4]),colorbar %Visualisation de l'image de bruit de fond 
    colormap(gray) 
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end 
if valeur==min+0.4 
    axes(handles.axes_bdf1);%selection du premier graphique 
    imagesc(handles.image_bdf1,[0,1.6*10^4]),colorbar %Visualisation de l'image de bruit de fond 
    colormap(gray) 
end 
if valeur==min+0.6 
    axes(handles.axes_bdf1);%selection du premier graphique 
    imagesc(handles.image_bdf1,[0,2*10^4]),colorbar %Visualisation de l'image de bruit de fond 
    colormap(gray) 
end 
if valeur==min+0.8 
    axes(handles.axes_bdf1);%selection du premier graphique 
    imagesc(handles.image_bdf1,[0,2.4*10^4]),colorbar %Visualisation de l'image de bruit de fond 
    colormap(gray) 
end 
if valeur==min+1 
    axes(handles.axes_bdf1);%selection du premier graphique 
    imagesc(handles.image_bdf1,[0,2.8*10^4]),colorbar %Visualisation de l'image de bruit de fond 
    colormap(gray) 
end 
% --- Executes during object creation, after setting all properties. 
function slider_imagebdf1_CreateFcn(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to slider_imagebdf1 (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    empty - handles not created until after all CreateFcns called 
% Hint: slider controls usually have a light gray background, change 
%       'usewhitebg' to 0 to use default.  See ISPC and COMPUTER. 
usewhitebg = 1; 
if usewhitebg 
    set(hObject,'BackgroundColor',[.9 .9 .9]); 
else 
    set(hObject,'BackgroundColor',get(0,'defaultUicontrolBackgroundColor')); 
end 
%%%%%Fonction qui permet de changer l'échelle d'intensité de la deuxième 
%%%%%image de bruit de fond à l'aide d'un slider%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%% 
% --- Executes on slider movement. 
function slider_imagebdf2_Callback(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to slider_imagebdf2 (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    structure with handles and user data (see GUIDATA) 
% Hints: get(hObject,'Value') returns position of slider 
%        get(hObject,'Min') and get(hObject,'Max') to determine range of slider 
valeur=get(hObject,'Value'); 
min=get(hObject,'Min'); 
if valeur==min 
    axes(handles.axes_bdf2);%selection du deuxième graphique 
    imagesc(handles.image_bdf2,[0,0.8*10^4]),colorbar %Visualisation de l'image de bruit de fond 
    colormap(gray) 
end 
if valeur==min+0.2 
    axes(handles.axes_bdf2);%selection du deuxième graphique 
    imagesc(handles.image_bdf2,[0,1.2*10^4]),colorbar %Visualisation de l'image de bruit de fond 
    colormap(gray) 
end 
if valeur==min+0.4 
    axes(handles.axes_bdf2);%selection du deuxième graphique 
    imagesc(handles.image_bdf2,[0,1.6*10^4]),colorbar %Visualisation de l'image de bruit de fond 
    colormap(gray) 
end 
if valeur==min+0.6 
    axes(handles.axes_bdf2);%selection du deuxième graphique 
    imagesc(handles.image_bdf2,[0,2*10^4]),colorbar %Visualisation de l'image de bruit de fond 
    colormap(gray) 
end 
if valeur==min+0.8 
    axes(handles.axes_bdf2);%selection du deuxième graphique 
    imagesc(handles.image_bdf2,[0,2.4*10^4]),colorbar %Visualisation de l'image de bruit de fond 
    colormap(gray) 
end 
if valeur==min+1 
    axes(handles.axes_bdf2);%selection du deuxième graphique 
    imagesc(handles.image_bdf2,[0,2.8*10^4]),colorbar %Visualisation de l'image de bruit de fond 
    colormap(gray) 
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end 
% --- Executes during object creation, after setting all properties. 
function slider_imagebdf2_CreateFcn(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to slider_imagebdf2 (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    empty - handles not created until after all CreateFcns called 
% Hint: slider controls usually have a light gray background, change 
%       'usewhitebg' to 0 to use default.  See ISPC and COMPUTER. 
usewhitebg = 1; 
if usewhitebg 
    set(hObject,'BackgroundColor',[.9 .9 .9]); 
else 
    set(hObject,'BackgroundColor',get(0,'defaultUicontrolBackgroundColor')); 
end 
%%%%%Fonction qui permet de changer l'échelle d'intensité de la première 
%%%%%image de bioluminescence à l'aide d'un slider%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%% 
 
