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De la découverte d’'une nouvelle molécule d’inténérapeutique jusqu’a l'autorisation de
mise sur le marché du médicament, le processusafenche et développement est long et
couteux. Ce processus nécessite une successiadebéscientifiques qui ont pour but de
connaitre le plus précisément possible le proféffidacité et de tolérance du futur
médicament. Avant d’estimer |'efficacité d’une nollwanolécule chez 'lhomme, une étape
indispensable est la phase préclinique, qui cansisévaluelin vivo (dans des systemes
vivants), le comportement du « candidat médicamer ce stade, il est primordial de
disposer de modéles animaux représentatifs de Ipgite® humaines ainsi que d’outils
performants pour leur suivi afin d’évaluer au miexson activité, et I'un de ces outils est

I'imagerie.

Les méthodes classiques de suivi longitudinativo nécessitent le sacrifice régulier de
groupes d’animaux, impliquant donc I'utilisation geands effectifs. L'intérét des méthodes
d’'imagerie pré-clinique, pour la plupart issues deedalités d’'imagerie médicale, est
I'amélioration du suivi de la pathologie au courstdmps et de l'action des thérapeutiques
chez le méme animal, et cela de facon totalementim@sive. La puissance statistique de
I'étude est ainsi renforcée et le nombre d’animaégessaire peut étre réduit en accord avec
les regles éthiques de [I'expérimentation animaleglé des 3R : Raffiner, Réduire,

Remplacer).

A ce jour, I'imageriein vivo chez le petit animal est en plein essor et présantintérét
reconnu dans les domaines de la recherche bionéditalu développement de nouveaux

médicaments.
Les applications de I'imagerie du petit animal gombcipalement :

* La compréhension des mécanismes de développemar gathologie.

» L'activité et I'efficacité biologique d’une nouvellmolécule.

» L’étude et I'évaluation spécifique de la sécuritéde la toxicité de nouvelles
thérapies.

Par ailleurs, les modalités d'imagerie du petitnaadi étant pour la plupart issues de la
clinique, elles vont permettre d’explorer les pagtes par les mémes meéthodologies et la
méme démarche intellectuelle que chez I'homme,irdi &'inscrire dans le cadre de la
« recherche translationnelle ». Ce type de démaivisleea accélérer I'innovation et le passage

en clinique des nouvelles thérapies.
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Un des grands axes de développements thérapeutgtida canceérologie. En effet, le
cancer est la premiere cause de mortalité dansoledenavec chaque année plus de 12
millions de nouveaux cas et 7,6 millions de déamiiées OMS, 2008) soit 13% de la
mortalité mondiale. Malgré des efforts de dépistélgest encore parfois difficile d’établir un
diagnostic précoce. Les thérapies actuelles entrtaBmivent des effets secondaires et des
mécanismes de reésistance. La recherche bioméddmte donc apporter de nouvelles
solutions diagnostiques et thérapeutiques afin iohéter la mortalité et d’améliorer la
spécificité des traitements. Dans ce contexte,ajarie pré-clinique en oncologie présente

tout son intérét.

En effet, les avantages de I'imagenevivo en canceérologie sont nombreux. Elle permet
notamment d'évaluer des parameétres inaccessibidegpméthodes conventionnelles, comme
par exemple le volume d’'une tumeur implantée dansrgane profond de I'animal, tels que
les poumons, le cerveau, le pancréas (Bouvet afffthieln, 2009, Dinca, et al., 2010, Fushiki,
et al.,, 2009, Snyder, et al., 2009) : d’étudierladistribution au sein de I'organisme de
molécules ou de cellules tumorales préalablemengueas (Mordant, et al., 2011, Serwer, et
al., 2011) ; ou encore d’obtenir des informationpémentaires permettant l'identification
des mécanismes a l'origine de l'activité des nouxesgents anticancéreux, tout en réduisant
le nombre d’animaux utilisés lors de ces étudesmagerie est donc essentielle pour le

développement de nouvelles stratégies thérapesteuencologie.

L'objectif de cette thése a été de développer etcaectériser différents modeéles
expérimentaux de cancer chez le petit animal etall@r les effets de thérapies grace a
plusieurs modalités d’'imagerie. Les techniques snise ceuvre ont été I'imagerie optique
(bioluminescence et fluorescence), la Tomograpttengsion MonoPhotonique (TEMP), la
Tomographie d’Emission de Positons (TEP) et la Tdemsitométrie X (TDM X). Ces
techniques ainsi que leurs applications serontill&s dans la premiere partie de ce

memoire.
Le développement de modéles orthotopiques de céereerobjet de la seconde patrtie :

- Un modele d’adénocarcinome colorectal, HCT116-loduit au niveau du colon et
permettant de générer des métastases a été misnaulpévolution tumorale de ce
modele ainsi que l'effet d'un traitement au 5-flooracile (traitement de référence
dans le traitement du cancer colorectal chez I'hejnomt été étudiés par imagerie de

bioluminescence.
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Un modele orthotopique d’adénocarcinome pancréafogu injection de cellules MIA

PaCa2-luc a été validé. L’évolution tumorale aipse la réponse a un traitement de
référence, la Gemcitabine ont été évalués par ireage bioluminescence. Certains
parameétres permettant de caractériser la physoldgila tumeur ont été déterminés

par imagerie TEP.

Dans une troisieme partie nous présenterons |'étrafud’une nouvelle thérapie ciblée,

par plasma (gaz ionisé) fibré, sur le modéle odpiojue de carcinome pancréatique MIA

Paca-luc.

Enfin, dans la quatrieme partie sera détaillé leetidppement de nouveaux outils pour

I'optimisation et la caractérisation de modeéles iafuge pour I'évaluation de l'efficacité de

nouvelles stratégies thérapeutiques par imagela/o etex vivo,en nous appuyant sur :

Un modéle de métastases osseuses obtenu paranjeli cellules de carcinome
prostatique PC3M-luc soit directement au nivead’'a® soit en intracardiaque par
injection de cellules au niveau du ventricule ga&uddous présenterons notamment
comment la mesure de pression intraventriculairenped’optimiser I'administration
intracardiaque de cellules. L'évolution tumoralecgemodéle a été ensuite évaluée par
imagerie de bioluminescence et par TDM, la caraztion de la nature ostéolytique
des cellules PC3M-luc étant effectuée par imagessIP.

Le développement d’'une technigque permettant ungen@ex vivoa haute résolution
de la vascularisation. Cette technique dite destirga de la vascularisation », plus
simplement appelée Cast, permet de reconstruirehltacture tridimensionnelle des
vaisseaux afin d’étudier par TDM l'effet de certamaolécules ou pathologies sur la

vascularisation de maniere quantitative et avecgnaede sensibilité.
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1. Imagerie préclinique et cancérologie expérimentale

1.1. Les modalités d’imagerie du petit animal

Historiquement, pour les études précliniques, lei $ongitudinal des effets de nouvelles
thérapies nécessitaient le sacrifice régulier @aiges d’animaux. Aujourd’hui, les méthodes
d’'imagerie précliniques pour la plupart issues meslalités d'imagerie médicale facilitent le
suivi de la pathologie au cours du temps et angHidia connaissance en permettant d’obtenir

des informations sur les modes d’action des trat@m

Afin d’utiliser les modalités d’'imagerie cliniquenez le petit animal et de réaliser des
images de sensibilité et de résolution comparaterérdu méme ordre de grandeur que celles
obtenues chez 'homme, mais pour des animaux tle i€l0 fois plus petite, des ruptures

technologiques ont été nécessaires.

Par ailleurs, de nouvelles modalités spécialeméntldppées pour I'imagerie préclinique
sont apparues et permettent de s’affranchir deaio@d contraintes pour leur exploitation,
comme par exemple l'utilisation de la radioactivied autorisent une imagerie a plus haut
deébit, tout en permettant d’accéder a des infolnatide type moléculaire ou d’expression

génique.

Ce chapitre fait I'état des lieux des modalitésndigerie disponibles a ce jour pour le petit

animal avec leurs principaux avantages et limitation

1.1.11 es modalités d’'imagerie issues de la médecine

En imagerie, on distingue les modalités d'imageaieatomiques, telles que le scanner X
ou I'IRM, et les modalités d'imagerie fonctionnallet moléculaires comme la Tomographie
d’Emission MonoPhotonique (TEMP) et la TomograptiEemission de Positons (TEP)

Nous présenterons dans un premier temps les ineggerises en ceuvre au cours de ce
travail de these (TDM X, TEMP, PET) puis ferons hnef descriptif des autres modalités

disponibles pour I'exploration des modéles anim@di¥, Ultrasons).
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1.1.1.1. La Tomodensitométrie X

La Tomodensitométrie X (TDM) appelée aussi scankgera été inventée par GN
Hounsfiel et AM Cormack au début des années 7( E#t couramment utilisée chez
’'homme et consiste a mesurer I'absorption desnm&yo par les tissus puis, par traitement

informatique, & numeériser et enfin reconstruire stesctures anatomiques.

L’acquisition des données emploie la techniqueaiiae tomographique ou "par coupes”,
en soumettant I'échantillon au balayage d'un faisaie rayons X.

L’'image radiographique résulte de la différencettdlauation des rayons X dans les
différents milieux traversés. Chaque tissu a saffioient d'absorption propre qui dépend de

la densité du tissu et de I'énergie du faisceaayens X le traversant.

L'ordinateur attribue a chaque pixel dimage urlewad'échelle de gris proportionnelle a
I'absorption des rayons X par le volume corporetaspondant. La densité mesurée en unités
Hounsfield (UH) va de -1000 pour l'air a +1000 pbos dense cortical, en passant par -50

pour la graisse et 0 pour l'eau (figure 1).

—  +1000
7
v +250 4 +1000 : os cortical
+300
} +180 a +250 : os spongieux
Lo +100 & +140 : parenchyme rénal opacifié
+65 a4 +100 : vaisseaux opacifiés g +100 ;... +75 d +85 : parenchyme hépatique opacifié
. +55 a +60 : muscles < Toeeeent +b0 a +70 : hématome récent et caillot
+45 @ +50 : cerveau : matiére grise  * oo +35 4 +40 : parenchyme rénal non opacifié
+35 d +4 : vaisseaux non opacifigs 0 >+ +30 4 +35: cerveau : matiére blanche
" 0a+8:LCR
} -80 4 -100 : graisse
% 1000 - 1000 air

Figure 1 : Echelle Hounsfield
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1.1.1.1.1.Principe de formation de I'image

Le scanner est une chaine radiologique compos@éegdnérateur, d’un tube a rayons X et
d’'un ensemble de détecteurs disposés en courognes(R).

r—-—\
ROTATION Tube émetteur de
———* rayons X en rotation

Anneau

Détecteur

Figure 2 : Principe du scanner X

Une partie du rayonnement incident qui entre erambravec le corps est absorbée par les
tissus traversés. Le rayonnement qui a traverséemstite capté par les détecteurs

électroniques qui tournent en méme temps que leadwagons X.

Les détecteurs électroniques recueillent donc yemaement résiduel aprés traversée de
I'organe a explorer et, par comparaison avec unmagment témoin, mesurent I'atténuation
des rayons X. Les détecteurs convertissent lessigies rayons X en signaux €électroniques
eux-mémes convertis en informations numériques oiaples par les logiciels de

I'ordinateur.

1.1.1.1.2.Constitution d'un scanner X

Les éléments de base nécessaires au fonctionnaetuestanner X sont retrouvés au

niveau du statif et de la chaine radiologique.
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Le statif

Le statif est composé de deux ensembles mobiledlidaires, le tube et les détecteurs qui

vont se déplacer autour du patient. Plusieurs géinés de statifs se sont succédées.

La derniére génération a permis d’ouvrir de nowgeperspectives en tomodensitométrie
et consiste en une rotation continue associée acusition hélicoidale caractérisée par la
rotation continue du couple tube/détecteurs authwliit d'examen qui se déplace a vitesse
constante durant l'acquisition. Le tube a rayonséXlise ainsi un déplacement en hélice,
décrivant un cylindre (figure 3).

K ﬁ?f

Hélice decrite par la rotation du “\\ .
tube et des détecteurs autour h AN
du lit en deplacement -

Figure 3 : Principe de I'acquisition hélicoidale
(Boyer et al. 2003)

Les avantages de ce scanner sont qu'’il permetm&Ergeun plus grand nombre de coupes
en un temps plus court et de générer des coupeBv@s, ce qui permet d’obtenir une
reconstruction en 3D de meilleure qualité. Le pgatinconvénient de cette méthode est la
dose absorbée qui est plus importante, ce qui pénet génant pour des études de
cancérologie. En effet, dans le cas de tumeurgsadsibles, la dose administrée a la tumeur
lors de limagerie X peut, a elle seule, avoir unpact sur la prolifération tumorale
(Kersemans, et al., 2011).

La chaine radiologigue

* Le générateur de rayons X Le générateur alimente le tube a rayons X et d&livr

une haute tension continue ainsi qu’une intensitéstante.
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Le tube : il génére les rayons X suite a I'application d’uraaite tension électrique
entre deux électrodes qui produit un courant dtédes de la cathode vers
'anode. Les électrons, freinés par les atomes alecible, provoquent un
rayonnement continu de freinage dont une partispghctre est dans le domaine
des rayons X. Parmi les tubes on distingue lesstabeathode froide et les tubes a
cathode chaude, ces derniers étant les plus atiéis&€ntrent eux-mémes dans la
composition des tubes a anode tournante qui peemettobtenir des intensités de
rayons X plus importantes.

Filtration et collimation : la filtration et la collimation vont permettre laiga en
forme du faisceau de rayons X.

Les détecteurs les détecteurs transforment les photons X en ké&leetrique. On
distingue 2 types de détecteurs: les chambresiddton au Xénon et les
détecteurs solides qui équipent les systemes gcPans ce cas, les photons X
sont absorbés par un scintillateur puis convertiplgotons lumineux eux-mémes

convertis en signal électrique par une matricetraequiodes.

1.1.1.1.3.Acquisition et reconstruction de I'image

En Tomodensitométrie le choix des paramétres disitign (Binning, voltage, temps

exposition....) influence directement la qualité dedge. Selon le but recherché, il est

nécessaire de trouver des compromis pour obteriqualité dimage optimale sans perturber

I'état physiologique ou, dans notre cas, la creissatumorale. Les principaux parametres

modifiés selon les acquisitions sont les suivants :

Tension et intensité la modulation de ces parametres vise a améliter

compromis entre qualité d’image et irradiation elirainuer le bruit de fond. Plus

on augmente la tension, plus les rayons X sontgétigues et donc traversant.
L’intensité influence le nombre de rayons X émig paité de temps, plus

l'intensité est élevée plus la quantité de sigrdédiée est grande ce qui améliore
la précision de la mesure (augmente la statistidgiecomptage) ainsi que le

contraste de I'image mais augmente d’autant la déberée a I'animal.

Binning : c’est le processus d'addition de la valeur deselgoadjacents pour

produire un nouveau pixel de plus grande dimensibrest parfois appelé

« regroupement de pixels Cette technique permet d'améliorer le rapport
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signal/bruit mais dégrade la résolution. En priecile bruit est dispersé dans une
image de maniere uniforme, mais le signal est cunéedans des zones
spécifiques.

» Temps d’exposition :le temps d’exposition joue sur la qualité des insagalus le
temps d’exposition est grand, plus le signal rdkuest important et donc
meilleure est Iimage. Ce paramétre est évidemnliéné la dose d'irradiation
délivrée au patient, le temps d’exposition devamtadétre choisi le plus faible
possible et compatible avec I'obtention d’une imagploitable.

e Gain: il correspond a la tension en volt appliquée &@tecteur, plus le gain
augmente, plus la sensibilité est améliorée mais gl bruit augmente aussi.

* Nombre de projections : le fait d’augmenter le nombre de projection permet
d’augmenter le nombre de mesures ce qui réduit Ué bie fond. Toutefois,
'augmentation de cette valeur signifie un temgscduisition plus long.

» Frame average (projection moyennée)permet de réduire le bruit de fond, en
réalisant une moyenne de plusieurs projections seguous le méme angle de

vue.

La tomodensitométrie X est une méthode relativeragnple et rapide a mettre en ceuvre
pour obtenir des images avec une bonne résolutib@0( um en routine). Compte tenu de
cette résolution, il est parfois nécessaire de lmymiser I'acquisition sur des parametres
biologiques (électrocardiogramme, mouvement deagedhoracique...) afin de s’affranchir

du flou physiologique lié aux battements cardiagetesla respiration.

Mais, de part 'émission de rayons X, les examenpeuvent étre répétés trop souvent et

la dose délivrée doit étre contrblée.

L'imagerie par tomodensitométrie X qui permet daiit des images anatomiques est
souvent associée aux imageries métaboliques etidanelles (TEP/TDM, SPECT/TDM) en

tant que bimodalité de repérage anatomique.
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1.1.1.2. L'imagerie nucléaire

L'imagerie nucléaire regroupe les modalités d’'inmaggui mettent en ceuvre des radio-
isotopes utilisés pour marquer une molécule ouygtéme biologique et suivre son devenir

Vivo.

L'utilisation de radio-isotopes en médecine a délrapidement apres la découverte de la
radioactivité par Becquerel en 1896. Dés 1913 adlium était injecté par voie intraveineuse
afin de traiter diverses pathologies. Les premidesles utilisant des radiotraceurs chez
I'animal ont débuté en 1924 (de Hevesy, 1950) anp#aient d’améliorer la compréhension
des processus métaboliques. Toutefois, I'essor ’deaderie nucléaire commenca
véritablement avec le développement de la gammeéreard’Anger (Anger, 1952), des
cyclotrons (Mitchell, 1946) et des radioisotopeffiarels comme le technétium.

Les deux principales techniques d’'imagerie nuokésimt : la Tomographie par Emission
de Positons (TEP) lorsque l'isotope utilisé émet jpiesitons, et la scintigraphie planaire ou la
Tomographie d’Emission MonoPhotonique (TEMP) lorsqlisotope utilisé émet des

photons gamma (figure 4).

L'imagerie nucléaire permet de réaliser, grace @#ilisation de radiotraceurs, une
imagerie fonctionnelle quantitative apportant dedormations relatives a [I'activité

métabolique ou moléculaire d’'un organe/tissu étudié

Emetteur Energie Demi-vie : _
gamma principale (keV) Emetteur | Energie maxdu | Demi-vie
+ abondance (%) polsaiton positon (MeV) '
R 140 (88) 6,02 heure's F 0,64 110 min
I 159 (83) 13,2 heure vC 0,96 20,4 min
in 171 (90) 2,8 jours *cu 0,65 12,7 h
245 (94)

Figure 4 : Les principaux radioisotopes utilisés efmagerie nucléaire
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Les radiotraceurs utilisés peuvent étre soit desas seuls, soit des traceurs (molécules
simples, médicaments, cellules, hormones ou apsfanarquées avec un atome radioactif.
Ces radioisotopes doivent pouvoir se fixer chimigaet sur leur cible sans en altérer ses

propriétés.
Le choix de I'isotope radioactif se fait sur plusie criteres :

* La nature de son rayonnement, selon que I'on \é&aliser une imagerie TEP ou
TEMP.

* La demi-vie de l'isotope doit étre suffisamment loegpour permettre le suivi du
processus biologique mais suffisamment courte pmumpas irradier le patient
inutilement.

* L’énergie des photons gamma doit étre suffisamnééée pour qu’ils puissent
traverser I'organisme afin d'étre détectés mais tpgs forte pour permettre une
interaction efficace avec les détecteurs; une ehaeénsibilité de détection

permettant la mise en ceuvre de doses réduiteslmbactvite.

1.1.1.2.1.La Tomographie d’Emission MonoPhotonique

La Tomographie d'Emission MonoPhotonique (TEMP)edggp SPECT en anglais (Single
Photon Emission Computed Tomography) a été dépdte la premiére fois par Ronald J.
Jaszczak (Jaszczak, et al., 1976). C'est une fwgebndimagerie médicale nucléaire
tomographique basée sur le méme principe que higeiphie planaire mais permettant de

réaliser des images tridimentionnelles.

La TEMP utilise des isotopes qui se désintégreréreattant directement un photgmui

sera recueilli par une gamma-cameéra (figure 5).
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Figure 5 : Emission d’'un photon Gamma aprées remani@ent nucléaire

Dispositif d’acquisition et de reconstruction

La gamma caméra est I'élément principal du disgodiacquisition. Elle permet de
détecter et de comptabiliser les photons gamma ganite radiotraceur dans I'organisme, de
recueillir et de stocker des informations relatigeses photons (position, énergie). A partir de
ces données l'algorithme de reconstruction pou#éterchiner la localisation des sources
d’émission.

La gamma caméra est constituée des éléments saifignire 6) :

* Le collimateur: il sert a sélectionner les photogsarrivant selon une incidence
particuliere. Réalisé dans un matériau absorbamime® le plomb ou le tungsténe, il
peut étre paralléle, convergent/divergent ou piehdl’avantage du collimateur
parallele est qu’il permet de conserver une boreresibilité alors que le pinhole
permet d’améliorer la résolution au détriment dsdasibilité.

* Le cristal scintillant : il permet de transformer I'énergie déposée par ghotons
incidents en énergie lumineusgia un effet photoélectrique. Il est en général comésti
d’iodure de sodium activé au Thalium (NalTl).

* Les photomultiplicateurs: ils détectent les photons incidents émis pacrlstal

scintillant et transférent les données a 'ordinate

L’image finale représente ainsi 'accumulation géstons détectés en chaque point de la

gamma caméra.
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Figure 6 : Principe de fonctionnement d’'une gammaaméra d'Anger
(Source: JM Lina et C. Laporte)

Des appareils de Tomographie d’Emission MonoPhqgtanspécialement dédiés au petit
animal ont été développés. Il s’agit en généradyddemes constitués de plusieurs détecteurs
qui tournent autour de I'animal et peuvent étrepd@sia un scanner X ce qui va permettre de
donner des informations supplémentaires, notamnerdtomiques, et permettre une

meilleure localisation des foyers visualisés en FEM

Ces nouveaux appareils permettent de réaliserndageis avec une résolution effective
inférieure au millimétre. Afin d’obtenir une teltésolution, la multiplication des détecteurs
n'était pas suffisante. Une rupture technologidpaesée sur 'utilisation de collimateurs multi-
pinholes multiplexés, a permis d’augmenter cetseltgion tout en conservant la sensibilité.

(systeme NanoSPECT Bioscan Inc, (figure 7)).
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Figure 7 : Principe de la TEMP/TDM
A : NanoSPECT/CT (Bioscan) ; B : positionnementd#gscteurs (Buvat, 2006)

En effet, pour chaque collimateur (4 pour la NartSIP) on obtient autant d’images
haute résolution qu’il y a de pinholes mais ellestspartiellement superposées (9 par

collimateurs pour la nanoSPECT).

Figure 8 : Schémas illustrant deux types de collinteon en imagerie TEMP du petit animal

a) collimateur pinhole simple ; b) collimateur nitginhole plan avec recouvrement partiel de
projections. (Constantinesco, 2007)

A la fin de l'acquisition, les images vont subireudéconvolution afin d’obtenir des
images non superposées qui pourront alors étréi@uutes pour restaurer la sensibilité finale

(figure 9).
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Figure 9 : Acquisition avec collimateurs multi-pintoles multiplexés

A gauche un collimateur avec 9 multipinholes, antreevisualisation en cours d’acquisition et a
droite résultat final aprés déconvolution

Grace a cette technologie, la résolution des imeggisées en TEMP peut aller, selon les

collimateurs utilisés, jusqu’a 0,43 mm.

Les émetteurs gamma

En TEMP, l'isotope le plus utilisé est le Techn&ti@9 métastable noté™c. Le**™Tc a
une demi-vie courte de 6,02 heures, une énergieldekeV (bien adaptée a la détection par
un cristal d’iodure de sodium) et émet 98% de ragoments gamma. Sa demi-vie assez
courte ainsi que l'absence de raies d’émission sktmes permettent de limiter la dose

délivrée aux patients.

Le °™c peut étre produit facilement sous forme de phrtétate de sodium (KEcOy) &
partir degénérateurs de molybdén&Mo/**™Tc) : la désintégratiof8” du Molybdéne 99

donne du Technétium 99m qui se trouve dans un ¥taeanétastable.

D’autres isotopes peuvent étre utilisés comme pamele I'Indium 111 noté*in dont la
demi-vie est plus longue (2,8 jours) ce qui perdetéaliser un suivi ou une étude cinétique
sur des temps beaucoup plus longs (~ 1 semaine).

Exemple d’application : Imagerie de la balance obigée/ostéogénese

L’exploration scintigraphique du squelette utilisemme traceurs des biphosphonates
marqués au Technétium 99m tels que le méthylemdasphonate (MDP). L'utilisation de
MDP pour I'imagerie osseuse a été décrite pour Empre fois dans les années 1970
(Subramanian, et al., 1975).
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* Meécanisme de fixation des biphosphonates au nivea I'os

Les biphosphonates sont trés utilisés aussi bien I[powagerie du squelette que pour le
traitement des pertes osseuses. Ces moléculesadhnte le remodelage osseux en se liant a
la surface minéralisée (Russell, et al., 2008)’'o ¢t inhiber la résorption osseuse par les
ostéoclastes matures (figure 10).

uptake into
osteoclast
during resorption

—
BP-binds
to bone mineral

BP-coated
bone surface

in resorption pit

Figure 10 : Liaison des biphosphonates a I'os
(Russell, et al., 2008)

L’approche la plus décrite pour expliquer la fioatides biphosphonates sur I'os est la
fixation sur la phase minérale, et plus spécifigeetrsur le front de minéralisation de I'os
lors de I'ostéoformation (Einhorn, et al., 1986, ek et al., 2006).

Les molécules de phosphonates des biphosphonatésnteragir avec les molécules de
phosphates des cristaux d’hydroxyapatite; §B,)s(OH),) qui constituent la majorité de la
phase minérale de I'os. Ce mécanisme s’explique yrer analogie de structure entre
I'hnydroxyapatite et les biphosphonates qui conterrchacun des molécules de phosphates

leur donnant un pouvoir de chélation pour les icadsium.

Les bisphosphonates sont des analogues structdtepyrophosphate ou la liaison P-O-P
est remplacée par une liaison P-C-P. Ces molédifeessent également par la nature des

chaines latérales R1 et R2 (figure 11).
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Figure 11 : Liaison et effets des biphosphonates
(Bartl, 2008)

Le groupement P-C-P permet la liaison des biphasgtes au calcium. Cette propriété de
liaison des biphosphonates en fait des agents @tachimiques de choix pour cibler I'os. La
nature de la chaine R2 modifie leurs propriétébgiques, telle que leur capacité a inhiber la
résorption osseus@ vivo. Ainsi, selon le groupement présent au niveauadehhine R2
I'activité des biphosphonates est modifiée. Pamgte, un groupement amine primaire (-
NH2) renforce I'effet chélatant ainsi que la sta@idu complexe ce qui permet d’augmenter

la puissance inhibitrice du biphosphonate surdangtion osseuse (Clezardin, et al., 2000).

 Les biphosphonates marqués atr™Tc

Afin de visualiser le squelette par scintigraphik,est possible de marquer les
biphosphonates avec des radionucléides. Le radlipieole plus utilisé pour marquer les
biphosphonates est le Technétium 991™Mc). Le °™Tc peut exister sous neuf degrés
d’oxydation différents et créer jusqu’a six liaisogovalentes avec des atomes tels que
'azote, le soufre ou l'oxygene afin de former desmplexes stables. Les complexes
biphosphonate®™Tc impliquent deux molécules de biphosphonatesueat un atome de
9™re au degré d’oxydation +IV. Les liaisons covalente font avec les deux atomes
d’oxygene des groupements phosphatess\P®s deux liaisons restantes sont oxydatives
avec deux molécules d¥ (figure 12). L’effet chélate des ligands suri&Tc induit une

grande stabilité du complexe formé.
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Figure 12 : Structure du complexe®™Tc-Biphosphonates

Les biphosphonates technétiés sont utilisés a dosesuses de I'ordre du microgramme
et sont donc dépourvus d’action pharmacologiquectiez 'homme requiert une dose de

I'ordre du gramme.

1.1.1.2.2.La Tomographie par Emission de Positons

Les émetteurs de positons sont utilisés en médeciciéaire depuis les années 1970, date
a laquelle les premiers tomographes a émissiorosiéops (caméras TEP) utilisables dans un
environnement clinique ont été construits (Terps@os et al., 1975). Les émetteurs de
positons sont des isotopes radioacttf€( ®*Cu, 0, **F) dont certains peuvent facilement
étre incorporés aux molécules, sans altérer leuoprigtés biologiques. Les premieres

molécules marquées (&%) ont été synthétisées a la méme époque (Reiici, 1979).

La réalisation d’'un examen TEP est le résultat @nsemble d’opérations comprenant la
production de lisotope, la synthése de la moléclirjection du traceur radioactif, la
détection des rayonnements ainsi que la reconstrutdmographique afin de fournir une
image représentative de la distribution du tra@usein du sujet étudié (Foehrenbach, et al.,
2003).

Les émetteurs de positons

Aujourd’hui, la molécule la plus utilisée en clinig est le désoxyglucose marqué au fluor
18 (®FDG). Ce traceur, analogue du glucose, permet uise pn charge et un suivi des
patients atteints de maladies néoplasiques, d&epaétabolisme glucidique des tumeurs qui

est généralement plus important que celui des gissins (Maublant, et al., 1998). En
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clinique, le *®F-FDG est mtamment utilisé pour la détection deneurs pulmonaire:
mammaires, colorectales dans le cas de cancer de la téte et du Almuhaideb, 201!
cependant ce traceur n’est aucun cas spécifie des tumeurs et prése une forte fixatiol

dans les foyers inflammatoisvia les macrophages.

Les émetteurs de posits sont caractérisés par un exces de cs positives dans leurs
noyaux. lls se désintégrerrers un état stable, par une transformad’un proton en ui
neutron qui condtiia I'émission d'un positon. Celuci est de mass égale a celle d'u
électron mais de charge opsée. Une fois émis, le positon pardt quelques millimétres dar
les tissus, ou il perd toeisor énergie inétique. Le positon au repos intgit avec un électro
du milieu, une réaction d’anihilatior au cours de laguel la masse ds deux particule se
transforme en deux photoc gamma de 11 keV, émis dans des dttions opposé, se
produit (figure 13)Le princioe de base de la TEP cons ainsia détecer les deux photo

de 511 keV poudéterminer 2 lieu de la réaction d’annihilati (Foehrenlach, et al., 200.

[E—
[E—
P

électron

7, =511 keV

Figure 13 : Désintégration du positon et réaction d’annihileion

La détection et I'acquisitionn TEF

Les caméras TEP sombnstitués d'une ou deux coannes de étecteur au centre
desquelles I'animal est plac€haque détecteur eoptimisé pour la déection es photons
gamma de 511 keV (figur®d). Le circuit de coincidence, permet de cminer au moyen ¢
deux détecteurs €lémentailla projection du lield’annihilation. L'inforrmation mesurée e

alors intégréelans une matre qui contient I'ensemble des projecsde I'objet.
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Figure 14 : Tomographe a Emission de Positons

(Source ; www2.fz-juelich.de)

L’énergie lumineuse créée, proportionnelle a I'gneedéposée dans le cristal, est ensuite
dirigée vers I'électronique de détection. Le sigemlsortie fournit une impulsion électrique
mesurable, proportionnelle a I'énergie du photopodée dans le cristal.

Enfin, la reconstruction tomographique va généreridmges qui pourront étre analysées
et quantifiées.

Les modalités d'imagerie nucléaire largement @és chez 'hnomme en cancérologie
permettent de réaliser des examens fonctionnelsmasifs avec une bonne sensibilité, mais
ces modalités d’'imagerie tridimensionnelles peuvamduire a des examens longs limitant
ainsi la résolution temporelle. En effet, si lespbmeéenes biologiques a documenter sont
rapides, il est impossible de les détecter par rdedalités d’'imagerie 3D et seules les
acquisitions dynamiques en scintigraphie plan&i®) (sont utilisables. Enfin, 'émission de
rayonnements ionisants rend leur utilisation de gnsplus contraignante par rapport a la
radioprotection et a la réglementation.
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1.1.1.3. Imagerie par Résonance Magnétique

L'Imagerie par Résonnance Magnétique (IRM) repaseles principe de la Résonance
Magnétique Nucléaire (RMN) et exploite les pro@#t magnétiques des noyaux
d’hydrogéne, présents dans les molécules d’eacanstituent 80 % du corps. Soumis a un
champ magnétique et a des ondes radiofréquencesnay@aux émettent des signaux. Le
traitement numérique de ces signaux fournit undecde la répartition de l'eau dans

I'organisme permettant de visualiser les organee eduivre les phénomeénes étudiés.

L’'IRM est une modalité d'imagerie dont le potentett extrémement important. La
possibilité de réaliser des examens fonctionnele¢tién des aires cérébrales activées lors de
la réalisation d’'une tache grace au suivi en terépkde la consommation d’oxygéne dans le
cortex cérébral par exemple) et 'absence de riadstonisantes rendent cet examen moins

contraignant que les autres modalités d'imagerametribuent a sa popularité.

1.1.1.3.1.Principe de I'lmagerie par Résonance Magnétique

Lors d’un examen IRM, les protons présents damsrtial s’alignent dans le méme sens
que le champ magnétique de l'appareil. Des ondé#ofraquences vont entrainer un
réalignement des protons. Lorsque les ondes radiés @rotons vibrent a la méme fréquence,
ils entrent en résonance et les protons absorimenpartie de I'énergie des ondes radio (figure
15).

Figure 15 : Principe de la résonnance magnétique eléaire
1/ Les noyaux sont dotés d’'un moment magnétiquelé@gpspin ». 2/ Dans un champ magnétique,
le spin se comporte comme une aiguille aimantés’quiente dans la direction du champ. 3/ Si on
lui applique alors une série d’ondes radio, soreatation bascule. 4/ A la fin de chacune de ces

impulsions, le spin retourne spontanément a sdipadnitiale en émettant une onde de la méme
fréquence que celle qui I'a désorienté. Le noyaueesn résonance.

.
S . D
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Lorsque I'émission des ondes radio s’arréte, lesn@s d’hydrogene reprennent leur
position d'équilibre dans le champ magnétique dommeant de I'énergie, c’est le phénomene

de relaxation. Cette énergie peut étre décompaseans deux axes :

* Un axe paralléle au champ magnétique ou relaxiogitudinale T1

* Un axe perpendiculaire au champ magnétique ouagtaxtransversale T2

&
i
.
| T2-relaxaton

| — gy
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n 2 meec
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Figure 16: Temps de relaxation T1 et T2 en IRM

(Source : VU university medical center)

La relaxation T1 correspond au retour au niveabha$se énergie des spins excités suivant
une courbe exponentielle croissante. Le T1 corme$pau temps nécessaire pour gque
I'aimantation longitudinale retourne a 63 % de daurafinale. Ce temps est caractéristique

des tissus et dépend de la mobilité des moléculssmiiengagés les noyaux d’hydrogene.

La relaxation T2 est due au déphasage des spingph€eomene va entrainer une
diminution de I'aimantation transversale selon goarbe exponentielle décroissante. Le T2
correspond ainsi au temps mis par I'aimantatiamstrersale pour revenir a 37 % de sa valeur
initiale.

La relaxation transversale est beaucoup plus rapidda relaxation longitudinale : T2 est

toujours plus court ou égal a T1.

1.1.1.3.2.Les séquences spécifiques

Afin d’améliorer la qualité et la rapidité d’acqiisn des images et d’améliorer la

spécificité en fonction des tissus étudiés, de nemd®s séquences ont été créées. Celles-ci
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peuvent étre séparées en deux groupes : les séguécivo de spin et les séquences écho de

gradient.

Séquences écho de spin

La séquence IRM la plus classique est la séquetstte de spin (SE). Cette séquence est
caractérisée par le fait que I'impulsion de dépattsuivie d’une impulsion de rephasage qui
remet les spins en phase et permet d’obtenir unakigMéme si les avantages de ces
séquences sont multiples, faible sensibilité adefacts, pondération en T1 et T2 possible,

elles présentent comme inconvénient des duréequd&tons trés longues.

Séquences écho de gradient (T2*)

La séquence en écho de gradient, de par son abdémgmilsion de rephasage et son
angle de bascule inférieur a celui de I'écho den g@rmet un retour des spins a I'état
d’équilibre plus rapide. L’'avantage est donc unenidution importante des temps

d’acquisition, permettant notamment la réalisatdbmage 3D.

L'inconvénient de cette séquence est 'augmentateola sensibilité aux artéfacts.

Compte tenu des limites de l'utilisation des ségasnen écho de spin et en écho de
gradient, de nouveaux outils sont apparus afin dmlifrer le contraste de limage,

d’augmenter la rapidité des séquences et de dimiasiartefacts.

* Modification du contraste de I'image :

- Séquences Inversion/récupération : Pour une vaeuomée d'un paramétre appelé
temps d'inversion (TI), la séquence d'inversionupécation permet de supprimer
de maniéere non sélective le signal de I'eau (séguEbAIR), de la graisse (STIR)
et méme du silicone. STIR est particulierement sdap I'étude de l'appareil
locomoteur car elle permet de mettre en évideneeinifiltration métastatique ou
un cedéme médullaire par exemple. FLAIR (Fluid Ategad Inversion Recovery)
en supprimant le signal provenant du liquide céphathidien est bien adaptée a

l'imagerie cérébrale.
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- Saturation des graisses (Fatsat) : Dans les mekealg triglycérides des tissus
graisseux, I'environnement électronique des protoest pas le méme que dans
celui des molécules d’eau. La différence de frégeeate résonance des protons
dans ces deux milieux va permettre de sélectioeinge supprimer spécifiquement
la fréquence de résonance des protons dans laserdia graisse aura ainsi un

signal atténué par rapport aux autres tissus.

* Augmentation de la rapidité des séquences

La méthode principale pour augmenter la rapiditécquisition des séquences est le
« train d’écho ». Aprés le premier écho, on ap@igle nouvelles impulsions de 180°, afin
d’obtenir un train d’échos de spin. Ces séqueneesigttent d’obtenir plusieurs images d’'un

méme niveau de coupe sans accroitre le temps d&iiguiglobal.

+ Diminution des artéfacts

Les principaux artéfacts rencontrés en IRM somgipalement liés aux mouvements du
patient. Pour cela plusieurs solutions sont possjlinesthésie générale, synchronisation des

acquisitions sur la respiration ou sur le rythmeli@@ue par exemple.

1.1.1.3.3.Les agents de contrastes

Les agents de contraste utilisés en IRM réagisaeanthamp magnétique, ils sont dit
paramagnétiques. Le rble des agents de contrastagsélérer les vitesses de relaxation
magnétiques 1/T1 et 1/T2 des protons des moléddeal afin d’augmenter l'intensité des

signaux.

L'ion gadolinium Gd* du fait de ses propriétés paramagnétiques egnt@ht de choix
pour concevoir des agents de contraste IRM. llaggburd’hui largement utilisé dans les
produits de contraste mais il ne peut étre utdisds sa forme ionique libre &da cause de sa
haute toxicité et doit étre chélaté pour devenacbmpatible (exemple : Gd-DTPA, Gd-
DOTA...). Cette molécule a la propriété de possédpt électrons célibataires non appariés,
caractéristique qui va permettre de réduire lesptemie relaxation longitudinale (T1) et
transversale (T2) des tissus adjacents, aboutiadantréation d'un signal plus intense en T1.
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1.1.1.3.4.Autres applications de la résonance magnétiquetainel

Spectroscopie par résonance magnétique

La Spectroscopie par Résonance Magnétiqgue (SRMirestméthode de détection non
invasive des meétabolites actifs utilisés comme bimueurs au niveau d’'un élément de
volume spatialement défini au sein de l'organisme [B®IM ou pour les localisations

superficielles a 'aplomb d’antennes de surface.

La SRM utilise les modifications du signal que prquent les différences chimiques entre
les divers métabolites contenus dans la cellulatilisation de champs magnétiques élevés
permet d’obtenir des spectres de haute résolutionedrégion précise d’'un organe. Les
applications cliniques concernent le systéme nerveertral, la prostate, les voies

aérodigestives supérieures ou les sarcomes des tissus (Hernando, et al., 2010).

Cette méthode est un outil de choix pour suivreplexessus métaboliques cellulaires.
Parmi les noyaux les plus utilisés, on retrouvéHe®'P ou le™*C. Le spectre dd'P donne
une information directement utilisable, contrairemeaux spectresH et °C et peut étre
employé par exemple dans le cas de modéles anirdduypoglycémie ou d'épilepsie
(Ackerman, et al., 1980). La détection des métédmldu proton nécessite I'élimination du

signal de I'eau et des lipides

La SRM est une nouvelle approche pour la caraetéis des cancers. Par exemple, dans
le cas de suspicion de tumeur de la prostate (autgi@n de I'antigéne spécifique de la
prostate), la détection de métabolites tels quitiate et la choline par SRM sera prédictif de

ce type de cancer (Younes, et al., 2007).

Angiographie par résonance magnétique

L’Angiographie par Résonance Magnétigue (ARM) estethue une alternative non
invasive et non irradiante aux explorations coneemielles des pathologies vasculaires. Elle

permet d’associer une étude anatomique et fonctilenmeecise des vaisseaux.

Le principe de I'ARM, basé sur les phénomeénes de flirculatoires, est d’obtenir un
contraste élevé entre les vaisseaux circulantesestructures immobiles. L’ARM utilise les

séquences d’écho de gradient afin de réaliserapgsations trés coutes.

L’ARM peut étre réalisée avec ou sans agents deasin :
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- en l'absence d'injection de produits de contrals#ékM « temps de vol » permet
de visualiser la vascularisation en étudiant lesx flapides. Ainsi, les protons
mobiles présenteront un signal trés intense caatrant aux protons fixes.

- I’ARM par l'injection de produits de contraste paragnétiques (Gadolinium par
exemple) permet de raccourcir le temps T1 du sardjaecentuer le contraste

entre le compartiment vasculaire et les tissusrenuants.

1.1.1.4. Imagerie ultrasonore

Les techniques ultrasonores appliquées au domadguakiced ont été développées dans les
années 1950 (Donald, et al., 1958) et c’est autdddmi années 1970 que leur utilisation en

routine a commencé. Ces techniques sont sensilblgsrapriétés mécaniques des tissus.

En effet, 'onde ultrasonore est une onde de jpres®e propageant dans un milieu
élastique qui ne peut se faire dans le vide, cwatreent aux rayonnements

électromagnétiques, comme par exemple les rayons X.

Les ondes ultrasonores, concentrées sous fornfaisteaux vont étre dirigées sur
I’échantillon et interagir avec la matiére qu'elteaversent. Plusieurs phénomenes vont se
produire et conduire a l'atténuation de ces on@&gne part I'absorption dans les milieux
homogenes et d’'autre part les réflexions, réfrastiendiffusions lors des changements de

milieux.
L’onde ultrasonore est caractérisée par plusiearametres :

» Célérité et impédance la célérité de lI'onde acoustique représentdtésse de
propagation de la variation de pression dans léemilLe comportement d'un
milieu vis-a-vis des ultrasons est exprimé par coestante appelée impédance
acoustique Z. L'impédance acoustique dépend deaksenvolumique et de la
compressibilité du milieu.

» Fréquence et longueur d'onde I'onde sonore en déplacement dans un milieu est
caractérisée par sa fréquence (f) et sa longuendée{)). Ces deux parameéetres
vont permettre de déterminer la vitesse de propaydes sons (v) dans le milieu

grace a la formule : v £ x f.
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Les ondes ultrasonores présentent de nombreuxaaen: elles sont faciles a mettre
en ceuvre, non invasives et ne produisent pas dmmaynents ionisants. De plus, cette

modalité d'imagerie permet une visualisation engeméel des organes.

Deux modalités d'imagerie couramment utiliséeszchlgomme sont basées sur le

principe des ondes ultrasonores, I'échographie doppler.

1.1.1.4.1.Echographie

Lors d’'une échographie, une impulsion acoustigsie eevoyée dans I'échantillon,
impulsion qui sera en partie réfléchie par les rfates entre des tissus d’impédances
différentes permettant a la majeure partie de kod@tre transmise aux interfaces. La faible
partie de I'onde qui est réfléechie, I'écho, estegistrée par le transducteur (systeme de

détection), 'un des principaux éléments de I'éahppe.

Celui-ci va agir a la fois comme émetteur et comméoepteur des signaux acoustiques. |I
transforme dans un premier temps I'impulsion élgar en onde ultrasonore puis convertit
par la suite les informations ultrasonores en sigrédectriques. Un transducteur est constitue
d’'une céramique piézoélectrique qui, lorsqu’ellé ssumise a des impulsions électriques,
vibre et généere des ultrasons. Ce transducteunigsén contact avec I'échantillon a travers
un gel de couplage qui assure I'adaptation de Bdgmce acoustique. Le signal est recueilli
puis analysé par un systeme informatique qui retnabhen direct une image sur un écran

vidéo.

Formation de faisceau

Eléments PZT (délais €lectroniques)

> Amplificateur

o Alternateye
/ A -- | |~ | Traitement
\‘ du signal

Générateur
de pulses

Figure 17 : Principe d’acquisition en échographie
(Elsa Angelini, 2007)
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La résolution spatiale d’un échographe en génésal’atdre du millimétre peut aller
jusque 30 um pour des appareils haute résolutistinds a I'imagerie préclinique. Cette
résolution spatiale dépend principalement de lgue@ce des ultrasons qui varient de 2 & 80
MHz. Par contre, plus la fréquence des ultrasohglesée, meilleure est la résolution mais
plus I'épaisseur de tissu image est faible.

1.1.1.4.2.Doppler

Découvert indépendamment par Christian Doppler &®1puis par Hippolyte Fizeau,
I'effet Doppler, parfois appelé effet Doppler-Fiagast la variation apparente de la fréquence
d'une onde émise par une source en mouvementggaortar un observateur.

Cette technique permet d'étudier le mouvement tedet biologiques, comme par

exemple la mesure de la direction et I'intensitéldx dans les vaisseaux sanguins.

Le principe de I'effet Doppler est le suivant :dqu’un objet est immobile, il envoie des
ondes de mémes fréquences en toutes directionsqudrest en mouvement, les ondes se

resserrent dans le sens du mouvement (la fréquwergraente) et s’écartent dans la trainée de
I'objet (la frequence diminue) (figure 18).

el

=

) N o
This observer This observer
sees blueshift sees redshift

Figure 18 : Effet Doppler
Une source lumineuse se déplace a vitesse constaméedroite vers la gauche. Au temps t1 elle
est située en S1, plus tard au temps t2 elle eSRguuis a t3 et t4 en S3 et S4 respectivement. Les
ondes recgues par les observateurs a chaque pogitionérotées de 1 a 4) seront pergues
differemment par les observateurs. La personneadelte voit un décalage vers le bleu et la personne
de droite voit un décalage vers le rouge (Sourstp://wisp.physics.wisc.edu).
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Deux types de doppler existent :

» Le Doppler a émission continue, ou le cristal éetenvoie un faisceau d'ultrasons
de facon continue a une fréquence donnée, mais nefthode ne permet pas de
visualiser les vaisseaux situés en profondeur.

» Le Doppler a émission pulsé, qui repose sur le m@mneipe, mais avec des ultrasons
émis de facon discontinue. La sonde est altermagw émettrice et réceptrice. Ce

type de doppler permet de visualiser des vaissplusqprofonds.

Les avantages des ultrasons par rapport aux aotoeklités d’imagerie anatomiques
(TDM et IRM) sont d’'une part leur colt nettementlfaible, leur innocuité ainsi que la
possibilité de réaliser des images en temps réélolution des techniques d'imagerie
ultrasonore a permis d’améliorer la résolution giidure au mm) et la miniaturisation des

sondes permet aujourd’hui d’explorer les compamitmendovasculaires.

Cependant, les ultrasons présentent certainese$imit’'une part leur profondeur
d’exploration est faible et d’autre part, leur ipaaité a traverser les os ou les organes

contenant de lair limite leurs champs d’applicato

1.1.2. Développements spécifiques pour I'imagerie du peét@nimal

Ces quinze derniéres années, de nombreux déveleppemnt été réalisés spécialement

pour I'imagerie préclinique et concernent plus igatierement I'imagerie photonique.

1.1.2.1. La bioluminescence

La bioluminescence correspond a I'émission de ltenp@r un organisme vivant, résultant
d’'une réaction le plus souvent enzymatique, quipeamettre de convertir une énergie
chimique en énergie lumineuse. La bioluminescersteredrouvée chez de nombreux étres
vivants et a de nombreuses fonctions parmi lesegiellattraction, la répulsion, la

communication et le camouflage.
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Le mécanisme chimique de ce phénomene a été négi@éence par Raphaél Dubois lors
d’'une expérience réalisée sur des lucioles (Duli@60). L'étude de ce systeme biochimique
a alors montré que la réaction impliquait un swbsta luciférine et une enzyme, la luciférase.
Quelques années plus tard, WD. Mc Elroy a démoqtré cette réaction enzymatique
nécessitait de I'oxygéne et de I'ATP en présencéiate divalent magnésium (Mg) (Plant,
et al., 1968).

1.1.2.1.1.Mécanismes chimiques conduisant a la bioluminegcenc

Le mécanisme général des réactions bioluminesceésedte de la combinaison de la
luciférine avec la luciférase. Dans le systeme aldutiole, le plus utilisé en imagerie
biophotonique, la premiére réaction, catalysédaghirciférase, est l'activation de la luciférine
avec formation de luciféryl adénylate liee a I'aney Cette réaction est réversible et libéere le
pyrophosphate inorganique. La luciféryl adénylatemiée est oxydée par l'oxygéne
moléculaire et donne un peroxyde trés instableyllmiférine, qui va rapidement se cycliser
apres une libération d'AMP. Cette molécule, danstahélectronique excité, retourne a I'état
stable par une réaction de décarboxylation. Cétietion va entrainer I'émission d’un photon
lumineux, dont la longueur d'onde dépend de lactira du complexe luciférine-luciférase
(pic d’émission a 560 nm dans le systeme de laoleli et former du C@(figure 19).

L'enzyme se libere ensuite pour aller catalyserawtee réaction (Brovko, et al., 1994).

ATp PP
Luciférine —\—Ar Luciféryl-adénylate
0,
Luciférase
~ ) A
O, + AMP ”,@;
Régencration g Oxyluciférine

de la luciférine

Figure 19 : Réaction de bioluminescence (Systéme ldduciole)
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Le systeme de la luciolePhiotynus pyralis n’est pas le seul systeme bioluminescent
existant, on en retrouve d'autres dont les mécassaiaction sont tres différents. Ces

systemes proviennent de nombreux organismes, palecnent marins (tableau 1).

Organismes bioluminescents Luciférine Pic d’émission
Luciole Luciférine de luciole 560 nm
Cnidaires (méduses) Coelenterazine 480 nm
Dinoflagellés Luciférine Dinoflagellé 470 nm
Bactéries Luciférine bactérienng variable

Tableau 1 : Les principaux organismes bioluminescés

L’avantage du systeme de la luciole pour l'imagenevivo par rapport aux autres

luciférines est son pic d’émission & 560 nm, quigt de limiter 'absorption.

Afin de modifier les caractéristiques de la ludifié; et permettre d’améliorer sa
biodisponibilité et sa spécificité, plusieurs désvde la luciférine ont été développés. Le
noyau benzéne de la luciférine est particulierenagapté aux modifications chimiques, et le
remplacement de la fonction alcool par une fonctamine permet d’améliorer sa
pharmacocinétique (Shinde, et al., 2006). Dansase la luciférine est une aminoluciférine
qui peut étre conjuguée a différents groupemerits dg¢ modifier sa biodisponibilitée. Par
exemple, la conjugaison d’un groupement glutam@te)(sur 'aminoluciférine va permettre
de distinguer les événements intra et extracetksailLa conjugaison d’'un fluorochrome
(Cyanine 5) émettant dans l'infrarouge facilitedigtection de signaux provenant d’organes
plus profonds. Enfin, la conjugaison d'un groupem&EVD sur I'aminoluciférine va

permettre de réaliser une imagerie de I'apoptosbiptuminescence (Takakura, et al., 2011).

1.1.2.1.2.Acquisition et quantification d'images en biolumsgence

Les systemes d’acquisition d’'images en biolumineseesont constitués d’'une enceinte

étanche a la lumiére ainsi que d’'une caméra CCan@ehCoupled Device ou Dispositif a
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Transfert de Charges en francais) qui assure laecsion d'un signal lumineux en un signal

électrique (figure 20).

Lampe LED
| pour image
optique

3 ‘ ‘ — Chambre noire

Plateau pour ‘ ‘
I'échantillon

Systéme
électronique . =
ﬁ,_\:‘))

Figure 20 : Systéme d'acquisition en bioluminescerdvis Lumina Il ®

(Caliper Life Science)

Le signal de bioluminescence émis dans la souais étes faible, I'utilisation de caméras
tres sensibles est nécessaire. Ces caméras dadentrefroidies a des températures
relativement basses, entre -70°C et -90°C afin dandier le bruit de fond thermique et

gagner en sensibilité.

Un capteur CCD est une surface photosensible. Ltériab de base de la surface
photosensible est le silicium, qui est dopé de Brania acquérir des propriétés
photoélectriques, c'est-a-dire qu'un photon indidest susceptible d'y produire une charge

électrique (électrons). La surface du capteur C&tizenstituée d'un réseau de pixels.

Compte tenu de la complexité du principe physigusm dtapteur CCD, son mode de
fonctionnement peut étre illustré de la facon stiea les pixels sont représentés par des
seaux et les photons par des gouttes de pluieséddau de seaux est distribué régulierement
sur une grande surface (figure 21). Aprés une fauerse, les seaux remplis d’eau sont
transportés sur des tapis roulants jusqu’a une aaria quantité d’eau tombée dans un seau
sera mesurée avec une grande précision. Gracprancipe, il devient possible de déterminer
la quantité totale de pluie qui est tombée sueteain ainsi que sa distribution spatiale. En
appliguant ce principe aux pixels et aux photonsp@eut donc mesurer grace a ces caméras la

quantité de photons collectée sur chaque pixel.
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Figure 21 : Principe du transfert de charge

(a) Systéme image, (b) transfert de charge (Sounsew.optique-ingenieur.org)

La charge de chaque pixel est ensuite amplifiées paissée dans un convertisseur
analogigue-numerique qui code sa valeur sur 8142u 16 bits. Le signal est alors envoyé a

I'ordinateur qui va reconstruire I'image.

Un parametre important utilisé lors d’'une acquisitiest le binning, parameétre qui
consiste a regrouper les pixels par 4 (binning 2gad) 16 (binning 4x4) ou par 64 (binning
8x8). Ainsi la valeur d’un pixel de I'écran de lthnateur correspond a la somme de celles de
4, 16 ou 64 pixels voisins. L’augmentation du bngnpermet d’augmenter la sensibilité (4

pixels recoivent plus de lumiére gu’un seul) mak@u détriment de la résolution.

1.1.2.1.3.Applications en cancérologie

L’un des principaux domaines de mise en ceuvre dmlaminescence est la cancérologie

expérimentale.

Depuis quelgues années de nombreux modeéles anideaaancer ont été développés en
bioluminescence. Pour ce faire, les cellules tutesrant été préalablement modifiées afin
d’exprimer le géne de la luciférase. La techniquelus utilisée pour le transfert de géne est

la transduction virale, cette méthode consistamtraduire le géne de la luciférase dans les
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cellules tumorales grace aux propriétés natureadlesla particule virale qui contient le
transgene. Dans ces modéles bioluminescents dercéidmission de lumiére est corrélée au
volume tumoral, cette technique trés sensible peamtede mettre en évidence la croissance
de tumeurs primaires et la prolifération métastetgjau sein du petit animal (Jenkins, et al.,
2003, Vooijs, et al., 2002).

De nouveaux genes de la luciférase sont utilisés jaotransfection et la transduction et
permettent d’augmenter I'activité de biolumineseempt ainsi la sensibilité de détection. Par
exemple, le géne de la luciférase Luc 2 a été cafipud’améliorer I'expression cellulaire
grace a l'optimisation des codons, les cellulesdfiectées par ce gene étant jusqu’a 10 fois
plus bioluminescentes. De nouveaux génes, Luc2R RetpidRespons¥ » sont des génes
luc 2 couplés a des séquences de dégradation pemmeét d'influencer la demi vie cellulaire
du gene Luc-2.

Enfin, des modeles animaux transgéniques bioluroargs ont été développés. Pour ces
modeles, le géne rapporteur de la luciférase est leocontrole d’'un promoteur différent. En
oncologie, les souris transgéniques les plus éélissont les souris NFkB-luc et VEGF-luc.
Ces souris vont permettre de visualiser I'expressi®@MNFkB (impliqué dans l'inhibition de
I'apoptose) ou du VEGF (facteur de croissance vagseuimpligué dans I'angiogenése) au
sein de I'animal. Les principaux inconvénients de modeles résident dans leur codt qui est
tres élevé et dans le bruit de fond tissulaire Igyarésentent a I'état basal, suite a une

activation non spécifique du promoteur.

Parmi les dernieres avancées technologiqgues maléesil la complémentation de la
luciférase (Luker and Luker, 2011), qui permet deectér et de quantifier les interactions
protéine-protéinen vivo ainsi que le marquage d’anticorps par la luciférBenilla pour la

détection de tumeur (Venisnik, et al., 2006) oatréts en ceuvre.

Enfin, un autre champ d’application en imageriehbipnique est la chimiluminescence
dont le phénomene est basé sur une réaction chincigpteairement a la bioluminescence
fondée sur une réaction enzymatique. La chimilusieace présente de nombreuses
applications biologiques, hormis son utilisatioimpipale en criminologie pour la détection
du sang sur les scenes de crime, et peut étreaniseuvre en cancérologie. Des études ont
ainsi demontré que l'utilisation du luminol en taqie sonde permettait de détecter des
cellules cancéreuses (Hun, et al., 2011) ainsi’'gu®lification des télomerases (Weizmann,

et al., 2004) facteur de susceptibilité aux cancers
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1.1.2.1.4.Avancées technologiques : la bioluminescence 3D

Des avancées technologigues ont été réalisées admmimescence, avec notamment
I'apparition de la bioluminescence 3D.

Deux systémes permettent & ce jour de réaliseradeidluminescence 3D : I'IV(%
Spectrum (Perkin Elmer) qui réalise une analysdirapéctrale et génére une image 3D grace
a la reconstruction (principe de tomographie diusgion de I'image de bioluminescence) et le
PhotonIMAGER" (Biospace Lab) qui réalise, grace & des miroing imagerie en temps

réelle et sur plusieurs incidences (figure 22).

Figure 22 : Acquisition et reconstruction avec le RotonIMAGER ™

A : Acquisition d'images dans les 4 faces ; B :dstruction volumeétrique du signal afin
d’obtenir une image 3D. (Extrait BiospacelLab)

Ces systemes permettent de visualiser des signaumxotbminescence trés faibles et de
localiser les foyers dans les 3 dimensions afifiadditer leur localisation anatomique, mais
ces modalités d’'imagerie 3D ne permettent pas @éeseg de vraies images tomographiques et

'augmentation des temps d’acquisitions peut limgeir utilisation.

1.1.2.1.5.Les limites de la bioluminescence

Ce mécanisme d’émission de lumiere basé sur uratiodebiochimique, méme s'il est

largement utilisé aujourd’hui en imagerie préclirgpossede quelques facteurs limitants.

Tout d’abord, comme nous l'avons vu précédemmeatréaction enzymatique de
bioluminescence fait intervenir plusieurs molécuest la luciférine, 'oxygene et 'ATP. Si

une ou plusieurs de ces molécules sont en quansitéfisante, la réaction ne peut se faire
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correctement et I'émission de lumiere mesurée mass proportionnelle a la quantité de
luciférase présente et donc au nombre de cellulesrales. En cancérologie expérimentale,
le phénomene le plus courant et le plus pénaligant la bioluminescence est I'hypoxie. En
effet, lorsqu’elles grossissent, les tumeurs dewahmypoxiques, les cellules continuent a
croitre, mais dans un environnement anaérobie; &idsi que I'ATP sont en défaut et la

bioluminescence mesurée n’est plus corrélée au vwtumoral.

D’autre part, I'absorption par les tissus des phetémis par I'animal peut étre tres
génante notamment si la source d’émission des ph@ame localisation profonde (tumeurs
pulmonaires par exemple), conduisant a une periéntgiensité du signal et donc a un biais
lors de la quantification. Dans ce cas des méthddesorrections de I'absorption basées sur

I'analyse spectrale des photons peuvent étreédigPesnel, et al., 2011).

Enfin, I'expression de la luciférase étant obteapees modification de la cellule, par des
méthodes de transduction ou de transfection, il iedispensable de vérifier que cette
modification n’impacte pas la cellule du point desvde sa croissance et de sa sensibilité aux
traitements par exemple. De plus, une modificajénétique des cellules étant indispensable
pour gu’elles puissent émettre de la lumiére, tapplication de la bioluminescence en

clinique est inenvisageable.

1.1.2.2. L'imagerie de fluorescence

L’imagerie de fluorescence est basée sur I'exoitat’'une molécule par de la lumiere a
une longueur d’onde donnée, entrainant la réénmisigolumiére a une énergie plus faible et
donc de longueur d’onde plus grande.

L'imagerie de fluorescence est une méthode trestdenmais la résolution spatiale de
cette modalité d’'imagerie est faible et la profamdde détection du signal est trés limitée.
Contrairement a la bioluminescence qui présenteruit de fond minimum et un excellent
rapport signal/bruit, la fluorescendme vivo est largement handicapée par le phénomeéne
d’autofluorescence.

C’est toutefois une méthode rapide et peu coltpose imager des molécules ou des

cellules chez le petit animal.
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1.1.2.2.1.Principe de la fluorescence

La fluorescence est I'émission d’énergie sous foum@neuse d’'une molécule lors de son

retour & un état basal, apres excitation.

Les différents processus électroniques de I'abswrpte lumiére par une substance

fluorescente (fluorochrome) peuvent étre représepéd le diagramme de Jablonski (figure
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Figure 23 : Diagramme de Jablonski

Lorsqu’une molécule absorbe de I'énergig provenant d'une source lumineuse, il y a un

passage d'un état fondamental SO a un état exta®e® changement d'orbitale des électrons.

Cet état excité S2 a une durée de vie trés codeel'¢rdre de la nanoseconde). Des

changements conformationnels et des interactiors d&s molécules environnantes font
passer la molécule de I'état excité S2 a un étatéeplus stable S1 : ce mécanisme est appelé

conversion interne. Le passage de I'état excitéaSEtat fondamental SO se fait avec

libération d'un photon d'énergie inférieuned Cette différence d'énergie (le shift de Stokes

hvex- hvem) €st due a la dissipation d'énergie durant |'éfaplea longueur d'onde du photon

réémis par le fluorochrome est donc toujours sepéei a la longueur d'onde du photon

d'excitation.
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1.1.2.2.2.Contraintes de I'imagerie de fluorescence in vivo

La contrainte principale de I'imagerie de fluoresm®in vivo est la présence de tissus
biologiques sur le trajet des rayonnements luminéirx effet, les photons d’excitation du
fluorochrome subissent plusieurs phénomenes avaatitentidre leur cible tels que la
dispersion, l'anisotropie et la réfraction par tessus traversés. Les photons émis par le

fluorochrome aprés excitation subissent ensuite@mes contraintes.
Les principales contraintes de la fluorescancavo sont les suivantes :

* L’absorption (et la diffusion) du rayonnement lumineux lors de la traversée des
tissus entraine une perte de l'intensité du sigadluorescence.
» L’auto-fluorescence correspond a la fluorescence naturelle émise [aainal

(tissus, hémoglobine, nourriture).

Afin de limiter le phénoméne d’absorption, l'utdison de fluorochromes ayant des
longueurs d’ondes d’excitation et d’émission corsgsi entre 650 et 900 nm est fortement
préconisée (rouge a infrarouge). En effet, en desde 650 nm, dans le visible, la lumiére ne
peut pas pénétrer profondément dans les tissysréoulier a cause de la présence d'oxy- et
déoxy-hémoglobine, de lipides et d'eau qui absorli@meément a ces longueurs d'ondes
(Klohs, et al., 2008).

La figure 24 représente la variation des coeffidedtbsorption de différents tissus

biologiques en fonction de la longueur d’onde.
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Figure 24 : Coefficients d’absorption de différentdissus biologiques
en fonction de la longueur d’onde
(Goutayer, 2008)

Ce schéma montre que la fenétre optimale pour ¢jaria de fluorescence se situe entre
600 et 900 nm, gamme ou 'absorption de 'hémoglelst de I'eau devient faible, permettant
ainsi une visualisation des fluorophores avec urtraste bien plus important (Frangioni,
2003). En plus du phénomene d'absorption, l'autofiscence des tissus peut fortement
diminuer le rapport signal sur bruit car en fonctides longueurs d'onde d'excitation et
d’émission mises en ceuvre, l'autofluorescenceis®sstest plus ou moins importante (figure
25).
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Figure 25 : Autofluorescence des tissus et fluidésologiques en fonction
de la longueur d’onde
(Frangioni, 2003)
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Dans le bleu/vert (460-500 nm/505-560 nm), l'autmféscence de la peau, des visceres,
et surtout de la vésicule biliaire, de l'intestiglgret de l'urine est tres importante. Dans le
vert/rouge (525-555 nm/590-650 nm), l'autofluoreseediminue mais les intestins restent
fluorescents. Enfin, dans le proche infrarouge (725-nm/790-830 nm) l'autofluorescence

des tissus est absente.

Ainsi, que ce soit pour limiter les phénomenes dighison ou I'autofluorescence, il est
essentiel de travailler dans le proche infrarougf#{900 nm) pour les étud@s vivo. Des
fluorochromes ayant des longueurs d’'ondes de piydes élevées sont développés, comme
par exemple un phytochrome (iRFP) dont les longuelmndes d’excitation et d’émission
maximales sont respectivement de 690 nm et 713Alonpv, et al., 2011). Toutefois, méme
dans cette gamme de longueur d’'onde, la diffusienpt®tons reste importante et dégrade la

résolution.

1.1.2.2.3.Propriétés des fluorochromes

Le choix du fluorochrome est déterminant dans lmatéhe expérimentale. Plusieurs

parametres doivent étre pris en compte :

* La longueur d'onde correspondant aux pics des spectres d'excitatiahémission.
Pour I'imagerie de fluorescenae vivo, le domaine de longueur d’onde se situe donc
dans le proche infrarouge (650 et 900 nm).

* Le coefficient d'extinction, reliant la quantité de lumiere absorbée a uneueung
d'onde donnée a la concentration du fluorochromsoértion.

 Le rendement quantique correspondant a l'efficacité relative de la flsomence
comparée aux autres voies de désexcitation (nomér@hotons émis/nombre de
photons absorbés).

» La durée de vie a l'état excitéc’est a dire le temps durant lequel la molécuster@

['état excité avant de retourner a son état basal.
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Le tableau 2 présente une liste non exhaustiveludgothromes utilisés en imagerie

préclinique.

Fluorochromes Excitation (nm) Emission (nm)

YFP 514 527

DsRed 558 583

mCherry

Katushka

mPlum

Cyanine : Cy5
Cy7
Alexa Fluor® 680
Alexa Fluor® 750
Tableau 2 : Principaux fluorochromes utilisés pouf’imagerie in vivo

1.1.2.2.4.Les modalités d’'imagerie de fluorescence in vivo

Le principe de I'imagerie de fluorescence consistéuminer un tissu avec un laser ou de
la lumiere blanche filtrée et a enregistrer la feszence émise grace a une cameéra CCD
munie de filtres appropriés. On distingue 2 modalit’'imagerie de fluorescence : I'épi-

illumination et la trans-illumination.

"\ _Shined light
P \

%

Shined light

Back-emitted light Transmitted light

Figure 26 : Modalités d’'imagerie de fluorescence

A : Epi-illumination ; B : Trans-illumination (Ntachristos, 2006)

» L’épi-illumination : la source de lumiére excitatrice et la camérdétection des
photons émis sont du méme c6té (figure 26A). Palogie a la microscopie, cette

modalité est aussi appelée fluorescence par réfleet Cette technique est facile a
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mettre en oceuvre mais présente certains inconvénig@mincipalement dus a
I'autofluorescence de la peau et des tissus qugueak fluorescence interne. En
effet, elle ne permet pas de déterminer la profonde la zone fluorescente au
sein de I'animal. Ceci empéche de quantifier ldewa de fluorescence obtenues
par imagerie bidimensionnelle. En effet, deux turmmewyant la méme
concentration en fluorochrome n'auront pas la miénsmsité de fluorescence en
épi-illumination si elles sont & des profondeurédentes puisque I'atténuation
des photons ne sera pas la méme (Ntziachristos).2006
« La trans-illumination : la lumiére excitatrice passe a travers le tissuacapurce

lumineuse et le détecteur sont disposés de chabpéede I'échantillon (figure
26B). L'avantage de cette technique est de limigartofluorescence, puisque la
surface ou le signal est détecté n’est pas expps@éumiere excitatrice. De plus,
cette modalité permet d’exciter le site d’intértnfeur) en le traversant, ce qui
permet d’'imager des foyers plus profonds gu’enilgépnination. Cette technique
beaucoup moins utilisée en imagerie planaire ge@-lllumination ne permet pas

a elle seule de pouvoir quantifier des foyers.

1.1.2.2.5.Les avanceées technologiques en fluorescence

Imagerie bidimensionnelle

Afin d’améliorer les images obtenues en 2D, lesstoigteurs ont développé plusieurs

outils principalement basés sur I'analyse spectrale

Deux méthodes, la déconvolution spectrale (spectaimixing) et I'analyse spectrale
multiplexée permettent grace a des algorithmesiqps aux images de fluorescence de
limiter les effets dus a I'autofluorescence desuss Ces techniques permettent de séparer les
fluorochromes présents et d’améliorer la qualitd’ideage (Mansfield, et al., 2005, Xu and
Rice, 2009).
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Imagerie Tridimensionnelle

Les avancées technologiques permettent aujouralauiéaliser de la fluorescence 3D
dont la principale ambition est d’accéder a I'imf@tion « profondeur » du foyer et donc a la

guantification. Pour cela trois méthodes sont dietonent utilisées :

* Mise en ceuvre de miroirs permettant d'imager lestrgufaces de I'animal (Cf.
principe partie 1.1.2.1.1.).

» La tomographie moléculaire de fluorescence : dansystéme, I'échantillon est
éclairé par trans-illumination, soit avec un lasait avec de la lumiéere blanche
filtrée. Suite a I'acquisition, une analyse spdetrpermet de reconstruire le

volume tridimensionnel.

Cameéra CCD —f——=n

Lentille —f—

1]
Roue 3 filtre —8—3%
Immobilisation
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une cassette
_t‘
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- —

Figure 27 : Systeme de tomographie moléculaire daubrescence

Ce systeme génere une carte de données de ladtenmee corrélée a I'absorption a partir de
10 000-100 000 projections mesurées. Les valeuflaidiizscence mesurées sont ensuite normalisées
avant d’étre reconstruites par des algorithmes WeElmer).

» La tomographie « vraie », pour lequel le coupleitakon/détection tourne autour de
I'animal, et permet de réaliser une image optiqgug6@°. Ce systeme, grace a un
anneau rotatif composé de 48 détecteurs, permetatiser un balayage complet dans

les trois dimensions du marqueur fluorescent.
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1.1.2.2.6.Les sondes fluorescentes : intérét pour la reckeeznhcancérologie

Avec le développement des nouvelles modalités djaria de fluorescence et plus
particulierement de la fluorescence 3D rendant iplesda quantification, de nombreuses
sondes permettant de cibler des mécanismes d’adbimogiques ont été développées avec

notamment I'apparition de sondes activables.

 Les sondes activables permettent I'imageime vivo de certains processus
biologiques. A I'état basal, la fluorescence desdes est «quenchée» (éteinte). La
présence de séquences peptidiques au niveau dsowdss leur permet d'étre
clivées par des enzymes spécifiques. La sonde ldigsée de son quencher peut

alors émettre de la fluorescence (figure 28).
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Figure 28 : Principe d’'une sonde fluorescente actiable
(Pleijhuis, et al., 2009)

L’avantage des sondes activables est qu’elles gegntale minimiser le bruit
de fond car tant que les sondes n’ont pas atteimtdible, aucune fluorescence n’est

émise. Le contraste et la sensibilité de détectioront améliorés.
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» Les sondes déja actives sont en général des liggéatsfiques d’'une cible sur
lesquels est fixé un fluorochrome.

L’élaboration de ces sondes est semblable a I'égion des sondes destinées a
'imagerie nucléaire, sauf que les radioisotopest soemplacés par les
fluorochromes. Il est cependant important de nqgiee les fluorochromes sont
généralement des molécules de grande taille elsquéiuvent donc modifier les
propriétés de la molécule (encombrement stéricu@ygement de conformation).
Le fluorochrome libre étant fluorescent, il estessaire de I'éliminer en purifiant
les sondes marquées, afin de limiter le bruit delfet le signal non spécifique
dans I'animal (Ntziachristos, 2006, Rao, et al.,7200
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Sondes fluorescentes activables

Activité Cathepsine B X X X X X X
Cat B 680 et 750 FAST™

Activité Cathepsine K X
Cat K 680 FAST

Activité Matrix Metalloproteinases | x X X X X X
MMPSense® 680 et 750 FAST

Activité Elastase (cellules X
neutrophiles)
Neutrophil Elastase 680 FAST

Activité protéases X X X X X X
(Cathepsines B, L et S, Plasmine)
ProSense 680, 750 et 750 FAST

Activation voie rénine angiotensine X
ReninSense 680 Fast

Sondes fluorescentes activées

Liaison aux phosphatidylsérines X
Annexin-Vivo 750

Liaison aux intégrines aVp3 X X X X X
IntegriSenseTM 680 et 750

Liaison a I’hydroxyapatite X X X X X
Osteosense® 680, 750 et 800

Liaison a I’'anhydrase carbonique IX X
HypoxiSense® 680

Liaison aux N-acétylglucosamines X X
TLectinSense™ 680

Liaison a HER2 X
HER2Sense™ 645

Liaison aux récepteurs a du folate X
FolateRSense™ 680

Sondes fluorescentes vasculaires

AngioSense® 680 et 750 X X X X X X

AngioSPARK® 680 et 750 X X X X X X

SuperhanceTM 680 X X X X X X

Tableau 3 : Principales sondes fluorescents comméaitement disponibles pour'imagerie in

vivo (adapté de la documentation Perkin Elmer)
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L’imagerie de fluorescence présente un certain nerdlavantages par rapport a d’autres
modalités d’'imagerie. Il s’agit notamment d’'uneheicue qui n’utilise pas de radiations
ionisantes, elle est donc beaucoup plus simple tirenen ceuvre et moins contraignante a

utiliser en routine.

Aujourd’hui, de nouvelles applications apparaisgenir I'imagerie de fluorescence. La
réalisation d’examens quantitatifs et spécifiguetamonent avec le développement de la
tomofluorescence (fluorescence 3D) ainsi que lassement du nombre de sondes
fluorescentes disponibles pour I'imageinevivo chez le petit animal offrent des perspectives
particulierement intéressantes pour I'exploratiound large gamme de fonctions ou de

biomarqueurs.

Contrairement & la bioluminescence, I'imagerie Wereéscence présente un intérét en
imagerie clinique locorégionale. Des applicatioadal fluorescence infrarouge existent déja,
notamment pour l'imagerie per opératoire dans ke aa cancer du sein. Cette technique
permet par exemple la détermination des margesirgiiale aux stades précoces (Pleijhuis,

et al., 2009) ainsi que la détection du gangliontiselle (Crane, et al., 2010).

La fluorescence présente toutefois certaines Isniites en particulier a la chimie du
marquage qui peut modifier les propriétés de laéade marquée ainsi que des imperfections
au niveau des caractéristiqgues d’émission desipest@apporteuses, ce qui nécessite de bien

caractériser les sondes fluorescentes avant lgisatibn a des fins diagnostiques.

1.1.2.3. Optoacoustique

L’optoacoustique (ou photoacoustique) est une nil@ddlimagerie qui couple des ondes
acoustiques a des ondes optiques afin de tirer gestinformations optiques révélées par la

lumiére et de la résolution spatiale apportée gmohdes acoustiques.

L’imagerie optoacoustique permet de générer deasaihs a partir de lumiere selon le
principe suivant : I'onde électromagnétique quirtine I'échantillon est en partie absorbée
par le milieu. L'énergie absorbée par le milieupraduire de la chaleur, ce qui va entrainer
une dilatation du matériau. Cette dilatation crée aledes acoustiques qui vont se propager

dans toutes les directions.
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Figure 29 : Principe de I'optoacoustique

Un laser envoie des pulses lumineux a la surfacisdu, ce qui conduit a un échauffement local
entrainant une expansion thermique. Une onde despe acoustique est alors générée
(d’aprés J. Boutet).

L'imagerie photoacoustique, en utilisant les costea endogenes, permet de réaliser une

imagerie anatomique et fonctionnelle.

Les modifications de I'absorption optique mesuréeoptoacoustique sont fonction des
propriétés optiques de nombreux chromophores endsgéels que la mélanine, I'oxy-
(HbO,) et la désoxy-hémoglobine (Hb). Ces caractérissquont permettre par exemple de
différencier les veines des artéres (differencdosbaption entre Hb et Hpet ouvrent des
perspectives trés intéressantes pour les examssigaires et plus particulierement pour

I'exploration des foyers hypoxiques.

Méme si limagerie photoacoustique peut étre réalisgrace aux chromophores
endogenes, l'utilisation d’agents de contraste ereg permet d’améliorer considérablement
la qualité des images et de réaliser potentiellerara imagerie moléculaire et cellulaire de

nombreux phénoménes biologiques (Mallidi, et al1,190

1.1.2.3.1.Les agents de contrastes exogenes

De nombreux agents de contraste ont été dévelopggrincipaux étant les sondes

fluorescentes et les nanoparticules, fonctionnedisi non.
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e Fluorochromes en proche infrarouge plusieurs fluorochromes bio-compatibles
sont utilisés pour I'imagerie optoacoustique, tple I'Indocyanine Green (Kim, et
al., 2007), 'IRDye800CW (Stantz, et al., 2010Al€xaFluor750 (Bhattacharyya,
et al., 2008) et le bleu de méthylene (Song, e2808). Ces molécules présentent
'avantage d’étre non toxiques et de rester longtean circulation.

* Nanoparticules: Les nanoparticules a base de métaux noblest @gent), sont
largement utilisées en optoacoustique. Elles ptéasemin contraste supérieur aux
fluorochromes, leur circulation est plus longue sriaur toxicité potentielle limite

leur utilisation.

1.1.2.3.2.Les applications biomédicales

L’optoacoustique, en permettant une imagerie angioenet fonctionnelle du réseau
vasculaire présente de nombreuses applicationte @wtdalité d'imagerie non invasive est
principalement utilisée pour I'imagerie fonctionleetlu cerveau, I'exploration de la plaque

d’athérome et pour la cancérologie (Luke, et &11,2).

Les applications dans le domaine de la cancéroleg multiples et peuvent étre
réalisées avec ou sans injection de produits dérasias. Par exemple, dans le cas de
mélanomes, la détection ou le suivi de la proliiératumorale peuvent étre obtenus grace au
contraste provenant du taux élevé de mélaninej¢gai le réle de chromophore endogene)

par rapport aux tissus sains environnants (OH,,e2@06).

L’optoacoustique est donc une modalité d'imagea®s prometteuse, notamment dans le
domaine de la cancérologie, car elle permet deés@sser en temps réel et de maniére non
invasive a 'angiogénése et I'hypoxie, parametrascqaditionnent I'évolution tumorale et la
réponse aux thérapeutiques. Mais ses limites (Iémea que I'échographie) dues a la
profondeur d’investigation et aux propriétés mégaaes des tissus ne permettent pas de
couvrir tous les organes (poumons par exemplejagplication de cette modalité pour la

détection de tumeurs profondes (> 1-2 cm) estjawrampossible.
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1.2. Quelques grands aspects physiopathologiques du aaar et possibilités
d’exploration par imagerie

Le cancer est caractérisé par un déreglement desgsus cellulaires normaux présentés
sur la figure 30.

Sustained
angiogenesis

Figure 30 : Les 6 caractéristiques que les cellulesincéreuses prennent
pour survivre et métastaser
(Gambhir, 2008)

Le déréglement de ces processus permet la crossamorale et génére des phénomeénes
physiopathologiques caractéristiques des tumews)ynme l'activation de I'angiogenese,

I'inhibition de I'apoptose mais également la présede zones hypoxiques auxquelles nous
avons choisi de nous intéresser plus particulienéme

1.2.1. Angiogenése

L'angiogenése tumorale est définie comme la foonale nouveaux vaisseaux a partir de
vaisseaux préexistants (Carmeliet and Collen, 199 se différencie de la vasculogenese

qui est la formation directe de néovaisseaux arpdetprécurseurs mésenchymateux (Risau,
1997).

Dans des conditions physiologiques normales, lavasoularisation est finement régulée.

Elle joue un réle essentiel lors du développemenbrgonnaire puis est fortement inhibée
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aprés la naissance. A I'dge adulte, un équilibreeefacteurs pro-angiogéniques et anti-
angiogéniques va permettre de maintenir les csll@e quiescence. Toutefois, certains
mécanismes physiologiques bien précis vont néeessiactivation du processus
d’angiogenese, comme par exemple lors de la répartssulaire (Li, et al., 2003), et du
développement du corps jaune et de 'endometrenuEBujimoto, et al., 2003). Mais dans
certaines situations, I'angiogenése est activélagn inopportune et conduit a des situations
pathologiques telles que les rétinopathies, lesadied inflammatoires, la dégénérescence
maculaire liée a I'age, le développement tumordd elissémination métastatique (Dvorak, et
al., 1999).

1.2.1.1. Architecture des vaisseaux tumoraux

Lorsque la tumeur atteint une taille critique casdnt & un manque de nutriments et
d’oxygene, un réseau vasculaire se met en placalafpallier ce déficit et de lui permettre de
proliférer. Ce réseau vasculaire doit s’adaptertinaellement aux besoins de la tumeur.
Ainsi, en permanence, des capillaires disparaispentdant que d'autres se développent
rapidement, drainant a leur profit I'essentiel duxfcirculatoire sanguin. Ce remodelage

vasculaire conduit & une vascularisation totalerdésbrganisée.

1.2.1.1.1. L'arborescence vasculaire

La paroi interne de tous les vaisseaux sanguinsasitituée d’'une monocouche de
cellules endothéliales (CE) en contact direct deexang, intima. Ces cellules reposent sur
la membrane basale de la matrice extracellulaire@Mqui permet la séparation des cellules
endothéliales du tissu conjonctif sous-jacent (Ja0Q3). D’autres cellules entrent dans la
composition des vaisseaux, ce sont notamment lkdesemusculaires lisses et les péricytes.
Les cellules musculaires lisses, constituants réux de lamédiades vaisseaux, bordent les
arteres, artérioles, veines et veinules. Ellesesgra la régulation du flux sanguin et a la
perméabilité vasculaire, en permettant la vasodatienh. Les péricytes sont des cellules
musculaires lisses qui servent notamment de sumutvaisseaux et contrblent la vaso-

activité grace a leurs myofilaments.
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Figure 31 : Artére de moyen calibre et ses trois tuques : intima, média, adventice

Contrairement au réseau vasculaire normal, lese&ais< tumoraux ont une structure et
des caractéristiques trés différentes (figure 823entiellement dues a la sécrétion constante

de facteurs pro-angiogéniques par les cellules&ranses (McDonald and Choyke, 2003).

A B
dil_ated excessive
microvessel __ 8. branching
capillary
increased
blind vascular - "Lﬁzn"ce o
endings o
‘;\_compression
by tumor cells
> incomplete .~ lack of
= lymph vessels endothelial lining

~ lymphatics

Figure 32 : Représentation schématique des systemessculaires

A : Tissu sain ; B : Tumeur solide. Les vaisseauwges représentent le sang artériel bien
0Xygéné, les vaisseaux bleus représentent le sangux faiblement oxygéné. En vert sont
représentés les vaisseaux lymphatiques (Tredaah,, &007).

Les vaisseaux formés dans la tumeur sont en gémdt@kement désorganisés, trés
tortueux et dilatés avec des embranchements elcdEfierhard, et al., 2000). Il manque
souvent des péricytes, ce qui induit la quiescemzothéliale par inhibition de contact. Les
vaisseaux présentent également une grande peritéaldil niveau de lultrastructure,
I'endothélium est discontinu a de nombreux endro@ésec une absence de jonctions
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cellulaires, une absence partielle ou totale de Ionene basale. La conséquence en est un flux

sanguin tres chaotique et variable, induisant desz hypoxiques et nécrotiques.

1.2.1.1.2.Les mécanismes de formation de la vascularisation

La croissance du cancer et l'apparition de méwstaont étroitement liees a la
vascularisation de la tumeur primitive. La comprédien des mécanismes de formation des
nouveaux vaisseaux permet de développer des sést#gticancéreuses qui la prennent pour
cible. Plusieurs mécanismes de formation des \assent été identifiés. L’angiogenése, la
vasculogenese, I'intussusception et la co-optievaesseaux (figure 33).

a Angiogénése b Vasculogénése

Tip Cell y _ L o
Membrane ‘ p G Différentiation des

s . otj PCEen CE

basale

Péricyte

sl !
Les cellules tumorales cooptent
avec les vaisseaux préexistant

e Mimétisme vasculaire f Cellules tumorales == Différentiation en CEs

Lignée cellulaire tumorale Cellules souches cancéreuses
Vaisseaux tumoraux différentiées en CEs

Figure 33 : Mécanismes de formation des vaisseaux

Plusieurs mécanismes permettent de former desaaigssanguins dans les tissus normaux et
tumoraux. La formation de nouveaux vaisseaux pawegir par angiogenénésa)( par recrutement
de précurseurs de la moelle osseuse ou de progénites cellules endothéliales (PCE) qui vont se
différencier en cellules endothéliales (CIB¥)pu par intussusceptior)( Les cellules tumorales
peuvent co-opter les vaisseaux pré-existajtdds vaisseaux tumoraux peuvent étre bordés de
cellules tumorales (mimétisme vasculaigg)bu par les cellules endothéliales, suite & desnaalies
cytogénétiques dans leurs chromosome§ontrairement aux tissux normaux, qui utilisent
uniquement I'angiogenése, la vasculogenese etisgusceptional-c), les tumeurs peuvent utiliser les
6 modes de formation des vaisseaax) (Carmeliet and Jain, 2011).
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. Angiogenése Ce processus débute par la sortie de quiescdesecellules
endothéliales des vaisseaux péritumoraux provogaet switch angiogénique, c'est-
a-dire lorsque I'équilibre entre facteurs pro-aggioiques et anti-angiogéniques est

rompu en faveur des facteurs pro-angiogéniquese(Hand Griffioen, 2007).
L’angiogenése se décompose en plusieurs étapes.

Dans un premier temps, les cellules endothéliadesivées par des facteurs de
croissance tels que le VEGF (Vascular Endotheli@w@h Factor) vont libérer des
enzymes en particulier des protéases (Matrix Mmtatitéinase, MMP), conduisant a
la dégradation de la membrane basale et de laceatxiracellulaire (MEC), étape qui
permet de perméabiliser les vaisseaux. S’ensuiétape de migration des CE a l'aide
de molécules d’adhésion (intégrines) ainsi qu'unasphde prolifération dans la
matrice environnante. Enfin, par différenciatiorpetarisation, les CE s’organisent en
structures tubulaires avec une nouvelle lame badake « bourgeons » se connectent
aux vaisseaux voisins pour créer de nouveaux \&isséifin de stabiliser ces néo-
vaisseaux immatures, les CE vont induire la misplace de la paroi vasculaire et la
MEC va se régénérer.

* Vasculogenése La vasculogenése peut étre définie comme urepsus entrainant la
formation de nouveaux vaissead& novosuite au recrutement de différents types de
précurseurs endothéliaux (Bertolini, et al., 2006).

Lors de la vasculogenése, les précurseurs endmikélplus particulierement ceux
dérivés de la moelle osseuse, contribuent a laNassation tumorale en combinaison
avec l'angiogenese (Asahara, et al., 1999). Ldsleslsouches hématopoiétiques et
vasculaires (hémangioblastes) donnent naissanceesa agllules progénitrices
endothéliales matures qui vont former un plexuswasre uniforme. Ce plexus sera
ensuite remodelé afin de former un systeme vaseulaature.