% --- Executes on slider movement. 
function slider_imagebio1_Callback(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to slider_imagebio1 (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    structure with handles and user data (see GUIDATA) 
% Hints: get(hObject,'Value') returns position of slider 
%        get(hObject,'Min') and get(hObject,'Max') to determine range of slider 
valeur=get(hObject,'Value'); 
min=get(hObject,'Min'); 
if valeur==min 
    axes(handles.axes_bio1);%selection du troisième graphique 
    imagesc(handles.image_bio1,[0,0.8*10^4]),colorbar %Visualisation de l'image de bioluminescence 
    colormap(gray) 
end 
if valeur==min+0.2 
    axes(handles.axes_bio1);%selection du troisième graphique 
    imagesc(handles.image_bio1,[0,1.2*10^4]),colorbar %Visualisation de l'image de bioluminescence 
    colormap(gray) 
end 
if valeur==min+0.4 
    axes(handles.axes_bio1);%selection du troisième graphique 
    imagesc(handles.image_bio1,[0,1.6*10^4]),colorbar %Visualisation de l'image de bioluminescence 
    colormap(gray) 
end 
if valeur==min+0.6 
    axes(handles.axes_bio1);%selection du troisième graphique 
    imagesc(handles.image_bio1,[0,2*10^4]),colorbar %Visualisation de l'image de bioluminescence 
    colormap(gray) 
end 
if valeur==min+0.8 
    axes(handles.axes_bio1);%selection du troisième graphique 
    imagesc(handles.image_bio1,[0,2.4*10^4]),colorbar %Visualisation de l'image de bioluminescence 
    colormap(gray) 
end 
if valeur==min+1 
    axes(handles.axes_bio1);%selection du troisième graphique 
    imagesc(handles.image_bio1,[0,2.8*10^4]),colorbar %Visualisation de l'image de bioluminescence 
    colormap(gray) 
end 
% --- Executes during object creation, after setting all properties. 
function slider_imagebio1_CreateFcn(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to slider_imagebio1 (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    empty - handles not created until after all CreateFcns called 
% Hint: slider controls usually have a light gray background, change 
%       'usewhitebg' to 0 to use default.  See ISPC and COMPUTER. 
usewhitebg = 1; 
if usewhitebg 
    set(hObject,'BackgroundColor',[.9 .9 .9]); 
else 
    set(hObject,'BackgroundColor',get(0,'defaultUicontrolBackgroundColor')); 
end 
%%%%%Fonction qui permet de changer l'échelle d'intensité de la deuxième 
%%%%%image de biolumescence à l'aide d'un slider%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%% 
% --- Executes on slider movement. 
function slider_imagebio2_Callback(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to slider_imagebio2 (see GCBO) 
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% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    structure with handles and user data (see GUIDATA) 
% Hints: get(hObject,'Value') returns position of slider 
%        get(hObject,'Min') and get(hObject,'Max') to determine range of slider 
valeur=get(hObject,'Value'); 
min=get(hObject,'Min'); 
if valeur==min 
    axes(handles.axes_bio2);%selection du quatrième graphique 
    imagesc(handles.image_bio2,[0,0.8*10^4]),colorbar %Visualisation de l'image de bioluminescence 
    colormap(gray) 
end 
if valeur==min+0.2 
    axes(handles.axes_bio2);%selection du quatrième graphique 
    imagesc(handles.image_bio2,[0,1.2*10^4]),colorbar %Visualisation de l'image de bioluminescence 
    colormap(gray) 
end 
if valeur==min+0.4 
    axes(handles.axes_bio2);%selection du quatrième graphique 
    imagesc(handles.image_bio2,[0,1.6*10^4]),colorbar %Visualisation de l'image de bioluminescence 
    colormap(gray) 
end 
if valeur==min+0.6 
    axes(handles.axes_bio2);%selection du quatrième graphique 
    imagesc(handles.image_bio2,[0,2*10^4]),colorbar %Visualisation de l'image de bioluminescence 
    colormap(gray) 
end 
if valeur==min+0.8 
    axes(handles.axes_bio2);%selection du quatrième graphique 
    imagesc(handles.image_bio2,[0,2.4*10^4]),colorbar %Visualisation de l'image de bioluminescence 
    colormap(gray) 
end 
if valeur==min+1 
    axes(handles.axes_bio2);%selection du quatrième graphique 
    imagesc(handles.image_bio2,[0,2.8*10^4]),colorbar %Visualisation de l'image de bioluminescence 
    colormap(gray) 
end 
% --- Executes during object creation, after setting all properties. 
function slider_imagebio2_CreateFcn(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to slider_imagebio2 (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    empty - handles not created until after all CreateFcns called 
% Hint: slider controls usually have a light gray background, change 
%       'usewhitebg' to 0 to use default.  See ISPC and COMPUTER. 
usewhitebg = 1; 
if usewhitebg 
    set(hObject,'BackgroundColor',[.9 .9 .9]); 
else 
    set(hObject,'BackgroundColor',get(0,'defaultUicontrolBackgroundColor')); 
end 
%%%%%%Fonction qui permet à l'utilisateur de rentrer le pourcentage 
%%%%%%d'erreur qu'il souhaite pour la comparaison des pixels des images à 
%%%%%%comparer%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%
%%%%%%%%%% 
%Variable de sortie: taux_erreur  
function edit_erreur_Callback(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to edit_erreur (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    structure with handles and user data (see GUIDATA) 
% Hints: get(hObject,'String') returns contents of edit_erreur as text 
%        str2double(get(hObject,'String')) returns contents of edit_erreur as a double 
user_entry = str2double(get(hObject,'string')); %convertit le caractère inscrit en nombre 
if isnan(user_entry) %message d'erreur si le caractère entré n'est pas un nombre 
    errordlg('Vous devez entrer une valeur numérique','Erreur') 
end 
if (user_entry <0 | user_entry>100 ) %message d'erreur si lenombre inscrit ne peut pas être en pourcentage 
    errordlg('La valeur entrée est fausse','Erreur') 
end 
handles.taux_erreur=user_entry; %Enregistre la variable entrée par l'utilisateur dans un champ de la structure 
handles 
guidata(hObject, handles); 
% --- Executes during object creation, after setting all properties. 
function edit_erreur_CreateFcn(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to edit_erreur (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