* Intussusception: Ce mécanisme, indépendant de la prolifératiodeeta migration
des cellules endothéliales consiste en l'insertiom pilier tissulaire au niveau de la
lumiére du vaisseau, entrainant la partition ddeckimiere en deux ou plusieurs
canaux indépendants. Lors de [lintussusceptionn’yl a pas de prolifération
importante des CE mais plutét un réarrangemenstiastures préformées (Patan, et
al., 1996).

» Co-option des vaisseaux Ce mécanisme a été décrit plus récemment, itraaque

'angiogenese ne se fait pas uniquement par boorggoent. La co-option des
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vaisseaux consiste en une capture des vaisseaexigtadts dans le stroma tumoral
(Leenders, et al., 2002, Ribatti, et al., 2003).

* Mimétisme vasculaire: Le mimétisme est un processus de vascularisagsez
particulier que l'on rencontre dans de nombreux ceen Certaines cellules
cancéreuses acquierent une morphologie de -cellndotieéliale et expriment
différents génes spécifiques des cellules endailsli (Dome, et al., 2007). Ce
mimétisme vasculaire aboutit a la formation d’'uge@u capillaire dont I'endothélium
est composé essentiellement de cellules cancérauggsenotype endothélial (Paulis,
et al., 2010).

1.2.1.2. Thérapie anti-angiogénigue

Du fait de I'importance de I'angiogenése dans leetlippement tumoral, les vaisseaux
sanguins sont rapidement apparus comme une nowvealethérapeutique pour le traitement
du cancer. Les premiers inhibiteurs angiogéniquesires a étre utilisés en clinique ont été

développés dans les années 70 sur des modeleuan(irodkman, 1972).

Depuis, de nombreuses stratégies anti-angiogénigimant différents mécanismes,

molécules ou facteurs impliqués dans I'angiogenasé&té développées.

Les principales cibles des thérapies anti-angiagérs sont présentées dans la figure ci-

dessous :
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Figure 34 : Les différentes cibles des traitementnti-angiogéniques
(d'aprés Lamoglia, Institut Curie)

Inhibition de la dégradation de la matrice extrdo&ire

L’inhibition de la dégradation de la MEC va permeitle bloquer les étapes d’'invasion et
de migration des cellules endothéliales. Cettdégira repose principalement sur I'inhibition
des MMPs grace a des inhibiteurs synthétiques (€&mss et al., 2002).

Inhibition de I'adhésion cellulaire

L’adhésion des cellules endothéliales a la MECré&gtilée par des récepteurs présents a
leur surface, notamment les intégrines. Ces madécgbnt insérées dans la membrane
plasmique et comportent deux domaines : un domdine large », extracellulaire, et un
domaine dit « court » intracellulaire (figure 3bgs intégrines sont organisées sous la forme
d’hétérodimeéres consistant en une sous-unité aphae sous-unité béta. Il existe environ 18
sous-unités alpha et 8 sous-unités béta (GiarmattiRuoslahti, 1999), correspondant a une

vingtaine de combinaisons possibles d’intégrines.
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Figure 35 : Représentation schématique d’'une intégre avec ses domainaset f§
(Poupon, 2006)

L’intégrine avp3 est impliquée dans I'angiogenése et le remodelageulaire. Elle est
exprimée essentiellement au niveau des cellulestieéidddes des néovaisseaux tumoraux
(Brooks, et al., 1994, Max, et al., 1997).

Les ligands extracellulaires de I'intégrinef3 sont des protéines de la MEC tels que la
fibronectine, la thrombospondine, I'ostéopontin€es protéines lientvp3 par une séquence

tripeptidique arginine-glycine-aspartyl (RGD).

Des molécules antagonistes des intégrines ont &idsidéveloppées. En empéchant
'adhésion des CE, ces peptides vont inhiber lewdifpration et induire leur apoptose
(Robinson and Hodivala-Dilke, 2011).

Inhibition de I'activation des cellules endothééal

L’angiogenése peut étre inhibée par action dirette les cellules endothéliales. Par
exemple une diminution de la synthése de @MNite a I'administration de thalidomide
entraine une activité anti-cytokine et antiprobifiive des cellules cancéreuses (Liu, et al.,

2009). On peut également citer 'utilisation de toetastatine, qui se lie spécifiquement a la
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tubuline et va induire spécifiguement I'apoptosa dellules endothéliales en prolifération
(Lunt, et al., 2011).

Inhibition des facteurs de croissance et de leécepteurs

L’angiogenése étant initiée suite a la sécrétion falteurs de croissance et a la
surexpression de leurs récepteurs sur les cekmésthéliales, une stratégie consiste a inhiber
des facteurs tumoraux endogenes, a bloquer leatidix sur leurs récepteurs ou bien a

empécher la transduction du signal.

Parmi les molécules entrainant une diminution dggdression des facteurs de croissance
et/ou des récepteurs on retrouve des moléculebanhila fixation du VEGF sur son
récepteur. Dans ce cas, la thérapie la plus wdilsEnsiste en I'administration d’anticorps
monoclonaux comme le bevacizumab (Avddtiqui va se lier spécifiquement au VEGF et

empécher sa fixation sur son récepteur (Wahl,.e2@11).

Une autre stratégie consiste en [l'utilisation detgines contenant les domaines
extracellulaires des récepteurs tels que le VEGIp-TCes récepteurs solubles vont capturer
le VEGF circulant et diminuer sa biodisponibilitéadministration de VEGF-Trap supprime
la croissance tumorale et la vascularisation vivo, conduisant a linhibition de la
vascularisation tumorale et a une diminution du bkentde métastases (Lassoued, et al., 2010,

Torimura, et al., 2008).

Un grand nombre d’approches sont donc possibliesfejure 36 représente une synthése

des différentes stratégies permettant d’inhibergiagenése tumorale.
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Figure 36 : Stratégies de ciblage des cellules erdéliales et non endothéliales
pour inhiber 'angiogenese tumorale
(Carmeliet, 2005)

1.2.1.3. Imagerie de la vascularisation et de I'angiogenése

Il est donc bien reconnu que la néoangiogenése alenast I'un des déterminants
majeurs de la croissance locale des tumeurs maierégnt de la diffusion a distance des
|ésions secondaires. L'étude de cette néoangiogema®t donc un caractere essentiel des

lors que I'on souhaite évaluer le potentiel de ssance de la tumeur mais aussi la réponse
tumorale a des traitements spécifiques.
La plupart des modalités d'imagerie décrites danzaktie 1.1 permettent de s’intéresser a

la vascularisation tumorale. Le paragraphe suiyaopose donc quelgues exemples du
potentiel des différentes modalités d’'imagerie pdétude de l'angiogenése et de la

vascularisation.

1.2.1.3.1.Imagerie anatomique

L’'imagerie de la microcirculation doit permettreétiidier des paramétres tels que la
perfusion, la perméabilité et le volume sanguinnd@niere quantitative. Trois modalités
d’'imagerie sont utilisées en routine et permet@dats’intéresser a ces caractérisques en
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réalisant une imagerie anatomique de la vascutams#&umorale : il s’agit de I'IRM, de la
TDM X et des ultrasons.

Imagerie de la microcirculation par injection d’agfs de contraste

IRM : Afin de visualiser la microcirculation, I'une slemodalités d'imagerie
principalement mise en ceuvre est I'IRM avec ingttil’agent de contraste. Comme
déja évoque, les agents de contraste les pluséstisont constitués par des petites
molécules a base de chélates de gadolinium. Ce&coies diffusent rapidement dans
les espaces extravasculaire et extracellulairengant de calculer la fraction du
volume vasculaire dans un tissu, la perfusion tssellet la permeéabilité capillaire.
Ceci permet notamment de différentier les tissusssdes tissus malins (Padhani and
Patel, 2011). Une étude récente a démontré quéMl'tRec injection d’agents de
contraste permettait d’évaluer les effets d’'unevetia molécule anti-angiogénique
dans un modele de carcinome ovarien (Yang, e2@l.]).

Toutefois cet examen qui semble avoir une bonnealsktésa montré par ailleurs une
faible spécificité pour I'imagerie clinique de laascularisation des tumeurs
mammaires (Heijblom, et al., 2011).

TDM X : Comme pour I'IRM, la visualisation de la vascidation tumorale par
tomodensitométrie est réalisée suite a linjectaa produits de contraste. Cette
technique est aussi appelée tomodensitométrie diusmm. Actuellement, les
produits de contraste les plus utilisés sont lesntsyiodés qui vont permettre
d’opacifier la vascularisation. La TDM de perfusi@an montré qu’elle peut par
exemple étre utilisée pour prédire la réponse athé@empie antitumorale par mesure

du volume sanguin chez des patients (Petralid,, 204 1).

L’imageriein vivo par tomodensitométrie de perfusion ne permet toigtpas
d’obtenir des images d’une résolution suffisanterppantifier précisément I'impact
d’un traitement sur la microvascularisation tumerdl’amélioration de la résolution
se fait soit par des ruptures technologiques, grdes imageurs plus performants, tels
gue les microCT, qui permettent de réaliser deslisitipns avec une résolution de
'ordre du micrométre ou bien par amélioration gestocoles d’acquisitions des

imageurs dédiés au petit animal par augmentatioteiyps d’acquisition (et donc de
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la dose de rayons X délivrée). Dans ces deux ta&stiimpossible de réaliser les
examens sur animal vivant, car d’'une part, les @ddr ne permettent pas d’imager
des animaux mais uniquement des échantillons dite petille, et d’'autre part,

'augmentation des temps d’acquisitions (plusichesires) ainsi que I'augmentation
des doses délivrées ne sont pas compatibles aweétddes de cancérologie. Une

solution, consiste a réaliser une imagevivode tumeur.

Pour cela, une technique par injection de résid®+apaque au niveau de la
vascularisation a été développée. Cette méthode@sting de la vascularisation »
gue nous allons nommer plus simplement Cast esmétkode qui va permettre de
reconstruire la structure tri-dimentionnelle desss@aux sanguins des organes et des
tissus par injection d’'une résine dans la circalaifKonerding, et al., 1999). L’'ajout
de composé radio-opaque dans la formulation dédme permet alors de visualiser

les vaisseaux « castés » par TDM (Meyer, et aQ7R0

Imagerie de la vascularisation par étude des flaxcgiins

« Ultrasons: Une autre modalité permettant I'étude de l'angiege tumorale est
I'écho-doppler qui est principalement mis en ceudems le cas de tumeurs
superficielles (mélanomes et cancers du sein). jiglenet la détection du flux
anormal caractéristique d’'une tumeur maligne (Hatd Miyazaki, 2003). Cette
technique permet d'évaluer relativement simplemigfficacité des nouvelles
thérapeutiques anti-angiogéniques par visualisaties flux lents dans des
microvaisseaux et d'estimer tres précocementdafiieé d'un traitement, avant

apparition des modifications du volume tumoral.

1.2.1.3.2.Imagerie fonctionnelle

L’évolution des modalités d’'imagerie a permis lasenau point d’approches moléculaires

pour I'étude du cancer (Schirner, et al., 2004).

Quelles que soient les stratégies développées,reipr est le méme. Il consiste en la
fixation d’'un marqueur (radioisotope, fluorochrome) sur des ligands (anticorps, peptides,

...) spécifiques de la cible.
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Les modalités d’imagerie nucléaire (TEP et TEMP)tdes plus utilisées pour détecter
précocement les tumeurs aux premiers stades desanuie, c'est-a-dire des la mise en place

du switch angiogénique.

Imagerie de I'expression des intégrines

L'imagerie de I'expression des intégrines consiste l'utilisation de peptides RGD
marqués par des isotopes ou des fluorochromesp&}siles vont cibler spécifiquement les

intégrines (principalement I'intégrireyf3) exprimée au niveau des néovaisseaux tumoraux.

Il a ainsi ét¢ montré que le radiotracetfF-Galacto-RGD permet de visualiser
I'expression des intégrines/f3 en TEP (Beer, et al., 2006). Afin de visualisar pnagerie
TEMP la prolifération de cellules étoilées du fajei expriment des intégrineavp3
lorsqu’elles sont activées, un peptide cycliqueRizD a été marqué ali™Tc (Li, et al.,
2011) et a montré tout son intérét. Des liposonfedatant le gadolinium et couplés a un
anticorps monoclonal spécifique des intégrines (L®)&bnt utilisés en IRM (Sipkins, et al.,
1998). Enfin, I'IntegriSens&, molécule commercialisée pour I'imagerie préclimiiekabe,
et al., 2011) est un peptide RGD couplé a un fldomme qui émet dans l'infrarouge (750
nm) et qui permet également de s’intéresser a ¢jeria de I'expression des intégrines.

Ciblage du VEGF

Afin de cibler le VEGF, fortement exprimé par leSomaisseaux tumoraux, plusieurs

traceurs ont été développés :

* En imagerie TEMP, une des applications est I'@ilen d’'un VEGF recombinant
marqué au’®™Tc. Ce peptide permet de visualiser I'expressionrétepteur au
VEGF et par exemple de déterminer la réponse ouanom traitement par le
pazopanib (inhibiteur du VEGFR) (Blankenberg, et2010).

» La conjugaison a la surface des microbulles d’'uptige spécifique du récepteur
au VEGF (VEGFR2), via des phospholipides (Pillai, a&, 2010) a permis
d’'imager I'expression de VEGFR2 par imagerie ultrame.

e Enfin, l'utilisation de VEGF recombiné (scVEGF) magé avec un fluorochrome
Cybh.5 a permis de cibler les récepteurs au VEGF pionagerie de fluorescence
(Backer, et al., 2007).
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Ciblage de MMPs

L’activation des MMPs est caractéristique de la s3ance tumorale, cette activation
apparaissant des les stades précoces de la tumesagdJne sonde fluorescente activable, le
MMPSens& (Perkin Elmer) permet de détecter cette activatiblle a été utilisée par

exemple pour la détection précoce d’adénomes aubore (Clapper, et al., 2011).

1.2.2. Mort cellulaire et apoptose

1.2.2.1. Généralités

Il existe 4 types de mort cellulaire : la nécroséapoptose dont les mécanismes ont été

les plus décrits et qui seront détaillés ci-dessins que I'autophagie et la sénescence.

1.2.2.1.1.La nécrose

La nécrose est une mort cellulaire accidentellesguiient lors d'un dommage tissulaire et
implique des groupes de cellules. La nécrose essidérée comme une mort cellulaire
désordonnée, avec des modifications apparaissanveau du cytoplasme et du noyau qui va
se condenser. L'ADN nucléaire va ainsi étre dégmelénaniere aléatoire (Bicknell and

Cohen, 1995) par des endonucléases.

Lors de la nécrose, la cellule gonfle en se remsalisd’eau, puis la membrane cellulaire
éclate sous l'effet de la pression, provoquanelargage du contenu cytoplasmique dans le
milieu environnant et induisant localement uneamfination. Celle-ci est provoquée par la
présence d'enzymes et de substances inflammatiziresle cytosol telles que les cytokines,
le TGF-betal et la PGE-2 (Maderna and Godson, 2003)

1.2.2.1.2.L’apoptose

L'apoptose, appelée aussi mort cellulaire programmest hautement régulée et
indispensable a la survie des organismes multiegled ainsi qu’au maintien de

’homéostasie.
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Morphologiquement, I'apoptose correspond a unaagtbn progressive de la cellule, avec
condensation de la chromatine et du cytoplasmeiesdiune fragmentation caractéristique de

I'ADN aboutissant a la formation de fragments daltes ou corps apoptotiques (figure 37).

Contrairement a la nécrose, l'apoptose ne va pdsiran d’'inflammation puisque

I'intégrité de la membrane plasmique est consergegant tout déversement du contenu
cellulaire vers I'extérieur.
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Figure 37 : Différence entre les cellules nécroticggs et les cellules apoptotiques

(American Institutes for Biological & Nutritionalc&nces, 2005)

Le processus d’apoptose est médié par plusieurssvdiactivation dont deux sont

caspases dépendantes (voies intrinseque et exjuiesét une caspase indépendante.

Concernant les voies caspases dépendantes :

La voie extrinsequeest induite par un stimulus passant par des régeptde mort

cellulaire tels que le récepteur appartenant aipeersamille des récepteurs au Tumor
Necrosis Factor (TNF) (Song and Steller, 1999).
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 La voie intrinséque cible le métabolisme cellulaire et plus précisémémt

métabolisme mitochondrial avec la libération deoclitome c par la mitochondrie
(Bossy-Wetzel and Green, 1999) et I'activation cespases (Chang and Yang, 2000).

Cette voie est gouvernée par des protéines appattara superfamille de Bcl-2.

Ces deux voies conduisent a

protéines précurseurs,

I'activation de caspageeés clivage protéolytique de

les pro-caspases. Cela wvairéndine cascade d’événements

morphologiques et biochimiques tels que I'expositienphosphatidylsérine a la surface de la

membrane cellulaire (Castedo, et al.,

1996), ltad@ la réplication, la fragmentation du

noyau et du cytosquelette entrainant la formatiorcatps apoptotiques phagocytés par les

cellules environnantes.

Il existe également une autre voie apoptotique sguidéroule sans l'intervention des

caspases, dont I'acteur principal est le factel (Npoptosis Inducing Factor)

Une synthése des différentes voies d’activatiohagmptose est présentée figure 38.
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Figure 38 : les différentes voies conduisant a I'ayptose

Les 3 voies apoptotiques sont représentées sehlasa. La voie intrinseque dépendante des
caspases (en haut) implique I'apoptosome asseméée @u cytochrome C relargué de la
mitochondrie, et active la caspase 9. La voie ag&que dépendante des caspases (a gauche)
implique les récepteurs de mort et entraine I'atitvn des caspases 8/10. La voie caspase
indépendante (& droite) entraine la translocatioAlE et de I'endonucléase G (endoG) de la
mitochondrie au noyau (d’apres Le Bouffant, R., 7200
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1.2.2.2. Réqulation de I'apoptose et cancer

L’apoptose intervient dans de nombreux processuysiplogigues comme le
développement embryonnaire, la prolifération, Idfédeénciation, la régulation et le
fonctionnement du systéme immunitaire. Elle peraiaesi a I'organisme de se débarrasser
des cellules indésirables. Toutefois, des anomali@ss la régulation de ce processus
apoptotique peuvent contribuer a divers états pagiopues, notamment lors de certaines
pathologies neurodégénératives, de maladies autnsmas et de cancers (tableau 4).

Type de pathologie Exemples Apoptose
Alzheimer
Maladie Sclérose latérale } Suractivée
neurodégénérative amyotrophique
Parkinson
Maladie autoimmunes Inhibée
Désordre SIDA Suractivée
immunitaire Diabéte Suractivée
Thyroidite Suractivée
Lymphome
Néoplasie Astrocytome Inhibée
Hépatome
Mélanome
Vieillissement
Divers Alopécie } Suractivée

Tableau 4 : Pathologies associés a des déreglemahigprocessus apoptotique

Le cancer apparait lorsque I'équilibre entre lalifin@tion et la mort cellulaire est
perturbé. L'objectif d'un traitement anticancéresst ainsi de déclencher I'apoptose dans les

cellules tumorales sans affecter les cellules saine

L’apoptose est un processus d’équilibre entre presepro- et anti-apoptotiques. Les
voies moléculaires intrinseques et extrinsequesré@guilent I'apoptose et donc I'équilibre
entre ces protéines pro- et anti-apoptotiques slonc des cibles trés intéressantes afin

d’obtenir une activité thérapeutique potentielle.

Plusieurs agonistes de récepteurs pro-apoptotiquesactivent sélectivement la voie
extrinseque ont déja été développés. Des inhilsitepécifigues de la voie TRAIL, voie

intrinseque, ont aussi été concgus (de Vries, £2@06).
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Figure 39 : Impact de différentes classes de moldes sur la régulation de I'apoptose

lllustration de la facon dont les molécules telg dgs chimiothérapies ainsi que les inhibiteurs du
protéasome, les inhibiteurs des histones désasétyldDAC), les inhibiteurs des membres de la
superfamille des protéines antiapoptotiques Bd-{2®inhibiteurs des protéines apoptotiques (IAP),
interférent dans la voie de signalisation TRAIllpetivent potentialiser les effets de rhTRAIL

(de Vries, et al., 2006)

Afin d’'inhiber la voie de signalisation TRAIL, uredain nombre de chimiothérapies ont

ete développées. Celles-ci sont réparties en 4dgsafamilles d’inhibiteurs :

Les inhibiteurs du protéasome : celui-ci étant oespble de la dégradation de la
majorité des protéines intracellulaires, y compess protéines pro-apoptotiques,
ces inhibiteurs vont affecter les multiples voiesidmalisation cellulaire.

Les inhibiteurs des histones désacétylases induigee différenciation et/ou
I'apoptose de nombreux types cellulaires en activantranscription de genes
cible. Ces inhibiteurs agissent en synergie aveAILRpar exemple en induisant
TRAIL-DR4 et TRAIL-DR5 via I'activation du facteur nucléaire MB et de
certains membres pro-apoptotiques de la famille-2Batngageant la voie
mitochondriale.

Les inhibiteurs des membres anti-apoptotiques dartalle Bcl-2 (Bcl-2 et Bcl-
XL) ou les inhibiteurs des protéines apoptotiguasables d’éliminer les obstacles

de la voie de signalisation TRAIL.
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De nombreuses protéines jouent un role dans I'agepinduite par TRAIL. L’inhibition
spécifigue de ces protéines devrait permettre dianeé le ciblage tumoral ainsi que la

personnalisation des traitements anti-apoptotiques.

1.2.2.3. Imagerie de 'apoptose

Dans le domaine de I'imagerie en cancérologie eéxyatale, la possibilité de visualiser
le processus apoptotique présente un intérét phetiuisque cela doit permettre d’apprécier
la réponse de la tumeur a un traitement. Ainsiclenque, cela doit conduire a évaluer la
réponse d’'un patient a la chimiothérapie, rapidememir éventuellement le réorienter vers
d’autres approches thérapeutiques en cas de nons&p

Pour réaliser cette imagerie, plusieurs démarchet gossibles et nous proposons d’en

présenter deux baseées sur le ciblage des caspdaetection des phosphatidylsérines.

1.2.2.3.1.Imagerievia activation des caspases

Récemment, des constructions bioluminescentes Btlorescentes permettant de suivre

spécifiguement I'activation des caspasegivo ont été décrites.

Une des premiére molécule développée, le FLICAinhibiteur des caspases relié a un
fluorochrome, a démontré une forte affinité powrdgstéines présentes au niveau du site actif
des caspases, et a permis une détection de Itactipbptotiquén vitro etin vivo (Lee, et al.,
2008). Cependant, des résultats complémentairesramis en cause la spécificité du
marquage par les inhibiteurs des caspases puisgpepe de Kuzelova a obtenu un signal

fluorescent suite a des liaisons non spécifiqudsLd€A (Kuzelova, et al., 2007).

Afin d’améliorer la spécificité des traceurs, le plage a un groupement pouvant étre
spécifiguement reconnu par les caspases sembleuderepproche intéressante.

Des sondes activables fluorescentes, séparéesnpasagquence DEVD ont permis de
détecter une activation spécifique des caspasas,atellement ces sondes sont encore en

développement (Barnett, et al., 2009).
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Une nouvelle molécule pour I'imagerie de biolumierwce, la Z-DEVD-aminolucoférine,
basée sur le méme principe que les sondes flumtesceest commercialisée et permet de
réaliser une imagerien vivo de l'apoptose avec un signal de bruit de fond fedsle,

contrairement aux sondes fluorescentes.

Z-DEVD-aminoluciférine

Un substrat a été développé (VivoGloTM CaspaseSibstrate, Promega) afin de
réaliser une imagerie de I'apoptose par biolumieese. Le principe de ce substrat est

présenté figure 40.
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Figure 40 : Principe de I'imagerie de I'apoptosén vivo grace a la Z-DEVD-aminoluciférine
(Scabini, et al., 2011)

A I'état basal, la Z-DEVD-aminoluciférine ne pewsdinteragir avec la luciférine, a cause
de I'encombrement stérique du groupement DEVD. smiévage spécifique de la liaison
DEVD-aminoluciférine par les caspases 3 et 7, Ilrahiciférine libre va pouvoir interagir
avec la luciférase et aboutir, en présence d’'O2'ATP, a la réaction classique de

bioluminescence.

Des études ont ainsi montré 'efficacité de cettdérule pour la détection de I'apoptose
dans des modéles murins. Une augmentation deri8iteedu signal de bioluminescence apres
injection de Z-DEVD-aminoluciférine a été obsengtite a un traitement au docétaxel dans
des tumeurs SKOV3-luc et MDA-MB-231-luc-LN (Hicksoet al., 2010), et lors d'un
traitement de tumeurs colorectales HCT116-luc pdiirdeotécan (Scabini, et al., 2011).

Ce substrat présente donc un intérét important poager I'apoptose médiée par les

caspases 3 et 7. Toutefois, trés peu de travausfadntobjet de publications a ce jour. I

Imagerie préclinique et cancérologie expérimentale 94



semblerait que des problémes soient rencontrésnnoéat du fait d'une dégradation basale
de la Z-DEVD-aminoluciférine entrainant un signal lsioluminescence trés important avant
injection du traitement, et de la difficulté a naliser le signal de bioluminescence apoptose
a un parametre objectif (prolifération tumorale léea par BLI classique ou volume tumoral

mesuré au pied a coulisse).

1.2.2.3.2.Ciblage des phosphatidylsérines : intérét de I'Amme 5

Lors du processus d'apoptose l'exposition de pladsiysérines au niveau de la
membrane cellulaire est un phénoméne qui surviegtogement. Ces phosphatidylsérines
peuvent étre ciblées par des ligands spécifiquespagticulier I'annexine 5 qui est une
protéine humaine endogéne dont les propriétés bgpleg sont attribuées a sa liaison de
haute affinité aux phospholipides membranaires gésmrnégativement, en présence de
calcium C&" & concentration physiologique. Ainsi, I'annexinese lie spécifiquement avec
une grande affinité aux phosphatidylsérines préseati niveau des membranes cellulaires

(Tait and Gibson, 1990).

Aujourd’hui, cette molécule est couramment utilig@air 'imagerie de I'apoptose. Elle
peut étre marquée, selon la modalité d’'imagerie idén&e, par des radioisotopes ou des

fluorochromes.

Imagerie TEMP

L’'un des premiers essais chez I'animal permettaéalluer I'induction de I'apoptose fut
réalisé en TEMP par injection d’'annexine 5 HYNIdgiikenberg, et al., 1998). En clinique
la mise en ceuvre d’une annexine 5 recombinante inenen-annexin 5 ) liée & di™Tc via
un radioligand de penthioate (N2S2) a permis dealiser des foyers hypoxiques (Boersma,
et al., 2003).

Le ¥™c n'est pas le seul radioisotope permettant dequear 'annexine 5 pour
limagerie TEMP. L*!n par exemple (Zhang, et al., 2011), a égalem&ntrés en ceuvre,
'avantage de ce radioélémeént étant sa demi-vie graisde qui permet le suivi du processus

apoptotique sur une durée plus longue.

Imagerie préclinique et cancérologie expérimentale 95



Imagerie TEP

De nombreuses approches ont permis de marqueekare5 au®F. L'une des méthodes
consiste & utiliser du N-succinimidyl 4-fluorobeai afin de synthétiser de f&-Annexine
5 (Grierson, et al., 2004, Murakami, et al., 20Q@4avantage de cette sonde est une fixation
moindre au niveau du foie, des reins et de la pate rapport a I'annexine 5 HYNIC.
Toutefois, la chimie nécessaire a ce type de mgeajna peut pas étre utilisée en routine dans

les services de médecine nucléaire (Reshef, &(dlQ)

D'autres radioisotopes ont été utilisés comme pample [€®*Ga ou 1e®Cu. Dans ces
deux cas, le couplage a I'annexine 5 est réalséu DOTA. La mauvaise biodistribution de
ces deux composés n‘a pas permis de montrer |g@risuté par rapport a I'annexine 5
HYNIC (Blankenberg, 2008, Lahorte, et al., 2004ar Rilleurs, I'acces a ces isotopes étant
actuellement restreint, il serait trés compliquéitiiser ce type de sonde pour une

exploitation en routine chez le patient.

Imagerie de fluorescence

Une sonde fluorescente est commercialisée depuisips’agit de I’Annexin Vivd" 750
(Perkin Elmer) qui permet de réaliser une imageridvo chez le petit animal, dans le proche
infrarouge. Cette sonde a notamment permis de enetir évidence une augmentation de
I'apoptose au niveau d’'une tumeur U87 (glioblastptregtée par doxorubicine chez la souris
(Agarwal, et al., 2011).

L’imagerie cliniqgue de I'apoptose n’est toujoursspailisée en routine et de nombreux
développements restent a faire en imagerie préoknilLes pistes de recherche actuelles
semblent s’orienter vers le développement de sodegetite taille (plus faciles & marquer et
avec des profils de biodistribution et de clairamieux adaptés) ou encore sur la détection du

collapse du potentiel membranaire mitochondriak(i®é et al., 2010)
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1.2.3. Hypoxie tumorale

L’exigence métabolique que provoque la croissanaaadtumeur dépasse les possibilités
d’apport en oxygéne de la vascularisation normalenduit une néoangiogenese. Cette
vascularisation anarchique des tumeurs ne pernseti@aépondre aux besoins tissulaires et

aggrave I'hypoxie. Dans le cas des tumeurs solittegoxie peut représenter jusqu’'a 60 %
de la masse tumorale.

Les tumeurs solides présentent donc des zonespredaion partielle en oxygéne est tres

faible et cet état physiopathologique conduit ardeslifications du métabolisme des cellules
cancéreuses.

Au niveau moléculaire, I'nypoxie agit sur les difats mécanismes de signalisation
cellulaire en modifiant non seulement la radiodahig®® mais aussi la croissance,
'angiogeneése ou le potentiel métastatique d'uneetwr (Denekamp and Dasu, 1999,
Graeber, et al., 1996, lkeda, et al., 1995, Zagztaa,, 2000).

1.2.3.1. Mécanisme moléculaire de I'hypoxie

Les cellules tumorales en condition d’hypoxie pnéset un phénotype particulier avec

une instabilité génomique, des variations épigégnés et des altérations de I'expression post-
transcriptionnelle.

Nous considérons dans ce paragraphe la voie efieate I'hypoxie ayant fait I'objet de
la description la plus importante dans la littératucelle dépendante de HIF-1 (Hypoxia
Inducible Factor 1) (Huchet, et al., 2009, Serganet al., 2004, Tredan, et al., 2008).

HIF-1 est composé d’'une sous-unité Hik-tlont I'expression est stabilisée partiellement
par la pression partielle en oxygene, et d'une smit® HIF-13 exprimée de facon

constitutive. La forme active de HIF-1 est issud'aigion de ses deux sous-unitest .

En conditions physiologiques, les prolyl-hydroxgastelles que les protéines PHD
(Prolyl Hydroxylase Domain) utilisent I'oxygene pohydroxyler HIF-1u et lui permettre
d’interagir avec la protéine de von Hippel-Lind&H(L). Le complexe multiprotéique généré
aprés ubiquitination (HIF«tVHL-Ub) est dégradévia la sous-unité 26S du protéasome

(Brahimi-Horn and Pouyssegur, 2006).
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En condition d’hypoxie, la diminution de I'hydroxation de HIF-& protége cette sous-
unité de la dégradation protéasomale, aboutissénstabilisation et a la translocation de la
protéine dans le noyau qui va se fixer a la souseudiF-13. Le complexe HIF-1 formé se
fixe a une séquence nucléotidique spécifique appHEIRE (Hypoxia Response Elements).
HIF-1 active alors plus de 50 génes codant pourfae®gurs protéiques impliqués dans la
néo-angiogenese (comme le VEGF, PDGF, angiopaketour FGF), le métabolisme du

glucose, les modifications de la matrice extratailla et la survie cellulaire (Lauzier, et al.,
2006), comme indiqué figure 41.
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Figure 41 : Régulation de l'activité du facteur deranscription HIF-1 et genes activés
transcriptionnellement par HIF-1
(Tredan, et al., 2008)

La détection de la protéine HIFtHans les tumeurs a été corrélée a une diminutida de

survie et a une moindre chimiosensibilité d’'un @e@rtnombre de tumeurs (Tredan, et al.,
2007).
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1.2.3.2. Hypoxie tumorale comme cible thérapeutique

Sachant que I'hypoxie est trés spécifique des tusned qu’elle joue un réle non
négligeable dans le développement de chimio ead®nresistances, ce paramétre représente

ainsi une cible potentielle pour le développementhduvelles stratégies thérapeutiques.

Le concept de traitement ciblant spécifiquementclgfules en condition d’hypoxie est
apparu dans les années 1970 avec I'étude de gusitelseque la mitomycine C (Teicher, et
al., 1981). Durant la méme période, des composéogues au nitro-imidazole ont été

étudiés, mais ceux-ci ont présenté une toxicitéomante.

Compte tenu de I'mportance de HIF-1 dans la rési des cellules hypoxiques aux
chimiothérapies, le ciblage spécifique de ce facte@té étudié. Il a ainsi été démonmé
vitro que l'utilisation d’un inhibiteur de HIFelpermettait de rétablir la chimiosensibilité de
lignées cellulaires résistantes a I'étoposide erditiom hypoxigque (Brown, et al., 2006).
Cette approche a conduit a une étude cliniqueaa@émontré que l'utilisation de 2-méthoxy-

estradiol diminuait le taux de HIFelaméliorant ainsi la réponse a la chimiothérapie.

Les limites des traitements ciblant I'hypoxie somiltiples. D’'une part, il a été démontré
gue certaines molécules comme par exemple la feapi;e, présentaient une distribution
intratumorale faible (Hicks, et al., 2003). D’aufpart, la toxicité hématopoiétique de ces
molécules est en général tres importante (Parnaa).,e2007). Enfin, I'inhibition de la
cascade d’activation génique par ciblage spécifigee HIF-1 semble intéressante afin
d’optimiser les traitements anticancéreux, maisdaséquence de cette inhibition sur les
tissus non cancéreux parfois en condition d’hyp@xies d’artériopathies, de coronaropathies,

de rétinopathies...) et sur la réponse immunitaiséerenal connue (Tredan, et al., 2008).

De nombreuses thérapies ciblant I'hypoxie tumorahd été développées, mais leur
efficacité reste contestable, et leurs mécanisrtagiah sont encore peu connus. Toutefois,
I'efficacité de certains agents ciblant I'hnypoxentorale ouvre des perspectives pour des
associations thérapeutiques. Dans ce contextestilnécessaire de développer des outils
permettant une identification plus spécifique dagians hypoxiques au sein des tumeurs afin
de mieux comprendre les mécanismes d’'action etatliév les nouvelles stratégies

thérapeutiques.
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1.2.3.3. Evaluation de I'hypoxie tumorale par imagerie

La méthode de référence pour I'évaluation de I'hypdumorale est la mesure directe de
la pression partielle en oxygéne dans les tissossthlan, 1998). Cette méthode qui implique
'implantation d’'une électrode au sein de la tumest trés invasive. C’est pourquoi de
nouvelles approches d’imagerie moléculaire ont ddgeloppées afin de permettre une

évaluation atraumatique et une cartographie datl@®bxygénation d’un tissu donné.

Différentes stratégies permettant de réaliser umagérie moléculaire de I'hypoxie sont
actuellement disponibles: [I'lmagerie par Résonanbtagnétique, la Résonance
Paramagnétique Electronique (RPE), les techniques mdédecine nucléaire et

I'optoacoustique.

1.2.3.3.1.Imagerie de I'hypoxie en imagerie par résonancendétgue

L’'IRM est sensible a la Saturation en Oxygene Hértioglobine (S¢) via I'effet BOLD
(Blood Oxygen Level-Dependant). Plusieurs étudesnotamment montré que le parametre
T2* mesuré par IRM était sensible a I'hypoxie tualer (Baudelet and Gallez, 2005).
Récemment, une étude a permis d'évaluer et deerdlidtérét de cette mesure dans le cas
d’ischémie cérébrale chez le rat (An, et al., 200%utre part, 'oxymétrie parF IRM a été
mise en ceuvre afin d’étudier I'oxygénation de tume@mmaire chez le rat (Zhao, et al.,
2009).

L'utilisation d’agents de contrastes pour ciblehypoxie par SRM est en cours
d’évaluation. Le 2-Nitro-alpha-([2,2,2-trifluoroetkgimethyl)-imidazole-1lethanol, a déja été
testé avec succeés chez la souris (Procissi, e2@D7), mais malgré sa facilité de mise en

ceuvre, la SRM présente une faible résolution dpat@qui limite ses applications.

1.2.3.3.2.Imagerie de I'hypoxie en résonance paramagnétitpatrénique

La résonance paramagnétique électronique (RPEnesiméthode spectroscopique basée
sur I'absorption d’ondes électromagnétiques paradeses, des molécules et des ions. Son

principe est analogue a celui de la RMN, a la diifiée pres qu'en RPE, ce sont les spins des
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électrons qui sont excités plutdt que les spinsndgsux atomiques. La RPE permet ainsi de
détecter des atomes dotés d’électrons non apgatségue I'oxygene moléculaire. Il est donc

possible d’acquérir un spectre RPE de 'oxygenegaz pQ tres basse.

Des études précliniques ont montré qu'il était fmdesde réaliser une imagerie
reproductible de I'hypoxie par RPE (Gallez, et 2004, Khan, et al., 2012). La technique a
été validée en corrélation avec les électrodesy@eme (Goda, et al., 1997), les données
histologiques (Josse, et al., 2001) et les mesd@asée avec I'effet BOLD (Dunn, et al.,
2002).

1.2.3.3.3.Imagerie moléculaire de I'hypoxie

Aujourd’hui, I'imagerie moléculaire de I'hypoxie enédecine nucléaire permet d’obtenir
une résolution spatiale supérieure a celle de I&,S&Rest pourquoi les modalités (TEP et
TEMP) sont actuellement les plus couramment ué@Bséour visualiser les régions
hypoxiques. Le®®F-MISO, traceur historique, a été le plus étudideeplus utilisé mais de
nouveaux traceurs ont été développés a la foiskE 8 en TEMP. Avec I'avenement de
'imagerie optique et I'émergence de la fluoreseer8D, de nouvelles molécules sont

apparues et sont exploitables pour ces modalités.

On différencie classiquement les traceurs de I'higoximidazolés» des traceurs «non

imidazolés».

Traceurs imidazolés

Ces composés sont réduits en métabolites réactiésmédiaires par les réductases
intracellulairesyia un processus directement dépendant du niveau gémation cellulaire.

o BF.MISO : Le *¥fluoromisonidazole a été proposé pour évaluer Biigtumoralen
vivo en TEP des 1984. Depuis, il est devenu le dérivdarole le plus utilisé pour

cette imagerie (Dubois, et al., 2004).

Le ®F-MISO s'est révélé sélectif des cellules hypoxijnevitro etin vivo. En
recherche clinique, il est utilisé pour évaluermjitativement I'hypoxie tumorale dans
les cancers du poumon, les glioblastomes, les tisndas voies aérodigestives

supérieures (Bruehlmeier, et al., 2004, Eschmabml.e 2005) ainsi que pour les
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patients atteints d'ischémie myocardique (Guadaghaal., 2004, Markus, et al.,
2004).

Le ¥F-MISO s’accumule dans les tissus en se liant aacromolécules
intracellulaires, lorsque la pression partielleogggéne est inférieure a 10 mmHg. La

rétention tissulaire dépend de l'activité de laariéductase (figure 42).

H
H202 N\ N\J\)F
é v\ [*8F ]-Fluoromisonidazole

Electron lransport products

O; RNO, % RN-0 “<RNH,

Radical Anron covalent bondmg
to macromofecufes

Figure 42 : Mécanisme de rétention dd®-MISO au niveau des tissus hypoxiques

Lorsque |e"®F-MISO est dans un environnement ou le transpdtiedtron est possible (tissus
vivant), le groupement —-NQqui possede une grande affinité pour les élesy@apte un électron
pour former un radical anion. En présence ¢'C&lectron est rapidement transféré a I'oxygélee,
¥F-MISO retrouve sa structure d’origine et peut gutte la cellule. En I'absence d’oxygéne, si un

second électron provenant du métabolisme cellulaiagit avec le composé nitroimidazole, un
produit de réduction est formé, celui-ci va réaamec les peptides et 'ARN et rester piégé dans la
cellule (Padhani, et al., 2007).

Une fois dans la cellule, [8F-MISO est métabolisé et réduit par la nitrorédseta
intracellulaire (xanthine oxydase) afin de se $éfectivement aux macromolécules dans
les cellules hypoxiques. Bien que'fE-MISO soit relativement hydrophile, il diffuse &
travers les membranes cellulaires, montrant ainsi distribution passive dans les tissus
normaux (Bruehlmeier, et al., 2004). Méme si l&méon du'®F-MISO est inversement
reliée a la pression partielle en oxygene intratalte, il existe un seuil limite en dessous
duquel la bioréduction et I'absorption H&-MISO n‘augmentent plus (Couturier, et al.,
2004). Cette limite peut conduire dans certainesditions a une sous estimation de

I'hypoxie.
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8F.FAZA : Le *®F-fluoroazomycine-arabinoside est un nucléoside szoré
présentant un mécanisme d’action similaire ‘8&MISO. Il a été montré que la
cinétique d'élimination du'®F-FAZA était plus rapide que celle difF-MISO,
permettant une clairance plus rapide du traceuniaeau des vaisseaux sanguins et
des tissus non spécifiques pour réduire le bruifodd et améliorer le rapport signal
sur bruit (Piert, et al., 2005, Reischl, et al.Q2pD

BE.FETMIN :  Le *®F-fluoroerythronitroimidazole, permet aussi une bongétion de
la qualité de I''mage et du rapport signal/bruit papport au*F-MISO. Des études
précliniques sur un modele de carcinome mammair@ Cliez la souris ont ainsi
montré un signal de bruit de fond plus faible apdministration de*F-FETMIN
(Gronroos, et al., 2004).

IAZA : L’lodoazomycin-Arabinoside est comme [EF-FAZA, un nucléoside
azomyciné. Il peut étre couplé a I'iode radioaat#, qui permet de I'utiliser en TEP
**1) ou en TEMP ¥4, *23). Pour I'imagerie TEP, I'|AZA ne permet pas d’alioéer

le rapport signal sur bruit par rapport au FAZA pdas images réalisées a des temps
tres courts. L'élimination du IAZA étant plus lorggywque celle du FAZA, une
amélioration du ratio tumeur/bruit de fond peuteétibservée pour des images

réalisées plus tardivement apres injection (Reisthdl., 2007).

Traceurs non imidazolés

®Cu-ATSM : L'imagerie moléculaire de I'hypoxie par le Cuiftliacetyl-bis (N4-
methylthiosemicarbazone) ou Cu-ATSM a pour principetiliser l'affinité d’un
métal chélate pour les cellules hypoxiques (Huatted)., 2009). Le Cu-ATSM utilisé
en TEP a été développé comme alternative®meMISO et plusieurs isotopes du
cuivre émetteurs de positons sont disponidi¥su( °*Cu, ®*Cu et®Cu). Le®'Cu avec
sa demi-vie de 12,7 heures est I'isotope du cdespdus utilisé car il permet d’obtenir

des informations biologiques sur une période dbeles.

Le mécanisme de rétention du Cu-ATSM est compléséeéfectue a plusieurs
niveaux de la cellule (Fujibayashi, et al., 199F)est réalisé aussi bien dans les
cellules normoxiques que dans les cellules hyp@sqyui intégrent le Cu(ll)-ATSM
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stable (Dearling, et al., 2002). Au niveau cellidaies oxydoréductases réduisent le
Cu(Il)-ATSM en Cu(l)-ATSM qui devient instable. Brabsence d'Q, le Cu(l)-
ATSM se dissocie complétement et reste dans ldepantracellulaire alors qu’en
présence d'Q le Cu(l)-ATSM se réoxyde en Cu(ll)-ATSM qui ressde la cellule
(Figure 43). Le Cu-ATSM montre ainsi une fixatioglextive et une cinétique
d’élimination plus lente dans les cellules hypoxsuue normoxiques permettant de

mettre en évidence les territoires hypoxiques (keet al., 1999).