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% handles    empty - handles not created until after all CreateFcns called 
% Hint: edit controls usually have a white background on Windows. 
%       See ISPC and COMPUTER. 
if ispc 
    set(hObject,'BackgroundColor','white'); 
else 
    set(hObject,'BackgroundColor',get(0,'defaultUicontrolBackgroundColor')); 
end 
%%%%%%%Fonction qui permet la corection des images sélectionnées ainsi que 
%%%%%%%du calcul de l'image finale%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%% 
% Variable de sortie: image_finale 
% --- Executes on button press in pushbutton_validation. 
function pushbutton_validation_Callback(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to pushbutton_validation (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    structure with handles and user data (see GUIDATA) 
%definition de l'erreur pour la comparaison des images 
x=handles.taux_erreur/100; 
%Calcul de la taille des images 
H=size(handles.image_bdf1); 
J=size(handles.image_bio1); 
%Appel de la fonction correction qui compare et corrige les images de bruit de fond 
[image_bdf1cor,image_bdf2cor,nbr_pixel_corrige_bdf1,nbr_pixel_corrige_bdf2]=correction_bdf(handles.image_bdf1,h
andles.image_bdf2,x,H); 
[image_bio1cor,image_bio2cor,nbr_pixel_corrige_bio1,nbr_pixel_corrige_bio2]=correction(handles.image_bio1,handle
s.image_bio2,x,J); 
%Retourne le nombre de pixels corrigés pour chaque image à l'utilisateur         
set(handles.edit_bdf1,'string',nbr_pixel_corrige_bdf1) %Retourne le nombre de pixel corrigé sur l'image de bruit de 
fond 1 dans le cadre edit_bdf1 
set(handles.edit_bdf2,'string',nbr_pixel_corrige_bdf2) 
set(handles.edit_bio1,'string',nbr_pixel_corrige_bio1) 
set(handles.edit_bio2,'string',nbr_pixel_corrige_bio2) 
%Addition des images des deux images de bruit de fond corrigées pour 
%obtenir une image de bruit de fond corrigée finale 
bdfcorrige=(image_bdf1cor+image_bdf2cor); 
%Addition des images des deux images de bioluminescence corrigées pour 
%obtenir une image de bioluminescence corrigée finale 
biocorrige=(image_bio1cor+image_bio2cor); 
%Différence de l'image de bioluminescance par l'image de bruit de fond 
image_finale=abs(biocorrige-bdfcorrige); 
axes(handles.axes_finale); %selection du quatrième graphe 
imagesc(image_finale,[0,2.4*10^3]),colorbar %Visualisation de l'image finale 
colormap(gray) 
handles.image_finale=image_finale; 
guidata(hObject, handles); 
function edit_bdf1_Callback(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to edit_bdf1 (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    structure with handles and user data (see GUIDATA) 
% Hints: get(hObject,'String') returns contents of edit_bdf1 as text 
%        str2double(get(hObject,'String')) returns contents of edit_bdf1 as a double 
% --- Executes during object creation, after setting all properties. 
function edit_bdf1_CreateFcn(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to edit_bdf1 (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    empty - handles not created until after all CreateFcns called 
% Hint: edit controls usually have a white background on Windows. 
%       See ISPC and COMPUTER. 
if ispc 
    set(hObject,'BackgroundColor','white'); 
else 
    set(hObject,'BackgroundColor',get(0,'defaultUicontrolBackgroundColor')); 
end 
function edit_bdf2_Callback(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to edit_bdf2 (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    structure with handles and user data (see GUIDATA) 
% Hints: get(hObject,'String') returns contents of edit_bdf2 as text 
%        str2double(get(hObject,'String')) returns contents of edit_bdf2 as a double 
% --- Executes during object creation, after setting all properties. 
function edit_bdf2_CreateFcn(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to edit_bdf2 (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    empty - handles not created until after all CreateFcns called 
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% Hint: edit controls usually have a white background on Windows. 
%       See ISPC and COMPUTER. 
if ispc 
    set(hObject,'BackgroundColor','white'); 
else 
    set(hObject,'BackgroundColor',get(0,'defaultUicontrolBackgroundColor')); 
end 
function edit_bio1_Callback(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to edit_bio1 (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    structure with handles and user data (see GUIDATA) 
% Hints: get(hObject,'String') returns contents of edit_bio1 as text 
%        str2double(get(hObject,'String')) returns contents of edit_bio1 as a double 
% --- Executes during object creation, after setting all properties. 
function edit_bio1_CreateFcn(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to edit_bio1 (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    empty - handles not created until after all CreateFcns called 
% Hint: edit controls usually have a white background on Windows. 
%       See ISPC and COMPUTER. 
if ispc 
    set(hObject,'BackgroundColor','white'); 
else 
    set(hObject,'BackgroundColor',get(0,'defaultUicontrolBackgroundColor')); 
end 
function edit_bio2_Callback(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to edit_bio2 (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    structure with handles and user data (see GUIDATA) 
% Hints: get(hObject,'String') returns contents of edit_bio2 as text 
%        str2double(get(hObject,'String')) returns contents of edit_bio2 as a double 
% --- Executes during object creation, after setting all properties. 
function edit_bio2_CreateFcn(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to edit_bio2 (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    empty - handles not created until after all CreateFcns called 
% Hint: edit controls usually have a white background on Windows. 
%       See ISPC and COMPUTER. 
if ispc 
    set(hObject,'BackgroundColor','white'); 
else 
    set(hObject,'BackgroundColor',get(0,'defaultUicontrolBackgroundColor')); 
end 
%%%%%Fonction qui permet de changer l'échelle d'intensité de l'image finale 
%%%%%à l'aide d'un slider%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%% 
% --- Executes on slider movement. 
function slider_imagefinale_Callback(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to slider_imagefinale (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    structure with handles and user data (see GUIDATA) 
% Hints: get(hObject,'Value') returns position of slider 
%        get(hObject,'Min') and get(hObject,'Max') to determine range of slider 
%  
 valeur=get(hObject,'Value'); 
 min=get(hObject,'Min'); 
 if valeur==min 
     axes(handles.axes_finale);%selection du quatrième graphique 
     imagesc(handles.image_finale,[0,2.4*10^3]),colorbar %Visualisation de l'image de bioluminescence 
     colormap(gray) 
 end 
 if valeur==min+0.2 
     axes(handles.axes_finale);%selection du quatrième graphique 
     imagesc(handles.image_finale,[0,6.7*10^3]),colorbar %Visualisation de l'image de bioluminescence 
     colormap(gray) 
 end 
 if valeur==min+0.4 
     axes(handles.axes_finale);%selection du quatrième graphique 
     imagesc(handles.image_finale,[0,1.1*10^4]),colorbar %Visualisation de l'image de bioluminescence 
     colormap(gray) 
 end 
 if valeur==min+0.6 
     axes(handles.axes_finale);%selection du quatrième graphique 
     imagesc(handles.image_finale,[0,1.5*10^4]),colorbar %Visualisation de l'image de bioluminescence 
     colormap(gray) 
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 end 
 if valeur==min+0.8 
     axes(handles.axes_finale);%selection du quatrième graphique 
     imagesc(handles.image_finale,[0,2*10^4]),colorbar %Visualisation de l'image de bioluminescence 
     colormap(gray) 
 end 
 if valeur==min+1 
     axes(handles.axes_finale);%selection du quatrième graphique 
     imagesc(handles.image_finale,[0,2.4*10^4]),colorbar %Visualisation de l'image de bioluminescence 
     colormap(gray) 
 end 
% --- Executes during object creation, after setting all properties. 
function slider_imagefinale_CreateFcn(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to slider_imagefinale (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    empty - handles not created until after all CreateFcns called 
% Hint: slider controls usually have a light gray background, change 
%       'usewhitebg' to 0 to use default.  See ISPC and COMPUTER. 
usewhitebg = 1; 
if usewhitebg 
    set(hObject,'BackgroundColor',[.9 .9 .9]); 
else 
    set(hObject,'BackgroundColor',get(0,'defaultUicontrolBackgroundColor')); 
end 
%%%%%%Fonction qui permet de visualiser l'image finale dans une fenêtre 
%%%%%%seule pour pouvoir par la suite l'analyser avec d'autres logiciels si 
%%%%%%nécessaire 
% --- Executes on button press in pushbutton_chargement_image. 
function pushbutton_chargement_image_Callback(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to pushbutton_chargement_image (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    structure with handles and user data (see GUIDATA) 
figure 
imagesc(handles.image_finale,[0,2.4*10^3]),colorbar %Affichage de la différence de l'image de bioluminescence par 
l'image de bruit de fond 
colormap(gray) 
title('image finale') 
imwrite(handles.image_finale,'image_finale_utilisateur.tif') 
function Edit_Fichier_Callback(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to Edit_Fichier (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    structure with handles and user data (see GUIDATA) 
% Hints: get(hObject,'String') returns contents of Edit_Fichier as text 
%        str2double(get(hObject,'String')) returns contents of Edit_Fichier as a double 
recup=get(hObject,'String')  
imwrite(handles.image_finale,char(recup)) 
% --- Executes during object creation, after setting all properties. 
function Edit_Fichier_CreateFcn(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to Edit_Fichier (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    empty - handles not created until after all CreateFcns called 
% Hint: edit controls usually have a white background on Windows. 
%       See ISPC and COMPUTER. 
if ispc 
    set(hObject,'BackgroundColor','white'); 
else 
    set(hObject,'BackgroundColor',get(0,'defaultUicontrolBackgroundColor')); 
end 
% --- Executes on button press in edit_infos. 
function edit_infos_Callback(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to edit_infos (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    structure with handles and user data (see GUIDATA) 
string={'Auteur : Aurélie Sergent', 'Institution : IFIPS Optronique, Orsay (91)', ‘David Daydé, IPGA EA3853’, ‘Sabrina 
Pesnel, Service d’imagerie’, 'Dr Alain Le Pape, Service d’Imagerie, CDTA-CNRS Orléans','Dr Stéphanie Lerondel, 
Service d’Imagerie, CDTA-CNRS Orléans','Christophe Hecquet,Doctorant au laboratoire Charles Fabry de l’institut 
d’optique','Dr René Farcy, Enseignant IFIPS optronique',' ','Octobre 2006 - Janvier 2007',' ','Version 9 modifiée le 
13-09-07 '}; 
msgbox(string,'Infos') 
% --- Executes on button press in aide. 
function aide_Callback(hObject, eventdata, handles) 
% hObject    handle to aide (see GCBO) 
% eventdata  reserved - to be defined in a future version of MATLAB 
% handles    structure with handles and user data (see GUIDATA) 
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string={'  Etapes à suivre pour utiliser ce programme de correction des cosmiques :',' ','1. Dans le menu déroulant 
cliquer sur "Image de bruit de fond n°1" : Sélectionner la 1ère image de bruit de fond puis cliquer sur Ouvrir',' ','2. 
Dans le menu déroulant cliquer sur le bouton "Image de bruit de fond n°2" : Sélectionner la 2ème image de bruit de 
fond puis cliquer sur Ouvrir',' ', '3. Dans le menu déroulant cliquer sur le bouton "Image de bioluminescence n°1" : 
Sélectionner la 1ère image de bioluminescence puis cliquer sur Ouvrir',' ', '4. Dans le menu déroulant cliquer sur le 
bouton "Image de bioluminescence n°2" : Sélectionner la 2ème image de bioluminescence puis cliquer sur Ouvrir',' 
','5. Taper le pourcentage d’écart autoriser entre les 2 valeurs de pixels (en général 10%) puis cliquer dans la fenêtre 
pour valider',' ', '6. Cliquer sur le bouton "Valider"',' ', '7. Taper le nom de l’image suivi de l’extension .tif dans le 
cadre prévu à cet effet"',' ', '8. Cliquer dans la fenêtre pour enregistrer l’image',' '}; 
msgbox(string,'Aide') 
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� Annexe N°04 : Macro d’analyse de l’image "Détermination des régions d’intérêt 