Cellular
Membrane
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H Q=0 Upiake
/AR FQ

ky &y Enz]
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- | _ ks kO]
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Extracellular Trapping
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Cu(l)-SR + H,ATSM ke L
Irreversible - [Cu(DATSM-H]
Trapping Dissaciation

Figure 43 : Mécanisme d’action impliqué dans I'absiption et la rétention sélective du Cu-
ATSM en conditions hypoxiques

k1 : constante d’absorption (9,818%) ; k2 : constante d’élimination (2,9.2G™) ; k3 :
réduction intracellulaire ; k4 : réoxydation ; k5dissociation des protons
(Holland, et al., 2009).

o 9M™Cc-HLI1 : Il a été démontré, par imagerie TEMP, une accuriamapécifique du
traceur®®™Tc-HL91 au niveau des cellules et tumeurs hypoxsd@ok, et al., 1998,
Lee, et al., 2008, Tatsumi, et al., 1999), mainézanisme responsable est encore peu
connu. Toutefois, I'absorption d&"Tc-HL91 est fortement corrélée a I'expression de

GLUT1 par les cellules cancéreuses viables (Yutral., 1999).

Imagerie de I'expression d’Anhydrase Carbonique 9

L’Anhydrase Carbonique 9 dont la concentration @sts élevée dans les cellules de
nature hypoxique est une protéine transmembranamm@iquée dans la régulation de

I’équilibre acido-basique de la tumeur.

Imagerie préclinique et cancérologie expérimentale 104



A I'heure actuelle, il existe une sonde fluoreseetammerciale, (HypoxiSensé Perkin
Elmer) qui détecte spécifiquement I'expression diparase Carbonique 9 a la surface de

cellules tumorales hypoxiques.

Par ailleurs, des fragments dimmunoglobuline mésgua I*'in et un anticorps
monoclonal marqué &' ou & un fluorochrome, ciblant spécifiquement |'gahtase
carbonique 9, ont permis de détecter la préserfogpdkie au sein de tumeur de carcinome
colorectal par TEMP, TEP et fluorescence respecterd (Carlin, et al., 2010, Chrastina, et
al., 2003, Tafreshi, et al., 2012)

1.2.3.3.4.Imagerie de I'hypoxie en optoacoustique

Comme décrit préecédemment (paragraphe 1.1.2.3)mledifications de I'absorption
optique mesurée en optoacoustique sont fonction piepriétés optiques de nombreux
chromophores endogénes tels I'oxy- (Hp@t la désoxy-hémoglobine (Hb). L'utilisation de
deux longueurs d’ondes dans le proche infrarougpevenettre de distinguer Hb de Hbé&x
ainsi de remonter a la SQ’optoacoustique a donc été mise en ceuvre chett kain afin de
détecter différentes conditions d’oxygénation (Wamgy al., 2006) et lors de tumeurs

cérébrales chez le rat (Lungu, et al., 2007).

L’'imagerie de I'hypoxie, notamment avec le F-MIS@ste une imagerie a faible
contraste. Dans tous les cas, il est importantahsidérer la pharmacocinétique du traceur

afin de déterminer le meilleur moment permettandétecter et quantifier I’lhypoxie.

Le développement de nouvelles sondes ainsi quelidaiion d’autres modalités
d’'imagerie telles que la TEMP et la fluorescenceraient contribuer a I'amélioration de la

spécificité et du contraste des images.

Imagerie préclinique et cancérologie expérimentale 105



Chapitre 2

Développement de modeles animaux

106



2. Développement de modéles animaux

Le cancer est une pathologie dont I'origine seuweodans une prolifération anormale et
incontrélée de cellules. C’est une maladie extréer@momplexe de par la grande variété des
anomalies génétiques impliquées et du fait queclmsséquences de cette prolifération
anarchique peuvent se retrouver au sein de n’inapquel tissu ou organe. Il est donc
impossible qu’un seul modele animal puisse représdignsemble des cancers tant cette

pathologie est multiple.

L’'un des objectifs de cette thése a été la misplare de modéles orthotopiques les plus
représentatifs possibles de situations cliniqueppar lesquels la communauté scientifique a
un réel besoin doutils lui permettant de comprent's mécanismes a lorigine de la

pathologie et d’évaluer les effets de nouvellestégies thérapeutiques.

Nous avons retenus deux situations parmi les pkigtméres en France et qui font I'objet

de nombreux développements thérapeutiques : leecantorectal et celui du pancréas.

2.1. Intérét des modeéles animaux et limites

L’utilisation de modéles animaux, plus particuli@ent murins, pour le développement de
molécules anticancéreuses a débuté dans les ah®®8@s I'Institut National américain du
Cancer sur un modeéle de leucémie L1210 (Goldiral.et1961). C'est au sein de ce méme
institut qu’a été validée a la fin des années 186Gibssibilité d’'induire des tumeurs d’origine
humaine chez des souris immunodéprimées (RygaardPamtsen, 1969). Les modeles
animaux sont alors devenus un outil incontourngigler I'’étude de la biologie du cancer,
méme si leur pertinence est souvent remise en c&usdes classes en général dans 3

catégories : les modeéles transgéniques, syngenguxe&nogéeniques.

Les modéles transgéniques

Les modeéles transgéniques sont obtenus par tragsgéadassique (insertion d’un
transgéne de maniere aléatoire dans le génomablée ¢recombinaison homologue) dans le

locus du géne impliqué, ce qui permet une invabaabu un gain de fonction.
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De nombreux modeéles de souris transgéniques capdbleeproduire différents types de
cancers ont été développés. Ces modéles immunotempépermettent de mimer les
caractéristiques génétiques et biologiques desursmaalignes humaines. Prenons I'exemple
d’'un modéle transgénique de cancer du poumon Ghaouris. Ce modeéle, pour lequel le
transgéne Kras a été muté, entraine l'apparitionntsp@ée de tumeurs pulmonaires
(Engelman, et al., 2008). Ce modéle est consid@rére le plus pertinent pour représenter le
carcinome bronchioloalvéolaire humain pour leqeebéne Ras est tres souvent muté (20-

30% des cancers du poumon) (Dardon, 2009).

Les modeles transgéniques sont donc considérés eordimxcellents systémes
expérimentaux. lIs permettent une meilleure comprsio@ de la biologie du candervivo et
sont de plus en plus utilisés pour les essais ipiéaks. Cependant il faut souligner deux
limites majeures : d’une part leur grande variébiinterindividuelle (cinétique de croissance
et localisation des foyers différentes), qui renifialie la mise en ceuvre de lots d’animaux
homogenes (notamment pour les études deffica@® rdédicaments), et d’autre part leur

co(t relativement élevé.

Les modéles syngéniques

Les modéles syngéniques sont établis par induaiomique, radiations ou greffe de

cellules ou fragments tumoraux d’origine murine.

L’avantage des modéles syngéniques est le maidfiem systéme immunitaire intact
permettant ainsi d’étudier les interactions héte#ur. Cependant les tumeurs murines ne
présentent pas les mémes caractéristiques quenhesits humaines. Cet aspect est a 'origine
de problemes lors de I'évaluation de nouveaux naédents car la cible peut ne pas étre
reconnue (situation classique des anticorps monaalonthérapeutiques), avoir une

distribution tissulaire ou une fonctionnalité dié@te de la cible humaine.

D’autre part, en ce qui concerne les modeles isdthimiquement ou par radiations, il
faut prendre en compte le temps de développementueeurs, qui peut parfois étre tres
long, ce qui conduit a l'utilisation d’animaux agésez qui des tumeurs spontanées et des
altérations des fonctions biologiques peuvent survet provoquer un certain nombre de
biais.

Parmi les modeles syngéniques les plus utilisépeon citer le modele « historique » de

mélanome B16, tumeur spontanée obtenue chez ls smmsanguine C57BL/6 (Geran, et al.,
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1972), le carcinome pulmonaire de Lewis (LL2) (Chetnal., 2007), ou encore le modele de
lymphome non hodgkinien a cellules EL4 (Dayde,|gt2®09) tous deux également dans la
souris C57BL/6.

Les modeéles xénogéniques

Les modéles xénogéniques sont obtenus suite areffe de tumeur d’origine humaine

dans des souris immunodéficientes.

Ces modeles qui utilisent des lignées cellulairedepées sur des patients atteints de
cancer sont largement utilisés dans les essaidinpo@es, mais nécessitent de mettre en
ceuvre des souris immunodéprimées pour éviter Ediofls immunitaires conduisant a un
rejet de la greffe. De nombreuses souches de ssomis maintenant disponibles, avec des
niveaux d’immunodéficience variables : les sourisues » sont dépourvues de lymphocytes
T, les SCID de lymphocytes T et B et enfin les SOH)ge de lymphocytes T, B et cellules
NK. Toutefois, le fait que la tumeur se développepeésence d’'un stroma murin dans un
microenvironnement absolument différent de celocomtré chez 'lhomme constitue I'un des

inconvénients majeurs de ces modéles.

Excepté pour les modeles transgéniques, l'obtentdentumeurs pour les modéles
syngéniques et les modéles xénogéniques nécesstgraffe de cellules ou de fragments
tumoraux. Deux méthodes sont possibles: les grefeus cutanées et les greffes

orthotopiques.

2.1.1 Greffes sous cutanées

Le modele historique, mais aussi le plus simplie @us rapide a mettre en ceuvre est le
modele sous cutané, ou modele ectopique. Toutefeisi-ci est peu représentatif de la
pathologie humaine car il est évident qu’on ne past étudier de la méme facon des cancers

aussi différents que des cancers mammaires, csliqu@ulmonaires, greffés sous la peau.

Les arguments en défaveur de ce type de modelelpsw@gtudes d’efficacité sont donc

nombreux. En effet, les tumeurs localisées en sat@mié ne métastasent que trés rarement et

Développement de modeles animaux 109



sont généralement situées loin du site d’origindadeumeur. Par ailleurs, ces tumeurs se
développent localement en s’entourant parfois daapsule fibreuse (Killion, et al., 1998) et
certains travaux ont décrit que la sensibilité @Hamiothérapie des tumeurs ainsi localisées
pouvait étre modifiée. D’autre part, une étude atmoque des cellules de cancer colorectal
injectées en sous cutané sont plus sensibles ahitaiothérapie (doxorubicine) que

lorsqu’elles sont induites au niveau du caecumrf\iins, et al., 1993).

Lorsque le traitement débute, I'animal est normatgrmoins affaibli par la présence de la
tumeur primaire que si celle-ci était située erhaipique. |l peut donc mieux tolérer de
fortes doses d'agent antitumoral, ce qui peut samflVoriser I'activité de la molécule. Par
ailleurs, dans ces modeles, seul le parametreilllioim de la croissance tumorale est utilisé
pour quantifier l'activité des produits testés guisl’effet sur le développement de métastases
ne peut étre abordé.

Ce modele dont I'évolution tumorale peut étre suisimplement par mesure du volume
au pied a coulisse s’est malgré tout largement g@mans le monde entier pour les études de
screening ou de toxicité d’une nouvelle moléculeut€fois il est apparu rapidement évident
gue dans le cas d'études d'efficacité (en parécudi 'on s’intéresse a l'inhibition de la
dissémination métastatique), d’autres modeéles datétre envisagés.

2.1.2 Greffes orthotopiques

Il s’agit d’'un modeéle ou les cellules tumorales tsgreffées au niveau de leur organe
d’'origine. 1l permet d'obtenir chez la souris uneméur tendant a conserver les
caractéristiques biologiques de la tumeur originallse développer sur le plan loco-régional

et a distance de facon analogue a la maladie humaine

Ce modéle présente plusieurs avantages, dont naatuelui d’améliorer la prédictivité
de l'efficacité d'un composé. Plusieurs équipes aimsi comparé le mode de greffe
orthotopique a celui de la greffe sous-cutanée etrmmtré une réponse a la chimiothérapie
plus cohérente avec les résultats cliniques quasdtumeurs sont greffées sur leur site
d'origine (Fidler, 1991). De plus, des différensamificatives ont été démontrées au niveau
de la vascularisation, notamment dans les tumeutotopiques de prostate, ou il a été
obtenu une extravasation vasculaire supérieuregpgiort aux tumeurs sous-cutanées (Zhou,

et al., 2004). La perméabilité vasculaire est augéeepour les tumeurs orthotopiques et du
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point de vue anatomique il a été montré que leméliles des vaisseaux constituant une
tumeur orthotopique étaient plus petits modifiamsa la biodisponibilité de certaines

molécules (Fukumura, et al., 1997).

Enfin, le principal argument en faveur des modélahotopiques est leur capacité a
mieux représenter la pathologie humaine notammaeanpalnt de vu de la dissémination
métastatique. Les métastases sont la cause majeungortalité chez les sujets atteints de
cancer et présentent la situation la plus diffiéilgérer pour les thérapies antitumorales. Il
s’agit d'un processus séquentiel dont les prineipaltapes comprennent le détachement de
cellules cancéreuses de la tumeur primaire et Hioradu tissu de I'héte, leur pénétration et
leur transport dans la circulation durant lequdeselinteragissent avec les composants
sanguins, puis leur adhésion a la paroi vascuthréorgane cible, leur extravasation et leur
prolifération. Un cancer disséminé est souventstast aux thérapies anticancéreuses

actuelles parce que le processus métastatiquétestél tardivement.

Toutefois, malgré l'intérét des modeéles orthotopgat leur contribution a une meilleure
compréhension de la pathologie cancéreuse et énaitleure prédictivité lors de I'évaluation
de molécules anticancéreuses se pose toujours lgtiaquede la pertinence selon la
problématique étudiée. En effet il est nécessagioeyr une étude donnée, de mener une
réflexion précise portant sur les caractéristiqdesla pathologie et sur les parametres a
étudier afin de ne pas mettre en ceuvre inutileroenype de modéle bien plus complexe que
le modéle ectopique.

2.2. Le modele orthotopique de carcinome colorectal HCT16-luc?

Cette phase de mon travail de thése s’inscrivait dams le cadre de la mise au point de
modéles orthotopiques murins les plus représestdéfsituations cliniques rencontrées chez
I’'homme, dans le cas du cancer du colon et du pascr

Comme nous le verrons, la contribution de I'imagexiété double : outil permettant de
valider la pertinence du modele (imagerie de laeunprimaire et des métastases, données
cinétiques...) et dans un second temps, une fois ddeta obtenu, mise en ceuvre pour

évaluerin vivo, par imagerie, I'efficacité de nouvelles thérapmpugs.
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2.2.1.Etude bibliographique

2.2.1.1. Le cancer du colon

La France fait partie des pays ayant une incidéteeée de cancer du colon-rectum. Le
vieillissement de la population, 'amélioration dieshniques de dépistage, mais aussi des
modifications du mode de vie (apports caloriquéslestarité...) ont probablement favorisé
une augmentation de I'incidence a partir des anB6e&n 2010, ce cancer se situe en termes
de fréquence au troisieme rang de I'ensemble desecs incidents, tous sexes confondus
(source INCa, 2010)

C’est un cancer de pronostic intermédiaire avecsuinge relative a 5 ans égale a 56 %.
Dans la majorité des cas, les cancers du coélonéselappent a partir d’'une tumeur
bénigne ou adénome. Ceux-ci sont tres fréquemesttnt généralement sans gravité mais 2 a

3 % dentre eux finissent par se transformer enceanou adénocarcinome. Cette

transformation est lente, et prend en moyenne wandi d’années.

2.2.1.2. Les traitements

Un cancer peut se développer dans toutes les psdi@ colon.

La paroi du cblon est constituée de quatre couciiiesahtes (figure 44):
e la mugueuse (couche la plus interne)
e la sous-muqueuse
e la musculeuse (deux couches de muscles)

* la séreuse (couche externe) qui constitue uneepdutpéeritoine

Le choix et la fréquence des traitements dépendetamment du degré d’extension du
cancer au moment du diagnostic selon la profondeula tumeur dans la paroi du célon,
l'atteinte des ganglions Ilymphatiques et la prégemte métastases a I'examen
anatomopathologique des prélévements chirurgicaux.

Ces trois critéeres permettent de déterminer leesthd cancer, c'est-a-dire son degré
d’extension. Il existe cing stades différents, nuotés de 0 a IV (figure 44):

» les stades O, | et Il : foyers limités au célon
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» le stade Il : atteinte d’un ou plusieurs ganglipnsches du célon

» le stade IV : présence de métastases.

Stade 0 : Stadel : Stadell : Stadelll : StadelV

muqueuse

SQus-mugueuse

musculeuse

séreuse

Ganglions
lymphatiques

Métastases

Figure 44 : Les stades du cancer colorectal

(Source e-cancer)

Neuf molécules disposent d'une AMM et sont actuedat utilisées dans le traitement du

cancer du c6lon (tableau 5).

Tableau 5 : Les traitements utilisés en clinique pa le traitement du cancer du colon
(Source : INCa)

Le traitement de référence du cancer colorectahgtéemps été le 5-Fluorouracile. Avec
le développement de nouveaux agents tels que kcitapine, l'irinotécan, I'oxaliplatine et

I'avénement d’'un certain nombre de thérapies plbkes, les traitements disponibles pour
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les patients se sont élargis. Cela a conduit aammé&ioration significative de la survie des
patients (Moiel and Thompson, 2011, Shitara, ealll).

2.2.1.2.1.Les chimiothérapies

Le 5-Fluorouracil (5-FU)

Cet anticancéreux de la classe des antimétabaigpyrimidine est indiqué dans les
adénocarcinomes digestifs évolués.

L'uracile intervient lors de la division cellulair€’est un précursewia la thymidilate-
synthétase de la thymidine qui entre dans la coitiposie '’ADN. La formule chimique du
5-FU permet de comprendre le mécanisme de sulimtitutle ['uracile dans les
désoxyribonucléotides. Le 5-fluorouracile et sesl@gues, Tegafur et Capecitabine sont

représentés dans la figure 45.

5-Fluorouracil Tegafur Capecitabine

fs) O 0

, . y F H” N (CHalCH,
Yy Xy T
| A
CH,

OH OH
Uracil 5-Chlorodihydropyridine 5-Ethynyluracil
o OH o
Cl —_
HN/j H HN =C
N HUJ\ yk
H H H

Figure 45 : Formules chimiques du 5-FU et de ses alogues
(Kohne and Peters, 2000)

Le métabolisme du 5-FU implique une réduction erfludrodéoxyuridine 5'
monophosphate (FAUMP) qui se lie a la thymidilatetisetase, et bloque la méthylation de
l'uracile en thymine. D’autre part, le 5-FU est gploorylé en triphosphate (FUTP) et
incorporé a la place de I'uracile dans les ARNgu( 46).
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Apres administration, le 5-FU est rapidement caiabopar une enzyme limitante, la
dihydropyrimidine deshydrogénase (DPD), tres adfiames le foie et seulement 5 a 10 % de la
drogue est métabolisée (Kohne and Peters, 2000).

Trois métabolites actifs dérivés du 5-FU agissent :
e 5F-dTP (fluoro-uridine triphosphate) s'incorporenslal’ARN et inhibe sa
formation ainsi que son fonctionnement.
* 5F-dUMP (5 fluoro-désoxyuridine monophosphate) & a la thymidilate
synthétase et inhibe la formation de la déoxythymeidriphosphate qui est un
précurseur nécessaire de I'ADN.

* FdUTP estincorporé dans I'ADN et inhibe I'élongatde la chaine de I'ADN.

g I
€D Covecrns

(Uraci ) Carboxylesterase

—_— T —y T Cytidine deaminase
=] ; (in the liver)
(Enlureal) —

Figure 46 : Métabolisme du 5-Fluorouracile
(Longley, et al., 2003)

Les fluoropyrimidines orales peuvent étre diviséesleux catégories : celles administrées

en combinaison avec un inhibiteur de la DPD etsdaldministrées sans.
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La capécitabine (Xelod®) et le Tegafur-Uracile (UFT$ont des rodrogues qui apre
administration par voie orale sont métabolisées dans I'misme en -FU.
L'activation de la capécitate en -FU comporte 3 étapes enzymatiqget celle du Tégafur
une seule.

Apres administration ore, a capécitabine eshétabolisée dans leie par l¢ carboxyle
estérase en b5-desoxyHborocytidine et par la cytidine désalase en -desoxy-5-
fluorouridine. La derniére épe fait intervenir la pyrimidine phosphoryse, enzyme préser
en plus forte concentratic dans la tumeur que dans les tissusns, ce qui perm
d’augmenter la sélectivité vés-vis de la tumeur (Miwa, et al., 1998).

Le Tégafur sera métabsé au niveau du foie par un cytochrc P450, le CYP2A6 e

hydroxytégafur qui est insble et s décompose spontanément en 5o, et al., 1995,
Kohne and Peters, 2000).

UICUAY

Cytidine désaminase

C-5’ Oxydation A 4

C-2’ Hydrolyse 5’-deoxy-5-fluorouridine
Cytochrome P450

Pyrimidine

Phosphorilase / FdUMP

OX0o

- —#——) FUMP
UFT : Tégafur [1] —_ 5-FU

Uracile [4] DPD\ EEHP
FUH,

Oxo : oxonate de potassium
CDHP : 5-chloro-2,4-dihydropyridine
DPD : dihydropyrimidine deshydrogénase

Figure 47 : Prodrogues du 5-Fluorouracile.

Suite a 'administratiororale, la capécitabine est métabolidans le fo2 par la carboxyl¢
estérase en 5’ deoxyfhtorocytine et par la cytidine désaminase e-deoxy-5fuorouridine. EU =
5-ethynyluracile FAUMP = 5-fluoro-2’-desoxyuridine-5’-triphosphateFUH2 = fluore-5,6-
dihydrouracile ; FUMP =5 fluorouridineb’ monophospha:.

(d’aprés Kohne, 2000)
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Le 5-FU est généralement utilisé en bi ou trith&rapp est souvent associé a de l'acide
folinique, ce qui renforce la sensibilité de larttiglylate synthétase a I'action du 5-FU. Des

associations a I'lrinotécan ou a l'oxaliplatine saunssi possibles.

L’Oxaliplatine (Eloxatine®)

En thérapeutique, le platine n’est pas utilisé dousie élémentaire mais sous forme de
complexes organométalliques. Dans la famille dds de platine, le cis-platine a été la
premiére molécule pour laquelle une activité antdrate a été démontrée. Depuis, de
nouveaux complexes, I'oxaliplatine et le carboplationt été développés puis commercialisés
(Cepeda, et al., 2007).

Nous allons nous intéresser plus particulieremernoxaliplatine, souvent utilisé en

bithérapie avec le 5-FU dans le cancer colorectal.

Hs "'NH 0
Cisplatin Oxaliplatin

Figure 48 : Structure chimique du Cis-platine et dd'Oxaliplatine

L’oxaliplatine est un analogue de troisieme géti@nadans lequel un ligand, le 1,2-
diaminocyclohexane, se fixe aux groupements andoess-platine (Faivre, et al., 2003).

L'oxaliplatine interagit principalement au niveau ¢A&DN, induisant des Iésions
primaires ou des adduits bloguent la réplication'd®N et sa transcription en ARN
(Carrato, et al., 2002). Le type le plus fréqueéatiduits est représenté par les ponts intrabrins,
qui établissent des liaisons covalentes irrévegsilntre deux résidus guanines. Les autres
types d'adduits sont les ponts interbrins et lasdns aux protéines satellites de I'ADN
(Raymond, et al., 2001).

L'lrinotécan (Camptosar®)

L’irinotécan (CPT11 ou  7-éthyl-10-[4-(I-pipéridindpipéridino]-carbonyloxy-
camptothécine) est un dérivé hydrosoluble semikgtigue de la camptothécine. C’est un

inhibiteur spécifique de 'ADN topoisomérase |. iélioration de I’hydrophilie par rapport a

Développement de modeles animaux 117



la camptoticine a été obhue grace a une sultution en position J d’'un groupement
hydroxyle. Par ailleurs, ne substitution d’'un groupement éthyle eosition 7 a permi

d’augmenter son action inhtrice sur la top-isomérase (Kunimoto, et d., 1987.
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Figure 49: Formule chimique de la camptohécine et de l'irhotécan
L’irinotécan et son mébolite actif, le SN38 provognt des casdres simple brin d

I’ADN, empéchant sa réplicion, la synthese d’ARN et donc la divis cellulaire (Kawato,
et al., 1991).

Le Raltitrexed (Tomudex®)

Le raltitrexed est un anegue de l'acide folique, doté d’une puissaactivité inhibitrice ¢

I'égard de la thymidylatsynihétase

H_N N N
2 - <
T j
Nx N/ —CH,—NH —CO— Glutamate
H

Acide folique

H.N N
2 \f, (i-.:H3
HN CH,—N —O—CO—GIutamate
S

0O Raltitrexed

Figure 50: Formule chimique du raltitrexed et de I'acide blique

Contrairement au BU, le raltitrexed agit par inhibition directet spécifique de |
thymidylate-synthétasqui est une enzyme clé dans la synthéde ncvode la thymidine
triphosphate (TTP), un nuatide nécessaire a la synthese de I'A L'inhibition de la
thymidylatesynthétase va aduire a la fragmentation de '’ADN et don I'apoptose
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Le raltitrexed va entrer dans les cellués le transporteur de I'acide folique ou il va subir
une polyglutamination par la folyl-polyglutamateaglyétase. Les formes polyglutaminées du
raltitrexed sont retenues dans la cellule et conémt a prolonger I'effet inhibiteur de la

thymidylate-synthétase (Gunasekara and Faulds,)1998

2.2.1.2.2.Les thérapies ciblées par anticorps monoclonaux

Afin d’améliorer la spécificité et I'efficacité ddsitements mais également de diminuer
les effets secondaires parfois trés importantstidd®ments actuels, de nouvelles thérapies
ciblées ont été développées. Parmi celles-ci, orouee des inhibiteurs spécifiques des
récepteurs présents au niveau des cellules tumsoraleen particulier des anticorps
monoclonaux. La figure 51 représente les princgpdleérapies ciblées utilisées dans le

traitement des cancers.

Hematologic malignancies

S Rituximab (Rituxan)
" ] Z“Y—Ibr’ttumomah tiuxetan (Zevaliny

Q | Tositumomab (Bexxar)

Gemtuzumab ozogamicin
— 9

' o {Mylatarg)

(f;" ——— Alemtuzumab (Campath)
(=

‘Solid tumors

Trastuzumab
(Herceptin)

Cetuximab (Erbitux)
Panitumumab (Vectibix)

F Bevaczumab

vEGF  (Avastin)

Figure 51 : Mécanismes des principales thérapieshiées
(Gerber, 2008)
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Bevacizumab (Avastin®)

Le Bevacizumab est un anticorps monoclonal de tggEl recombinant qui se fixe au
VEGF libre circulant empéchant ainsi sa fixatiorr son récepteur. Il est aussi appelé
« VEGF trap ». Son mécanisme d'action est baséisibition de la liaison entre le VEGF
et ses recepteurs (Flt-1 et KDR) présents a laserdies cellules endothéliales constituant les

néovaisseaux des tumeurs (Muhsin, et al., 2004).

Récepteur

+Effets sur la voie de || *Prolifération
signalisationau VEGF * Migration
*Induction d'uPA, tPA, MMP9 || = Survie
*Relargage de facteurs de || *Angiogénése
croissance * Perméabilité

Figure 52 : Mode d'action du Bevacizumab
(Muhsin, 2004)

Cetuximab (Erbitux®)

Le Cetuximab ou IMC-C225 est un anticorps monodlammérique de type IgG1l se
liant spécifiguement au domaine extracellulaire rdoepteur a 'EGF (Epidermal Growth
Factor), présent a la fois sur les cellules tunesragt saines. Le Cetuximab entre en
compétition avec les ligands naturels de 'EGFRiteCkaison est cing a dix fois plus affine

que celle avec les ligands naturels de 'EGFR (FesB le TGle).

Le Cetuximab déclenche l'internalisation et la diotion de I'expression de 'EGFR. Il
inhibe la phosphorylation des tyrosines kinasesédepteur et empéche ainsi la transduction
du signal. Ceci conduit a 'inhibition de la crasse cellulaire et a I'activation de I'apoptose.
A cela s’associent une diminution des métallo-pnatges de la matrice extracellulaire et une
diminution de la vascularisation (Mendelsohn andega, 2000, Waksal, 1999).
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Ligand binding
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Gefitinib
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proliferation tAngiogenesis

1 Apoptosis

Figure 53 : Mode d'action du Cetuximab
(Graham, et al., 2004)

2.2.2 Matériels et méthodes

Afin d’obtenir notre modéle orthotopique de carecimecolorectal, deux stratégies étaient
possibles : I'injection de cellules ou la greffe dl@agment tumoraux au niveau du caecum
(Hoffman, 1999). Les deux méthodes ont été évaluémgection de cellules ne permettant
pas d’obtenir des lots d’animaux homogénes en t®mheeprise de greffe par suite de fuites
dans la cavité abdominale lors de I'injection dekutes, nous avons retenu pour notre travail

la méthode de greffe de fragments.

2.2.2.1. Les cellules HCT116-luc2

Les cellules utilisées dans notre modéle sont ddkiles HCT116 provenant d’un

adénocarcinome colorectal humain.

Comme déja évoqué precédemment, 'un des principhakenges dans le traitement du
cancer est de trouver de nouvelles thérapies peaguklles les patients ne seront pas

résistants. Dans le cas des cancers colorectanxti@ion somatique de K-Ras est I'une des
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principales causes de résistance aux traitemenitsE@RR tels que le cetuximab, et le

panitumumab (Lamoril, et al., 2009).

L'utilisation de la lignée cellulaire HCT116 qui ggede une mutation au niveau du codon
13 du proto-oncogene Ras constitue ainsi un outichd®x pour I'évaluation de nouvelles

thérapies pour la population des patients poss@sdiet mutation.

Afin de valider le modéle, la stratégie d'un supar imagerie de bioluminescence a été
retenue. Simple de mise en ceuvre, de faible coé@tmgitant d'imager un nombre
relativement important d’animaux, cette imagerie gjuitéresse a la prolifération tumorale

est utilisée en routine pour la recherche en catugie expérimentale.

Pour cela, I'utilisation de cellules exprimant lengede la luciférase était indispensable.
La lignée cellulaire HCT116-luc2 (Caliper Lifes &cate)exprime, de maniere stable, le gene
de la luciferase de luciole (luc2). Cette lignédlutaire a été établie par transduction
lentivirale avec le gene de la luciférase 2 (pGleRILentivirus) sous contrdle du promoteur
humain & l'ubiquitin C. L'intensité de biolumineswein vitro de ces cellules est d’environ

1600 photons/sec/cellule.

Les cellules HCT116-luc2 ont été cultivées en fl@sge 75 chdans du milieu MEM
(Gibco) supplémenté avec du SVF (10%) et de la wtaBhine (5mM) puis incubées a 37°C
sous 5% de CO

2.2.2.2. Animaux et conditions d’hébergement

Les cellules étant d’origine humaine, l'utilisatiafe souris immunodéprimées était
nécessaire. Pour cela nous avons travaillé avecsa@ss Swiss Nude males agées de 6

semaines (Charles River, France).

Les animaux ont été hébergés a une températurd de 2C avec un cycle lumiere-
obscurité de 12/12 heures, en portoir ventilé, ddes cages de 484 Enéquipées de
couvercles filtrants (Filtre HEPA) (Allentown). Damt toute I'expérience, les souris avaient
libre accés a la nourriture (Rongeurs ReprodudiM8 autoclavable bouchon végétal, SDS)

et a I'eau.
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2.2.2.3. Induction tumorale

Les étapes qui ont été mises en ceuvre pour I'abtertes tumeurs orthotopiques
HCT116-luc2 sont illustrées par la figure 54.

O

]

Dh. =, 15 jours ‘ "‘ﬁ‘n \‘\
LA ~
Vil \—> Q{ &4)/7?, S
"% / v /
. Implantation d*un frasment
Injection sous cutanée de Fréley erngz:t fo i nnnw; tumoral sur le cascum
cellules HCT1 16-luc2 B T eI d"une autre souris

multiples fragments 10 jours

—

- . Luciferine
A e \
Injection IP b” )
(' e de luciférme /
< = < —
Adénocarcinome
3 Colorectal HCT116-Iuc2

Visualisation tumeur  lmagerie de bioluminescence avec camera
HCT116-luc? CCD (IVIS Lumima II, Caliper)

Figure 54 : Mise en place du modele de carcinomelooectal par greffe de fragment

Une injection de 2 millions de cellules HCT116-lum2phase exponentielle de croissance
a été réalisée sous un volume de 100 pul, en sgasé&et au niveau du flanc. Au bout de 15
jours post-induction une tumeur sous cutanée dfenvR00 mmi (permettant d'induire 5

animaux) était obtenue.

Ces tumeurs sont ensuite prélevées puis découpégagments afin d’étre greffées au
niveau du caecum d’un nouvel animal. Pour cela,stasis receveuses sont anesthésiées
chimiquement par injection i.p. (10 ml/kg) d'un raége de kétamine (100 mg/ml)
(IMALGENE®, Covely) et de xylazine (10 mg/ml) (ROMP@EN Covely). Une incision
d’environ 1 cm est réalisée au niveau de I'abdomeis le caecum est extériorisé. Par des
techniques de microchirurgie, les fragments tumomsant fixés sur le feuillet pariétal de la
membrane séreuse du caecum a I'aide de fil réslerifelzryl 5-0). Le caecum est remis a sa

place au niveau de la cavité péritonéale puis I'abelo est refermé par des points de sutures
(fil Vicryl 5-0).
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2.2.2.4. Suivi de la croissance tumorale par imagerie daimolescence

L'imagerie de bioluminescence va permettre de séalun suivi de I'évolution tumorale
en temps réel et de maniere non invasive. Commst diams le chapitre 1, la réaction de
bioluminescence est une réaction enzymatique némassune enzyme, la luciférase

(exprimée dans les cellules tumorales luc) et ustsai) la luciférine.

Pour toutes les études réalisées au cours de tbése, la luciférine utilisée est une
luciférine de luciole dont la bande spectrale vdge510 a 650 nm avec un pic d’émission a
562 nm.

Le systeme d’acquisition est composé d’'une chamtareche a la lumiére et d’'une caméra
CCD refroidie & -90°C (IVIS Lumina Il, Caliper Liféciences).

Acquisition des images

Les souris sont injectées en i.p. avec de la luo#&Proméga) a la dose de 100 mg/kg.
Cing minutes apres injection de la luciférine, &smaux sont anesthésiés pour étre images.
Pour cela, ils sont maintenus sous anesthésie $2%ulane dans l'air) durant le temps de
I'examen (1 & 5 minutes). Les acquisitions sorntigéas au binning médium (4x4), durant un

temps variable dépendant de l'intensité du signal.

Afin de quantifier les images obtenues, des régimseréts ont été tracees, englobant la
totalité de I'animal (tumeur primaire + métastaseis)intensité de bioluminescence de ces
régions d'intérét a été mesurée en photons/secqpgsgrace au logiciel d’acquisition et de

traitement d’'image Livinglmage (Caliper, versio2}.

2.2.2.5. Traitement au 5-fluorouracile

Afin de valider la démarche d’'imagerie de biolunsicence pour I'évaluation de nouvelles
stratégies thérapeutiques sur la prolifération taheoet la dissémination métastatique, le 5-
fluorouracile, chef de file des chimiothérapiesaduncer du colon et agent de référence a été
utilisé.

Trois groupes d’animaux (n=7) ont été mis en ceuvre
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* Groupe 1 : groupe contrble (eau pour préparatimtiable, eau ppi)
e Groupe 2 : 5-FU a la dose de 20 mg/kg
* Groupe 3 : 5-FU a la dose de 60 mg/kg

Dix jours aprés induction orthotopique des tumeurge randomisation, sur le critéere de
l'intensité de bioluminescence a été réalisée al@n répartir les animaux de maniéere
homogene dans chaque groupe.

Le 5-fluorouracile (Sigma) ou son véhicule (eau) ppit alors été administrés par voie
intra péritonéale sous un volume de 10 mil/kg aoraide 3 fois par semaine, durant 5
semaines. Le schéma thérapeutique ainsi que less dfes 5-fluorouracile ont été choisis a
partir des données retrouvées dans la littératite’d, et al., 2008).

Afin de suivre leur état général, un suivi pondéetbdomadaire des animaux a également
été réalisé jusqu’au jour de I'euthanasie. Enfimdigerie de bioluminescence a été réalisée a
6 occasions, avant le début du traitement puisfoaisgpar semaine durant toute la période de

traitement (figure 55).

Bioluminescence

I U U

567 10 12 13 14 17 19 20 21 24 26 27 28 31 34 Iours>

TITT LTI ] i

Figure 55 : Schéma expérimental du traitement au U

2.2.2.6. Nécropsie

Les animaux ont été euthanasiés par dislocatiovicede suivie d’une exsanguination.
Les tumeurs ainsi que les organes présentant deéastases ont été prélevés le plus
rapidement possible puis imagés immédiatement mdurbinescence. Les tumeurs ont été

conservées en formol 10%.
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2.2.3Résultats

2.2.3.1. Mise au point du modele

Le volume des tumeurs sous cutanée a été détepam@esure au pied a coulisse, il est
de 200 mm 15 jours aprés injection des cellules. Les grefitisotopiques de fragments, ont
montré une prise trés rapide, avec des fg§dif post induction un envahissement de la cavité
péritonéale chez certains animaux. Afin de limitette carcinose péritonéale, la partie du
caecum présentant le fragment tumoral a été demhséété interne de la cavité intestinale
afin d’éviter tout contact avec le péritoine. Cgitécaution a permis de limiter le nhombre
d’animaux présentant une carcinose péritonéales deteps precoces.

L’évolution tumorale a été suivie par bioluminesae(ftyure 56).

Fusdance
{pfscem?far

Figure 56 : Prolifération tumorale apres greffe ddragment HCT 116-luc sur le caecum

La croissance tumorale est trés rapide, 50 jourssadp greffe orthotopique, les animaux
présentent un envahissement de la cavité péritongéabc de nombreuses métastases a
distance et doivent étre euthanasiés. Ainsi, ppsulte de notre travail, le suivi des animaux

témoins n’excédera pas 50 jours post-induction.
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2.2.3.2. Evaluation de la toxicité du 5-fluorouracile

La dose létale 50 du 5-fluorouracile étant de 147kanpar voie intra-péritonéale (Wang
and Chen, 1995), nous avons choisi 2 doses capdidatermédiaires pour notre étude
d’efficacité : 20 et 60 mg/kg.

Dans le groupe controle et le groupe traité a Bedite 20 mg/kg, aucune mortalité n’est
survenue alors que dans le groupe a la dose deg8ynd souris sont mortes au cours de
I'étude. A cette derniére dose, des signes deitéxdont apparus environ 3 semaines apres le
début du traitement, les signes les plus pronogtad une perte de poids de plus de 20%,
une desquamation ainsi que I'apparition de diarrhéedose de 20 mg/kg semble donc étre

mieux tolérée puisque aucun signe clinique de t@xica été observé.

2.2.3.3. Effet du 5-fluorouracile sur I'évolution tumorale

Les animaux ont été randomisés sur la base deolantinescence, a J1, soit le premier

jour de traitement. Les moyennes de bioluminescdrcehaque groupe sont présentes figure
57.

1.5x109%

1.0x1009°-

T

5.0x100%8

Bioluminescence (p/s)

0.0

Ctrl 20mg/kg 60mg/kg

Figure 57 : Bioluminescence a J1, avant traitemergu 5-FU

Les figures 58 a 60 montrent I'évolution tumorafez un animal représentatif de chacun

des 3 groupes, obtenue par imagerie de bioluminesce
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Figure 59 : Prolifération tumorale chez une souridraitée au 5-FU a 20 mg/kg

Figure 60 : Prolifération tumorale chez une sourigraitée au 5-FU a 60 mg/kg

Les images de bioluminescence montrent un impaptifeatif du traitement sur la

croissance de la tumeur primaire et sur l'inhibittenla dissémination métastatique.

Aprés quantification de I'intensité mesurée dansdaris corps entier, nous avons obtenu

les résultats présentés figure 61.
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Figure 61 : Effet du 5-FU sur la croissance tumora

Les résultats présentés en pourcentage de varigéomapport a I'intensité de bioluminescence
mesurée avant traitement (J1), correspondent adgemne + SEM (n=7).
*:p<0,05, **: p<0.01 en comparaison au grogigontréle (Analyse de variance).

Les résultats montrent qu’un traitement au 5-Flsiabien a la dose de 20 mg/kg qu’a la
dose de 60 mg/kg, induit une réduction significatie la croissance tumorale (dés 1&jb8r
pour le groupe a 60 mg/kg et a partir dd @ir pour le groupe a 20 mg/kg).

La résolution spatiale de la bioluminescennevivo ne permettant pas d’identifier
précisément les structures envahies par des megastaous avons réalisé dans les 5 minutes
suivant l'autopsie (J34) une imagerie de biolumieese ex vivo qui, associée a
I'observation macroscopique, a ainsi permis de iooefr la localisation des métastases
(figure 62).

Figure 62 : Bioluminescencex vivodes organes présentant des nodules

A : foie, B : estomac, C : reins, D : rate et tastins

Grace a cette imagerie de bioluminesceexkevivo (qui est uniquement qualitative car

I'animal est mort, donc plus de production g’'€ d’ATP possible), il a été observé pour de
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nombreux animaux du groupe contréle la présenceodeles sur I'intestin (85%) ainsi que
de tumeurs au niveau du péritoine (70%). Des negasta distance au niveau du foie (28%),
de la rate (28%), de I'estomac (28%) et des reliiga) ont également été observées. Dans les

groupes traités au 5-FU, aucune métastase a cistéamété détectée.

2.2.4Discussion

Ce travail a abouti a la mise au point d’'un modwlerin orthotopique de carcinome
colorectal, représentatif de la pathologie cancé&ealez 'homme (présence de métastases
notamment aprés dissémination par voie sanguihdjokiminescent donc exploitable pour
évaluer par imagerién vivo I'effet de nouvelles thérapies ou les processtiectint le

microenvironnement sont impliqués dans la métastasi

Méthode d’induction tumorale choisieLa méthode par greffe de fragments présente
'avantage de permettre I'obtention de groupesidianx homogenes dont le taux de prise de
greffe est de 90 %, contrairement au modele paciign de cellules ou le taux de prise n'est
gue de 60-70%. Ces résultats observés lors desa ai point du modéle sont confortés par
ceux décrit dans la bibliographie qui préconisémbglantation de fragments tissulaires
intacts plutét que 'administration d’une suspensietiulaire pour améliorer le taux de prise
de greffe ainsi que le potentiel métastatique (imafi, 1999). Cependant cette méthodologie
possede certains inconvénients : d’'une part, il restessaire de générer des fragments
tumoraux dans une souris « h6te » ce qui augmeatd5djours le temps nécessaire a
I'obtention du modele orthotopique ainsi que le boend’animaux utilisé. D’autre part, la
croissance tumorale conduit a I'envahissement falpgle du péritoine (70% des animaux) dd

au contact du fragment (au dessus du caecum) ey#an sous cutané.

Développement tumoral et prolifération métastatiquees nombreux sites de métastases
observées pour ce modele orthotopique HCT 116, (fate, estomac, reins) correspondent a
ceux observés lors d'un carcinome colorectal chiexrime. En effet, les principaux sites de
métastases dans le cancer colorectal sont lesigasdymphatiques régionaux (50-70%) et le
foie (35-50%), d’autres sites comme les poumons [2di%si que le péritoine (15%) ayant

€également été observés (Gubitosi, et al., 2009).
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Les cellules HCT116 ont montré un taux de prisgmdfe important en comparaison a
d’autres lignées de cancer colorectal. K. Flatnedréll. ont comparé 12 lignées de cellules de
cancer colorectal. Parmi les douze lignées, six ZRM2, HCT116, HCT15, SW480, SW620
and Colo320DM) présentent un taux de prise de gré&lffvé, proche de 100% accompagné
d’'une carcinose péritonéale importante. Seules tlgoges cellulaires permettent de générer
facilement des métastases au niveau des ganghonghatiques, les cellules HT29 et
HCC2998 (Flatmark, et al., 2004). D’autres équigiesn particulier celle de N. Guilbaud ont
cherché a confronter les lignées cellulaires de@ancolorectaux disponibles. lls ont ainsi
montré que le modele HT29 qui permet d’obtenir mesastases ganglionnaires chez 100 %
des animaux se disséminait par voie lymphatiquesatpre le modele HCT116 dont les
métastases sont principalement retrouvé au nivepatigées et pulmonaires se disséminait
plutdt par voie sanguine (Guilbaud, et al., 2004insi, les cellules utilisées dans notre
modéle permettent une prise de greffe importantést rapide en comparaison a d’autres
modéles et les métastases sont retrouvées au rieesmes variés. Toutefois, ce modele ne
permet pas d’obtenir des métastases au niveau defiaye lymphatiques, qui représentent
un site important de métastases chez 'lhomme, iceeqit constituer une limite pour certaines

évaluations thérapeutiques.