par segmentation de l’image". 

macro "AutoRun" { 
run("Common Toolbar"); 
print("\n Déplacer cette fenêtre vers le haut à droite de l'écran \n avant de lancer le programme Imagerie \n Ne pas 
la fermer !!!"); 
}  
macro "Programme imagerie" { 
 Dialog.create("Information"); 
 Dialog.addMessage("Cliquer sur 'Cancel' si des images sont déjà ouvertes, et les fermer. Puis 
recommencer. \n Sinon cliquer sur 'OK''"); 
 Dialog.show(); 
 print("\n Programme d'imagerie"); 
 do{ 
  Dialog.create("Sélection du programme"); 
  Dialog.addMessage(" Bioluminescence :\n     1 : Soustraction du bruit de fond \n     2 : Fusion 
bioluminescence-optique \n     3 : Quantification automatique \n     4  : Quantification avec binarisation de l'image  
\n  \n Choisir un programme"); 
  Dialog.addNumber("n° du programme",3);                                
  Dialog.addMessage("Les instructions seront affichées dans la fenêtre 'Log'"); 
  Dialog.show(); 
  p=Dialog.getNumber(); 
  if (p==1) { 
   print("\n Soustraction du bruit de fond"); 
   print("Ouvrir l'image de bioluminescence"); 
   run("Open..."); 
   rename("lum"); 
   print("Ouvrir l'image de bruit de fond"); 
   run("Open..."); 
   rename("bdf"); 
   imageCalculator("Subtract create", "lum","bdf"); 
   print("Enregistrer l'image  \n Attention au '.tif'"); 
   saveAs("Tiff"); 
   close(); 
   close(); 
   close(); 
  }  
   else if (p==2) { 
   print("\n Fusion Bioluminescence-Optique"); 
   print("Ouvrir l'image optique"); 
   run("Open..."); 
   print("Ouvrir l'image de bioluminescence"); 
   run("Open..."); 
   run("Ratio "); 
   run("Size...", "width=512 height=512 constrain interpolate"); 
   run("Colour merge","keep %=0 title=Ch1"); 
   Dialog.create("Enregistrement"); 
   Dialog.addMessage("Cocher la case si vous voulez enregistrer l'image obtenue \n 
(Attention à l'extension .tif)"); 
   Dialog.addCheckbox("Enregistrer ",1); 
   Dialog.show(); 
   e=Dialog.getCheckbox(); 
   if (e==1){ 
    saveAs("Tiff"); 
   } 
   close(); 
   close(); 
   close(); 
  } 
  else if (p==3) { 
   Dialog.create("Choix du binning"); 
   Dialog.addMessage(" A quel binning travaillez vous? :\n     1 : binning 8x8 \n     2 : 
binning 4x4 \n     3 : binning 2x2 \n     4  : binning 1x1  \n  \n Choisissez votre résolution"); 
   Dialog.addNumber("n° du programme",2);                                
   Dialog.addMessage("Le choix du binning permet un paramétrage automatique des 
limites de la segmentation"); 
   Dialog.show(); 
   p=Dialog.getNumber(); 
   if (p==1) { 
    print("\n Quantification d'une image binning 8x8");  
    print("Ouvrir l'image à quantifier"); 
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    run("Open..."); 
    run("8-bit"); 
    setTool(11); 
    print("\nVous pouvez zoomer en cliquant sur l'image");  
    run("Brightness/Contrast..."); 
     print("\nCliquez sur 'Auto' jusqu'à ce que l'image soit plus claire");  
    print("Diminuer un peu la luminosité (Brightness) pour \n avoir des contours 
nets");  
    print("Cliquez sur 'Apply' (10 secondes)"); 
    wait(10000); 
    run("Close"); 
    run("Maximum Entropy Threshold"); 
    run("Nucleus Counter", "smallest=2 largest=1000000000000000 
threshold=Otsu smooth=None add"); 
    setThreshold(1, 255); 
    print("\nCliquer sur 'Select all' , puis sur 'Delete' \n Cliquez sur 'Add Particles' 
(10 secondes)"); 
    wait(10000); 
    run("Clear Results"); 
    close(); 
    close(); 
    print("Ré-ouvrir l'image"); 
    run("Open..."); 
    run("Properties...", "width=64 height=64 channels=1 depth=1 frames=1 unit=[ ] 
pixel_width=1 pixel_height=1 voxel_depth=1.00000 frame=0 origin=0,0"); 
    print("Cliquez sur 'Select All' puis 'Measure'"); 
    print("Le résultat peut être enregistré sous format Excel\n(File > Save as)"); 
    wait(5000); 
    saveAs("Measurements"); 
    do{ 
     Dialog.create("Fin du programme"); 
     Dialog.addMessage("Avez-vous fini ? Tapez 1 pour oui, 2 pour non"); 
     Dialog.addNumber("Réponse : ",2); 
     Dialog.show(); 
     r=Dialog.getNumber(); 
     if (r==1) { 
      close(); 
      close(); 
     } 
     else wait(20000); 
    } while (r==2); 
   } 
    else if (p==2) { 
    print("\n Quantification d'une image binning 4x4");  
    print("Ouvrir l'image à quantifier"); 
    run("Open..."); 
    run("8-bit"); 
    setTool(11); 
    print("\nVous pouvez zoomer en cliquant sur l'image");  
    run("Brightness/Contrast..."); 
     print("\nCliquez sur 'Auto' jusqu'à ce que l'image soit plus claire");  
    print("Diminuer un peu la luminosité (Brightness) pour \n avoir des contours 
nets");  
    print("Cliquez sur 'Apply' (10 secondes)"); 
    wait(10000); 
    run("Close"); 
    run("Maximum Entropy Threshold"); 
    run("Nucleus Counter", "smallest=4 largest=1000000000000000 
threshold=Otsu smooth=None add"); 
    setThreshold(1, 255); 
    print("\nCliquer sur 'Select all' , puis sur 'Delete' \n Cliquez sur 'Add Particles' 
(10 secondes)"); 
    wait(10000); 
    run("Clear Results"); 
    close(); 
    close(); 
    print("Ré-ouvrir l'image"); 
    run("Open..."); 
    run("Properties...", "width=128 height=128 channels=1 depth=1 frames=1 
unit=1 pixel_width=1 pixel_height=1 voxel_depth=1.00000 frame=0 origin=0,0"); 
    print("Cliquez sur 'Select All' puis 'Measure'"); 
    print("Le résultat peut être enregistré sous format Excel\n(File > Save as)"); 
    wait(5000); 
    saveAs("Measurements"); 
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    do{ 
     Dialog.create("Fin du programme"); 
     Dialog.addMessage("Avez-vous fini ? Tapez 1 pour oui, 2 pour non"); 
     Dialog.addNumber("Réponse : ",2); 
     Dialog.show(); 
     r=Dialog.getNumber(); 
     if (r==1) { 
      close(); 
      close(); 
     } 
     else wait(20000); 
    } while (r==2); 
   } 
    else if (p==3) { 
    print("\n Quantification d'une image binning 2x2");  
    print("Ouvrir l'image à quantifier"); 
    run("Open..."); 
    run("8-bit"); 
    setTool(11); 
    print("\nVous pouvez zoomer en cliquant sur l'image");  
    run("Brightness/Contrast..."); 
     print("\nCliquez sur 'Auto' jusqu'à ce que l'image soit plus claire");  
    print("Diminuer un peu la luminosité (Brightness) pour \n avoir des contours 
nets");  
    print("Cliquez sur 'Apply' (10 secondes)"); 
    wait(10000); 
    run("Close"); 
    run("Maximum Entropy Threshold"); 
    run("Nucleus Counter", "smallest=8 largest=1000000000000000 
threshold=Otsu smooth=None add"); 
    setThreshold(1, 255); 
    print("\nCliquer sur 'Select all' , puis sur 'Delete' \n Cliquez sur 'Add Particles' 
(10 secondes)"); 
    wait(10000); 
    run("Clear Results"); 
    close(); 
    close(); 
    print("Ré-ouvrir l'image"); 
    run("Open..."); 
    run("Properties...", "width=256 height=256 channels=1 depth=1 frames=1 
unit=1 pixel_width=1 pixel_height=1 voxel_depth=1.00000 frame=0 origin=0,0"); 
    print("Cliquez sur 'Select All' puis 'Measure'"); 
    print("Le résultat peut être enregistré sous format Excel\n(File > Save as)"); 
    wait(5000); 
    saveAs("Measurements"); 
    do{ 
     Dialog.create("Fin du programme"); 
     Dialog.addMessage("Avez-vous fini ? Tapez 1 pour oui, 2 pour non"); 
     Dialog.addNumber("Réponse : ",2); 
     Dialog.show(); 
     r=Dialog.getNumber(); 
     if (r==1) { 
      close(); 
      close(); 
     } 
     else wait(20000); 
    } while (r==2); 
   } 
    else if (p==4) { 
    print("\n Quantification d'une image binning 1x1");  
    print("Ouvrir l'image à quantifier"); 
    run("Open..."); 
    run("8-bit"); 
    setTool(11); 
    print("\nVous pouvez zoomer en cliquant sur l'image");  
    run("Brightness/Contrast..."); 
     print("\nCliquez sur 'Auto' jusqu'à ce que l'image soit plus claire");  
    print("Diminuer un peu la luminosité (Brightness) pour \n avoir des contours 
nets");  
    print("Cliquez sur 'Apply' (10 secondes)"); 
    wait(10000); 
    run("Close"); 
    run("Maximum Entropy Threshold"); 
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    run("Nucleus Counter", "smallest=16 largest=1000000000000000 
threshold=Otsu smooth=None add"); 
    setThreshold(1, 255); 
    print("\nCliquer sur 'Select all' , puis sur 'Delete' \n Cliquez sur 'Add Particles' 
(10 secondes)"); 
    wait(10000); 
    run("Clear Results"); 
    close(); 
    close(); 
    print("Ré-ouvrir l'image"); 
    run("Open..."); 
    run("Properties...", "width=512 height=512 channels=1 depth=1 frames=1 
unit=1 pixel_width=1 pixel_height=1 voxel_depth=1.00000 frame=0 origin=0,0"); 
    print("Cliquez sur 'Select All' puis 'Measure'"); 
    print("Le résultat peut être enregistré sous format Excel\n(File > Save as)"); 
    wait(5000); 
    saveAs("Measurements"); 
    do{ 
     Dialog.create("Fin du programme"); 
     Dialog.addMessage("Avez-vous fini ? Tapez 1 pour oui, 2 pour non"); 
     Dialog.addNumber("Réponse : ",2); 
     Dialog.show(); 
     r=Dialog.getNumber(); 
     if (r==1) { 
      close(); 
      close(); 
     } 
     else wait(20000); 
    } while (r==2); 
   } 
  } 
  else if (p==4) { 
   Dialog.create("Choix du binning"); 
   Dialog.addMessage(" A quel binning travaillez vous? :\n     1 : binning 8x8 \n     2 : 
binning 4x4 \n     3 : binning 2x2 \n     4  : binning 1x1  \n  \n Choisissez votre résolution"); 
   Dialog.addNumber("n° du programme",2);                                
   Dialog.addMessage("Le choix du binning permet un paramétrage automatique des 
limites de la segmentation \n     Cette analyse permet la détection de foyers fortement segmentés"); 
 
   Dialog.show(); 
   p=Dialog.getNumber(); 
   if (p==1) { 
    print("\n Quantification d'une image binning 8x8");  
    print("Ouvrir l'image à quantifier"); 
    run("Open..."); 
    run("8-bit"); 
    setTool(11); 
    print("\nVous pouvez zoomer en cliquant sur l'image");  
    run("Brightness/Contrast..."); 
     print("\nCliquez sur 'Auto' jusqu'à ce que l'image soit plus claire");  
    print("Diminuer un peu la luminosité (Brightness) pour \n avoir des contours 
nets");  
    print("Cliquez sur 'Apply' (10 secondes)"); 
    wait(10000); 
    run("Close"); 
    run("Open"); 
    run("Nucleus Counter", "smallest=2 largest=1000000000000000 
threshold=Otsu smooth=None add"); 
    setThreshold(1, 255); 
    print("\nCliquer sur 'Select all' , puis sur 'Delete' \n Cliquez sur 'Add Particles' 
(10 secondes)"); 
    wait(10000); 
    run("Clear Results"); 
    close(); 
    close(); 
    print("Ré-ouvrir l'image"); 
    run("Open..."); 
    run("Properties...", "width=64 height=64 channels=1 depth=1 frames=1 unit=1 
pixel_width=1 pixel_height=1 voxel_depth=1.00000 frame=0 origin=0,0"); 
    print("Cliquez sur 'Select All' puis 'Measure'"); 
    print("Le résultat peut être enregistré sous format Excel\n(File > Save as)"); 
    wait(5000); 
    saveAs("Measurements"); 
    do{ 
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     Dialog.create("Fin du programme"); 
     Dialog.addMessage("Avez-vous fini ? Tapez 1 pour oui, 2 pour non"); 
     Dialog.addNumber("Réponse : ",2); 
     Dialog.show(); 
     r=Dialog.getNumber(); 
     if (r==1) { 
      close(); 
      close(); 
     } 
     else wait(20000); 
    } while (r==2); 
   } 
    else if (p==2) { 
    print("\n Quantification d'une image binning 4x4");  
    print("Ouvrir l'image à quantifier"); 
    run("Open..."); 
    run("8-bit"); 
    setTool(11); 
    print("\nVous pouvez zoomer en cliquant sur l'image");  
    run("Brightness/Contrast..."); 
     print("\nCliquez sur 'Auto' jusqu'à ce que l'image soit plus claire");  
    print("Diminuer un peu la luminosité (Brightness) pour \n avoir des contours 
nets");  
    print("Cliquez sur 'Apply' (10 secondes)"); 
    wait(10000); 
    run("Close"); 
    run("Open"); 
    run("Nucleus Counter", "smallest=4 largest=1000000000000000 
threshold=Otsu smooth=None add"); 
    setThreshold(1, 255); 
    print("\nCliquer sur 'Select all' , puis sur 'Delete' \n Cliquez sur 'Add Particles' 
(10 secondes)"); 
    wait(10000); 
    run("Clear Results"); 
    close(); 
    close(); 
    print("Ré-ouvrir l'image"); 
    run("Open..."); 
    run("Properties...", "width=128 height=128 channels=1 depth=1 frames=1 
unit=1 pixel_width=1 pixel_height=1 voxel_depth=1.00000 frame=0 origin=0,0"); 
    print("Cliquez sur 'Select All' puis 'Measure'"); 
    print("Le résultat peut être enregistré sous format Excel\n(File > Save as)"); 
    wait(5000); 
    saveAs("Measurements"); 
    do{ 
     Dialog.create("Fin du programme"); 
     Dialog.addMessage("Avez-vous fini ? Tapez 1 pour oui, 2 pour non"); 
     Dialog.addNumber("Réponse : ",2); 
     Dialog.show(); 
     r=Dialog.getNumber(); 
     if (r==1) { 
      close(); 
      close(); 
     } 
     else wait(20000); 
    } while (r==2); 
   } 
    else if (p==3) { 
    print("\n Quantification d'une image binning 2x2");  
    print("Ouvrir l'image à quantifier"); 
    run("Open..."); 
    run("8-bit"); 
    setTool(11); 
    print("\nVous pouvez zoomer en cliquant sur l'image");  
    run("Brightness/Contrast..."); 
     print("\nCliquez sur 'Auto' jusqu'à ce que l'image soit plus claire");  
    print("Diminuer un peu la luminosité (Brightness) pour \n avoir des contours 
nets");  
    print("Cliquez sur 'Apply' (10 secondes)"); 
    wait(10000); 
    run("Close"); 
    run("Open"); 
    run("Nucleus Counter", "smallest=8 largest=1000000000000000 
threshold=Otsu smooth=None add"); 
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    setThreshold(1, 255); 
    print("\nCliquer sur 'Select all' , puis sur 'Delete' \n Cliquez sur 'Add Particles' 
(10 secondes)"); 
    wait(10000); 
    run("Clear Results"); 
    close(); 
    close(); 
    print("Ré-ouvrir l'image"); 
    run("Open..."); 
    run("Properties...", "width=256 height=256 channels=1 depth=1 frames=1 
unit=1 pixel_width=1 pixel_height=1 voxel_depth=1.00000 frame=0 origin=0,0"); 
    print("Cliquez sur 'Select All' puis 'Measure'"); 
    print("Le résultat peut être enregistré sous format Excel\n(File > Save as)"); 
    wait(5000); 
    saveAs("Measurements"); 
    do{ 
     Dialog.create("Fin du programme"); 
     Dialog.addMessage("Avez-vous fini ? Tapez 1 pour oui, 2 pour non"); 
     Dialog.addNumber("Réponse : ",2); 
     Dialog.show(); 
     r=Dialog.getNumber(); 
     if (r==1) { 
      close(); 
      close(); 
     } 
     else wait(20000); 
    } while (r==2); 
   } 
    else if (p==4) { 
    print("\n Quantification d'une image binning 1x1");  
    print("Ouvrir l'image à quantifier"); 
    run("Open..."); 
    run("8-bit"); 
    setTool(11); 
    print("\nVous pouvez zoomer en cliquant sur l'image");  
    run("Brightness/Contrast..."); 
     print("\nCliquez sur 'Auto' jusqu'à ce que l'image soit plus claire");  
    print("Diminuer un peu la luminosité (Brightness) pour \n avoir des contours 
nets");  
    print("Cliquez sur 'Apply' (10 secondes)"); 
    wait(10000); 
    run("Close"); 
    run("Open"); 
    run("Nucleus Counter", "smallest=16 largest=1000000000000000 
threshold=Otsu smooth=None add"); 
    setThreshold(1, 255); 
    print("\nCliquer sur 'Select all' , puis sur 'Delete' \n Cliquez sur 'Add Particles' 
(10 secondes)"); 
    wait(10000); 
    run("Clear Results"); 
    close(); 
    close(); 
    print("Ré-ouvrir l'image"); 
    run("Open..."); 
    run("Properties...", "width=512 height=512 channels=1 depth=1 frames=1 
unit=1 pixel_width=1 pixel_height=1 voxel_depth=1.00000 frame=0 origin=0,0"); 
    print("Cliquez sur 'Select All' puis 'Measure'"); 
    print("Le résultat peut être enregistré sous format Excel\n(File > Save as)"); 
    wait(5000); 
    saveAs("Measurements"); 
    do{ 
     Dialog.create("Fin du programme"); 
     Dialog.addMessage("Avez-vous fini ? Tapez 1 pour oui, 2 pour non"); 
     Dialog.addNumber("Réponse : ",2); 
     Dialog.show(); 
     r=Dialog.getNumber(); 
     if (r==1) { 
      close(); 
      close(); 
     } 
     else wait(20000); 
    } while (r==2); 
   } 
  } 
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humaines des Docteurs Decorsière et Fauré. 