Dans le cadre de la validation du modele vis-adis traitement de référence, nous
avons obtenu un effet significatif du 5-FU a lasfeur I'inhibition de la prolifération tumorale
et sur la dissémination métastatique. Les effetemts son en accord avec ceux décrits dans
la bibliographie (Gil-Ad, et al., 2008, Jin, et,&009) qui démontrent lors d’un traitement au
5-FU a la dose de 20 mg/kg (3 injections par seesadurant 5 semaines) des effets sur la
croissance tumorale et la dissémination métastatiaeconséquent, ces résultats suggerent
gue les conditions expérimentales adoptées dame nuidele de cancer colorectal chez la
souris immunodéficiente sont pertinentes pour ldéstion de I'activité antitumorale de
nouvelles molécules et en particulier de nouvefiatégies thérapeutiques destinées au
traitement des patients présentant des mutationsvaau du proto-oncogene Ras. Ce modele
a d’ailleurs été utilisé pour I'évaluation d’une welle molécule capable de sensibiliser les
cellules aux chimio- et radiothérapies. C’est un&éne inhibitrice des kinases Raf, RKIP
(Raf kinase inhibitory protein), qui entraine umibition des voies de signalisation Raf-
MEK-ERK, NFB et une activation de la voie GSK3ette molécule pourrait permettre de
limiter la résistance des patients K-Ras muté aitetnent anti-EGFR (Al-Mulla, et al.,
2012).
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Choix de la stratégie d’'imagerie de bioluminescencee modele, dont I'évolution
tumorale peut étre suivie par imagerie de biolusteace, permet d’évaluém vivo, de
maniére longitudinale et non invasive l'efficacii® traitements anticancéreux. D’autres
modalités d’'imageries telles que I'IRM et la fluscence auraient pu étre envisagées.
L’avantage de ces modalités par rapport a la bislastence est qu’elles sont plus facilement
transposables a 'homme. L'IRM avec injection daigede contraste a ainsi permis de
visualiser I'effet d’'un traitement sur le volumengain et la densité de la microvascularisation
(Bhattacharya, et al., 2011) dans un modele denmane colorectal GEO et la fluorescence a
montré son intérét pour suivre I'évolution tumorélén, et al., 2011) ainsi que le ciblage
spécifiqgue de la vascularisation des tissus deraare colorectal (cellules Colon 26) (Li, et
al., 2010). Toutefois, les temps d’acquisition rsSedres a I'IRM assez longs et le manque de
sensibilité de la fluorescence pour la détectionfdgers profond, nous ont conduits a choisir
la bioluminescence, relativement rapide, simple éttne en ceuvre pour explorer 3 a 5
animaux simultanément a faible colt et permettantétecter correctement les métastases
présentes au niveau de foyers plus profonds. Capgnal un stade avancé du cancer, compte
tenu de la résolution des systémes d’'imagerie deirninescence, il devient difficile de
visualiser individuellement les métastases. Poptupart des études, le dénombrement de ces
métastases n’'est pas impératif si I'on considérditduminescence comme biomarqueur
quantitatif de la prolifération tumorale. Il conmiealors d’évaluer I'activité lumineuse totale
émise par les seules métastases en s’affranchigeatd bioluminescence de la tumeur
primaire. Cependant, afin d’améliorer la résolutigpatiale de la bioluminescence, une
correction de la diffusion tissulaire par analypecirale a été validée au laboratoire (Akkoul,
et al., 2008, Pesnel, et al., 2011), permettansémarer et de distinguer des foyers trés
proches, et cette méthode pourrait alors étre qugdi a ce modele de carcinome colorectal a
cellules HCT116-luc.
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2.3. Modeéle orthotopique de carcinome pancréatique MIA Rca2-luc

Le deuxieme aspect de notre travail a consistévalalgper un modele de carcinome
pancréatique, selon une démarche et des enjeuweet@nt proches de ceux décrits pour le

carcinome colorectal dans le précédent chapitre.

La pertinence d'un modeéle nécessite une physiofji®o représentative de celle
observée chez 'homme et certaines caractéristigeesont pas toujours compatibles avec
certaines modalités d’'imagerie. Cette étude a domsisté en la mise en place du modele
mais surtout a caractériser sa physiopathologie ddi déterminer les limites permettant une

évaluation précise de I'efficacité de nouvelleatsigies thérapeutiques.

2.3.1 Etude bibliographique

2.3.1.1. Le cancer du pancréas

Avec 10 140 nouveaux cas estimés de cancer dugemen France en 2010, ce cancer est
situé au 9rang de I'ensemble des cancers incidents, toussseonfondus. C’est un cancer de
mauvais pronostic avec une survie relative a 5 égale a 6 % (INCa, 2010). S'il est
relativement rare pour l'instant, le cancer du péas est aussi I'un des plus redoutables et
comme son incidence semble augmenter significaver@vec I'augmentation du nombre de

cas de diabéte, de nombreux développements théigeEsisont nécessaires.

Le pancréas se compose d’une partie "exocrinefyisant des enzymes nécessaires a la

digestion, et d’'une partie "endocrine”, fabriqudivierses hormones dont l'insuline.
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Figure 63 : Anatomie du pancréas chez I'homme
(Source : Chevrier G, http://bio.m2osw.com)

Dans la grande majorité des cas (environ 95 % désmnps), les cancers du pancréas
touchent la partie exocrine ou partie ductale,cetespondent a des adénocarcinomes. Dans
environ 5 % des cas, le cancer atteint la partdoerne de la glande : on parle alors de

tumeur neuro-endocrine ou de carcinome endocrirgadaréas.

2.3.1.2. Les traitements de référence

Compte tenu de la gravité du pronostic, un traitgnagressif peut étre envisagé chez les
patients en bon état général et pour lesquels aitermment chirurgical est possible. Les
molécules utilisées sont essentiellement la gebiogaet la doxorubicine et dans une
moindre mesure, le 5-FU, le cisplatine et l'oxalijple. Dans les maladies métastatiques,
l'effet palliatif est démontré pour la gemcitabiniisée seule ou en combinaison avec le
cisplatine (GEMCIS) ou l'oxaliplatine (GEMOX) et tombinaison 5-FU/cisplatine (Meriggi
and Zaniboni, 2010, Stemmler, et al., 2011).

Des anticorps monoclonaux peuvent également étigeat(bevacizumab, cetuximab), en
association avec la gemcitabine et de nouvellasdtations, notamment des nanoparticules
sont de plus en plus employées dans le cas de rcdnc@ancréas afin d’améliorer la

biodisponibilité des traitements et de diminueiobacité.
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La Gemcitabine

La gemcitabine, analogue nucléosidiqgue de la débdye, est une prodrogue qui
nécessite une internalisation et une phosphorylativacellulaire afin d’étre active. C'est un
antimétabolite spécifique de la phase S (phasgrtbeése) du cycle cellulaire.
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Figure 64 : Formule chimique de la gemcitabine etelson analogue nucléosidique, la

déoxycytidine

Le mécanisme d’action de la gemcitabine est prédanire 65.
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Figure 65 : Métabolisme et mécanisme cellulaire da Gemcitabine
(Ueno, et al., 2007)

La gemcitabine est internalisée dans le milieuatgHulaire via des transporteurs

nucléosidiques ou elle est phosphorylée en gemogalsionophosphate (dFdCMP) par la
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déoxycytidine kinase (DCK). Le dFdCMP est ensuithogphorylé en gemcitabine
diphosphate (dFdCDP) puis en gemcitabine triphaspi{dFdCTP) par un nucléoside
monophosphate (UMP/CMP).

La gemcitabine exerce ses effets cytotoxiques édibamt la synthése d’ADN, par
incorporation de sa forme active, dFdCTP, au seinbdn d’ADN. Le dFdCDP inhibe
fortement la ribonucléotide réductase, entrainam diminution des désoxyribonucléotides
nécessaires a la synthése d’ADN. Le dFdCTP supplimextivation de la dFACMP par
inhibition de la déoxycitidine monophosphate désese (DCTD).

D’autre part, plus de 90% de la gemcitabine adrrésest métabolisée puis inactivée par
la cytidine désaminase (CDA) en 2’-deoxy-2’, 2'kddrouridine (dFdU). Les métabolites
phosphorylés de la gemcitabine sont alors réduitsap®a-nucleotidase (5'-NT) cellulaire, et
le dFACMP est converti puis inactivé en 2’-deoxy-2’-difluorouridine monophosphate
(dFdUMP) (Ueno, et al., 2007).

La vectorisation de molécules

La pharmacie galénigue moderne développe des systéladministration colloidaux
susceptibles de promouvoir le passage transmemiwae#iou intracellulaire tout en
protégeant le principe actif de la dégradation [y enzymes. La vectorisation des
meédicaments correspond au transport de molécubdsgiuement actives jusqu’a leur cible
biologique. Pour cela, la mise au point de systenpasticulaires nanométriques
(nanopatrticules, liposomes...) a été réalisée. Amdministration intravasculaire, ces
nanoparticules sont opsonisées, c'est-a-dire reesnwia leurs protéines extra-membranaires
par les macrophages du foie et de la rate (Xiaal.eR011). L’intérét de ces nanoparticules
réside dans leur biodistribution particuliere, Istnucture qui permet d’envisager le ciblage
spécifiqgue de cancer (particules fonctionnalisés}i que la diminution de la toxicité de

certaines molécules anticancéreuses (Vrignaud.,, 0d.1).

Dans le cas du cancer du pancréas, plusieurs nméeinta anticancéreux ont été vectorisés

dans des nanostructures et parmi eux on trouvexiardboicine et la gemcitabine.

La doxorubicine a été vectorisée dans le but d’emme¥ son index thérapeutique et de
diminuer sa toxicité cardiaque grace a 'augmeantatie sa concentration hépatique (Duggan
and Keating, 2011). La nanovectorisation permehchpsuler des molécules biologiquement
actives pour les rendre « invisibles » vis-a-viscdetains mécanismes développés par les

cellules cancéreuses et notamment le phénoménésigance multidrogue (MDR), rendant
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de nombreux traitements anticancéreux inefficaté&mcapsulation de la doxorubicine a

permis de contourner ce mécanisme de résistancem@é@chant la reconnaissance de la
chimiothérapie par les protéines d’efflux (Pgp, MRPSous cette forme, la doxorubicine ne
peut étre expulsée en dehors des cellules caneéreus redeviennent alors sensibles a la
chimiothérapie (Treupel, et al., 1991).

La gemcitabine, comme décrit précedemment, estleapent métabolisée puis inactivée
par désamination, ce qui résulte en une demi-vasmpatique trés courte (Reddy and
Couvreur, 2008). Des liposomes squalénisés orgrdfdoyés pour encapsuler la gemcitabine
et ainsi modifier sa pharmacocinétique et sa biodigion, dans le but d’augmenter sa
concentration au niveau de la tumeur. Des étudésiosi démontré une amélioration de

I'activité antitumorale pour la forme liposomale ldegemcitabine (Pili, et al., 2010).

L'utilisation thérapeutigue de nanovecteurs estaxe en plein développement. Les
recherches actuelles visent notamment a découwirnduveaux matériaux, toujours
dépourvus de toxicité, mais dont la capacité deksige serait accrue afin de diminuer la
quantité de nanovecteurs injectée dans l'organisares affecter I'efficacité optimale du
médicament (Horcajada, et al., 2010). Il est doncial de disposer de modeles animaux

pour I'évaluation de ces nouvelles stratégies fheuriques de la nanomédecine.

2.3.2Matériels et méthodes

2.3.2.1. Les cellules MIA PaCa?

La lignée cellulaire MIA PaCa-2 a été établie parunis et al. en 1975 (Yunis, et al.,
1977), a partir de tissu tumoral pancréatique péelghez un homme caucasien de 65 ans.
Cette lignée cellulaire a été choisie car elle mdrdiobtenir un modeéle d’adénocarcinome
ductal, cancer du pancréas ayant l'incidence la glevée chez 'homme.

Les cellules MIA PaCa2 ont été cultivées dans tesyfies de 75 chdans du milieu
DMEM supplémenté par du SVF (10 %) (Gibco), du séde cheval (2,5%) (Gibco), et de la
L-Glutamine (5mM) (Gibco) et incubées a 37°C sdusde CQ.
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2.3.2.1.1.Transduction des cellules MIA PaCa2-luc

Les cellules MIA PaCa2 provenant de 'ATCC sontiament non bioluminescentes, |l
était donc nécessaire de les modifier afin qu’edlepriment le géne de la luciférase. Pour
cela, une transduction lentivirale a été réalisgésan de I'unité Inserm U957 de Nantes par

V. Trichet, selon la méthode décrite par Rousseéal,§Rousseau, et al., 2010) (figure 66).

1. Création du vecteur
d'expression contenant
le géne de la luciférase

Expression
Construct

Vira Power™
‘L Packaging Mix

2. Cotransfection de &

pLNT-LucF et pFGF12

avec la lignée cellulaire

de production du virus
Cellules HEK293FT

v

3 Prélévement du
surnageant viral et
détermination du titre

4. Dépdt du surnageant
viral sur les cellules MIA

PaCa2 Cellules MIA PaCa?2
5. Dosage des protéines ‘L

recombinantes d'intéréts @

Figure 66 : Méthode de transduction des cellules Ml PaCa2

(Source : InvitrogeR', ViraPower™ Lentiviral Expression Systems User Manual, 2010)

La production de particules lentivirales codant pumgéne de la luciférase nécessite
I'utilisation du « ViraPower Lentiviral Expression System » (Invitrogen). Pala, des
cellules HEK293FT (exprimant de facon stable et ttuive I'antigene T du virus SV40)
sont incubés en présence de 3 mg d’une solutiom Rrwel" (Invitrogen), 9 mg de pLNT-
LucF et 0,9 mg de pFG12 codant pour 'EGFP (enhdwygeen fluorescent protein). Aprés
48h d’incubation a 37°C, le surnageant contenanpéeaticules lentivirales a été collecté puis

concentré 60 fois par ultrafiltration. Afin de temluire de facon stable les cellules
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d’adénocarcinome pancréatique, 10 000 cellules F&&a2 ont été ensemencées dans chaque
puits d’une plaque 96 puits avec 100 pl de milieucdlture puis mise en présence de la
suspension de particules lentivirales produite (R&flicules virales par cellules) aprés 24h
d’incubation. Apres amplification des cellulestdeix d’expression de 'EGFP a été quantifié

par cytométrie en flux et I'activité luciférase mese par spectrophotométrie.

2.3.2.1.2.Impact de la transduction sur les cellules MIA PaCa

Afin de s’assurer de l'absence dimpact de la wacton sur les caractéristiques

biologiques des cellules MIA PaCa, un certain nad® tests ont été réalisés.

Impact de la transduction sur la croissance cellrdai

2.1C cellules ont été ensemencées dans des flasques def, dans 7 ml de milieu
DMEM supplémenté par du SVF (10 %), du sérum de/alh@,5%), et de la L-Glutamine
(5mM) (Gibco) et incubées a 37°C sous 5% de.CO

Un comptage des cellules MIA PaCa2 sur cellule aéabkez a été realisé a 24h, 48h, 72h
et 96h (n=3).

Impact de la transduction sur la sensibilité debutes a la gemcitabine

Pour déterminer la CI50, les cellules (MIA PaCa2 MIA PaCa2-luc) ont été
ensemencees dans des plaques 96 puits a la caticentte 5000 cellules/puits puis incubées
a 37°C sous 5% de GO24h apres ensemencement, la gemcitabine a aiééaja des
concentrations allant de 2 nM a 200 nM (6 puits/diorg).

Un test de viabilité MTT a été réalisé 24h apragament des cellules. Ce test s'appuie
sur le fait que les cellules vivantes sont capatheseduire le sel de tétrazolium en cristaux de
formazan bleuwia la succinate déshydrogénase mitochondriale. Léeaowlu milieu passe
alors du jaune au bleu-violacé. L'intensité deeetiloration est proportionnelle au nombre
de cellules vivantes présentes dans le milieu. Pela; une solution de MTT est préparée a la
concentration de 5mg/ml dans du PBS 1X puis ditlsges du milieu de culture afin d’obtenir
une concentration finale de 0,5 mg/ml. Aprés 2haibation a 37°C sous 5% de £@00 pul
de tampon de lyse (80% isopropanol, 10% Triton X1 HCI 1N) ont été ajoutés dans
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chaque puits afin de solubiliser les cristaux denfiran formés. L’absorbance a été mesurée a
562 nm grace a un lecteur de microplaque (BiokiselReader ; INEM Orléans). Des puits
sans cellule, contenant uniquement le milieu déuoallet du MTT ont servi a soustraire le
bruit de fond au signal. Les résultats obtenuséé@tcalculés a partir de n=3 expériences

indépendantes et sont présentés en pourcentagesgppart au controle.

Détermination de la concentration inhibitrice 50 ldegemcitabine par bioluminescence

Afin de déterminer I'lC50 de la gemcitabime vitro sur les cellules MIA PaCaz2 luc,
celles-ci ont été ensemenceées dans des plaquesit84aga densité de 50 000 cellules par
puits sous un volume de 500 pl. Apres 24h d’'indobad 37°C sous 5% de GQlifférentes
concentrations de gemcitabine allant de 2 nM a ldOont été déposées sur les cellules.
Apres une nouvelle incubation de 24h en présencgeatecitabine, les cellules ont été
imagées en bioluminescence 5 minutes aprés ajolibdeg de luciférine dans chaque puits
(figure 67).
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Figure 67 : Plague 24 puits imagée par bioluminesnee 24h apres traitement a la

gemcitabine

Un puits sans cellule, contenant uniquement leemnitie culture et la luciférine (blanc) a
servi a soustraire le bruit de fond au signal. téesultats obtenus ont été calculés a partir de

n=3 expériences indépendantes et sont présenfEsierentages par rapport au controle.
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2.3.2.2. Animaux et induction orthotopique des cellules MPACa2-luc

Les cellules MIA PaCa2 étant des cellules d’origmenaine, nous avons utilisé des
souris immunodéficientes Swiss nude femelles agées semaines (Charles River, France).
Les animaux ont été hébergés dans les mémes amzdifjue celles décrites paragraphe
2.2.2.2.

La difficulté de ce modele réside dans l'injectides cellules au niveau du pancréas de
I'animal. En effet, chez la souris, contrairemendthamme, le pancréas est un organe diffus
(figure 68) et il est nécessaire de connaitre gectsire anatomique afin de déterminer le site

le plus propice a I'injection des cellules tumosale

Figure 68 : Photographie (A) et schéma (B) indiquaries vaisseaux
irriguant le pancréas de souris

Les vaisseaux alimentant le lobe droit provienndat I'artere mésentérique supérieure
(SMA), et ceux alimentant le lobe gauche de I'artgplénique (SpA). Le canal pancréatique
ne se déverse pas directement dans le duodénurs, daas le cholédoque (CBD). Ao :

aorte ; BD : voies biliaires ; CHA : artere hépatigucommune ; Duo : duodénum ; GB:
vésicule biliaire ; LPD : canal pancréatique gauch®P : lobe droit du pancréas ; RPD :

canal pancréatique droit ; Sp : rate (Yi, et al003)

Selon la méthode décrite par I'équipe de Kim daatuM Protocols (Kim, et al., 2009),
I'animal maintenu sous anesthésie gazeuse (Isoffu2&o dans l'air) était placé en décubitus
latéral droit et une incision, paralléle a 'omlate la rate, d’environ 6 mm, a été pratiquée
(figure 69 A). Le pancréas ainsi que la rate o@tedtternalisés puis 2.16ellules MIA PaCa2
sous un volume de 50 pl ont été injectées au nideala téte du pancréas a l'aide d'un

micromanipulateur, sous une loupe binoculaire, dfaméliorer la reproductibilité du site
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d’'implantation et de prévenir la fuite de la susgpen cellulaire. Une fois l'injection réalisée,
I'aiguille était maintenue en place durant 30s afim limiter la fuite des cellules. Cette

précaution permet d’observer une petite poche riendel liquide (Figure 69C), représentative
de la qualité de I'injection.

Figure 69 : Injection de cellules au niveau du paméas

A : injection au niveau de la téte du pancréasafiatement a la rate ; B : aspect du pancréas
avant injection ; C : aspect du pancréas apréesatigm, apparition d'une poche remplie de liquide
(Kim, 2009)

Le pancréas ainsi que la rate étaient ensuite ranesir position d’origine puis le plan
musculaire ainsi que le plan cutané refermés dd’de points de sutures.

Un suivi post opératoire était réalisé durant Igeuss suivant I'acte chirurgical. Aucune
mortalité post-opératoire n'a été observée (n adithaux).

2.3.2.3. Traitement a la Gemcitabine

La dose létale 50 (DL50) de la gemcitabine par wiaveineuse chez la souris étant de
500 mg/kg, deux doses (100 mg/kg et 200 mg/kg) étét testées dans notre modéle

orthotopique de carcinome pancréatique afin deraéter la dose la plus efficace avec une
tolérance satisfaisante.
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La procédure expérimeale est la suivante : quatr@yrs apres inuction des tumeul

primaires, les animaux o été randomisés selolintensité de bicuminescenceen 3
groupes de 10 animaux :

* Groupe contrble CTRL),

* Groupe traité a lggemcitabine a la dose de 100 mg/kg (GE)O mg/kg)
» Groupe traité aa dose de 200 mg/kg (GEM 200 mg/k

Les animaux ont ensuitrecu 4injections de gemcitabine espaséke <5 jours selon le
schéma thérapeutique décii-dessous. Les animaux du groupe contodlerecu une solutio
de NaCl 09 % sous un volme de 10 n/kg, les animaux des groupeaités ont recu de

gemcitabine a la dose de let 2(0 mg/kg, dissoute dans du NaCl 0,8¥sous un volume de
10 ml/kg.
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Figure 70 : Schéma thérapeutique

L’évolution tumorale a ¢ suivie par imagerie de bioluminescericeaison d’'une séan

d’'imagerie par semaine.

2.3.2.4. Imagerie d¢bioluminescent

Les parameétres utiliis pour réaliser I'imagerie de biolumineace sont les mém
que ceux décrits paragraphe.24.

L’imagerie de bioluminecenctétant disponible en 2D exclusivemglets problemes dus
I'absorption des photorar I2s tissus (rate, peau,..), variable d’un ania I'autre ainsi qu’at
cours du temps, da localisation en profondeur du pancréasus ontabligé a imager les
souris en faceantérieure ¢ latérale.Les résultats de bioluminesce sont présentés

photons/secondefour les 3tudes d’évaluatio les résultatprésentéscorrespondent a la
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somme de la bioluminescence corps entier des Z fla&rale + antérieure) et ont été
exprimés en pourcentage d’augmentation par ragpogpremier temps de bioluminescence

(J3, avant traitement a la gemcitabine), chaquaanétant ainsi son propre témoin.

2.3.2.5. Imagerie de fluorescence de I'expression des imégr mime RGD-Cy5.5

2 nmoles d’'une sonde moléculaire des intégrineespondant a un mime RGD couplé a
un fluorochrome, la Cyanine 5.5 (ServiexgX : 675 nmaem : 694 nm), ont été injectées a
'animal 24 h avant imagerie de fluorescence, afi@iminer la contribution de la sonde
circulante dans le signal non spécifique et d’obstanirapport signal/bruit optimal au niveau

de la tumeur.

L’imagerie de fluorescence a été réalisée paratitee au binning medium. Les filtres
d’émission et d’excitation utilisés étaient respashent de 675 nmm et 720 nm. Les images

ont été analysées grace au logiciel Living Images{ua 4.2, Caliper Life Science).

2.3.2.6. Imagerie de I'hypoxie **Cu-ATSM

Le marquage de 'ATSM (diacetyl-bis(N4-methylthiosearbazone) par le cuivre a été
réalisé de la fagon suivante : le cuivre, initiadginsous form&*CuCh, et & pH1 (I. DaSilva,
CEMTHI-Cyclotron, CNRS Orléans) a été neutralisdunee a volume avec du tampon
acétate de sodium 1M a pH 5,5. Apres neutralisafioh pg d’ATSM (ABX) dissous dans
100 ul de DMSO ont été ajoutés a la solution dateétle cuivre. Cette solution a ensuite été
purifiée sur colonne C-18 SepPak Light (Watersitraitée avec 5 ml d’éthanol et 2 ml
d’eau. La radioactivité des fractions recueilliesté@ comptée a I'aide d’'un activimétre gamma
(Capintec CRC 15R). Les fractions présentant ldoeadivité la plus importante étaient
conservées afin d'étre caractérisées par chromegibgr sur couche mince (CCM). Pour
réaliser la CCM, 5 pl des fractions retenues oftdéposés sur gel de silice, puis une élution
a été réalisée avec 10 mmot.de DTPA (diethylenetriaminepentaacetic acid) dissdans
de I'eau, afin de séparer ¥Cu libre du®Cu lié. Le gel de silice a ensuite été placé sur un
film radiosensible (film phosphorescent Packard)daat 30 secondes a I'abri de la lumiére

puis lu avec un systéme dédié (CyciBhePerkin Elmer).
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Apres injection d’environ 5,5 MBq par voie intrameuse sous un volume de 200 pl, une
imagerie par tomographie d’émission de positong(T&été réalisée a différents temps post-

injection (10 min, 1h, 3h et 5h).

2.3.2.7. Imagerie par Tomographie d’Emission de positons

Les acquisitions TEP (eXplore Vista DR, GE) ontréglisées en mode statique, dans une
fenétre spectrale de 250 a 700 keV avec une dumégudsition de 20 minutes par champs de
vue. Les images ont été reconstruites grace agoritdme de reconstruction (3D-OSEM)
puis analysées et quantifiées grace au logicieldtgpVista (version 4.7, GE). Les résultats

ont été exprimés en Bg/ém

2.3.2.8. Euthanasie et nécropsie

Les animaux ont été euthanasiés par dislocatiovicede suivie d’une exsanguination.
Les tumeurs ainsi que les organes présentant diestages ont été prélevés puis imageés par
bioluminescencex vivo Le volume ainsi que la masse tumorale ont étéiréesLes tumeurs
ont été sectionnées en deux, une moitié a été ma@esen formol 10% et I'autre moitié
incluse dans un milieu d’enrobage cryogénique (BCT puis congelée dans I'azote et

conservée a -80°C.

2.3.2.9. Histologie conventionnelle : coloration HématoxiliBesine Safran

Afin de signer la présence de stroma plutbt quetisleu tumoral, une coloration
Hématoxiline Eosine-Safran (HES) a été réaliséecsupes de tumeur (prélevée a J48),
préalablement fixées dans du formol 10% et inclusegparaffine. Par cette technique, le

safran colore le collagene et donc le stroma emgau
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2.3.2.10.Expressiorde la lciférase : immunomarquage ahiciférast

Afin de vérifier que lesellules expriment toujoulla luciférase, un imunomarquage st
coupe de tumeur avec un aorps ant-luciférase a été réalisé.

Les tumeurs ont été pevées lors dea nécropsie (J48)uis inclise: dans un milieu
d’enrobage cryogénique (CT™), congelées dans l'azote et enfioupées aicryotome
(LEICA LM1900) pour obteiir des sectior de 10 pm.

Avant de déposer I'antirrps primaire, les celluleont étéperméabiliées € les sites non
spécifiqguessaturés avec dPBS + SVF 5% + Tritc X100 0,1% penant 1h. L’anticorps
primaire anti-luciféase (IgGde lapi) (Abcam) dilué au 1/160a été cposé sur les lam
puis apres une nuit d’incutkion, 'anticorps secondairdlgG de chévre (Abcam, anti-IgG
lapin marqué au TRITCAéx: 541 nmiem : 572 nm) et dilué au 1/408 été ajouté. Enfin,
les noyaux ont été marquéy DAPI (Abcam’

Figure 71: Principe de 'immunomarquage ivec I'anticorps ani-luciférase

Les lames ont été visusées au microscope confocal a fluoresc (ZEISS LSM 510)
équipé du logicielAxiovision (CARL, ZEISS SAS, Le Pecq, Fce au Centre de
Biophysique Mléculaire UR 430: (David Gosset).
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2.3.2.11 Caractérisiior histochimigue de I'hypoxie paranquace au pimonidazo

Une heure avant eutnasie, les souris ont recu une injec de pimonidazol
(HypoxyprobeM) par voie irrapéritonéale & la dose de 120 mg/kg. Lmeur a été préleve
puis des coupes de 10 umt été réalisées au cryotome (LEICM1900) afin de permettre

un immunomarquage avec anticorps primaire al-pimonidazole.

Le principe du pimoniazole est le suive: en situation d’hypoe, le pimonidazol
produit des adduit¢Arteel, et al., 199€ qui sont reconnus par I'anorps primaire an-

pimonidazole (figure 72).
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Figure 72 : Transformation du pimonidazole en situation hypoxiqut oL hormoxique
(d’aprés Arteel, et al., 1998)

Avant de déposer l'ar:orps primaire, il a été nécessaire deturer es sites non
spécifiguesavec du SVF 5. L’anticorps primaire anfgimonidazole @G1 de souris la
concentration de 7 pg/miHypoxyrrobe™) a été déposé. Aprés v nuit d'incubation
I'anticorps secondaire, antyG desouris(lgG de chevre) marqué avelu FITC (Aex : 488,

rem : 530)XAbcam) a été ajuté. Enfin, les noyaux ont été marqués auPl (Abcam)
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Figure 73: Principe de I'immunomarquage vec I'anticorps anti-pimonidazole

Les lames ont été visusées au microscope confocal a fluoresc (ZEISS LSM 510)
équipé du logicieRAxiovision (CARL, ZEISS SAS, Le Pecq, Franau CBM.

2.3.3Résultats

2.3.3.1. Impact de | transduction sur les cellules MIA Pat

2.3.3.1.1.Vérification de la transduction des cellules MIA :a:

D’une part'expression e 'EGFP a été visualisée au microscope’autre parl'activité

luciférasedes cellules MIAaCa-luc a été mesurée par spr@photonétrie par V. Trichet

(figure 74).

Figure 74: Cellules MIA PaCa2-luc visualiséesu microscopt
A/ lumiére visible ; B/ épiluminescence
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Les cellules visualisées au microscope exprimensiqent toute 'EGFP indiquant ainsi

une modification homogeéne des cellules.
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Figure 75 : Mesure de I'activité de la luciférase @ spectrophotométrie
Par spectroscopie, la mesure de la densité optique 70 000 cellules met en évidence

une augmentation de l'activité luciférase (DO de&8)4de 250 fois pour les cellules

transduites (MIA PaCa2-luc) par rapport aux cefiiparentales (MIA PaCa2) (figure 75).

2.3.3.1.2.Impact de la transduction sur la croissance celtuia vitro

Afin de s’assurer de I'absence d'impact de la tation sur les cellules MIA PaCa2, un
suivi de la croissance des celluiesvitro a été réalisé durant 96h (temps maximal avant

confluence) (figure 76).
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Figure 76 : Comparaison de la croissance des celsl MIA PaCa2 transduites ou non par le
gene de la luciférase
Les résultats correspondent & la moyenne + SEM \n=5
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La croissance des cellules MIA PaCaz2 est identique,les cellules aient été transduites

ou non par le géne de la luciférase.

2.3.3.1.3.Impact de Ila transduction sur la sensibilit¢ visa- d'une

chimiothérapien vitro

De la méme facon, il était nécessaire de s’asgjrerla transduction des cellules n’avait
pas dimpact sur la réponse des cellules a unetmaiht. La concentration inhibitrice 50
(CI50) de la gemcitabine a ainsi été déterminée [@audeux lignées cellulaires, MIA PaCa2

et MIA PaCa2-luc. Les résultats sont présentésdigu.
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Figure 77 : Viabilité cellulaire en fonction de laconcentration de gemcitabine

Les résultats correspondent & la moyenne + SEM \n=5

La concentration inhibitrice 50 de la gemcitabinét@ déterminée pour les deux lignées
selon la méthode de Hill Slope. Elle est de 8 nMrpes cellules non transfectées (MIA
Paca2) et de 6 nM pour les cellules transfectedd ®RaCa2 luc). Cette différence n’est pas

significative (Test t de Student).

Ces résultats montrent que la transduction ne neogdds la réponse des cellules a un
traitement par la gemcitabine. Les cellules MIA Ba@uc peuvent ainsi étre utilisées pour

des étudem vivo.
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2.3.3.1.4.Impact de la transduction des cellules MIA PaCag laucroissance

tumoralein vivo

Pour étudier I'impact de la transduction sur laiggance tumorala vivo, deux groupes
de 6 animaux, un groupe MIA PaCaz2 et un groupe M&Ca2-luc, ont été induits dans les
conditions décrites dans la partie matériels ehouds. Trente six jours apres induction des
tumeurs, les animaux ont été euthanasiés et legunsmprimaires prélevees afin d'étre
mesurées au pied a coulisse et pesées. Le graphuquant montre la moyenne des volumes

tumoraux mesurés dans les deux groupes.
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Figure 78 : Volume tumoral des souris a J36

Les résultats correspondent a la moyenne + SEM \n=7

Nous n’avons pas observé de différence signifieatiu volume tumoral entre les deux
groupes a J36 (Test t de Student). La transdudisncellules MIA PaCa2 par le gene de la

luciférase n’a pas d’'impact sur la croissance taedn vivo.

2.3.3.2. Croissance tumorale aprés induction orthotopigusecddiules MIA PaCa2-

luc

2.3.3.2.1.Contrdle de la prise de greffe

Compte tenu du stress opératoire, nous avons ctieisie pas administrer la luciférine
trop tét aprés injection des cellules. Le premieanegen d’imagerie, réalisé 3 jours apres

induction tumorale montre une positivité des animaoxbioluminescence de 100% (n= 30

animaux).
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Cette positivité nous a permis de quantifier I'mggé de bioluminescence de chaque

tumeur et de randomiser les souris selon ce ci@émat de commencer les traitements.

Afin de valider notre choix de quantifier les réatd en réalisant la somme des 2 faces
imagées (latérale et antérieure), nous avons camesvaleurs de bioluminescence obtenues
lors la quantification de la tumeur primaire uniopent sur la face latérale (permettant la
meilleure observation du pancréas) aux valeursnolete en additionnant les 2 faces (figure
79).
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Figure 79 : Bioluminescence a J3, avant traitemerit la gemcitabine.

Bioluminescence de face latérale uniguement conepaumg valeurs de bioluminescence de la
somme des 2 faces (antérieure + latérale). Leslta@tsusont exprimés en moyenne (xSEM).

Ainsi, les profils obtenus sont similaire que le¢eves soient déterminées a partir de la
face latérale seule ou additionnée a la face @ty Cette méthode de calcul (somme des 2
faces) n’impact pas la randommisation des animapemrnettra pour la suite de I'étude de ne
pas passer a coté de signaux important provendmesta tumeur primaire soit de métastases

a distance ayant évoluées face antérieure de lanim

Cette méthode de calcul permet d’augmenter la Isiéitésien améliorant la détection du
signal qui peut, selon I'évolution tumorale et spionnement du pancréas, étre atténuée par

les tissus ou la rate sur I'une ou l'autre desdasegées.
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2.3.3.2.2.Evaluation de la croissance tumorale au cours mpse

Le suivi de la croissance tumorale a été réaliséjpduminescence, dés le troisieme jour
post induction puis une fois par semaine jusqufnlae I'étude. Nous pouvons observer, sur
la figure 80, que I'évolution de la tumeur primage fait sur un seul et unique site et

gu’'aucune meétastase n’est détectée 36 jours pasttiod.

Luminescence.

< - ; -
e
Radarce
(plsaclemiss)

Figure 80 : Suivi de I'évolution de la tumeur primare par bioluminescence

Afin de détecter une éventuelle dissémination nigtiggsie, un suivi par bioluminescence
a été réalisé jusque 50 jours post induction tutaorAprés cette date, certaines souris
présentaient de nombreux foyers localisés prineipaht dans la cavité abdominale (figure
81). Afin de confirmer la localisation des métastasune autopsie a été réalisée le dernier
jour de I'étude. L'observation macroscopique ac&gfrontée a la bioluminesceneg vivo
Comme le montre la figure 81, les animaux présentan général des nodules sur l'intestin,

le péritoine, le foie, le diaphragme, la rate aqe des métastases au niveau des reins.

Figure 81 : Localisation des métastases vivo et ex vivoa J50

A : Bioluminescence in vivo, face antérieure etralie gauche. B : Bioluminescence ex vivo (1 :
intestins, 2 : péritoine, 3: reins, 4 : foie, 5a0lon/rectum, 6 : diaphragme)
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A l'occasion de ce suivi sur des temps plus loagsdela de 40 jours apres induction des
tumeurs, une diminution voire une disparition cogtgldu signal de bioluminescence de la

tumeur primaire a été observée pour environ 30%adesaux (figure 82).
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Figure 82 : Perte du signal de bioluminescence chdes animaux du groupe contrble

Afin de comprendre l'origine de cette perte de digmdusieurs parameétres ont été

explorés.

2.3.3.3. Détermination de l'origine de la perte du signabitduminescence

Plusieurs hypotheses peuvent expliquer la perggihal de bioluminescence observée 40
jours apreés induction des tumeurs. Les 3 hypothggesious avons retenues sont : une perte
de I'expression de la luciférase, le développendentissu stromal en quantité importante ou

la présence de régions hypoxiques.

Avant de tester ces hypothéses, nous nous sommseségsia une autre modalité
d'imagerie indépendante du métabolisme énergétplrilaire, de la persistance d'une

activité tumorale au sein de I'animal.
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2.3.3.3.1.Expression des intégrines

Afin de s’assurer que la perte de la biolumineseemétait pas due a une régression
spontanée de la tumeur, une autre modalité d'inmgesr fluorescence dans le proche
infrarouge, basée sur le ciblage des intégrivgs etavp5 par un mime RGD (Arg-Gly-Asp)

a été mise en ceuvre (Cf. principe chapitre 1).

Nous avons confronté les résultats de I'imageriflud@escence et deux de l'imagerie de
bioluminescence aprés injection de luciférine. igure ci-dessous présente les résultats

obtenus.
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Figure 83 : Imagerie de bioluminescence et de fluescence d’une souris greffée en
orthotopique par des cellules MIA PaCa2-luc (J43)

A et B Imagerie corps entier, sur la face antéridara souris anesthésiée (A : bioluminescence,
B : fluorescence), C et D, imagerie ex vivo daulaeur primaire, coupée en deux (C :
bioluminescence, D : fluorescence).

En bioluminescence les images que nous avons olstereupermettent pas de visualiser
la globalité de la tumeur ce qui semble étre cardipar les données ex-vivo pour lesquelles

la bioluminescence au sein de la tumeur se distdleudacon hétérogene.

Par imagerie de fluorescence, dont I'avantage @&tedspécifique et indépendante du
métabolisme cellulaire, le signal est retrouvé agoh plus homogene dans la totalité de la
tumeur primaire, confirmant la présence des inté&griet donc des cellules des néovaisseaux

tumoraux MIA PaCa2-luc.
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2.3.3.3.2.Présence de stroma tumoral

Le stroma est un tissu conjonctif néoformé, nondrah) permettant le soutien et la
nutrition des cellules tumorales. Il est en remiar@et constant, puisqu'il suit la croissance
tumorale. Le stroma est principalement constituéealiles conjonctives normales, de fibres

collagenes et élastiques et de vaisseaux sandguymaghatiques.

Figure 84 : Coloration HES d’une coupe de tumeur MA PaCaz2-luc

L’absence de coloration jaune indique que le strofeat pas suffisamment abondant au

sein du prélevement pour expliquer une inhibitiarsaynal de bioluminescence.

2.3.3.3.3.Expression du gene de la luciférase

Afin de vérifier que les cellules expriment toujsua luciférase, un immunomarquage sur

coupe de tumeur avec un anticorps anti-luciférasie aéalisé.

Figure 85 : Immunomarquage avec anticorps anti-ludérase

DAPI : noyaux ; Rouge (TRITC) : luciférase. A : Iidaage avec anticorps anti-luciférase et
anticorps secondaire ; B : témoin négatif, pas tieorps primaire.
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Comme montré figure 85A, la majorité des cellulelsspntent une coloration rouge signe
d’'un marquage par I'anticorps anti-luciférase. ¥ & donc pas de perte d’expression de la

luciférase au niveau des coupes de tumeurs analysée

2.3.3.3.4.Caractérisation du statut hypoxique des tumeurs

La derniere hypothéese étudiée permettant d’explitu@erte de bioluminescence est la
présence de zones hypoxiques au sein de la tudiirde confirmer cette hypothése, deux

stratégies ont été retenues :

- invivopar injection d’ATSM marqué au Cuivre 64

- invitro par immunomarquage au pimonidazole

Imagerie alP*Cu-ATSM

* Sélection des animaux

Pour cette partie du travail, les animaux mis enresant été greffés en sous-cutané (2
millions de cellules injectées au niveau du flangalp). En effet, la localisation pancréatique
n'est malheureusement pas des plus compatiblesumeeimagerie TEP dfCu-ATSM (Cf
Principe Chapitre 1) dont la distribution hépatiqueaturelle » limite les possibilités d’étude

des organes placés dans le proche environnemédoiedu

Avant de réaliser I'imagerie TEP de I'hypoxie ungagerie de bioluminescence a permis

de sélectionner les animaux pertinents pour cehera
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Figure 86 : Imagerie de bioluminescence de souri®peuses de tumeurs sous cutanées MIA
PaCa2-luc (J43)

Sur la figure 86, on observe que pour des souwitepses de tumeurs de volumes
similaires (22 crfipour la souris 1 et 26 ¢rpour la souris 2), I'intensité de bioluminescence
est tres différente (2 logs d’écart entre souret 2), ce qui fait de ces 2 animaux de bons
candidats a I'imagerie TEP 64Cu-ATSM et devrait :\qaermettre d’obtenir des taux de

fixation du traceur différents dans ces 2 individus

« Controle qualité du marquage

Aprés marquage de I'ATSM &alCu, un contréle qualité par CCM a été réalisé dén
déterminer les fractions présentant la plus footecentration d&*Cu-ATSM dans I'éluat post

purification.

La chromatographie a été visualisée par autoraabge (figure 87).

84Cu-ATSM

<+ Dépot

F . &
“4Cu F1 F2

Figure 87 : Autoradiographie de la chromatographiesur couche mince

Elution réalisée avec de TEDTA 10 mmal.’Cu : **Culibre, F1 : Fraction marquée 1, F2 :
Fraction marquée 2.
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La CCM éluée avec 10 mmol'Ld’EDTA a permis de séparer correctement la fractio
libre de la fraction liée. Les fractions F1 et FRgentant la plus forte radioactivité
contiennent bien d4‘Cu-ATSM en forte proportion (64% dans F1 et 80%sd&R). La
fraction F2 a été retenue pour I'injectiomvivo puis diluée dans du NaCl 0.9% afin d’obtenir

une activité volumique de 37 MBg/ml.

* Imagerie TEP

Apres injection d’environ 5,5 MBq par voie intrameuse, une imagerie par tomographie
d’émission de positons (TEP) a été réalisée ardiftés occasions (10 min, 1h, 3h et 5h) afin

de déterminer le temps optimal permettant d’av@mekilleur rapport signal sur bruit.

A l'analyse des résultats, c’est le temps 3h quimee une visualisation correcte de la

zone hypoxique (figure 88).

I:- \;-..-
Figure 88 : Imagerie TEP, 3h aprés injection d&'Cu-ATSM

Un seul champ de vue représentant la partie iniggeale la souris
(du foie en haut, a la queue en bas).

A partir des images obtenues 3h aprés injectioavetneuse d&'Cu-ATSM, aucun foyer
significatif n’est visible pour la souris 1 alors’gu retrouve une zone de fixation au niveau
du flanc gauche pour la souris 2. Si I'on confrones résultats a ceux obtenus lors de
I'imagerie de bioluminescence décrite figure 86xdmen TEP concorde avec la présence de
zones hypoxigues dans la tumeur de la souris 2 ltot@nsité du signal de bioluminescence

était tres faible.
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Afin de comparer I'activité mesurée au niveau dtutaeur a I'activité du tissu sain, deux
zones d’'intérét de méme volume ont été tracéasmelau niveau de la tumeur située sur la
cuisse gauche et l'autre au niveau controlatérais¢e droite). Cela nous a permis de

déterminer dans ces régions I'activité en Bd/etren pourcentage de la dose injectée.