Curriculum vitae 

…/…  

 
11999999  Stage au laboratoire d’analyses biologiques médicales des 

docteurs Plumerault, Ferrer et Carnot. 
 
 

QQUUAALLIITTEESS  EETT  CCOOMMPPEETTEENNCCEESS  :: 
 

QQuuaalliittééss  hhuummaaiinneess    Rigueur et intégrité, esprit d’équipe, sens de l’initiative, 
diplomatie, autonomie. 

  

IImmmmuunnoollooggiiee  cceelllluullaaiirree    Culture et transfection de cellules lymphomateuses,  
mmoollééccuullaaiirree isolement de cellules mononuclées et polynucléaires du 

sang (Ficoll), colorations (histologiques, cytologiques, vitales), 
immunosélection (positive/négative Dynabeads), ELISA.  

 

IImmaaggeerriiee  cceelllluullaaiirree,,      Imagerie de bioluminescence (in vitro/in vivo)  imagerie de 
ttiissssuullaaiirree eett  aanniimmaallee  fluorescence (filtres, IVIS),  imagerie à résonance  

magnétique, scintigraphie, autoradiographie, microscopie 
confocale, cytométrie en flux, immunohistochimie. 
 

BBiioollooggiiee  mmoollééccuullaaiirree    Extractions d’ADN et d’ARN, PCR, RT-PCR, clonage 
moléculaire, génotypage, Western-Blot, Southern-Blot. 

 

MMooddèèlleess  mmuurriinnss      Tumeur diffuse, tumeur sous cutanée, prélèvements. 
 

BBiiooiinnffoorrmmaattiiqquuee      Bases de données et outils divers (HapMap, Ensembl, 
IMGT, PDB, EXPASY, Webcutter, esp@cenet, Endnote), 
statistiques (SigmaPlot 9.0, SigmaStat 3.1), analyses de 
séquences (Blast, Fasta, Genetix, Haploview, Clustal, 
BoxShade), visualisation moléculaire (VMD, RasMol, Cn3D). 

  
IInnffoorrmmaattiiqquuee      Pack Office, pratique de la veille scientifique, de la 

recherche bioinformatique, bibliographique et 
technologique sur internet, notions de Visual basic, 
Director, Java, programmation htp, macros d’exécutions. 

 

LLaanngguueess    Anglais scientifique (lu, écrit, parlé), Espagnol (lu). 
 
 

TTRRAAVVAAUUXX  SSCCIIEENNTTIIFFIIQQUUEESS  EETT  PPRREESSEENNTTAATTIIOONNSS  :: 
 

EEnn  ccoouurrss  ddee      Bridot JL, Daydé D, Rivière C, Billotey C, Lerondel S, Sabattier R, 
ppuubblliiccaattiioonn    Cartron G, Lepape A, Blondiaux G, Janier M, Perriat P, Roux S,  

Tillement O, Hybrid gadolinium oxide nanoparticles combining 
imaging and therapy. 

 

EEnn  ccoouurrss  ddee      Daydé D, Dommange F, Ohresser M, Lerondel S, Pesnel S, 
ppuubblliiccaattiioonn    Golay J, Lepape A, Paintaud G, Bardos P, Watier H, Cartron G,  

Bioluminescent method appropriate for bimodal imaging investigation 
on a syngenic murine model of B-cell lymphoma expressing human 
CD20. 

 

EEnn  ccoouurrss  ddee      Daydé D, Ternant D, Ohresser M, Lerondel S, Pesnel S, Watier H, 
ppuubblliiccaattiioonn    Lepape A, Bardos P, Paintaud G, , Cartron G,  

Tumor burden influences individual exposure and response to 
rituximab: pharmacokinetic – pharmacodynamic approach  using a 
syngenic bioluminescent murine model expressing human CD20. 



Curriculum vitae 

…/…  

 

JJaann..  22000077      Loisel S, Ohresser M, Pallardy M, Daydé D, Berthou C, Cartron G, 
Watier H. Relevance, advantages and limitations of animal models 
used in the development of monoclonal antibodies for cancer 
treatment.Crit Rev Oncol Hematol. 2007 Apr;62(1):34-42.