Les valeurs des activités mesurées et corrigéda décroissance dtfCu sont donc les

suivantes :
Souris 1 Souris 2
Activité injectée : 4,76 MBq Activité injectée : 5,45 MBq
Tumeur (G) Muscle (D) Tumeur (G) Muscle (D)
Activité mesurée en Bg/cin| 15640 Bg/cm | 9707 Bg/cmi | 50298 Bg/cmi | 13164 Bg/cm
Pourcentage de la dose 0,33 % DI 0,20 % DI 0,92% DI 0,24% DI
injectée (DI)

Tableau 6 : Activités mesurées au niveau des régimtumorales et témoins, corrigées de la

décroissance df‘Cu

Pour la souris 1, présentant le signal de biolustesce le plus important, 0,33 % de la
dose dé‘Cu-ATSM est retrouvé au niveau de la tumeur, séitfdis plus de signal que dans
le muscle. Pour la souris 2, 0,92% de la dose tiégeest retrouvé au niveau de la tumeur soit
4 fois plus que dans le muscle. Ces résultats sondiccord avec ceux observés dans la
bibliographie ou I'on retrouve dans le cas de tummdwpoxiques des ratios tumeur/muscle
variant de 2,3 a 5,3 selon le type tumoral (Yuanale 2006) et confirment que la faible
intensité du signal de bioluminescence de la sdurest bien liée a la présence de plages

d’hypoxie dans la tumeur.

Immunomarquage avec anticorps anti-pimonidazole

Afin de confirmer les résultats obtenus par TEP*@u-ATSM, un immunomarquage

avec un anticorps anti-pimonidazole a été reafigare 89).

Développement de modeles animaux 160



Figure 89 : Visualisation de zones hypoxiques supape de tumeur

FITC (vert), adduits de pimonidazole caractérisiqules zones hypoxiques. Dapi (bleu), noyaux.
A et B : Marquage avec anticorps anti-pimonidazgilanticorps secondaire (A : Centre de la
tumeur. B : Périphérie de la tumeur) ; C : témo#uyatif, pas d’anticorps primaire.

Le marquage vert (FITC) est retrouvée aussi bieceatre de la tumeur qu’en périphérie,

confirmant la présence de multiples zones hypox@uesein de la tumeur.

Ces résultats obtenus par immunomarquage au pieswola& permettent de confirmer les
résultats obtenui vivo aprés injection d&'Cu-ATSM et révélent la présence de zones
hypoxiques au sein des tumeurs MIA PaCa2-luc. éssltatan vivo, obtenus sur un effectif
tres restreint nécessiteraient d’étre confirmés ales lots d’animaux plus importants. Mais
les contraintes de la TEP (limite de I'activité Y€u pouvant étre utilisée au sein du CIPA
(260 MBq) et chimie du marquage), ne permettentefois pas de réaliser des études sur des

effectifs trés élevés.
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2.3.3.4. Etude d’efficacité avec un traitement de référetc&emcitabine

2.3.3.4.1.Détermination de la concentration inhibitrice 50 I5@ de la

gemcitabinen vitro par bioluminescence

Une courbe de survie représentant le pourcentagmeltides viables en fonction de la
concentration en gemcitabine a été tracée en mediindensité de bioluminescence présente

dans chaque puits (celle-ci étant proportionnall@@mbre de cellules présentes) (figure 90).

100

504

Cellules viables (%CTRL)

0

) ) ) ) ) ) ) ) ) 1
0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Gemcitabine (nM)

Figure 90 : Courbe de survie aprées traitement a lgemcitabine

Les résultats correspondent a la moyenne + SEM \n=5

La concentration inhibitrice 50 (CI50) de la gerabihe déterminée a partir de la méthode
de Hill Slope est de 7 nM.

2.3.3.4.2. Effet de la gemcitabine sur la croissance tumorale
Compte tenu des problemes d’hypoxie rencontrésetaudk 40 jours, rendant I'imagerie

de bioluminescence non pertinente pour la quaatibo de la tumeur primaire, nous avons

choisi de limiter notre étude a 36 jours post irigunc
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Les animaux étaient greffés en orthotopique etrtispan 3 lots recevant du NaCl 0.9%,
la gemcitabine a 100mg/kg ou a 200mg/kg, cettertifpa ayant été faite sur la base de
I'intensité de bioluminescence mesurée a J4 (figdra droite).

Les résultats que nous avons obtenus sont lesnssiiffegure 91).

6000
[ Cwl 3 GEM 100 mg/kg EE GEM 200 mg/kg

4000+

2000+

Bioluminescence (% variation)

]
4 9 16 23 30 36
Temps (Jours)

Figure 91 : Evolution tumorale apres traitement a& gemcitabine

Les fleches indiquent les traitements a la gemitiiGEM).
Les résultats présentés en pourcentage de varigégomapport a I'intensité de bioluminescence
mesurée avant traitement (J4), correspondent adgemne + SEM (n=10).
*:p<0.5;*:p<0.01 (ANOVA suivie d'un posest Bonferroni)

Une inhibition de la croissance tumorale pour legris traitées a la gemcitabine, aussi
bien a la dose de 100 mg/kg qu’a la dose de 20@gregt observée dés le®Jj6ur, soit 11
jours apres avoir recu le premier traitement avee wiminution de lintensité de
bioluminescence de 79% pour le groupe GEM 100 meflade 82% pour le groupe GEM 200
mg/kg par rapport au groupe contréle. Cette intmbitse poursuit jusqu’a J23, soit 4 jours
apres le dernier traitement (a J19). Ensuite, d@setirs commencent de nouveau a croitre

mais de fagon beaucoup plus lente que pour le groaptrole.

Le dernier jour d’étude (J36), une diminution déialuminescence d’environ 90 % pour
les deux groupes traités est observée par rappaytaupe contrdle. Le volume ainsi que la
masse tumorale ont été mesurés. Les moyennes dmemges sont présentées dans les

graphiques ci-dessous.
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Figure 92 : Volume et masse de la tumeur primaireel jour de l'autopsie (J36)

GEM : Gemcitabine
Les résultats correspondent a la moyenne + SEM @)=¢: p < 0.01 (Test de Mann Whitney)

On observe une bonne concordance entre volume esem@morale, sans aucune
différence statistiquement significative entre teupe contréle et le groupe GEM 100 mg/kg.
Entre les groupes CTRL et GEM 200 mg/kg, la diffeee est statistiquement significative
(p=0,003) avec une diminution du volume de 60 %net diminution de la masse tumorale de

58 % par rapport au groupe contréle.

2.3.4Discussion

La transduction des cellules MIA PaCa2 par le géeela luciférase n'ayant pas eu
d’'impact sur la croissance des cellules tumoralegtro et in vivo ni sur la sensibilité des
cellules a la gemcitabine, les cellules MIA PaQa2-dnt ainsi pu étre utilisées pour le suivi
de I'évolution tumorale du modele orthotopique di@mgarcinome pancréatique par imagerie

de bioluminescence.

La caractérisation du modeéle a conduit & déternsasravantages et ses limites. Celui-ci
présente une évolution tumorale assez lente qui pekgenter certains avantages: par
exemple, les souris du lot contrble n'ont pas besbétre euthanasiées en cours d’étude a

cause de tumeurs atteignant le point limite.

Des études ont comparé les phénotypes de 11 ligieesellules d’adénocarcinomes
pancréatiques différentes (AsPC-1, BxPC-3, Capah-d, MIA PaCa2, PANC-1) (Deer, et
al., 2010) sur des criteres ayant une influencelaucroissance tumorale et le potentiel

métastatique. Il a été montré que l'adhésion ddiulee MIA PaCa2 a la matrice
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extracellulaire était plus faible que pour les asitignées et que le potentiel de migration et
d’invasion cellulaire des cellules MIA PaCa2, étaitermédiaire, ces cellules étant moins
invasives que les cellules BXPC-3 mais plus quéleNC-1 (Takada, et al., 2002). Enfin, la
tumorigénicité des tumeurs MIA PaCa2 semblent phortante que pour les autres lignées.
La formation des tumeurs MIA PaCa2 est plus rapjde pour les tumeurs PANC-1
(Freeman, et al., 1995), le volume tumoral plusxdréKatayama, et al., 2003) et le taux de
prise de greffe de 100 % (Eibl and Reber, 2005)mte tenu de ces observations, les
cellules MIA PaCa2 sont un modéle de choix powdl@ation de I'évolution de la tumeur
primaire mais pour I'étude de la dissémination m@tieque, d’autres lignées telles que

Capan-1 semblent plus pertinentes.

En tenant compte des limites du modéle une étudealidationvia un traitement de
référence par la gemcitabine, a été réalisée @abatld’évaluer I'effet sur I'évolution de la

tumeur primaire.

Apres détermination de la concentration inhibit®€e(CI50) de la gemcitabine vitro (7
nM) et confirmation de la concordance avec les denmrbibliographiques qui rapportent une
IC50 de la gemcitabine sur cellules MIA PaCa2, diem 10 nM (Bornmann, et al., 2008,

Giovannetti, et al., 2004, Zagon, et al., 2005gdacitabine a été administrée a I'animal.

Les effets obtenus vivo sur I'inhibition de la croissance tumorale sonigpsignificatifs
pour la dose de 200 mg/kg et corrélent avec cetenols dans la bibliographie qui montrent
lors d’un traitement a la dose de 150 mg/kg (deaig par semaine) une amélioration de la
survie accompagnée d’une inhibition de la proliiératumorale (Katz, et al., 2003). Compte
tenu de la bonne tolérance de la gemcitabine an2f8g (pas de perte de poids, aucune
desquamation ni prostration), celle-ci pourra étitksée comme molécule de référence pour

I’évaluation par bioluminescence de nouvelles égiats thérapeutiques.

Ainsi, malgré la différence anatomique importantepduncréas de souris par rapport a
celui de 'homme, le modéle de carcinome pancréatidgveloppé au cours de cette these
présente des caractéristiques physiopathologiqoekises a celles observées lors du cancer
du pancréas. D’'une part les sites de colonisates) rdétastases (intestins, péritoine, reins,
foie, colon/rectum, diaphragme) sont semblable®wx mbservés chez I'homme lors d’un
adénocarcinome pancréatique (Saif, et al., 201’Buti part, le caractere hypoxique, cause
de mauvais pronostic (Koong, et al., 2000) et aidioe de la résistance a de nombreux
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traitements (Blouw, et al., 2003) est bien préstans les tumeurs MIA PaCa2 murines.
Toutefois, ces caractéristiques physiopathologigoes sont pas retrouvées aux temps
précoces mais a des stades plus tardifs. Danss¢d’ioeagerie de bioluminescence n’étant
plus pertinente pour la quantification des effais k& croissance de la tumeur primaire,
d’autres modalités d’'imagerie, comme limagerie tHexpression des intégrines en

fluorescence 3D ou en TEP peuvent étre mis en cedars tous les cas, la mesure du
volume tumoral en fin d’étude permet de confirmesy iésultats.

Ce modele est opérationnel pour I'évaluation devethes formulations telles que les
nanoparticules et de stratégies innovantes telles lgs plasmas froids fibrés que nous
développerons dans le chapitre suivant. TouteB®fn le but recherché, il est nécessaire
d’adapter le schéma expérimental. Dans le cas dBétud’efficacité nécessitant une
guantification précise et répétée de I'évolution duate par bioluminescence et plus
particulierement de la croissance de la tumeurgrannous préconisons de mener les études
dans le délai de 40 jours maximum. Si les étud@gedbétre poursuivies sur des temps plus
long afin de déterminer un effet sur la dissémoratnétastatique ou sur la résistance aux
traitements due au caractére hypoxigue, dans ceseales les métastases peuvent étre
quantifiées par bioluminescence et d’autres magatifimagerie doivent étre envisagées afin

de quantifier la tumeur primaire.
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Chapitre 3

Développement d’'une nouvelle stratégie
thérapeutique, le plasma gun
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3. Développement d’'une nouvelle stratégie
thérapeutique : le plasma gun

Les études présentées dans ce chapitre ont étééesaldans le cadre du projet
« PLASMED » financé par la Région Centre, en caltabon avec le GREMI (Groupe de
Recherches sur 'Energétique des Milieux lonis€glR7344, CNRS/Université d’Orléans.

Le but de ce travail a été 1/ d’évaluer les eftétme nouvelle thérapie par plasma froid
fibré appelé aussi « plasma gun », sur la croigsdes cellules tumorales d’adénocarcinome
pancréatique MIA PaCa2-lua vitro etin vivo et 2/ d’optimiser le protocole de traitement

afin d'améliorer 'effet antitumoral.

Le modéle d’adénocarcinome pancréatique a été ichoisr ces études car il existe
aujourd’hui peu de traitements efficaces pour ge tge cancer chez I’'homme. Grace a cette
nouvelle stratégie thérapeutique la possibilité réaliser des traitements locaux pourrait
montrer tout son potentiel pour le traitement desges de résection de la tumeur primaire ou
dans le cas des localisations inopérables comnst el particulier le cas au niveau des

canaux biliaires et pancréatiques.

3.1. Etude bibliographique

3.1.1.Le plasma

Le plasma, tout comme le solide, le liquide, ogde, constitue un état de la matiere. Il
n'est observable sur Terre qu'a trés haute tempérauand I'énergie est telle qu'elle réussit a
arracher des électrons aux atomes. Le terme plasppglé aussi « quatrieme état de la
matiere », a été utilisé en physique pour la presmieéis par le physicien américain Irving
Langmuir en 1928 par analogie avec le plasma sar{@onks and Langmuir, 1929).

A l'état solide, les atomes constituent un réségide. Lorsqu’'une molécule est excitée
par la chaleur, les atomes s’éloignent les unsadé®s, permettant le changement de forme
physique, et ainsi le passage a I'état liquidéoBSiaugmente encore la température, on arrive
a l'état gazeux : les atomes se déplacent alorenidmt, indépendamment les uns des

autres. Enfin, quand on arrive a de tres hautepdeatures, les atomes gazeux s’ionisent
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formant un mélangglobalenent neutre, le plasmfigure 93).
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Figure 93 : le plasma, 4état de la matiere
(Source : CEA, 2001)

3.1.1.1. Les différentesformes de plasma

Cet état de lamatiere rest pas anecdotig puisque99% de la matiere connue ¢
I'Univers se trouve sous fme de plasma. Par exemple, le soleil emposé a 100% ¢
plasma, tout commies étoilis, les nébuleuses gazeuseSur terre, ds phénomeénes comn
les éclairs ou les aurores éales sont des émissions lumineuses csmg mais dans ces
deux casce n’est pas la chaur qui crée le plasma mais I'électricité o bombardement pi
des particules solaires.

Deux catégories de plaas sont définies, les plasmas naturels s plasmas créés
I’'homme. Les plasmas sontoduits dans une gamme de pression tre:ortante et sont alo

caractérisés en fonction detempérature et de la densité des élec.

Les plasmas industrielgréés par 'homme, sont générés en fa passer un coura
électriqgue a travers un gaCes plasmas se développent de plus us et leurs champs

d’applications s’étendent a s domainerelativement larges.
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Ainsi dans la vie courante les tubes a déchargésng), les écrans de télévision qui
renferment des petites cellules de gaz ioniséstanmethacune dans les 3 couleurs de base

(rouge, vert et bleu) contiennent des plasmas.

Dans le domaine industriel, les plasmas sont ésiligour graver ou décaper des surfaces
et trouvent des applications dans le traitement dkshets, la stérilisation des surfaces,
I'amélioration des processus de combustion (notambrpeur 'aérospatiale et 'automobile)
et trés largement en micro-électronique ou le ptagae aujourd'hui un réle crucial puisqu’il
intervient dans de nombreuses étapes des procédaébritation des semi-conducteurs.

Dans le domaine biomédical, l'utilisation des plasnest de plus en plus décrite, ces

applications feront I'objet de la partie 3.1.2.

On classe en général les plasmas en deux catégddassplasmas chauds (plasmas

thermiques) et les plasmas froids (plasmas nomilees).

* Les plasmas chauds les températures de ces plasmas sont supéri&3@30°C. Ce
sont des gaz fortement ionisés, dans lesquelddesans, les atomes et les ions sont a
la méme température. Dans ces plasmas les électrans aussi les ions sont assez
éenergétiques pour influencer le comportement dusnpda (utilisations dans la
dépollution, traitement des déchets, décharges @aur la soudure, combustion...).

* Lesplasmas froids. Les plasmas froids utilisés dans le domaine bitical et
appligués chez 'homme sont a des températureh@sode la température corporelle
(entre 20°C et 50°C). Seuls les électrons acquiergsez d'énergie pour effectuer des
réactions (applications a la dépollution, traitemede surfaces, domaine

biomédical...).

Par la suite, nous aborderons uniqguement la misesevre des plasmas froids dans le

domaine biomédical.

3.1.1.2. Le plasma froid

Les plasmas sont des geanstitués de molécules et d’'atomes neutres (nej@s), d'ions
(négatifs et positifs), d'électrons, d'especesceddires (chimiquement tres actives), d'especes

excitéesde photons et de champs électriques transitoires.
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Figure 94 : Composition du plasma

ROS, espéces réactives de I'oxygene (02, OH, H2GR; RNS espéces réactives de 'azote
(NO, NO2)(Heinlin, et al., 201Q)

Les électrons sont des particules trés légerepeuvent étre accélérées par les champs
électrigues et magnétiques. Ces électrons ont @sser2000 fois plus faible que les ions, ils

ont donc moins d'inertie et sont plus réactifs las papides que les particules plus lourdes

(figure 95).

complete
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Figure 95 : Comparaison entre gaz et plasma
(Lagouge M, 2006)

Dans le plasma, les ions et les particules negimesedent une grande énergie interne et
se caractérisent par une haute instabilité. Leuredoun état plus stable de moindre énergie
peut se faire soit en émettant un photon, soitramstnettant une partie de I'énergie de la
collision a une autre particule ou surface. Lest@m® émis lorsque les composés activés
retournent a un niveau de moindre €énergie, peueemtmémes induire des réactions

chimiques (photons UV) et sont responsables denténlosité du plasma.
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Les plasmas générés par 'lhomme sont le plus soissrg d’'un gaz ou d’un mélange de
gazsoumis a un champ électrique qui peut étre gémdér@rs courant continu, soit en courant
alternatif. La zone ou les gaz sont soumis au chaegtrique est appelée zone de « décharge-

électrique », le flux gazeux issu de ce mélangeosrant dans la zone « de post-décharge ».

D’autre part, les plasmas froids peuvent étresdtdisoit a la pression atmosphérique soit &

basse pression.

 Plasma basse pressionils sont générés dans le vide et sont principale
utilisés dans les domaines de la stérilisation éa di&contamination.
* Plasma a pression atmosphériqueils sont plus simples d'utilisation (inutile de

faire le vide) et sont actuellement en plein déppéanent.
On peut les classer eux-mémes en 3 catégories :

* Plasmas directs on parle dglasma direct quand le tissu traité représenteldes
électrodes du plasma. De nombreux atomes actifs c¢l@rgés ainsi que des
molécules, des rayons UV, des électrons vont agiesa travers les tissus (Fridman,
et al., 2008). Pour ce type de plasma, I'échantifble plasma doivent étre maintenus
a proximité (distance entre 1 et 3 mm). La techgielda plus utilisée est la source de
plasma par décharge a barriere diélectrique (DBDYihan, et al., 2007).

» Plasmas indirects. les plasmas indirects sont produits entre ddaegt@des puis
transportés au niveau de la zone a traiter a saveflux de gaz. Le corps n’intervient
pas comme électrode (Shimizu, et al., 2008, SladekStoffels, 2005).

* Plasmas hybrides: les plasmas hybrides sont une combinaison desnals directs et
des plasmas indirects auxquels on ajoute une étkctreliée a la terre, a travers

laguelle le courant passe.

3.1.1.3. Plasma fibré : plasma qun

Au sein du GREMI, un modéle innovant de plasmalffiiré, appelé « plasma gun » est
développé depuis quelgues années. Sa températypmelse de la température corporelle ce

qui est essentiel pour traiter des tissus vivaissque les tumeurs par exemple.
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Il s’agit d’un plasma froid fibré direct, créé aepsion atmosphérique et hors équilibre

thermodynamique (figure 96).

Plasma froid

Plasma pression

Plasma basse pression | simn=nhitique

Diréct Indirect Hvlifide

DBD Plasmafibré

- Aiguille a plasma
-Migroterche a plasma

-Plasma gun

Figure 96 : Place du plasma gun parmi les différestplasmas froids

De par son fonctionnement a la pression atmospleérig plasma gun offre de nombreux

avantages et permet une application simple ettdisea I'’échantillon.

Ce plasma étant fibré, c'est-a-dire créé dans umillaiee, il permet de réaliser des
traitements ciblés et adaptés a la surface arnr&te exemple, pour le traitement de tumeurs
pulmonaires, un capillaire peut étre utilisé (1 miendiametre) alors que pour le traitement de
tumeurs sous cutanées, des capillaires plus grgaémdau volume tumoral a traiter sont

disponibles (3-5 mm).

D’autre part, ce plasma est généré a partir de dgebal’impulsions trés courtes, de
I'ordre de la microseconde, lui permettant de relstes équilibre thermodynamique. Cet état
fait que les différentes especes présentes (éhs;tions, atomes ou molécules neutres) ayant
des énergies tres differentes vont pouvoir se gugu au milieu ionisé et entrainer la
formation continue d’espéces fortement réactivessgront retrouvées en sortie du tube et au

niveau de la zone traitée.

3.1.2 Applications biomédicales des plasmas froids

Actuellement, la recherche en biologie se concepthecipalement sur les effets des
plasmas froids afin d’obtenir une action sans dogengrace a la mise en ceuvre de
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températures peu importantes, et a traiter de fdgmmogene des surfaces avec une

pénétration possible dans des cavités et desdissuléchelle micrométrique.

Une des premiéres applications biomédicales desnala froids & basse pression a été la
désinfection de surfaces. En effet, ces plasmas démiontré une efficacité dans la
désinfection et la stérilisation de tissus vivapts inactivation en quelques secondes de
bactéries, de virus, de champignons et de spordisers agents pathogenes. Cette technique
est aujourd’hui utilisée en routine dans les hapitgpour la désinfection des outils
chirurgicaux (Mrad, et al., 2011).

L'utilisation des plasmas froids dans le domaimar@dical est en constante évolution et
touche de plus en plus de spécialités. Les pringipgidmaines d’intérét sont la stérilisation de
surfaces vivantes ou non ainsi que la dermatolagex des effets sur la cicatrisation et la
coagulation (Kalghatgi, et al., 2007). De nouveatamps d’applications apparaissent tels
que leur utilisation thérapeutique potentielle ema&rologie, domaine auquel nous allons

nous intéresser plus particulierement (Fridmaa).e2008).

3.1.2.1. Utilisation des plasmas froids pour la stérilisatio

Les premiers travaux relatant I'utilisation dessptas en tant qu'agents de stérilisation
ont été publiés par Menaschi en 1968 (Ashman 19vi2naschi, 1968). Il utilisait des
champs électriques pulsés (1-100 MHz) pour activermélange gazeux a base d’'argon a

pression atmosphérique.

Pour la stérilisation par plasma, deux procédés passibles : soit I'utilisation du plasma
lui-méme, au niveau de la zone de « décharge wlestux de gaz issu du plasma, au niveau
de la zone de post-décharge (méthode la plus édjlisCe mode de stérilisation est

principalement réalisé a basse pression.
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Figure 97 : Zone de décharges et de post-déchargasniveau d'un systéme de stérilisation
par plasma
(Ruelle, et al., 2007)

La zone de post-décharge, contrairement a la zenelédharge, ne contient pas de
particules chargées mais des atomes, des moléeutdss radicaux. Sachant que lors de la
stérilisation par plasma seules les espéces nasdgrgsactives pour décontaminer (Pointu, et
al., 2005), il n’est donc pas nécessaire de trigvalans la zone de décharge. En outre, la zone
post-décharge a une température proche de la tatapgiambiante (< 50°C), et I'absence de

particules chargées limite les altérations desased a traiter.
Il est ainsi possible de stériliser des matériduexrhosensibles.

Difféerents modes d’action et espéces actives o@t d&crits pour expliquer I'effet

stérilisant de ces plasmas :

 Le gaz ou le mélange de gazdes études ont ainsi démontré que certains gaz
comme le CQ étaient plus actifs que d’autres tels que l'argmyr inactiver les
bactéries (Boucher, 1985). La plupart des espeegses (@, N,, H,, halogénés,
N.O, HO, H0,, CO,, SQ, aldéhydes) sont efficaces pour la stérilisation pa

application de plasma (Ratner, et al., 1990).

* Les especes neutresretrouvées dans la zone de post-décharge, ellentvaelon
les gaz utilisés. Ces espéces, du fait de leurdgragactivité, peuvent se combiner
aux atomes et arracher des électrons. Ce mécampismeettrait d’'interagir avec

les acides nucléiques et les membranes cellulameduisant a la lyse bactérienne.
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De plus il a été démontré que I'oxygéne atomiquaijoun réle comme espece

active stérilisante (Fridman, et al., 2007).

* Le rayonnement ultraviolet compléte I'action des espéces neutres et améliore
I'effet bactéricide en détériorant les parois baeténes. Deux mécanismes
principaux sont responsables des dommages cedlslanduits par les UV au
niveau moléculaire : les effets directs basés’snetgie d’absorption des UV par
les macromolécules cellulaires, et indirects teils ps altérations de ’ADN, des
protéines et des lipides causés par le stress okyuduit par les UV (Heinlin, et
al., 2010).

Molécules neutres et UV ont donc une action sygesgia l'origine de I'efficacité de la

stérilisation par les plasmas froids.

hY hY

L'utilisation de stérilisateur a plasma a bassesgio;n pour les matériaux est
opérationnelle puisque deux procédés sont déja evomtisés en France, Plazlyte®
(Laboratoire 3M) et Sterrad® (Laboratoire Johnsbdoiinson Médical).

La stérilisation par plasma a pression atmosphérigusurfaces biologiques telles que la
peau est en développement et des appareils detdétpation des mains sont déja existants
(Heinlin, et al., 2011).

3.1.2.2. Effet des plasmas sur la coagulation

Pendant plusieurs années, les plasmas chauds @ temopérature ont été utilisés en
chirurgie, notamment pour la cautérisation. Dans cenditions, I'utilisation de plasma
d’argon a été bien documentée (Bergler, et al.12@Iund, et al., 1994, Sumiyama, et al.,
2006) et il est désormais tres utilisé pour asdilrémostase sur des zones de résections tres

hémorragiques en particulier au niveau du foidadate et du rein.

Dans les nouvelles applications, la coagulationsdng peut étre obtenue a partir de
plasmas froids, afin d’éviter les effets dus aelmpérature tels que I'adhésion et la dilatation

des tissus traité, les risques de contaminatiordébannes associés (Clément, 2009 ;
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Kalghatgi, et al., 2007) et le risque de brQlure tiesus adjacents pour les interventions sous

ccelioscopie qui deviennent de plus en plus frégsent

Ainsi, une activation des mécanismes de coagulaiote a un traitement par plasma
froid a été décrite par I'équipe d’A. Fridman surmndéle animal de souris SKH1, chez qui
la veine saphene avait été sectionnée. Apres 1&siteement au plasma, la coagulation était
effective (Fridman, et al., 2008).

Afin d’expliquer l'effet des plasmas sur la coadigda, plusieurs mécanismes ont été
proposés. Ainsi, il a été montré qu'un traitemenit @lasma pouvait modifier
considérablement les concentrations en protéines déacteurs de coagulation, le pH, ainsi
que la force ionique du plasma sanguin (Fridmanalget2008). Ceci pourrait expliquer
I'activation et I'agrégation plaquettaire accompagygkune formation de fibrine qui ont été

observées.

L’amélioration des connaissances des mécanismegrigirie des effets des plasmas
froids sur la coagulation associée a leur faibleivite ouvre donc des perspectives tres

intéressantes pour des applications cliniques etine

3.1.2.3. Effets des plasmas sur la cicatrisation

Les bactéries sont souvent cause d’aggravation lé€ens cutanées suite a des
surinfections. L’affection la plus commune est déle chronique des membres inférieurs
avec une prévalence de 1% dans les pays dével@ppésgh and Phillips, 2007). Les plaies

infectées représentent un réservoir pour les seudbdactéries multi-résistantes.

Les traitements standards des plaies infectéesistems en une antibiothérapie dont
I'efficacité peut étre limitée par I'apparition d@sistances bactériennes et de réactions
allergigues au niveau cutané. Dans ce cas, I'agipiic ais€e et sans contact des plasmas au
niveau des plaies, a une température tres procletdmpérature corporelle permet de traiter
des infections et d’éliminer les bactéries, sansepker les effets secondaires d'une

antibiothérapie.

In vitro, des résultats ont montré qu’un traitement pasrpéafroid pouvait favoriser la
cicatrisation en réduisant la charge bactérienné raassi en influencant directement le

comportement biologique des cellules du derme dtegalerme (Kalghatgi, 2009). Compte

Développement d’'une nouvelle stratégie thérapeetiguplasma gun 177



tenu de ces résultats encourageants, de nombreais st été réalisés vivo chez I'animal

et ’lhomme. Parmi eux des études de phase | ehdsepll ont montré qu’un traitement par
plasma d’'argon (MicroPlaSter) de 2 a 5 minutes des plaies préalablement nettoyées
conduisait a une réduction significative du nombesbactéries, dont des bactéries multi-

résistantes, et améliorait la cicatrisation (Heindt al., 2011).

Les avancées faites dans la régénération cellutaoetrent que I'oxyde nitrique (NO)
(qui peut étre généré par le plasma) joue un rékeimportant dans la cicatrisation (Shekhter,
et al., 1998). Les mécanismes d’action possibledl@upour favoriser la cicatrisation sont,
entre autres, une vasodilatation ainsi qu’'une nbsatgon de la vascularisation, des effets
bactéricides directs (dus a la formation de perixtes), une stimulation de la phagocytose
bactérienne, une inhibition des radicaux libres ldxygéne, une amélioration de la
conduction de I'influx nerveux, une régulation denmunodéficience, une stimulation des
fibroblastes et de la vascularisation par sécrétiencytokines, une augmentation de la
synthese de collagéne et de la prolifération destik@cytes (Shekhter, et al., 1998, Shekhter,
et al., 2005).

L’étude réalisée chez des patients diabétiques atré&oaprés traitement de lésions
nécrotiques et purulentes par systeme appelé emPlgzenrichi en NO, une réduction de la
réaction inflammatoire et de la douleur ainsi qu'wheninution du taux d’amputation des
patients traités (Shulutko, et al., 2004).

Compte tenu des résultats trés prometteurs obsdareésla cicatrisation et la stérilisation
et des mécanismes mis en jeu au niveau cellulain® d’'un traitement au plasma froid,
quelques équipes ont essayé de tester cette neuteslhnologie en tant que stratégie

anticancéreuse.

3.1.2.4. Utilisations des plasmas froid dans le domaineadmhcérologie

L’intérét des chercheurs concernant le potentislplasmas froids dans le domaine de la
cancérologie est tres récent. Les premiers essaigtérréalisésn vitro sur une lignée de
cellules de mélanome A2058 (Fridman, et al., 20Bpres traitement avec une source de
plasma a barriere diélectrique (DBD), a des dosésamment faibles pour ne pas entrainer
de lyse cellulaire immédiate, une induction de djajpse des cellules de mélanome a été

rapportée.
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Les premiers effets anti-tumorauxvivo des plasmas froids ont été démontrés au sein du
laboratoire par M. Vandamme sur un modéle de gistbime U87 induit en sous cutané chez
des souris swiss nude (Vandamme, et al., 2010h &évaluer I'efficacité du traitement, les
animaux ont été suivis par imagerie de biolumineseest le volume tumoral mesuré au pied
a coulisse. Le traitement au plasma froid a étéseéaurant 5 jours consécutifs avec une
source de plasma a barriére diélectrique (DBD)vdatit au niveau de la peau de la souris
0,75 W a 200Hz. Les résultats ont montré une ditianude 56% du volume tumoral des
souris traitées par rapport au groupe contrble. effet était associé a une diminution de
I'intensité du signal de bioluminescence et a wmgnaentation de 60% de la durée de vie des

animaux traités.

Compte tenu de ces effets, les mécanismes d’aitipliqués ont été étudiés vitro sur
deux lignées cellulaires (gliobastome U87 et carm@aolorectal HCT-116). Les résultats
ont montré que le traitement par DBD induisait l@duction d’'une quantité importante
d’espéeces réactives de I'oxygene (ROS) produisamtddenmages au niveau de I’ADN, des
arréts au niveau du cycle cellulaire et conduisafdpoptose des cellules tumoralbsvivo,
les résultats publiés en 2010 ont été confirmég fmlignée de glioblastome U87 et des
effets similaires induisant une réduction du voluomaoral ont été observés pour les tumeurs
HCT-116. L'induction de I'apoptose ainsi qu'un bdge des cellules en phase S ont aussi été
démontrésn vivo (Vandamme, et al., 2011). Les résultats obtémwgtro etin vivo avec les
plasmas froids s’apparentent a ceux observés farge dadiothérapie. En effet, lors d’'un
traitement par radiothérapie, une altération dONApar les radicaux libres générés lors des
rayonnements conduit notamment a des ruptures deeshat des blocages en phase S
(Bernhard, et al., 1995).

Depuis peu, de nouvelles études ont été réalisé¢ed’ qatres équipes dans le monde, et
des effets similaires ont été rapporiésvitro etin vivo pour des modeles de tumeurs sous
cutanées de cancer de la vessie (SCaBER) et dean&#aB16 (Keidar, et al., 2011). Ces
résultats ont montrén vitro que le traitement par plasma froid éliminait stetent les
cellules tumorales sans endommager les cellulegsa&itin vivo que le traitement permettait

de réduire de facon significative le volume tumoral
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3.1.3.Intérét du plasma gun en cancérologie par rapporta d’autres modalités

thérapeutiques locorégionales

Le traitement local des tumeurs se développe deguedques années dans le but de
limiter les effets secondaires observeés lors detements par radiothérapie et chimiothérapie
et de potentialiser les effets des traitements.sDagite partie, deux thérapies aujourd’hui
utilisées en clinique vont étre abordées et congsam plasma froid, la photothérapie
dynamique et la radiofréquence.

3.1.3.1. Photothérapie dynamique

Au début du 2Dsiecle, Raab fut le premier a observer la semnsaibn de tissus vivants
suite a une irradiation lumineuse. Le terme de qthétapie dynamique (PTD) est apparu
guelques années plus tard, en 1904 avec les peemssais thérapeutiques réalisés par le
dermatologue Albert Jesionek pour traiter des aancatanés. Par la suite, de nombreux
essais vont se succéder avec une étude démontianleg souris devenaient sensibles a une
injection d’hématoporphyrine lorsqu’elles étaiempaesées a la lumiére (Hausmann, 1911).
Tous ces travaux sont a l'origine de l'utilisatiole la photothérapie dynamique (PTD),
utilisée aujourd’hui en routine en cancérologie pder traitement ciblé des cancers

pulmonaires, cesophagiens, coliques, du tractugémaal, de I'ceil, du cerveau, et de la peau.

Le principe de la PTD dans le traitement des canast basé sur l'utilisation de
photosensibilisateurs, tels que des porphyrineésjepiennent toxiques suite a une irradiation
lumineuse. La sélectivité de la PTD repose surdié flue les photosensibilisants se
concentrent naturellement dans les tumeurs can&weds fait de leur état métabolique ou
prolifératif, et tres peu au niveau des tissus s@irsi ces molécules, inactives a I'obscurité

peuvent devenir trés toxiques suite & une excitalimnineuse et en présence d’'oxygéne
(figure 98).
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Figure 98 : Principe de la photothérapie dynamique

Le photosensibilisant s’accumule sélectivement ¢abésion afin d’entrainer la mort cellulaire
apres illumination a une longueur d’onde spécifig8alomon, 2005).

3.1.3.1.1.Importance de la source lumineuse

La longueur d’onde de la source lumineuse doit étiagptée au spectre d’absorption de la
substance photosensibilisante et avoir une pémgtréssulaire suffisante pour atteindre sa
cible. Ainsi, le choix de la source lumineuse sék en PTD se fait selon deux parametres :

les pics d’absorption de la molécule photosenstnilie et la pénétration dans le tissu (figure
99).
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Figure 99 : Relation entre longueur d’onde et pénéation tissulaire
(Source : http://www.colourlight.ch).

Selon la longueur d’onde utilisée la pénétratisaulaire est effectivement trés différente ;
par exemple, une longueur d'onde de 630 nm pédéet&e8 mm a travers la peau alors que

des longueurs d'onde comprise entre 700 et 800 mwepealler jusqu'a environ 2 cm de
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profondeur (86% de la lumiére est retrouvée a Sdamrofondeur pour des longueurs d’onde
allant de 650 a 1000 nm). La source lumineuse ¢re un réle trés important et doit étre

choisie en fonction de la localisation et de la pnofeur de la tumeur & traiter.

3.1.3.1.2.Les principaux photosensibilisants utilisés

Dans le domaine de la photothérapie dynamiquephesosensibilisants les plus utilisés

sont les porphyrines et leurs précurseurs.

La premiére molécule a avoir été développée esimdtoporphyrine (Diamond, et al.,
1972) aujourd’hui commercialisée sous le nom deté#tin®. Son utilisation en clinique a été
autorisée en France en 1996 pour le traitementaesers du poumon et de I'cesophage. Le
spectre d’absorption des porphyrines présente quusipics, dont un situé aux alentours de

630 nm (figure 99) qui pénétre bien les tissus.

L’acide y-aminolévulinique, précurseur des porphyrines de@gent été développé et est
principalement utilisé en local ou il entraine umecumulation dans les tissus de
protoporphyrine de type IX afin de générer I'effgtotosensibilisant (Kennedy and Pottier,
1992). Enfin, un dérivé méthyle ester de l'aciga@minolévulinique (Metvixi§) a été
développé. Il offre une meilleure sélectivité eeuneilleure pénétration (Peng, et al., 2001) et
a obtenu une AMM en France.

3.1.3.1.3.Mécanisme d’action de la photothérapie dynamique

La molécule photosensibilisante, qui doit étre stadtlnon toxique va étre activée par un
rayonnement approprié et induire des réactions gohohiques avec l'oxygéene comme
accepteur d’énergie. L'oxygene joue un réle trepdrtant, puisqu’il doit étre présent en
quantité suffisante pour déclencher la réactiontgibsique et rendre la PTD efficace. La
présence d’oxygéne va permettre de réaliser |diodade photo-oxydation et entrainer la
production d’espéces réactives de I'oxygene (oxggangulet, radicaux hydroxyles) qui vont

conduire a I'altération et a la mort des cellules.

Le mécanisme d’action sur les tumeurs est présiguée 100. Le photosensibilisant

absorbe la lumiere et déplace I'un de ses électvers un état excité. L'électron excité va
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changer de spin et rejoindre 'état triplet. Le fgsensibilisant a I'état triplet transfert de
I'énergie & 'oxygéne alors a I'état fondamentJ et qui devient de I'oxygéne singulet &
l'état excité tO,). La toxicité de I'oxygéne singulet va alors eimtes I'élimination des
cellules tumorales par induction de nécrose et/apaptose, et causer la destruction de la
vascularisation tumorale suite a la mise en placealréponse inflammatoire aigué attirant

les leucocytes, les cellules dendritiques et lagrophiles sur le site ciblé (Castano, et al.,

2006).

Excited singlet

Tumour cell necrosis
and apoptosis

Non-thermal red light

Shutdown of
microvessels

Figure 100 : Mécanisme d’action de la photothérapidynamique sur les tumeurs
(Castano, 2006)

Aujourd’hui, il est admis que I'oxygéne singulet Bagent toxique principal en PTD.
L’ensemble des processus mis en jeu lors de la®didoque I'inactivation de hombreux
constituants cellulaires. Les mitochondries semld&mt une cible essentielle de la PTD, mais

d’autres composants cellulaires tels que les memerdes lysosomes et le noyau seraient

également impliqués.

3.1.3.1.4. Effets secondaires de la photothérapie dynamique

Le principal effet secondaire observé lors d'urtéraent par PTD est la photosensibilité
suite a l'injection par voie intraveineuse du pribdunposant au patient une photoprotection
stricte. Afin de pallier cet effet, une adminisipatlocale des substances photosensibilisantes
est privilégiée mais des mesures de protectionetbitoutefois étre appliquées si les zones

traitées sont trop importantes.
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Des signes généraux tels que fievre, nausébal@® et vertiges ont été décrits mais
sont trés rares. Enfin, lors de lillumination, ddsuleurs peuvent intervenir selon les

individus.

3.1.3.2. Traitement des tumeurs par radiofréquence

La radiofréquence est une technique peu invasiveraptde permettant, grace a
I'application de moyens physiques au centre deétaoh, de supprimer la tumeur. Cette
technique, principalement utilisée en clinique pdairtraitement de tumeurs pulmonaires
(Nishida, et al., 2002), hépatiques (van Vleddesle 2011) et rénales (Karam, et al., 2011),

a démontré une efficacité certaine.

3.1.3.2.1.Principe du traitement localisé par radiofréquences

Les radiofréquences sont des rayonnements éleajragtigues non ionisants, mettant en

ceuvre pour I'ablation des tumeurs, des ondes diéaeence allant de 400 a 500 kHz.

Au niveau tissulaire, I'agitation ionique entrainpar le courant de radiofréquence va
provoguer une augmentation de température de 50Q@C1 Cette augmentation de
température va conduire a une coagulation suivimel’nécrose tissulaire (Zlotta, et al.,
1997).

La température étant trés importante, au-dela d€,6l@° mort cellulaire est immédiate
(Chong, 2001). Pour des températures supérieurg8 ZCl, les tissus vont entrer en ébullition
et brdler, conduisant a une efficacité moindre daitdment. Il est donc nécessaire de

maintenir la température de traitement inférieut®@°C (Goldberg, et al., 2000).

Le principe de la radiofréquence est le suivante é@tectrode positionnée par voie
percutanée ou chirurgicale permet d’appliquer dim@ment au niveau de la tumeur le courant

de radiofrequence (figure 101).
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Figure 101 : Principe du traitement local des tumers par radiofréquence

(d'aprées la Société de radiologie interventionn@®004, www.SIRweb.org)

L'électrode est placée dans la tumeur grace a desnigues d'imagerie telles que
I'échographie, la tomodensitométrie ou l'imageriar pésonance magnétique. Un courant
électrique passe a travers I'électrode afin de dbald tumeur pour I'éliminer. La chaleur

provoquée permet en outre de cautériser les vaiss@aguins irriguant la tumeur.

Afin d’augmenter l'efficacité de la radiofréquenpeur le traitement des tumeurs, de
nouvelles stratégies ont été décrites, comme pampbe I'injection de sérum physiologique
(améliore la conductivité), la diminution du désénguin ou I'administration d’'un traitement

antiangiogénique en complément de la radiofréquéngeet al., 2003).

3.1.3.2.2.Effets secondaires du traitement par radiofréquence

L’ablation des tumeurs par radiofréquence est aitetnent peu invasif qui ne nécessite
pas une hospitalisation des patients qui peuvemenere leurs activités quelques jours aprés

I'intervention. Toutefois cette technique présemqelques inconveénients.

L’ablation par radiofréquence peut entrainer dededos ainsi qu’'une inflammation des
sites a proximité de la zone traitée. Par aillesedpn le site de traitement, les effets
secondaires peuvent étre plus ou moins graves. [Bagsas de tumeurs hépatiques, peu
d’effets secondaires graves ont été rapportésagiitsprincipalement de cas d’hémorragie
suite a la rupture de la tumeur, des cas d'insffie hépatique ainsi que quelques cas de
perforation intestinale et d’abcés intra-hépatiq(legraghi, et al., 2003). Pour le traitement
des tumeurs rénales, quelques cas de complicatiirété décrits, avec une atteinte des voies

excrétrices (Warlick, et al., 2005) et un risquénygbertension artérielle réno-vasculaire
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(Mejean, et al., 2006). Les situations les plus/ggaont été rapportées lors du traitement de
tumeurs pulmonaires avec des cas de détresse atesgir aigiie, de pleurésie et

principalement de pneumothorax (Gadaleta, et a6 2Dee, et al., 2004).

Compte tenu des multiples contraintes et effetersaires observés suite aux traitements
par photothérapie dynamique ou radiofréquence éleldppement d’une nouvelle thérapie
ciblée pourrait présenter un réel intérét pour lagpen charge des patients pour lesquels la
chirurgie, la chimiothérapie et la radiothérapie permettent pas d’offrir une solution

radicale.

3.2. Matériels et méthodes

3.2.1Le plasma gun

Dans le cadre de notre travail, le plasma froitisétiest généré a partir d’'une source de
décharge a barriére diélectrique (DBD) en applitjuaie impulsion microseconde de 13 kV dans
un gaz (hélium ou néon). Le plasma fibré, c'esir@-atéé a l'intérieur d’'un tube capillaire permet

de réaliser des traitements ciblés et est appelésma Gun >figure 103.

Gaz

Source électrigue
(13 kV)

: _._._ e Plasma gun

I 1-3mm

Echantillons

P Cellules

Sours

Figure 102 : Schéma du dispositif expérimental
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Figure 103 : Photographie du dispositif expérimenta

Le jet de plasma présent a I'extrémité du capéléilgure 104) est appliqué a une distance
de 2 mm de I'échantillon (souris ou cellules), amant un transfert des especes du plasma

vers l'air.

Capillaire

Figure 104 : Jet de plasma dans l'air

Les deux gaz utilisés lors de nos études étaibéliim ou le néon. Selon le type de gaz
utilisé, la couleur du plasma est différente cardepéces produites ainsi que les photons sont
différents. Ainsi, un plasma créé dans du néon deraouleur plutdt orangée alors qu’un

plasma créeé dans de I’hélium sera violet (figurg)10
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Figure 105 : plasma gun

A : plasma généré avec du Néon ; B : plasma géaézé de I'Hélium

3.2.2 Conditions de culture des cellules MIA PaCa2-luc

Afin de réaliser les testi® vitro, les cellules MIA PaCa2-luc ont été ensemencéas da
des plaques 24 puits a raison de 50 000 cellulepwts sous un volume de 500 ul de milieu
puis incubées durant 24h a 37°C sous 5% dg &v@nt d’étre traitées au plasma gun ou a la

gemcitabine.

3.2.3Induction tumorale et animaux

Les cellules MIA PaCa2 étant des cellules d’origmenaine, nous avons utilisé des
souris immunodéficientes Swiss nude femelles &dééssemaines (Charles River, France).

Afin d’obtenir des tumeurs orthotopiques de carciaommancréatique, la méthode
consistant a injecter des cellules au niveau durpascdécrite paragraphe 2.3.2.2. a été mise

en ceuvre.

3.2.4Traitement au plasma gun

3.2.4.1. Traitementin vitro

Les cellules ont été traitées en présence du ndléeaulture a une distance de 2 mm au

dessus de la surface du milieu (figure 106). Learpatres utilisés pour créer le plasma gun
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étaient les suivants : tension de 13 kV, fréqueniee200 Hz ou 2 kHz et flux de gaz variant

de 170 ml/min & 480 ml/min pour I'hélium et de I&0min a 200 ml/min pour le néon.

La différence entre les flux d’hélium et de néoexglique par le fait qu’ils ne se
mélangent pas de la méme facon avec l'air. Nous savaonc choisi des flux de gaz
permettant d’obtenir un jet de plasma d’appareneedidmetre et d’intensité lumineuse

similaires.

Figure 106 : Traitement in vitro des cellules en plaque 24 puits

Apres le traitement, les cellules ont été incutzéesuveau durant 24 h a 37°C sous 5% de

CO, avant d’étre imagées par bioluminescence.

3.2.4.2. Traitementn vivo

Avant de commencer le premier traitement (4 jourstypaluction), les animaux ont été

randomisés en 3 groupes de 8 animaux sur le cd&fentensité de bioluminescence.

« Groupe controle, traité uniqguement avec le flugde hélium a 340 ml/min (Ctrl)
» Groupe traité au plasma gun généré dans I'hélidas(fa He)

* Groupe traité au plasma gun généré dans le néasnialNe)

Les animaux ont subi 3 séances de traitements daeil@u plasma gun espacés de 10
jours. Afin de suivre I'évolution tumorale, une igaie de bioluminescence a été réalisée une

fois par semaine jusqu’au 3fur post induction (figure 107). Le protocole ékmental a
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été conduitselon les recmmandations du Comité Local d’Ethiz pour le soin ¢

I'expérimentation animale selw la Directive Européenne 86/609/EEC.
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Figure 107 :Schémethérapeutique du raitement au plasma gun klium ou néor

La procédure de traitaen au plasma gun était la suivantées animauxont été
anesthésiés a lisofluran2,5% dans I'air). Une petiténcision au nivea du flanc gauche
éte realisée afin d’externser le pancréas et la tumeur primaire.s animaux ont éf
transférés sur unegmue de r1asse chauffée a 37°C a tumeur primairel été soumise soit
flux de gaz (groupe Ctmhégatif) sit au plasma gunéiium ou néonle traitement a ét
réalisé a une distance de 21 de la tumeur primairdigure 108).

Figure 108: Traitement de la tumeur primaire au niveau dupancréa:

A : Plasma hélium, B : plasma néon.

Les parameétres utdiés pur créer le plasma gun ¢ent les suivantstension de 13 kV

frequence de RHz et flux de gaz de 20 ml/min pour I'hélium et 140 minin pour le néor

Apres 10 minutes de trtement, le pancréetait replacé dansa pcsition initiale et le:

plans musculaires et cutanésousus avec du fil Vicryl-0.
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3.2.5Traitement par bithérapie plasma gun/gemcitabine

Afin d’améliorer les effets du plasma gun, nous a&vamhoisi de l'associer a une
chimiothérapie. Compte tenu des effets radiosdisabis de la gemcitabine, en particulier
sur les cellules de cancers pancréatiques (Lawrehed, 1996), et de la similitude des effets
des plasmas froids avec la radiothérapie, noussagtécidé d’associer en bithérapie le plasma

gun et la gemcitabine.

3.2.5.1. Traitementin vitro

La concentration inhibitrice 50 (IC50) de la gerabine étant de 7 nM, valeur
préalablement déterminée dans le Chapitre 2 (paphgr2.3.3.4.1), une concentration de 5

nM, inférieure a I'lC50, a été choisie pour le tieanent en bithérapie avec le plasma gun.

Ainsi, afin de tester 'effet d’'une associatiomsina gun/gemcitabine, les cellules ont été
ensemencées dans des plaques 24 puits a raiso® 00 5cellules/puits. Aprés 24 h
d’incubation a 37°C sous 5 % de @ gemcitabine a été ajoutée dans le milieu dtereua
la concentration de 5 nM. Les cellules ont a nouvé2 incubées durant 24 h avant d’étre

traitées au plasma gun hélium a 2 kHz avec un débgiaz de 480 ml/min.

3.2.5.2. Traitementn vivo

En tenant compte des résultats obtenus précédemioentdes traitements a la
gemcitabine (Chapitre 2, paragraphe 2.3.3.4.2)ddae choisie pour le traitement en
bithérapie est celle ayant permis d'obtenir le haeil effet inhibiteur de la croissance

tumorale, c'est-a-dire 200 mg/kg.

Aprés induction orthotopique de cellules MIA PaQa2-les animaux ont été randomisés

sur le critere de I'intensité de bioluminescences papartis en 4 groupes de 8 animaux.

» Groupe contrfle, recevant le véhicule de la gerbitiea(NaCl 0,9%) ainsi que le
flux de gaz (Ctrl)
» Groupe traité a la gemcitabine seule a la dosé@erty’kg (GEM)
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» Groupe traité uniuenment au plasma gun généré dans I'héliPlasma

» Groupe traité a lgemcitabine (200 mg/kg) et au plasma gtlasma + GEN

Les animaux onété trais ave la gemcitabine administréear voie intraveineuse et/c
au plasma gun héliunen Iccal aprés exterilisation du pancréas et cla tumeur primai,

selon la procédure décrite cédemme..

Les animaux traités a lgemcitabine ont recu administrationsespecées de 5 jours a
dose de 200 mg/kg sous volume d’injection de 10 ml/kg. Les aninix traités au plasma
gun hélium ont sul® séancs espaces de 10 jours a une fréquence dkHz, une tension ¢
13 kV et un débit de gaz @4C ml/min.

L’administration de germitabine a été réalisée 24 h avant le traitet au plasma gusur
la base d’études ayamtontrd que lrs d’une bithérapie gemcitabiinadiothérapie, les effel
antitumoraux étaient maxaux lorsque la gemcitabine était adistrée 24 h avar

I'irradiation (Pauwels, et al.2005.

Le schéma thérapeutiglétat donc le suivant :

| |
| 34 8 18 2324 Jours>
f f f

Traitement Gemcitabine

Figure 109: Schéma tiérapeutique du fraitement au plasma gun et la gemcitabine

Afin de suivre I'évolution tumorale, une imagerie de bioluminese a été réalisée u
fois par semaine jusqu’au 3fur post induction, stade alela duquela bioluminescenc

n'est plus pertinente comptznu du statut hypoxique de la tum
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3.2.6lmagerie de bioluminescence

3.2.6.1. Imageriein vitro

Apres ajout de 15 pg/puits de luciférine et incidrag 37°C durant 5 minutes, I'imagerie
a été realisée avec un IVIS Lumina Il (Caliper L#eiences). La bioluminescence a été

quantifiée en tracant des ROIs autour de chaqus puexprimée en photons/seconde (p/s).

La figure 110 présente un exemple d’'image obtermudiluminescence apres traitement

des cellules au plasma gun.

Figure 110 : Imagerie de bioluminescence aprés tit@ment des cellules MIA PaCa2-luc au

plasma gun durant différents temps

3.2.6.2. Imageriein vivo

Les souris ont été injectées en i.p. avec de i&hiee (Proméga) a la dose de 100 mg/kg.
Cing minutes apres cette injection les animauxeétamaintenus sous anesthésie (2%
Isoflurane dans I'air) pour la durée de I'imageties acquisitions étaient réalisées au binning
médium (4x4), durant un temps variable (dépendatitrdensité du signal) allant de 5 a 300
secondes.

Comme déja évoqué, l'imagerie de bioluminescendeuns imagerie planaire et les
problemes dus a I'absorption des photons et a Eisation du pancréas nous ont obligés a
réaliser les acquisitions sur les souris en faoé&ri@ure et latérale gauche. Tous les résultats
de bioluminescence présentés pour le modele oglipte du pancréas représentent la somme

Développement d’'une nouvelle stratégie thérapeetiguplasma gun 193



de la bioluminescence corps entier des 2 faceérdlat + antérieure), en photons/seconde
(p/s).

Les résultats ont été exprimés en pourcentage wiiantation par rapport au premier
temps de bioluminescence (J3, avant premier traiéra la gemcitabine), chaque animal

étant son propre témoin.

3.2.7. Analyse de la fonction pancréatique

Le geste chirurgical lui-méme ainsi que le traitatmpouvant avoir un impact sur la
physiologie du pancréas, les parametres tels qgb/d@mie et les taux de lipase et amylase

plasmatiques ont été étudiés.

3.2.7.1. Mesure de la glycémie

La mesure du taux de glycémie a été faite grace kaiaur de glycémie (Accu-Chek
Active, Servier). Une goutte de sang a été préleméeniveau de la veine saphene puis

déposée sur la bandelette afin de lire la conciémtrde glucose sanguin de I'animal.

La mesure de la glycémie a été mesurée avant te ghgurgical et le traitement (au

plasma gun ou au flux de gaz) puis 10 min, 30 mBDaninutes apres.

3.2.7.2. Détermination des taux de lipases et amylases plisnes

Les prélévements de sang ont été réalisés au niteaunus rétro-orbital 24 h apres l'acte
chirurgical sur les souris anesthésiées. Les engymeété mesurées dans le plasma grace a
des réactifs de 'amylase et de la lipase (Horitmdidal), avec un automate dédié (Pentra 400
option I.S.E, Horiba Medical).
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3.2.8Nécropsie

Les animaux ont été euthanasiés par dislocatiovicede suivie d’'une exsanguination.
Les tumeurs ainsi que les organes présentant diestasges ont été prélevés puis imagés le
plus rapidement possible par bioluminescence. llemnve ainsi que la masse tumorale ont été
mesureés. Les tumeurs ont été sectionnées en dezixpaitié étant conservée en formol 10%
et l'autre incluse dans un milieu d’enrobage cryogée (OCT" ) puis congelée dans I'azote

et conservée a -80°C.

3.3. Résultats

3.3.1.Effets du plasma gun sur la croissance vitro de cellules tumorales MIA

PaCa2-luc

Afin d’évaluer l'effet du plasma gun sur la croissa des cellules MIA PaCa2-luc
vitro, les cellules ont été ensemencées dans des plaquasts puis traitées au plasma gun

avant d’étre imagées par bioluminescence.

3.3.1.1. Influence des caractéristigues du plasma

3.3.1.1.1.Impact du flux de gaz

Le flux de gaz joue un réle important car il va ni@dile mélange gaz/air et donc la
nature des especes qui vont arriver sur les cslllans cette expérience, nous avons cherché
a déterminer 'impact de ce flux de gaz sur lesuted. Les débits de gaz ont été choisis en
fonction de la capacité a générer un jet de plasendébit de gaz minimum pour obtenir un
jet de plasma étant de 85 ml/min en néon et dal/i@in en hélium. Le débit maximal a été

limité par le matériel utilisé (débitmétre ne pontvaller au-dela de 480 ml/min).

Apres ensemencement des cellules et imagerie danbiescence les histogrammes

suivants ont été tracés (figures 111 et 112).
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Figure 111 : Traitement durant 2 minutes a différens flux de gaz hélium

Les résultats correspondent & la moyenne + SEM \n=5
*p<0,5;*: p<0,01 (Test de Mann Whitney)

L’augmentation du flux de gaz permet d’amélioregnsiicativement ['effet sur
I'inhibition de la croissance cellulaire. Les dié@ices observées sont significatives entre les
flux de gaz testés. Apres 2 minutes de traitemdmOaml/min, la diminution de l'intensité de
bioluminescence est de 18% par rapport au groupedte (Ctrl), cette diminution passant a

63% lorsque les cellules sont traitées avec undiigaz de 480 ml/min.

Pour la suite des études, les traiteméntgtro au plasma gun utilisant I'hélium ont donc

éte réalisés avec un flux de gaz de 480 ml/min.
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Figure 112 : Traitement durant 2 min ou 4 min a diférent flux de gaz néon

Les résultats correspondent a la moyenne + SEM \n=5p < 0,01 (Test de Mann Whitney)

Des effets similaires ont été observés avec le nEéoneffet, pour un méme temps de
traitement, plus le flux de gaz est élevé plus lhitton de la croissance cellulaire est
importante. Lorsque les cellules subissent uneimaint de 2 minutes, une diminution de 72%
par rapport au groupe contrdle est observée avefluunde gaz a 150 ml/min. Cette
diminution passe a 89% lorsque les cellules subideeméme traitement avec un flux de gaz
de 200 ml/min.

Pour la suite des études, les traitemamt@tro au plasma gun utilisant le néon ont donc

été réalisés avec un flux de gaz de 200 ml/min.

3.3.1.1.2.Effet selon la nature du gaz

bY

Le plasma pouvant étre créé a partir de nombrewx gedifiant alors les espéces
produites, nous avons voulu tester I'impact du tgpeaz sur l'inhibition de la croissance des

cellules tumorales.

Les cellules ont subi un traitement au plasma gunafréquence de 200 Hz. Les flux de
gaz ont été appliqués en fonction des résultatsnoist précédemment, soit un flux de 480
ml/min pour I'hélium et de 200 mil/min pour le nédina par ailleurs été montré que le flux de

gaz (hélium ou néon) seul n’induisait aucun eftetles cellules.
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Les courbes représentant le nombre de celluleseg@dh apres traitement au plasma gun
en fonction du temps de traitement ont été trapées les deux gaz (figure 113) grace aux

valeurs déterminées par bioluminescence.
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Figure 113 : Effet sur I'inhibition de la croissan@ cellulaire d’un traitement au plasma gun
généreé a partir de 2 gaz différents, le néon et I&ium

Les résultats correspondent & la moyenne + SEM n=5

Le temps nécessaire pour tuer 50 % des cellulés déferminé selon la méthode de Hill
slope. Il est de 83 secondes lorsque les cellapestgaitées avec le plasma gun généré dans

I’hélium et de 78s lorsqu’il est généré dans leméo

3.3.1.1.3.Impact de la fréequence de traitement

Comme le flux de gaz, la fréquence joue un réle ingportant car elle va modifier le
nombre d’espéces qui vont arriver sur les cellalesin temps donné. La fréquence a donc un

impact direct sur la dose délivrée.

Apres ensemencement des cellules selon la procéédarge précédemment, celles-ci ont
été traitées soit a la fréquence de 200 Hz soitkH2 En se basant sur I'imagerie de
bioluminescence, une cinétique a été réaliséedafidéterminer le temps nécessaire pour tuer

50 % des cellules et les courbes correspondantepeesentées figure 114.
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Figure 114 : Effet de la fréquence d’un traitementwu plasma gun hélium

Les résultats correspondent a la moyenne + SEM \n=5

Le temps nécessaire pour tuer 50 % des cellulés déderminé selon la méthode de Hill
slope. Il est de 108 secondes lorsque les cellsibed traitées avec le plasma gun a la
fréquence de 200 Hz et de 19 secondes a 2 kHz.

Si I'on se référe au nombre d’'impulsions (frequerdemps) nécessaires pour tuer 50%
des cellules, il faut a 200 Hz, 21 600 impulsioP80( x 108) et a 2 kHz 38 000 impulsions
(200 x 19).

Ainsi, pour une fréquence faible le nombre d’'imjpuis nécessaires pour tuer 50 % des
cellules est moins important que pour une fréequehee élevée, mais le temps de traitement
est cing fois plus long. Compte tenu de I'impor&ade la durée du traitement pour les études
in vivo (les souris ne peuvent pas rester anesthésiéeameplusieurs heures) nous avons

choisi de traiter les animaux a la fréquence del2 k

3.3.1.2. Effet d'une combinaison plasma gun/gemcitabine

Afin d’améliorer les effets obtenus avec le plasgun seul sur l'inhibition de la
croissance cellulaire, de la gemcitabine a été tégowdans le milieu de culture a la
concentration de 5 nM 24 h avant traitement au nmdasgun, temps optimal pour
radiosensibiliser les cellules (Pauwels, et al. 5200
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Les résultats obtenus par imagerie de bioluminescent permis de tracer les courbes de
survie cellulaire en fonction du temps de traitetnan plasma gun associé ou non a la

gemcitabine (figure 115).

100

-# Plasma seul
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Figure 115 : Comparaison plasma seul et plasma essociation a la gemcitabine

GEM : Gemcitabine. Les résultats corresponderat lbyenne + SEM (n=5).

Les résultats obtenus montrent une diminution thpgede traitement nécessaire pour tuer
50 % des cellules lorsque le plasma gun est assoleiggemcitabine (3,5s contre 7s pour le
plasma seul). Si I'on se rapporte a la dose dd@jvexprimée en nombre d’'impulsions
(fréquence x temps de traitement), pour les cdltigitées au plasma gun seul il faut 11800
impulsions pour tuer 50 % des cellules contre 7@@fulsions pour la combinaison plasma +

gemcitabine.

L’association du plasma gun a la gemcitabine perdwgtc de diminuer le temps de

traitement ainsi que le nombre d'impulsions nédessg@our tuer 50% des celluliesvitro.
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3.3.2 Effets du plasma gunin vivo

3.3.2.1. Effet antitumoral du plasma gqun selon la naturgat utilisé

Sachant que selon le type de gaz utilisé pour géieplasma les especes produites sont
différentes, nous avons voulu tester I'impact dendure du gaz sur l'inhibition de la

croissance tumoralie vivo.

Le suivi hebdomadaire par imagerie de biolumineseate I'évolution tumorale a permis
d’obtenir le graphique suivant (figure 116). Lesuiéats sont présentés en pourcentage de

variation par rapport a I'intensité de bioluminasoe mesurée avant traitement (J4).
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Figure 116 : Evolution tumorale aprés traitement auplasma gun Hélium ou Néon

Les jours de traitement sont indiqués par les #é&clhes résultats correspondent a la moyenne +
SEM (n=8). *: p<0,5; ***: p < 0,001 (ANOVA suieid’'un post test Bonferroni)

Le traitement de la tumeur primaire au plasma gumeede réduire significativement la
croissance tumorale. Dés J18 soit 4 jours apredelxieme traitement, une tendance a
I'inhibition de la croissance tumorale est obserpéar les 2 groupes traités par rapport au
groupe contr6le. Cette tendance se confirme a U3 différence entre les groupes contrbles
et les groupes traités est statistiquement sigtifie.

Par contre la difference entre les deux groupags$ran’est pas significative, mais il
semble que le plasma gun hélium induit une intdhitde la croissance tumorale plus

importante que le plasma gun néon.
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Afin de confirmer les résultats obtenus par biolwesicence, une mesure directe du

volume tumoral a également été réalisée le joua aecropsie (figure 117).
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Figure 117 : Volume de la tumeur primaire le jour e I'autopsie (J36)

Les résultats correspondent & la moyenne + SEM \n=8
*p<05;* p<0,01; (Test de Mann Whitney).

Pour le groupe traité au plasma gun hélium, la mogedes volumes tumoraux mesurés
est de 10 mrh(z 4,6) contre 59 m(+ 8,5) pour le groupe contréle. Le traitemenpsma
gun hélium entraine une inhibition de la croissahgmorale qui conduit 12 jours apres le
dernier traitement a une difference de volume dé®8ntre le groupe plasma hélium et le

groupe controle.

Pour le groupe traité au plasma gun néon, la éiffiée de volume tumoral n’est pas
significative par rapport au groupe contréle. Ceulét, qui n’est pas en accord avec celui
obtenu en bioluminescence peut s’expliquer paaitegue les tumeurs traitées au plasma gun
néon présentaient un aspect anormal, avec présienzenes brunes non bioluminescentes.
L’absence de signal de bioluminescence au niveaeslgones semble indiquer que la masse

observée n’est pas constituée de tissu tumorahuiva

Du fait du manque de stabilité du plasma gun néae eson effet moindre sur I'inhibition
de la croissance tumorale, nous avons donc retepiasma gun généré dans I'hélium pour la

suite des études.
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3.3.2.2. Effet du traitement et du geste chirurgical supblaction pancréatique

3.3.2.2.1.Impact sur le taux de glycémie

Sachant que des Iésions pancréatiques peuveninenttme augmentation du taux de
glycémie, celle-ci a été déterminée avant le gelsieirgical et le traitement (au plasma gun
ou au flux de gaz) puis 10 min, 30 min et 60 miawpres (figure 118).
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Figure 118 : Impact de la chirurgie et du traitemern au plasma gun sur le taux de glycémie

Les résultats correspondent & la moyenne + SEM \n=6
Aucun impact de la chirurgie ni du traitement aasphta gun sur le taux de glycémie des

animaux n’a été mis en évidence.

3.3.2.2.2.Impact sur les taux de lipase et amylase

La lipase et I'amylase sont des enzymes digest@esctées en majorité par le pancréas.
Une augmentation importante de leur taux peut eévéhe lésion pancréatique. Ces deux
enzymes ont donc été dosées au titre de biomargjueur
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Pour cela, quatre groupes d’animaux (n=3) ont &t é€s :

Pas de tumeur Présence de tumeur
pancréatique pancréatique

Ctrl non opéré Ctrl opéré Tumeur non opérée Tumeur opérée

Les résultats obtenus sont présentés dans la figiere
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Taux de lipase (U/L)
Taux amylase U/L

10004

Figure 119 : Impact de I'acte chirurgical sur la sérétion de lipase (A) et amylase (B)

Les résultats correspondent a la moyenne + SEM (n=3

Nous n'avons pas observé d’effet de la chirurgidenla présence de tumeur sur les taux
plasmatiques de lipase et amylase mesurés 24 b Bgete chirurgical. Afin de s’assurer de

ce résultat des mesures a des temps plus coutiy €1Dlus longs (48h) apres la chirurgie
pourraient étre réalisées.

3.3.2.3. Effet d'une association plasma gun / gemcitabine I'$ohibition de la

croissance tumorale

Afin d’améliorer les effets du traitement au plasgua hélium, une association avec la
gemcitabine a été envisagée.
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L’intensité de bioluminescence mesurée apres tnaite (J10 a J36), rapportée a la valeur

de bioluminescence mesurée avant traitement (J33 mopermis de tracer le graphique

suivant représentant I'évolution tumorale en pootage de variation de la bioluminescence

(figure 120).
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Figure 120 : Comparaison de l'effet d’un traitementau plasma gun seul ou en association a

la gemcitabine

Les traitements a la gemcitabine sont représeraéses fleches rouges et les traitements au
plasma gun par les fleches bleues. Les résultategpondent a la moyenne + SEM (n=8).
* p<0,5;** p<0,001 (ANOVA suivie d'un pogest Bonferroni)

Une inhibition importante de la croissance tumoestobservée des J23 dans les groupes

traités et plus particulierement dans les groupastarecu le traitement au plasma gun. Cette

observation se confirme a J30 ou les différencé® draités et témoins sont statistiquement

significatives. L’association plasma gun/gemcitalseenble améliorer I'effet antitumoral par

rapport au traitement a la gemcitabine seule gpi@ama gun seul.

Afin de confirmer les résultats obtenus en biolumsitence, le volume tumoral a été

mesuré lors de chaque traitement au plasma guncaiede jour de l'autopsie. Les résultats

sont présentés figure 121.
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Figure 121 : Evolution du volume tumoral

Les résultats correspondent & la moyenne + SEM (n=8
*:p<0,05;*: p<0,01 (Analyse de variance)

Les résultats obtenus apres mesure du volume tlismmaen accord avec ceux obtenus
par imagerie de bioluminescence. Deés J14, une itidnbde la croissance tumorale est
observée pour les groupes traités au plasma associén a la gemcitabine. A partir de J24,
pas d'effet significatif de la gemcitabine sur Hibition de la croissance tumorale mais un
effet de la bithérapie par rapport au groupe cdmted par rapport au groupe gemcitabine

seule est obtenu. Ces effets persistent jusqu’awdlautopsie (J36).

La masse tumorale a été évaluée le jour de l'aigp@prés excision de la tumeur
primaire. La moyenne des masses tumorales de clgaqupe est représentée par la figure
122.
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Figure 122 : Masse tumorale le jour de I'autopsiel36)

Les résultats correspondent a la moyenne + SEM (n=8
*p<0,5;*: p<0,01(Test de Mann Whitney)
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La moyenne des masses tumorales confirme tougde#tats obtenus préecédemment soit
un effet antitumoral du plasma seul et du plasmgetncitabine par rapport au groupe

contrble et par rapport au groupe gemcitabine seule

Une augmentation de l'effet du plasma est obsetoesmue celui-ci est associé a la
gemcitabine. Dans ces conditions, la masse tumestleliminuée de 88 % par rapport au
groupe contréle et de 85 % par rapport au groupmciebine seule. Une différence
significative entre le groupe plasma seul et le geoplasma + gemcitabine est observée,

montrant une diminution de 73 % de la masse turadoas du traitement en association.

3.4. Discussion

Nous avons observé des effets importants du plggmasur l'inhibition de la croissance
cellulairein vitro et de la prolifération tumorale vivo. Ces effets se sont avérées d’autant plus
importants que la fréquence de traitement étaimemgée (2 kHz) et que le gaz utilisé était
I'hélium. L’augmentation de la fréquence a permiacdroitre la quantité d’especes réactives
délivrées au niveau de I'échantillon. Des étudescaems devraient permettre de déterminer si
cette augmentation de la concentration d’espeasdufies est proportionnelle a la fréquence.
Le flux de gaz et la nature du gaz semblent aassrjun réle non négligeable. Concernant
'augmentation du débit de gaz, elle permet detémiiélévation de température a la surface
de I'échantillon et génere un accroissement demamexion du plasma a la masse, aboutissant
dans une moindre mesure a une stabilisation ddeggilasma. En effet, si la connexion est
trop forte, le plasma devient instable et le moglet e plasma » subit une transition vers le
mode « arc électrique ». Il est donc indispensdblpuer sur le temps de traitement et le flux
de gaz afin d’obtenir une connexion optimale ausaw temps. D’autre part, le plasma néon,
plus instable que le plasma hélium (de par sadand¢ claquage plus faible), semble moins

efficace sur l'inhibition de la croissance tumorateis ce résultat demande a étre confirmé.

Les effets antitumoraux du plasma gun ont pu étméliarés par combinaison avec la
gemcitabine. Ce résultat pourrait s’expliquer gaiait que la gemcitabine présente en plus de
ses effets cytotoxiques, des propriétés radiosiisaiiites sur les cellules tumorales humaines
et murines, et notamment sur les cellules tumordlesgine pancréatique (Cardillo, et al.,
2002, Lawrence, et al., 1996, Shewach and Lawrerd@96). Le mécanisme de
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radiosensibilisation de la gemcitabine est encoe connu mais il a été suggéré que la
gemcitabine induirait une diminution du taux de Dgswénosine Triphosphate (dATP)
entrainant une accumulation des cellules MIA Pa€raphase S (Yip-Schneider, et al., 2001)
et conduisant a I'inhibition de la synthése d’ADGks effets s’apparentent a ceux observés
lors d’'un traitement par radiothérapie qui montreneé modulation du cycle cellulaire par
incorporation au niveau de I'ADN de difluoro-dCTRnédtabolite de la gemcitabine)

conduisant & un blocage en phase S (Latz, et98l8)1

Ainsi, la combinaison avec la gemcitabine a pemasnéliorer I'efficacité thérapeutique
du plasma gun en augmentant [I'activation de la vamoptotique. Des analyses
complémentaires sont a envisager afin de déterniingraction pharmacologique des deux
traitements. Dans notre cas, soit les deux thérapmst interagissent entre elles de maniere
positive et I'effet est synergique, soit il N’y agpd’interaction, I'effet est alors simplement
additif. Pour cela, des modeles mathématiques @stptarmacologiques d'interactions tels
que le modéle de Chou et Talalay pourraient éteeemiceuvre (Chou and Talalay, 1976). Ce
modele mathématique basé sur des analyses d'im@saenzymatiques, permet d'étudier les
effets résultant de l'utilisation de plusieurs eenicéreux et la modélisation peut étre réalisée
sur une approche plus large, non restreinte audeamédicaments ayant le méme mode
d'action. De plus, cette méthode peut s'étendemalyse de plus de deux agents, utilisés a de
multiples niveaux de doses tout en permettant madyse relativement simple des données
(Raymond, et al., 2001).

A partir des résultats que nous avons obtenusietami particulierement encourageants,
les perspectives pouvant étre envisagées afin dien@el’effet antitumoral du plasma gun
sont multiples. Les prochains essais pourraieptl@sés d’une part sur une augmentation des
doses de plasmas délivrées a I'animal (par augri@mtele la fréquence de traitement par
exemple), et d’autre part, sur l'association a d&sitmolécules anticancéreuses ayant
déemontré des effets significatifs et supérieura gdmcitabine. En ce qui concerne ces autres
chimiothérapies possibles, il pourrait s’agir paermple de combinaisons de molécules
comme leFolfirinox (association de 4 molécules: oxaliplatinrinotecan, 5-fluorouracile et
acide folinigue) qui a démontré chez des patiertsinds de cancer du pancréas une
augmentation de la survie moyenne de 4 mois, sapadt négatif sur la qualité de vie des
personnes par rapport a un traitement avec la gaiooe (Conroy, et al., 2011). Dans ce cas,
la combinaison plasma gun / chimiothérapie mettembeuvre des molécules présentant des
mécanismes d’action différents, dont le 5-FU, qosgede comme la gemcitabine des
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propriétés radiosensibilisantes (Byfield, 1989). jbats dans ce contexte, la combinaison
avec des molécules plus récentes tels que le Bibnitn inhibiteur des tyrosines kinases ou
I'Evérolimus un immunosuppresseur de la classeim@biteurs de la protéine m-TOR qui

ont aussi démontré une amélioration de la surviepddients (Walter, et al., 2012) pourrait

étre considérée.

Pour conclure, a partir des résultats que noussagbtenus ainsi que la bonne tolérance
du plasma gun par I'animal et la possibilité ddiséa des traitements locorégionaux ouvrent
de nouvelles perspectives pour le traitement deerariocalisés mais non opérables compte
tenu des risques associés a l'intervention commst ¢& cas lors de I'extension du processus

tumoral aux canaux pancréatiques et biliaires.

Ce travail fait I'objet d’'une publication, préseatén Annexe, et soumise a Cancer Letters.
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4. Autres développements d’intérét pour I'imagerie en
cancérologie expérimentale

Des outils pour I'évaluation et I'optimisation deodeles oncologiques par imagene

Vivo etex vivoont été développés ou mis en ceuvre.

Le premier développement que nous proposons partéaptimisation des conditions
d’obtention d’'un modéle reproductible de métastassguses, ainsi que sur la caractérisation

de ces foyers tumoraux.

Le deuxieme axe d'intérét majeur auquel nous nommN®s intéressés concerne
I'imagerie des vaisseaux et a consisté a mettigame une méthode permettant une imagerie
ex vivoa haute résolution de la vascularisation afin aéer de maniére quantitative les

effets d’'une nouvelle thérapie sur le remodelagewaire.

4.1. Modele de métastases osseuses PC3M-lucC6

L'objectif de cette étude a été de mettre en platenodele de métastases osseuses par
injection de cellules de carcinomes prostatiqueduliinescentes (PC3M-C6 luc) soit
directement au niveau de I'os, soit en intracandéa@t de caractériser la croissance tumorale,
la localisation ainsi que la nature des lésiongusss par différentes modalités d’'imagerie
(Bioluminescence, TDM X et TEMP). Les techniquesealéppées permettront de répondre
aux problématiques des chercheurs visant par exempmvaluer I'efficacité de stratégies
thérapeutiques innovantes ou la physiopathologieaderelles lignées tumorales ciblant I'os.
En effet, I'os représente le troisieme site métagta apres le poumon et le foie et certains
cancers ont de grandes propensions a envahir &estgu Les cancers du sein, de la prostate
et des poumons représentent a eux seul 80 % destlmst métastases osseuses (Maccauro, et
al., 2011).
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4.1.1. Etude bibliographique

4.1.1.1. Le cancer de la prostate

En France et dans les pays occidentaux en géfrecancer de la prostate est le cancer le
plus fréequent chez 'homme. Son taux d’incidence28i0 est de 128,8 pour 100 000
hommes (source INCa, 2010). C’est un cancer depbomostic avec une survie relative a 5
ans supérieure a 80 % (source INCa, 2010).

Les métastases osseuses, impliquées dans plus ddedéeces, sont la premiére cause

de mortalité des patients atteints d’'un canceadedstate.

4.1.1.2. Les métastases osseuses

Les métastases osseuses surviennent au couryalatien de certains cancers, et sont
retrouvées principalement dans les cancers du poudeola prostate, du rein, du sein et de la
thyroide (Coleman, et al., 2008). Leur survenueuessigne de mauvais pronostic, car elles

témoignent d'une dissémination de la maladie

bY

Les métastases osseuses se développent a partiendahissement des capillaires
sanguins de la moelle hématopoiétique. Elles causentliéséquilibre dans la balance
ostéolyse/ostéogénese, c'est-a-dire entre I'actilds ostéoblastes, cellules qui fabriquent de
l'os et l'activité des ostéoclastes, cellules ggtrudsent I'os (Coleman, et al., 2008). On
distingue 3 types de métastases osseuses : lestaséalytiques (situation la plus fréquente),

les métastases ostéocondensantes et les métasbasss

Le tropisme des cellules métastatiques impligue decanismes de migration et
d’'invasion cellulaire faisant intervenir différestemolécules (chémokines, cytokines,
protéases, intégrines) qui permettent I'implantaties cellules dans le tissu osseux (Mishra,
et al., 2011, Steeg, 2006).

Les étapes de la dissémination et de la colonisatiétastatique sont les suivantes :
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» Détachement cellulaire et invasionde la matrice extracellulaire : cette étape va
mettre en jeu des molécules d’adhésion (afin dmetre I'ancrage cellulaire) et des
protéases extracellulaires (afin de dégrader laiceatet des facteurs de mobilité.

* Lintravasation, c'est-a-dire le passage dans la circulation sargoil lymphatique.
Lors de cette étape, les cellules acquiérent descdas de migration et d’adhérence a
I'endothélium capillaire, en exprimant notammenrd deéegrines.

* Survie dans la circulation: les cellules ne vont pas proliférer, elles dotviitter
contre les agressions mécaniques, telles que ksipre sanguine, et résister aux
cellules du systeme immunitaire. Pour cela, el interagir avec des plaquettes par
'intermédiaire de molécules d’adhésion et s’agrégetre elles afin de se bloquer
dans les petits capillaires.

* L’extravasation du systeme circulatoire va nécessiter un contate des cellules
tumorales et les cellules de I'organe cible. Unis frrivées sur le site osseux, les
cellules métastatiques vont produire des protéaseérines et des métalloprotéases
(MMPs) qui vont permettre de dégrader localemenimiatrice extracellulaire et
d’envahir la moelle osseuse.

» Survie et prolifération au niveau du site métastatjue : afin de survivre, les cellules
tumorales vont s’ancrer dans le tissu grace auxéontds d’adhésion qu’elles

expriment et vont proliférer grace a la producti@facteurs de croissance.
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Figure 123 : Principe de la dissémination métastajue
(Mishra, et al., 2011)

4.1.1.2.1.Les métastases osseuses ostéolytiques

L'ostéolyse est principalement la conséquence dactevation des ostéoclastes par les
cellules tumorales et n’est pas due a une dégoaddiiecte de I'os par ces cellules tumorales
ostéolytiques (Clines and Guise, 2005). Elles ve#tréter différents facteurs qui vont
stimuler l'activité des ostéoclastes et inhiberlecales ostéoblastes, conduisant ainsi a

I'ostéolyse (figure 124).
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Figure 124 : Mécanismes moléculaires impliqués dane développement
d’'une métastase ostéolytique

Les cellules tumorales produisent de nombreux @astdont la PTHrP et des cytokines qui
stimulent la résorption osseuse. Les facteurs dissance et le CGalibérés de la matrice osseuse
résorbée stimulent la prolifération cellulaire etlecrutement de nouvelles cellules tumoralestau si
métastatique et augmentent la sécrétion des fasfmarostéoclastiques (PTHrP, PGE?2).
L'interaction des cellules tumorales avec les pkltgs sanguines induit I'agrégation plaquettaire et
la formation d’acide lysophosphatidique (LPA). LleRA_va agir directement sur la prolifération
tumorale et indirectement sur la résorption ossearsstimulant la sécrétion des interleukines pro-
ostéoclastiques IL-6 et IL-8. Le développement tamia résorption osseuse et I'agrégation
plaquettaire sont des phénomenes qui s’entretigmrmeatuellement (Peyruchaud, 2007).

Les facteurs spécifiques du tissu osseux jouandleimportant dans la formation des

métastases osseuses sont les suivants :

* Le Transforming Growth Factd¥ (TGF3), sécrété par les ostéoblastes et incorporé
dans la matrice osseuse, peut étre libéré lora désbrption par les ostéoclastes. Le
relargage de TQFva agir directement sur les cellules tumoralesaegmentant la
sécrétion de PTHrP (ParaThyroid Hormone-relatedei®frpet de prostaglandine E2
(PGE2) ce qui va induire une stimulation de la mgson osseuse (Guise, 2000,
Hiraga, et al., 2006, Yin, et al., 1999).

* L’Insulin-like Growth Factor-1 (IGF-1) exerda vitro une action chimiotactique et
mitogene sur les cellules tumorales (Guise and Mubh@98).

* Les interleukines sont d’autres molécules du tiesseux, elles vont moduler le
remodelage osseux et agir sur la différenciatiofaetivité des ostéoclastes (Mundy,
1993). Ces interleukines pourraient aussi intervedans la formation des métastases

osseuses.
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4.1.1.2.2 Les métastases osseuses ostéocondensantes

Contrairement aux mécanismes rencontrés dansdlgs&maligne, les cellules tumorales
sécretent cette fois différents facteurs qui inhibdactivité des ostéoclastes et stimulent celle

des ostéoblastes, conduisant ainsi a une ostéatsata® des métastases (figure 125).

Cellules
tumorales

(') @

) Dstéoblaste’s

Figure 125 : Mécanismes moléculaires impliqués dare développement d’une métastase
ostéocondensante

Les facteurs produits par les cellules tumoraldshient I'activité des ostéoclastes (ET-1) et
stimulent celle des ostéoblastes (ET-1, BMPs, PTHx& cours de la formation osseuse, les facteurs
de croissance (IGF-1, TG produits par les ostéoblastes stimulent la pregien tumorale. Le
développement tumoral et la formation osseusergtennent mutuellement (Peyruchaud, 2007).

Le facteur jouant un réle primordial dans la forimatdes métastases ostéocondensantes
est I'endothéline-1 (ET-1), facteur dont I'effet togéne sur les ostéoblastes, stimule la
formation osseuse (Logothetis and Lin, 2005) ett deffet inhibiteur sur les ostéoclastes
empéche la résorption osseuse (Chiao, et al., 2000)

D’autres facteurs pro-ostéoblastiques sont impBquélans les processus
d’ostéocondensation et vont stimuler la proliféatill s’agit des facteurs de croissance tels
gue le VEGF et le PDGF, ainsi que les BMPs (BonedWlogenic Proteins) qui vont favoriser
la différenciation des ostéoblastes (Logothetisland2005).

Les travaux de recherche préclinique ont permisnéux comprendre les raisons pour

lesquelles certains cancers induisent des métastaséolytiques et d’autres des métastases
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ostéocondensantes. L'amélioration des méthodes ndiidi@ation des mécanismes
moléculaires impliqués dans la formation des masast osseuses et la mise au point de
modéles animaux représentatifs des situations wbserchez 'homme permettront de

développer des approches thérapeutiques encorsgiagiques.

4.1.2 Matériels et méthodes

4.1.2.1. Les cellules PC3M-lucC6

La lignée PC3 a été obtenue a partir d'une mémstasseuse d'un patient atteint
d’adénocarcinome prostatique androgénorésistagtatie IV (Kaighn, et al., 1979). Il s'agit
d’'une tumeur extrémement agressine/ivo commein vitro qui sert couramment de modéle
pour le cancer de la prostate (Faintuch, et al.,.1P@t permet de générer des tumeurs

osseuses.

La lignée cellulaire luminescente PC3M-lucC6 Biog@r(Caliper Life Science, USA) a
été obtenue par transfection stable du gene deutaférase Firefly Nord Ameéricaine,

exprimée a partir du promoteur SV40 (1500 phot@tsisdes/cellules).

Les cellules sont cultivées dans des flasques den?5dans du milieu MEM (Gibco)
supplémenté avec du SVF (10%) (VWR), de la L-gluten{5 mM), du pyruvate de sodium
(1 mM) et des acides aminés essentiels (1%). Ligle®e sont maintenues en croissance a
37°C sous 5% de GO

4.1.2.2. Induction tumorale et animaux

Ces cellules étant d’origine humaine, nous avoilséitdes souris immunodéficientes
BalbC nude femelles agées de 6 semaines (Chantes, Rrance), les animaux étant hébergés

selon les conditions décrites paragraphe 2.2.2.2.

Afin de générer des lésions osseuses, 2 technijugsctions sont possibles : par voie

intra-osseuse et par voie intracardiaque.
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4.1.2.2.1.La voieintre-osseuse

Nous avons injectél million de cellule PC3M{ucC6 en phae exponentielle ¢
croissancesous un volume e 5 p dans la téte osseuse du tibia gaueheniveau de l'os
spongieux, lieude 'hématgoiese,afin de favoriser I'apparition désions osseuses
représentent le développent local cune tumeur maligne plus gne vraie métasta:
localisée dans l'os apres eolisation vasculail. Cette procédure d’inction a été mise &
point sur la bas&onnées Ibliographiques(Corey, et al., 2002)Afin de standardiser I¢
injections et de limiter lavariabilité, le positionnement de l'aiguit a été validé par

radiographie X (figure 126).

Figure 126 :Imagerie X planaire du positionnement de l'aigiille

lors d’'une injection intra osseuse

4.1.2.2.2.La voieintracardiaqu

Pourobtenir des métastes osseus, il est bien décrit qu’il estécessaire d’injecter le
cellules au niveau dwentricule gauche de la souris afin quecellulesse distribuer dans la
circulation systémique, diffsen dans tout I'organisme et colonisatifférents sites osset
Dans le casl’'une injection & niveau d sang veineux, par voie i.v. coentionnelle ou apre
injection dans leventricule {roit, les cellules vont dans la circulatioriimonaire et restel

localisées au niveau du poon et du foie (Cf. chapitre 1 domiation celulaire)

Cette contrainte d’injectn dans le ventricule gauclm®nstitue une @pe critique dans
réussite de I'étude car il empossible, lors de I'administrati des cellles de connaitre la

position de l'aiguille et le wx de prise dereffe n'est que de 600%. Des méthodes de
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contréle qualité de l'injection ont été développéas bioluminescence, fluorescence ou
scintigraphie, mais ces méthodes qui permettenisimliser la distribution des cellules dans
les minutes qui suivent l'injection des cellules permettent pas d’éviter une mauvaise
injection (ventricule droit ou a c6té). Il est doparticulierement opportun de réaliser un
contrdle qualité avant I'injection des cellules'ahe des approches que nous avons retenue

est la mesure du signal de pression intraventireutpi permet de valider la position gauche

du cathéter.