 
JJuuii..  22000066  Daydé D, Dommange F, Ohresser M, Lerondel S, Lepape A, 

Bardos P, Watier H, Cartron G, Immunothérapie par anticorps 
monoclonaux : mise en place et optimisation d'un modèle 
syngénique murin de lymphome humain en bioluminescence. 
GDR CNRS 2352, Saint Julien en Genevois (communication 
orale) 

 
DDéécc..  22000077 Daydé D, Dommange F, Ohresser M, Lerondel S, Pesnel S, 

Golay J, Lepape A, Paintaud G, Bardos P, Watier H, Cartron G, 
Quantitative Bioluminescent Method Appropriate for Bimodality 
Analysis to Improve and Follow a Syngenic Murine Model of B-cell 
Lymphoma Expressing CD20. ASH 49th meeting, Atlanta 
(abstract, poster) 

 
DDéécc..  22000077  Daydé D, Ternant D, Ohresser M, Lerondel S, Pesnel S, Watier 

H,  Lepape A, Bardos P, Paintaud G, , Cartron G, Tumor burden 
influences individual exposure and response to rituximab: 
pharmacokinetic – pharmacodynamic approach  using a syngenic 
bioluminescent murine model expressing human CD20. ASH 49th 
meeting, Atlanta (abstract, poster) 

 

MMaarr..  22000088 Daydé D, Dommange F, Ohresser M, Lerondel S, Pesnel S, 
Golay J, Lepape A, Paintaud G, Bardos P, Watier H, Cartron G, 
Mise au point d'un modèle murin de lymphome B, exprimant le 
CD20 humain et la luciférase, permettant un suivi quantitatif de 
la mesure du volume tumoral. Congrès de la SFH 2008, Paris 
(abstract, poster). 

 
MMaarr..  22000088  Daydé D, Ternant D, Ohresser M, Lerondel S, Pesnel S, Watier 

H,  Lepape A, Bardos P, Paintaud G, , Cartron G, Influence du 
volume tumoral sur l'exposition et la réponse au rituximab : 
approche pharmacocinétique pharmacodynamique utilisant un 
modèle murin syngénique bioluminescent de lymphome. Congrès 
de la SFH 2008, Paris (communication orale). 

  
LLOOIISSIIRRSS  EETT  PPAASSSSIIOONNSS  :: 

 
- Animateur de soirées. 
- Arrangement de musiques. 
- Réalisation de maquettes de virus.  
- Réalisation de BD éducatives de biologie. 
- Lecture, modérateur forums internet.  
- VTT, Course à pied, Cross, Natation, Golf. 
--  Sports de combat, Rugby…      

  
  

VVIIEE  AASSSSOOCCIIAATTIIVVEE  :: 
  
22000011--22000033    Organisateur du rallye ENSAT. 



Curriculum Vitae 

 

11999988--22000022 Responsable du club informatique de Ponsan Bellevue 
(Toulouse). 

22000000--22000011  Trésorier de l’ASS.E.R.P. (association d’étudiants). 
22000000--22000033    Secrétaire / Président de l’A.P.S. (junior entreprise). 
22000011--22000055     Président de l’A.J.E.M. (association d’étudiants). 
22000077--22000088    Organisateur de la randonnée de Bacchus.  
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Analyse de l’influence du volume tumoral sur la réponse au traitement par un 
anticorps monoclonal, le rituximab par bioluminescence quantitative dans un 

modèle murin syngénique de lymphome exprimant le CD20 humain. 
 

L’objectif général du travail de thèse a donc été d’analyser le rôle respectif du volume tumoral 
et des paramètres pharmacocinétiques dans la réponse au rituximab en utilisant des moyens 
d’imagerie adaptés aux modèles murins et à la cancérologie. 

Dans une première partie nous avons utilisé une lignée lymphomateuse T (El4) syngénique de 
souris C57Bl6J, transduite par le CD20 humain et transfectée avec le gène de la luciférase. 

Dans une seconde partie une seule injection de rituximab a été réalisée et la concentration a 
été évaluée par une méthode ELISA. L’analyse des concentrations au cours du temps nous a permis de 
montrer une très grande variabilité d’exposition au rituximab semblable à l’observation faite chez 
l’homme. Nous avons pu modéliser les concentrations de rituximab et la progression des foyers 
tumoraux par la construction d’un modèle concentration/effet nous permettant de démontrer 
l’existence d’une relation entre l’efficacité du rituximab et le volume tumoral. 

Enfin dans un troisième volet nous avons utilisé le modèle cellulaire afin d’évaluer in vitro 
l’usage de particules d’oxydes de gadolinium ou de bore.  

 
Discipline : Sciences de la Vie et de la Santé. 
 
Mots-clés : rituximab, CD20, bioluminescence quantitative, modèle murin, variabilité thérapeutique, 
lymphome non hodgkinien, volume tumoral, nano-particules d’oxydes hybrides.  
  
Laboratoire : Génétique Immunothérapie Chimie et Cancer (GICC), UMR CNRS 6239, Equipe 7 
Pharmacologie des anticorps thérapeutiques et investigations cliniques, UFR Médecine, Bâtiment 
Vialle, BP3223, 10 boulevard Tonnellé, 37032 Tours cedex.  
 
 
 
 
 

 

Tumor burden influence on individual response to treatment with a 
monoclonal antibody: the rituximab, by quantitative bioluminescence imaging 

in a syngenic murine model of lymphoma expressing human CD20. 
 

The overall objective of this work of thesis was to analyze the respective role of tumor burden 
and pharmacokinetic parameters in the response to the rituximab by using systems of imagery 
adapted to murine models and to cancerology. 

In a first part of development of the model we used a T lymphoma cell line (El4) syngenic of 
mouse C57Bl6J, transduted by the human CD20 and transfected with luciferase gene.  

In a second part, one injection of rituximab was carried out and the circulating concentration 
was evaluated by an ELISA method. The analysis of the rituximab concentrations in the course of time 
enabled us to show a very important variability of exposure to the rituximab similar to the observation 
made for the human. We realized a model of the rituximab concentrations and of the tumors evolution 
by the construction of a concentration/effect model allowing us to show the existence of a relation 
between the effectiveness of the rituximab and tumor burden before treatment. 

Finally in a third part we used the cellular model El4-huCD20-Luc in order to evaluate in vitro 
the use of gadolinium oxide particles or boron and gadolinium oxide particles. 

 
Discipline: Health and life sciences. 
 
Keywords: rituximab, CD20, quantitative bioluminescence, murine model, therapeutic variability, non 
hodgkin’s lymphoma, tumor burden, gadolinium oxide particles.  
  
Laboratory: Génétique Immunothérapie Chimie et Cancer (GICC), UMR CNRS 6239, Team 7 : 
Pharmacology of antibodies, clinical and therapeutic investigations directory, UFR Médecine, Bâtiment 
Vialle, BP3223, 10 boulevard Tonnellé, 37032 Tours cedex, France 
 
 

 