4.1.2.3. Mesure de la pression ventriculaire

Les signaux de pression endocavitaires ont unlgpdicifique par rapport aux signaux de
pression artérielle systémique. De plus, dans letricelle droit, la pression systolique

mesurée chez la souris est de I'ordre de 30 mmbigs gju’elle atteint 110 mmHg dans le

ventricule gauche (Joho, et al., 2007).
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Figure 127 : Courbe de pression ventriculaire, audulaire et aortique
(Source : Medix cours de médecine 2003/2011)

Afin de réaliser la mesure de pression intracardiaqun cathéter implanté dans le
ventricule de la souris a été relié a un capteupr@ssion, lui-méme relié a I'appareil de

mesure (Statham P23XL) (figure 128).
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Figure 128 : Mesure de la pression ventriculaire paimplantation d’'un cathéter en

intracardiaque

Une fois la position du cathéter validée au niveauventricule gauche, 23@ellules
PC3M-lucC6 sont injectées sous un volume de 10Gps$ du PBS 1X.

4.1.2.4. Imagerie de bioluminescence

Le suivi de I'évolution tumorale et de la disséntiom métastatique a été réalisé par imagerie

de bioluminescence, selon les parametres décrigzphe 2.2.2.4.

4.1.2.5. Marquage des cellules PC3M-lucC6 &in

Les cellules PC3M-lucC6 ont été marquéesdu NHS-DOTA & *in. Cette modalité
de marquage sur les protéines membranaires aé&ftge a celle classiquement utilisée pour
le marquage intracellulaire des granulocytes en ddie@ Nucléaire, via l'oxinate (8-
hydroxyquinoléine) d'indium (BertrandCaix, et da996), afin d'éviter le risque d’induction
de l'apoptose due a la cytotoxicité de I'oxynateh@amrezanezhad, et al., 2009). La
procédure de marquage des cellules était la s@vat@ millions de cellules PC3M-lucC6 ont
été conjuguées a 45 pg de NHS-DOTA. Aprés 2h diiation & température ambiante, les
cellules dérivées au NHS-DOTA ont été centrifugdes.culot de cellules a ensuite été
radiomarqué avec 260 MBq’&inCl; (Covidien) (préalablement neutralisé et ramené & pH

6,2). L'activité volumique finale mesurée, apresauage des cellules, était de 55 MBg/ml et
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la viabilité cellulaire (mesurée au bleu trypanpéeure a 70 %. Les cellules ont ensuite été
injectées en intracardiaque au niveau du ventrigaleche sous contréle de la pression intra-

ventriculaire comme décrit précédemment.

4.1.2.6. Radiomarquage du MDP 8U'Tc

Le MDP (10 mg) en présence de 1 mg de gn&ires dissolution dans du NaCl 0,9%
(5ml) a été marqué avec 740 MBq U&TcO, (pertechnétate) afin d’obtenir une activité
volumique finale de 150 MBg/ml. 200 pl de cetteusion de®*™Tc-MDP (30MBq) ont été
injectés par voie intraveineuse a I'animal.

L'imagerie du métabolisme osseux a été réaliséeeldreh aprés administration par

imagerie TEMP couplée a un scanner X en tant quedxlité de repérage anatomique

4.1.2.7. Imagerie scintigraphique

Scintigraphie

La correspondance entre I'onde de pression intiigague mesurée et le ventricule injecté
a été validée par injection de 100 pl de macroagséd'alboumine marqués par 7,4 MBg de
9Mmre puis par imagerie en scintigraphie 2D. Les asitjahs ont été réalisées grace a une
gamma caméra (Gamma Imager, Biospace) avec ungendér 256 x 256 durant 2 minutes,

dans une fenétre en énergie de 125-155 keV.

Cette gamma caméra dont le photomultiplicateuraeshodes croisées permet d’obtenir

des images dont la résolution est de I'ordre dey2 m

Tomographie d’Emission Monophotonique

Les images de domiciliation cellulaire aprés intde cellules PC3M-lucC6 marquées a
I'**in ainsi que I'étude du métabolisme osseux paciige de®*™Tc-MDP ont été acquises
en TEMP (nanoSPECT/CT, Bioscan Inc.). Pour chaggeisition, 24 projections de 60s ont
été réalisées dans une fenétre d'énergie de 12%d%5our le®™c-MDP et dans deux

fenétres d’énergie, 155-188 keV et 220-270 keVrfidtiin (ces fenétres étaient centrées sur
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les 2 raies d’émission de I'Indium 111 (171 ke\V2db6 keV)). La demi-vie de 2,6 jours de

I'**1n nous a permis de réaliser une cinétique sur 72h.

Un algorithme de reconstruction (HighSPECT) a éiiésé pour générer des images 3D
guantifiables et analysables grace au logiciel Wo®icope (version 1.44, Bioscan).

Afin de faciliter la localisation des Iésions, umeagerie par TDM X (nanoSPECT/CT,
Bioscan) a été couplée a I'imagerie TEMP. Pour abaaquisition, 180 projections avec une
énergie de 45 kVp ont été réalisées. Les imagesr@Bté obtenues grace a un algorithme de
reconstruction (In VivoScope).

4.1.2.8. Imagerie par tomodensitométrie X a haute résolution

L'imagerie par TDM X a haute résolution nous a perrde réaliser une imagerie

anatomique a haute résolution des lésions osseuses.

Le CT120 (General Electric HealthCare) est un scradee?megénération embarquant un
systeme « Step and Shoot », avec le tube a rayoeisiX détecteur CCD, de type capteur

plan, qui tournent ensemble autour de I'échanti{loh paragraphe 1.1.1.).

Dans le protocole que nous avons mis en ceuvrentaon appliguée au tube était de 100
kVp et le courant de 50 mA. 360 projections ont rét#lisées par champs de vue avec un
temps d’exposition de 20 ms. Les données brutestémeconstruites par methode analytique
avec l'algorithme de Feldkamp (Feldkamp, et al.,2098n images de 65536 niveaux de gris
(16 bits) avec une résolution de 50 um.

Le traitement et I'analyse des données ont étésésahvec le logiciel MicroView (Micro

View Analysis version 2.3; GE Healthcare).

4.1.2.9. Quantification des lésions observées par Tomodsnsitrie X

Afin de réaliser une étude quantitative de la géadies Iésions visualisées par scanner X,
une méthode de quantification du volume osseuxir@spdes méthodes décrites dans la
bibliographie (Sone, et al., 2010) a été mise ane(figure 129).
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Figure 129 : Méthode de quantification des lésionssseuses

Pour quantifier le volume osseux (en Hyrdes régions d’intérét ont été tracés sur chagjaa de
coupe transversale (B) entre les repéres roug€tét@ du tibia et la zone d’interaction entre lii
et le péroné). Une fois la région d’intérét trad€y, une reconstitution du volume de celle-ci a été
réalisée, en isosurface, avec un seuillage de 8% éacteur de qualité de surface de 1 (D).

Pour chaque animal, le tibia controlatéral ne raitgvas de cellules tumorales et servait
de contrle (tibia sain). En tracant une régiomtéiiét entre la téte du tibia et I'intersection
tibia/péroné pour chaque patte, nous avons caleutépport tibia atteint/tibia sain afin de
déterminer le pourcentage de perte osseuse dptisantant des lésions.

4.1.3 Résultats

4.1.3.1. Correspondance entre onde de pression mesuréptgtuie injecté

La correspondance entre I'onde de pression mesirkeventricule cardiaque injecté a
été validée par injection de macroagrégats d’albemiarqués au Technétitifi qui permet
une imagerie de la perfusion pulmonaire par emaiitis transitoire des capillaires (figure
130).
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Figure 130 : Validation de l'injection intracardiaque : confrontation de I'imagerie

scintigraphigue aux mesures de pression

Ainsi, lors d'une injection au niveau du ventricutigoit, la pression ventriculaire
systolique mesurée est d’environ 20 mmHg, et l&ridigion des macroagrégats d’albumine
est (5 minutes apres injection) uniguement pulnrendiors d’une injection au niveau du
ventricule gauche de la souris, la pression vantice systolique mesurée est de 110 mmHg
et la distribution des macroagrégats d’albuminen{dutes aprés injection) est générale, avec

une forte fixation hépatique.

Cette stratégie nous a permis d'évaluer le rapgare la pression intracardiaque mesurée
et la distribution des particules. Ainsi, graceaariesure de I'onde de pression, le succes de
I'injection peut étre prédit, ce qui devrait pertnetd’inclure dans un protocole uniquement
les souris injectées dans le ventricule gauchéetdliorer ’lhomogénéité des lots d’animaux

qui présenteront des métastases osseuses.
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4.1.3.2. Etude de la domiciliation cellulaire aprés injentiatracardiaque

La domiciliation des cellules PC3M-luc dans les bsusuivant l'injection par voie
intracardiaque est un phénomene peu documentéagiseawons choisi d’étudier par imagerie
tomoscintigraphique. Une cinétique de suivi pargere&e TEMP nous a permis d’apporter des

informations concernant ce point.

En fonction du ventricule injecté, nous avons aoméi les résultats de la scintigraphie
planaire avec une domiciliation cellulaire clairemalifférente entre ventricules droit et
gauche (figures 131 et 132).

0 QJLBNE0311-01

Figure 131 : Domiciliation pulmonaire (emboles) apés injection dans le ventricule droit de

cellules PC3 marquée a t*in

LEGS0g 1101

Figure 132 : Domiciliation cellulaire systémique (@ min post injection) puis essentiellement

hépatique aprés injection dans le ventricule gauchee cellules PC3 marquée a'fin
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Les images obtenues en TEMP confirment que lordgsiecellules sont injectées au
niveau du ventricule droit (figure 131), cellesrestent localisées dans les poumons et se
distribuent peu dans l'organisme, aprés plusiegwsds. Au contraire, lorsque les cellules
sont injectées au niveau du ventricule gauche rdigli32), la dissémination dans tout
I'organisme est tres rapide, dés les premieres gesoaprés injection, et perdure pendant

plusieurs jours.

LB0S0911-01 p 0LBOE0811-01 ™" =

Figure 133 : Domiciliation aprés injection dans leventricule gauche d**iin libre

Toutefois, cette méthode de marquage des cell@@/Fuc & I"*in ne nous permet pas
de confirmer précisément les sites de domiciliatiem effet, comme nous pouvons 'observer
dans la figure 133, aprés injectiort’din libre au niveau du ventricule gauche, celui-eish
pas totalement éliminé ; il se distribue égalemmntniveau du foie, des reins et des sites
osseux, plus particuliéerement au niveau des adficuis (épaules, rotules). Afin de limiter ces
fixations non spécifiques de l'indium libre au riwedes articulations et du foie, une injection
complémentaire de DTPA a faible dose, préconisés déautres méthodes de marquage a
I'*in, pourrait étre envisagée. En effet, le DTPA,spant chélatant de I''ndium pourrait
améliorer I'élimination par voie urinaire de I'indn libre et ainsi limiter sa fixation hépatique
et osseuse. Une alternative pour limiter le breitfahd articulaire mais non hépatique serait
de réaliser une imagerie TEP apres marquage degesedvec du PTSM marqué au cuivre
64, cette modalité ayant par ailleurs l'avantage me marquer que les cellules
métaboliquement actives (Jalilian, et al., 200Bp&hdant, compte tenu de la périodé“@u
(12,7 h), I'étude cinétique serait dans ce castéienaux 36 premieres heures, ce qui nous
conduit & privilégier la SPECT &in.
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4.1.3.3. Suivi de la dissémination métastatigue par ima&geri

Une fois l'injection dans le ventricule gauche dék, la démarche classique est de
réaliser un suivi de la dissémination métastatjparebioluminescence, la positivité des souris

signant la présence de métastases.

Toutefois, cette modalité ne permet pas de qualdieature (lytigue ou condensante) ni
de donner des informations sur la sévérité de ésmris osseuses. C’est pourquoi une
approche complémentaire par imagerie multimoda(@é@stomique a haute résolution (TDM
X) et fonctionnelle (TEMP)) s’averera indispensafdéns un second temps pour répondre a

ces questions.

4.1.3.3.1.La voie intra-osseuse

Suivi de la prolifération métastatique par biolunsnence

Aprés induction par injection dans le tibia, levswe I'évolution tumorale a été réalisé

chaque semaine par imagerie de bioluminescenag€fit34).

»

Figure 134 : Evolution tumorale apres injection decellules PC3M-luc en intra-tibial

Dés le 7 jour post induction les souris sont positives @sluminescence, la prise de
greffe est donc effective. L’évolution tumorale &8s rapide et dés le 3@ur post induction,
les souris présentent des tumeurs de taille tr@sri@nte, environ 3000-4000 mrtmesure

au pied a coulisse le jour de l'autopsie) et dadivétre euthanasiées.
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Imagerie anatomigue haute résolution des |ésiossuses

Afin de déterminer précisément le volume osseux, unagerie anatomique par

tomodensitométrie X a été réalisée.

Figure 135 : Visualisation des lésions osseuses gaanner X a J21

Vingt et un jours apres injection des cellules aeau de la téte du tibia, les lésions
observées au scanner X restent localisées au ndeaite d’'injection mais sont nettement
visibles (figure 135). Ces lésions sont de natiytegues puisque une perte de tissu osseux est

identifiée.

Figure 136 : Visualisation des lésions osseuses gaanner X a J32

Apres 32 jours, les Iésions osseuses ostéolytigaes tres importantes et généerent des

fractures osseuses au niveau du péroné (figure 136)
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La quantification a chaque temps d’imagerie a peroe caractériser I'évolution du

volume osseux au cours du temps (figure 137).
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Figure 137 : Comparaison de I'évolution du volume sseux du tibia porteur d’'une lésion

osseuse par rapport au volume osseux du tibia coiitie

Apres injection de cellules PC3M-lucC6 directemdans la téte du tibia, le volume
osseux est stable pendant une quinzaine de jaans, différence avec le tibia contrble puis
diminue trés rapidement et aprés 32 jours, le filpésente une lyse osseuse trés importante
nécessitant le sacrifice des animaux. Le volumewssu tibia controlatéral, ayant recu une
injection de PBS, reste constant dans le temps.

4.1.3.3.2.La voie intra-cardiaque

Suivi de la prolifération métastatique par biolunsnence

Apres injection des cellules au niveau du venteggduche, un suivi de la dissémination

métastatique a été réalisé par imagerie de bioksoence (figures 138 et 139).
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Figure 138 : Evolution de la dissémination métast&jue apres injection de cellules PC3M-

lucC6 en intracardiaque dans le ventricule gauche

:

Figure 139 : Evolution de la dissémination métast&jue apres injection de cellules PC3M-

(souris face antérieure)

lucC6 en intracardiaque dans le ventricule gauche

(souris face posterieure)

Lorsque les cellules PC3M-lucC6 sont injectées &eani du ventricule gauche, la prise
de greffe est beaucoup plus lente, 20 jours paktetion seulement 30% des souris sont
positives. Il faut attendre 30 jours post-inductipour que I'ensemble des souris soient

positives en bioluminescence.

Imagerie anatomique a haute résolution des lési@sgses

Afin de compléter les informations de la biolumicesce (imagerie de la croissance

tumorale), une imagerie anatomique a haute résolatidonc été réalisée.
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Figure 140 : Les différentes métastases osseusesargées aprés induction intracardiaque

Les images obtenues par tomodensitométrie X présenine bonne concordance avec
celles obtenues par imagerie de bioluminescenceeftéh les signaux de bioluminescence
présents au niveau des épaules, de la mandibdésgiattes antérieures sont représentatifs de
métastases osseuses PC3M-lucC6 ostéolytiques, comoore le confirment les images

obtenues par tomodensitométrie X (figure 140).

Etude de la balance ostéolyse/ostéogénese par timigsaphie d’émission monophotonique

Afin d’étudier la fonction métabolique de I'os et dalider la nature ostéolytique des
métastases osseuses obtenues aprés injection ldeescd?C3M-luc, nous avons choisi
d’utiliser comme traceur le Méthylene DiPhosphor{8B®P).

Comme décrit dans la littérature et mis en pratigaes les services de Médecine
Nucléaire des hdpitaux, I'imagerie du métabolisnsseox a été réalisée 1 heure apres
administration de’®"Tc-MDP par imagerie TEMP couplée au scanner X &iiciliter la

localisation des lésions (figure 141).
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Figure 141 : ImagerieTEMP couplée ai scanner X 1h aprés injectio de®™Tc-MDP &
différents stades de la pathologie

A : souris témoin ; B souris présentant des métastases osseuseiveau du tibie

Apreés injection d€°™Tc-MDP, tous les sites de remodelage osscolonne vertébrale

articulations, crane, sont mjués de facon homoger

Pour la sourisémoin (sans tumeur), une fixation bilatérale ident est observée po
chaque articulation. Pour lsouris présentant une tumeur au niveauibia droit, 23 jours
aprés induction, un hyponal est observé par rapport au tibia trolatéral sain. Ct

hyposignal observéne hypaixation du MDP esignela nature ostéolytiue de la tumeu

Lorsque la tumeur est ¢n stade plus avancée (J37), la masse tule, trop importante
entraine des fractures osses notamment au niveau du péroné, conat a la mise en plac
de phénomenes comperoires comme l|'ostéogénese afin deparer la fracire.
L’ostéogénese mise en pl: peut étre visualisée dansfigure 14B par apparition d'ut

hypersignal au niveau du gou et du péron

Il est important de coniner les deux modalités d'imagerie afie valider la natur
ostéolytique ou non de la tieur. La présence de fractures suite a desns trop importante
peut biaiser le résultat de bcintigraphie ai®*™Tc-MDP, conduisant aaracériser certaines

tumeurs d’ostéocondensanalors qu’elles sont ostéolytiqu
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4.1.4Discussion

Selon I'objectif recherché, deux sites d'injectites cellules tumorales sont envisageables

pour obtenir des lésions osseuses.

La méthode par injection directe dans la téte assdu tibia est de technicité relativement
simple et entraine I'apparition rapide de lésigas bstéolytiques, avec un rendement de prise
de tumeur de 100%, mais du fait d’'une croissancdéad@imeur primaire trop rapide, ce
modéle ne permet pas d’obtenir des métastasesatichset n’est donc pas représentatif de la
dissémination métastatique observée chez 'homhpeut toutefois étre utilisé en premiere
intention dans le cas de screening de moléculegexample. La voie intracardiaque est la
seule voie d’administration, pour les cellules P@8i permet de garantir I'obtention de
métastases osseuses avec une localisation etnéigge de croissance plus représentative de
la pathologie humaine. En effet, 20 jours aprésciinpn des cellules, les premieres métastases
osseuses apparaissent avec des localisations edi#ér (mandibule, vertebres,
articulations...) représentative des sites de méestaosseuses observés lors d'un
adénocarcinome prostatique chez 'lhomme (Hesd,, &QD6). Par ailleurs, I'amélioration de
la procédure d’induction par mesure du signal dssgion intraventriculaire avant I'injection
des cellules a permis d’améliorer le nombre d’anixnarésentant des meétastases inclus dans

les lots expérimentaux.

L'imagerie anatomique par TDM X permet de confirfeeprésence des Iésions osseuses
visualisées par imagerie de bioluminescence, maitowg d’évaluer le statut du volume
osseux et de qualifier la nature des lésions. Batre, compte tenu de la résolution du
scanner X (CT120) utilisé au cours de ce travéalndlyse des lésions au niveau de la
microarchitecture osseuse est impossible mais gibugtre réalisée sur les prélevements
osseuxex vivo avec d'autres types d'appareils dédiés. Enfimdgerie du métabolisme
osseux par injection d€™Tc-MDP est particuliérement intéressante dans $edealésions
ostéocondensantes qui sont plus difficilement débdes par TDM et permet ainsi de signer

la nature des lésions osseuses.

Ces modeles de métastases osseuses (par injattiarosseux et intra-cardiaque) nous
ont permis de mettre en place et de valider de emuww outils pour la détection, la
caractérisation et la quantification des lésionseases observables dans de nombreux
modéles orthotopiques de cancer. Toutefois, ls#tion combinée de ces trois modalités
d'imagerie n’est pas obligatoire pour les étudeévaluations précliniques. En effet, la
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bioluminescence et la scintigraphie sont des mt@gald’'imagerie qui vont permettre de
visualiser précocement et au niveau du corps eesesites métastatiques avec une sensibilité
supérieure au scanner X. Celui-ci pose par ailldessprobléemes méthodologiques lorsqu’il
s'agit de générer un grand nombre de coupes jemtpour une détection corps entier.
Cependant, dans le cas de tumeurs osseuses avérgseanner X s’'impose comme étant la
seule modalité d'imagerie permettant de quantéierc précision le volume de perte osseuse.
Ainsi, dans le cas d'études précliniques avec desléies animaux bioluminescents, la
scintigraphie au MDP ne semble pas indispensablgqpeila bioluminescence permet de
détecter les foyers métastatiques et que le scatipermet de qualifier et de quantifier les
lésions osseuses. Cependant, pour des modeélesislamibescents, et chez I'homme, la
scintigraphie au MDP est nécessaire a la détegtiéooce et corps entier des métastases, et
doit étre associée en cas de positivité, au scafiadin de signer avec précision I'étendue de
la lésion osseuse. Une autre modalité d'imagerieflparescence 3D, moins contraignante
que la scintigraphie (absence de radioactivité)redablement s'imposer dans les prochaines
années en imagerie préclinique, en permettant oregerie du remodelage osseux par
utilisation de phosphonates fluorescents dansdehgr infrarouge du type de I'Osteosense®
(Figueiredo, et al., 2008), dont le mécanisme aisdn a I'os est identique au MDP.

Dans le cas de modeles de cancer de la prostateonidreuses applications sont
possibles, notamment pour la caractérisation dphlsiopathologie de nouvelles lignées
cellulaires. C'est le cas de la lignée IGR-CaPla{@hereau, et al., 2011), provenant d'une
tumeur humaine de cancer de la prostate localigaigirésente un fort remodelage osseux. |l
en est de méme pour l'évaluation du comportementligieées cellulaires modifiées
génétiquement telles que les cellules LNCaP et s€8xprimant la connexine 43 (jonction
intercellulaire de typegap, impliquées dans le processus de cancérogenése)jas
dissémination métastatique (Lamiche, et al., 20L&valuation ne s’arréte pas simplement
aux meétastases de carcinomes prostatiqgues mai€fpewdtendue a d’autres types de cancers
métastatiques, et par exemple a des modeles deutsimammaires. Ces modeles pouvant
étre obtenus par injection de cellules 4T1 (Pulaski Ostrand-Rosenberg, 2001) ou MCF-7
(Fong, et al., 2010) par exemple, vont générerrdétastases de nature ostéolytiques qui
pourront étre évaluées par les méthodes mise erecauvaours de cette thése. Enfin, d’autres
applications sont envisageables, notamment danadele tumeurs primaires osseuses, afin

d’évaluer précocement de nouvelles stratégies phétaues. Par exemple, I'équipe de F.
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Rédini cherche a évaluer, sur un modele murin éassrcome, les effets précoces sur le
métabolisme osseux, d’une chimiothérapie (ifosfainadsociée a deux agents inhibiteurs de
la dégradation osseuse (I'acide zolédronique esil@dlAs ciblant la cytokine Rankl). Ces
deux bithérapies ont déja démontrées une activité-résorptive sur des modeles
d’ostéosarcomes (Heymann, et al., 2005, Rousse¢al,, £010). Dans ce cas, il peut étre
intéressant de disposer d’indicateurs précocesadeéponse au traitement et l'imagerie

fonctionnelle de la balance ostéolyse/ostéogéné&sepie tout son intérét.

Ainsi, les méthodes d’injection de cellules et deactérisation des métastases que nous
avons développées présentent un intérét pour lp@dransion des processus métastatiques et
permettraient de contribuer au screeningvivo puis a la validation de [l'efficacité de
nouvelles thérapies sur la prévention ou le tragtentles métastases osseuses.
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4.2. Imagerie a haute résolution de la vascularisation

Le dernier développement que nous présentons tensisréaliser une imagerie
anatomique ex vivo de l'architecture vasculairenggttant au point une méthode permettant
de réaliser une empreinte du réseau vasculaire grame résine radio-opaque. L'intérét de
cette technique et de pouvoir quantifier de maniéés précise les effets de nouvelles

molécules anticancéreuses sur la réorganisatida vhscularisation tumorale.

4.2.1 Etude bibliographique

4.2.1.1. Casting de la vascularisation

La méthode de « Casting de la vascularisation »ngue allons nommer plus simplement
« Cast » est une méthode qui permet de reconstlairstructure tridimensionnelle des
vaisseaux sanguins des organes et des tissusjeetion d’'une résine dans la circulation
(Konerding, et al., 1999). L'ajout d’'un composéitadpaque dans la formulation de la résine

rend possible la visualisation des vaisseaux €saspar TDM X (Meyer, et al., 2007).

Cette méthode est souvent suivie d’une étape deston permettant d’éliminer les tissus
entourant les vaisseaux. Les échantillons peuvasti® étre analysés par Microscopie
Electronique a Balayage, technique qui est la gagite (Verli, et al., 2007). Dans notre cas,
I'injection d’agents de contraste permet de rendsevaisseaux radio-opaques et ainsi de les
différencier des tissus grace au scanner X, ceftbode permettant de s’affranchir de I'étape

de corrosion et des artefacts susceptibles d'@thats par ce processus.

A l'origine, les résines utilisées étaient a baserbduits naturels tels que la gélatine, la
colle ou I'amidon. Avec les avancées realisées dardomaine de la chimie, de nouvelles
résines synthétiques, permettant de reproduire @usale precisions I'architecture vasculaire
ont été développées. Ces résines sont de failulesiié afin de perfuser les petits vaisseaux et
présentent, apres durcissement, une élasticité eetrésistance suffisantes pour limiter les

risques de déchirures lors de la dissection (Mesteal., 2007).
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La mise en ceuvre de résine radio-opaque égalengeffidille viscosité va permettre
d’obtenir des échantillons pouvant étre analységpa X afin de générer des images haute

résolution de I'architecture vasculaire.

4.2.1.2. Effet d'un traitement a la dexaméthasone sur |'aechiire vasculaire

Dans le modéle de gliosarcome 9L chez le rat |dstsefthérapeutiques de la
dexaméthasone, en particulier sur I'inhibition @adiogenese et de la croissance tumorale,

ont été décrits il y a plusieurs années (Folkmahlagber, 1987).

Plusieurs mécanismes permettant d’expliquer lesteffanti-angiogéniques de la

dexaméthasone ont été caractérisés.

D’une part, il a été démontré que la dexaméthasaneuait significativement I'activité
de l'activateur tissulaire du plasminogene dansulmageant des cellules @i vitro (Wolff,
et al.,, 1993). Cette observation suggére que laadégon protéolytique de la matrice
extracellulaire est inhibée, ce qui contribue aeffet anti-angiogénique.

D’autre part, de nombreuses études ont démontrdagdexaméthasone avait un effet
direct sur les molécules solubles impliquées damsgiogenese, et plus spécifiquement,
gu’elle entrainait une diminution de I'expression WEGF, in vitro et in vivo avec une
diminution de 15 % de son expression dans des tiarsmws cutanées de gliosarcome 9L et
C6 (Machein, et al., 1999).

Depuis la caractérisation de ces mécanismes, ddebnt montré des effets significatifs
de la dexaméthasone sur la vascularisation desutgm@L induites en orthotopiques
(Badruddoja, et al., 2003, Darpolor, et al., 20I2gst pourguoi nous avons choisi ce modele
pour valider notre méthode de cast.
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4.2.2 Matériels et méthodes

4.2.2.1. Animaux et induction tumorale

Pour les études de validation de la méthode de destrats Lewis femelles agés de 6-7

semaines (150-2509) (Charles River) ont été usilisé

Pour I'étude de cast de tumeurs de gliosarcome OLI'évaluation de [I'effet
antiangiogénique de la dexaméthasone, 10 rats rFisB@4 males (Charles River) de 8

semaines ont éte inclus dans le protocole.

Afin d’induire les tumeurs, 10 rats Fisher F344 été anesthésiés avec de l'isoflurane
(1,5%-2%). Une aiguille a été insérée sous la g#anc gauche) et 150 pl d’'une solution
contenant 3 millions de cellules 9L en phase exptelee de croissance ont été injectés
(Bansal, et al., 2008, Ngoc Trinh, et al., 2011).

4.2.2.2. Traitement a la dexaméthasone

Une fois les tumeurs ayant atteint un volume saiffig700 mr), soit environ 20 jours
post-induction, les animaux ont été répartis emc2iges de 5 animaux en fonction de la taille

des tumeurs afin d’obtenir des lots homogenes :

* Groupe 1: Témoin, solvant de la dexaméthasonep(eau

* Groupe 2 : Dexaméthasone a la dose de 3 mg/kg/jours

Les animaux ont été traités a la dose de 3 mg/kgllowant 5 jours consécutifs. Le
schéma thérapeutique ainsi que les doses de déxasnée ont été choisis a partir des
données retrouvées dans la littérature (Darpotal.£2011). 24h apres le dernier traitement,
les animaux ont été anesthésiés puis castés sefwodédure décrite ci-dessous.
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4.2.2.3. Formulation de la résine

Afin de réaliser « I'empreinte » de la vasculaisat I'élément principal est la résine. La
résine utilisée est une résine de faible viscasitégase de PU4ii (polyuréthane) (VasQtec)
(Krucker, et al., 2006). Pour permettre la viswdien des vaisseaux castés par
tomodensitométrie X, il est nécessaire d’ajoutda dormulation de la résine un agent de
contraste iodé. L'iode va atténuer le faisceau al@ms X et permettre de différencier la
vascularisation des tissus. L’agent de contrasté opte nous avons utilisé est le Lipiodol
Ultrafluide (Guerbet, France) dont la teneur en iedede 480 mg/ml (Meyer, et al., 2007).
La résine PU4ii est composée d’'un pigment lpetmettant de suivre facilement sa diffusion
dans tous les organes. Ainsi notre résine « findlgectée aux animaux a été préparée en

mélangeant le lipiodol et la résine PU4ii dans’BehlyIMethylKetone.

Juste avant I'administration a I'animal, un dureiss est ajouté a la préparation, ce
mélange devant ensuite étre utilisé dans les 2Qutesnafin de maintenir une viscosité

suffisamment faible et permettre une bonne diffusians les petits vaisseaux.

4.2.2.4. Méthode de casting de la vascularisation

L’animal préalablement anesthésié avec du pentdbbrfpp. 60 mg/kg) est placé en
décubitus dorsal, une incision au niveau du steresiréalisée et la cage thoracique est
ouverte afin de dégager le cceur du péricarde. Wméa est ensuite inséré au niveau du

ventricule gauche, jusqu’a l'aorte.

Dans un premier temps, une solution héparinée @&drebs Henseleit est administrée
via le cathéter afin d’éliminer tout le sang de lawiation. L'animal est alors prét a recevoir
la résine. La perfusion est réalisée a un débit dé/min. La diffusion de la résine est suivie

grace a 'augmentation graduelle de la colorati@uélde I'animal (figure 142).
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Figure 142 : injection de la résine

(HNlustration Sabine Freiermuth)
Une fois I'animal totalement perfusé, un délai dén 2%t nécessaire afin que la résine

durcisse. Les organes cibles sont ensuite préletésonservés dans du formol 4% a

température ambiante afin d’étre imagés au scafiner

4.2.2.5. Acquisitions et quantifications par tomodensitoreéy

4.2.2.5.1.Les protocoles d’acquisition

Afin d’optimiser la qualité des images, plusieursotpcoles d’acquisition ont été

développés.

Pour cela, il est indispensable de tenir comptecagsicités de calcul et de stockage de
I'appareil afin de ne pas générer des donnéesvishpnineuses qui poseront des problémes
de reconstruction. Un des éléments le plus limigsihie tube a rayons X, dont I'échauffement
ne doit pas dépasser 60% en cours d’acquisitiacha®é que les paramétres tels que le temps
d’exposition, la tension, lintensité et le nomkde projections ont un impact direct sur
'augmentation de température du tube, il a étéessmire de moduler ces parameétres avec

précaution.

Les différents protocoles que nous avons créeés pacquisition des échantillons de

CAST sont présentés ci-dessous.
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FHR1 FHR2 CAST
Nombre total de vues 720 2880 1200
Projections moyennées 4 1 3
Voltage (kVp) 70 70 70
Courant (mA) 50 50 50
Binning 2x2 2x2 1x1
Temps d’exposition (Ms) 20 20 100
Gain 150 130 150
Résolution (um) 50,3 50,3 25,2

Tableau 7 : Protocoles d’acquisition créés pour least

Les parametres que nous avons fait varier sontnol@bre de vues, le nombre de
projections moyennées, le binning et le temps disitfon. Les protocoles d’acquisitions mis

en place ont permis d’obtenir des images avec és@ution théorique de 50 ou 25 um.

4.2.2.5.2.Traitement de I'image et quantification

Afin d’obtenir des informations quantitatives rélas a la vascularisation, le logiciel
iMorph, développé par E. Brun et J. Vicente au skirlaboratoire IUSTI de Marseille a été
mis a notre disposition (Brun and Vicente, 201QrBet al., 2009).

iMorph est un logiciel pour l'analyse dimage trnagnsionnelle. Il permet la
caractérisation morphologique des milieux poreuwtuematériel cellulaire.

Le logiciel effectue une étude morphologique aH&te micrométrique qui permet une
classification locale des voxels afin d’identifles formes telles que les plaques et les tubes.
Particulierement décrites dans I'analyse des tmwdseuses, ces formes (plaques et tubes)
sont retrouvées au niveau de la vascularisatiofin Ele logiciel fournit une description

topologique en générant des graphiques des phalsessset liquides.
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Binarisation des images

La premiére étape du traitement de I'image quaaessi I'une des plus importantes est la
binarisation de lI'image. Cette étape consiste aareéptous les pixels de I'image en deux
classes, généralement représentées par des piaptsi{ll) et des pixels noirs (0). Dans les
deux cas, un seuil a été défini de maniere a selgmebjets d’'intérét (les vaisseaux) du bruit

de fond (tissus).
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Figure 143 : Détermination du seuil de binarisation

Figure 144 : Binarisation d'une image

A : Image en niveau de gris (rein) ; B : Image lisée (noir et blanc)

Analyse granulométrique

Une fois I'image binarisée, une analyse granuloiaédr a été réalisée. Cette méthode
permet de quantifier la distribution en taille dégets ou particules présents dans I'image.

La granulométrie est I'étude de la distributiontistajue des tailles de particules. Cette

méthode d’analyse s’inspire de l'analyse granuloipg® & base de tamisages successifs
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employée en géologie qui consiste a faire passeeldeents de tailles différentes au travers
de tamis de mailles croissantes. En analyse d’imbege tamis sont remplacés par une
succession d’ouvertures morphologiques (diameti@svdrture), et la masse des particules
par le volume des pixels de I'image. La transpositile la granulométrie au traitement de
I'image en appliquant des familles d’ouverturescessives de tailles croissantes est appelée

granulométrie par ouverture.

Les résultats obtenus lors de l'analyse granulamédravec le logiciel iMorph sont

exprimés en occurrences et en diameétres d’ouverture

Par exemple :
Diamétre (um) Occurences
50 pm 113
100 pm 225
150 um 468

Dans cet exemple, cela signifie qu'il y a 225 vexdans I'image qui possedent un

diamétre de 100 pm (x 25 pum).

Gréace au logiciel iMorph, la distribution (en poeintage) des vaisseaux dans des classes
de diamétres de 50 um a été déterminée. Cet outilom& nous permettre de quantifier

'impact d’une thérapie sur la taille des vaisseaux

4.2 .3 Résultats

4.2.3.1. Choix du protocole d’acquisition

Les deux protocoles FHR (Fast High Resolution) gttemt d’obtenir des images avec
une résolution de 50 um. Pour FHR2, par rapportHRF la résolution spatiale a été
améliorée par augmentation du nombre de vues, fealwuit de fond a été augmenté

(diminution du gain) et la sensibilit¢ diminuée nfdhution du nombre de projections
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moyennée). Ces deux protocoles permettent d’obtlrsrimages de bonne qualité avec des

temps d’acquisition raisonnables (environ 30 miaytar champ de vues)

Le protocole CAST permet quant a lui d’obtenir wésolution de 25 pum et génere des
images de tres haute résolution, mais avec un tefapguisition considérable (2h par champ
de vue). Ce protocole, dont la résolution spatala sensibilité sont améliorées, a I'avantage

de présenter un faible bruit de fond et donc d’@&anél le rapport signal sur bruit.

Aprés comparaison des acquisitions réalisées aggc3rotocoles, nous avons choisi
d’utiliser le protocole CAST, qui malgré ce tempacguisition trés long permet de mieux

visualiser les petits vaisseaux.

4.2.3.2. Détermination de la reproductibilité des acquis#ion

Afin d’évaluer la reproductibilité de notre technegde Cast et des méthodes d’acquisition
et de quantification, il nous a fallu choisir urgane permettant de représenter correctement
les différents diametres des vaisseaux observésdantumeur. Pour cela, nous avons choisi
les reins. Ceux-ci ont été castés, imagés puistifigan

Sachant que pour un méme rat la répartition eletdil réseau vasculaire est similaire,

nous avons pu confronter les résultats obtenuslpsuteux reins d’'un méme animal.

La figure 145 présente les reins droit et gauchen dat, aprés acquisition avec le
protocole CAST et apres reconstruction. Les imaged représentées en MIP (Maximum

Intensity Projection).

Figure 145 : Cast de reins de rat

A : rein droit ; B : rein gauche
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Le diamétre des vaisseaux a été mesuré grace mielalylorph. Les résultats obtenus

sont représentés sous forme d’histogramme du potage de vaisseaux dans chaque classe

de diameétre avec un intervalle de 50 um.
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Ce graphique montre que la majorité des vaisse2B6) ont un diamétre compris entre

100 et 150 pm.

Afin de simplifier I'analyse des résultats pouslasite des études, les valeurs obtenues ont

éte réparties selon 3 classes :

* Petits vaisseaux : diametres < 150 pum.

» Vaisseaux moyens : diametres entre 150 et 500 um.

» Gros vaisseaux : diametres > 500 pum.

Six reins de rats ont été analysés et la répartiies vaisseaux quantifiée. Les résultats

obtenus sont présentés dans le tableau suivant.

o

%

Rat 1 Rat 2 Rat 3

Rein D Rein G Rein D Rein G Rein D Rein G
Seuil de binarisation 135 122 126 139 125 134
<150 pm 27.3% 26.9 % 38.1 % 38.5% 30.4 % 31.2

150 pm< x< 500 pm 58.3 % 51.4 % 45.8 % 49.9 % 28.2) 51.1%
>500 pm 145 % 21.7 % 16.1 % 11.6 % 18.2 % 19.8

Tableau 8 : Répartition des vaisseaux selon 3 classde diametres
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Pour les deux reins d’'un méme animal, la répartiga pourcentage de vaisseaux d’'une

méme classe sont globalement similaires.
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Figure 147 : Comparaison de la répartition des vageaux des deux reins
selon trois classes de diametre

Les résultats correspondent a la moyenne + SEM \n82st t de student)

Pour les deux reins d’'un méme animal, la répartiga pourcentage de vaisseaux d’'une

méme classe sont similaires.

4.2.3.3. Imagerie de la vascularisation a proximité de I'os

Sachant que de nombreuses tumeurs et métastasdscsbisées a proximité ou bien au
niveau des os dans des situations ou la vascularisast souvent contrainte, nous avons

essaye de réaliser une imagerie Cast du réseaulai@s@u niveau de la colonne vertébrale.

La colonne vertébrale est constituée des vertede$a moelle épiniére ainsi que de la
vascularisation entourant la colonne. La densitéodeétant trés proche de celle de I'agent de
contraste (lipiodol) et donc de la vascularisatgpre nous cherchons a visualiser, il a été
nécessaire de diminuer la densité de I'os. Pouaice, une décalcification de la colonne a
'EDTA 10% a été réalisée.

La figure 148 montre deux coupes transversalesedaaionne vertébrale avant et aprés

décalcification, acquises en TDM X avec le protedBAST.
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Figure 148 : Coupe transversale de colonne de rah@iveaux de gris, avant et apres
décalcification (seuillages identiques)

A : avant décalcification, B : aprés décalcificatio

Aprés incubation dans 'EDTA 10% durant 10 joussgensité de I'os a significativement
diminuée. En effet, aprés cette décalcificationpéiphérie des vertébres (partie la plus

dense) a disparu et les travées osseuses ne gsmigternables.

L'effet de la décalcification est également biersiblie sur les colonnes vertébrales

entieres (figure 149).

Figure 149 : Colonne vertébrale de rat castée, avaat aprés décalcification.

Image MIP. A : colonne avant décalcification ; Balonne aprés décalcification

Au vu de ces résultats encourageant, il semble lgqueméthode de décalcification a
'EDTA nous permette de nous affranchir de la d&nde I'os et qu’a terme il soit possible de

s'intéresser a la vascularisation de tumeurs osseus
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4.2.3.4. Evaluation des effets d’un traitement sur la vestsdtion tumorale

Le but de cette phase de mon travail était donwall@r le potentiel du cast pour
quantifier les effets de la dexaméthasone sur $&ularisation de tumeurs de glioblastome

humain 9L, induites en sous cutanée chez le rd&)(n=

Impact du traitement a la dexaméthasone sur lassianice tumorale

Les tumeurs ayant été induites par voie sous cefaleevolume tumoral a pu étre

déterminé par mesure au pied a coulisse. Il a @guré avant traitement et a permis de

randomiser les animaux.

L’évolution du volume tumoral suite aux traitemeat$a dexaméthasone est représentée

par la figure 150.

25001
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Figure 150 : Evolution du volume tumoral avec ou g3s traitement a la dexaméthasone
Les résultats correspondent a la moyenne + SEM &% < 0.5 (Test de Mann Whitney)

Pour les animaux du groupe contrdle, I'évolution duahe est de 278% en 7 jours (temps
entre mesure avant et apres traitement). Poumiesaax traités a la dexaméthasone durant 5

jours consécutifs a la dose de 3 mg/kg, une dingnutie 50 % du volume tumoral est

observée aprés 7 jours de traitement.
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Impact du traitement a la dexaméthasone sur lamlassation tumorale

Afin d’évaluer I'effet du traitement a la dexamétbae sur la vascularisation tumorale, les
tumeurs « castées » ont été imagées au scannetahitecture vasculaire des animaux

témoins et traités est visualisée sur la figure 151

Figure 151 : Visualisation de I'impact d’un traitement & la dexaméthasone

A : Tumeur contrdle ; B : Tumeur traitée a la dexdinasone. Images MIP.

Les images obtenues au scanner X permettent déerdipact du traitement sur le
réseau vasculaire. En effet, lors d’'un traitemelat dexaméthasone, de nombreux vaisseaux
tumoraux ont été supprimés et la densité vascutair@ettement plus faible. Au contraire, le

réseau vasculaire de la tumeur contrble est richerginu.

Un histogramme de répartition en pourcentage desgaux selon les 3 classes de

diametres retenues a pu étre établi grace au édgidorph (figure 152).
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Figure 152 : Répartition des vaisseaux tumoraux epourcentage selon 3 classes de diametres

Les résultats correspondent a la moyenne + SEM \n=5
*' p <0.5; *: p<0.01 (Test de Mann Whitney)

Suite au traitement a la dexaméthasone, les vaissia diameétres supérieurs a 500 pm
ont pratiguement disparu a la faveur des vaissel@ugetits diametres (0-150 pum) qui ont
augmenté de 10 % par rapport au groupe controkevamsseaux de diametres intermédiaires
(150pum - 500um) restent dans les mémes proportipresles tumeurs soient traitées ou non a

la dexaméthasone.

4.2 .4 Discussion

Cette méthode de casting de la vascularisationinpastion de résine radio-opaque dans
le réseau vasculaire via l'aorte, permet d’obtamie empreinte tridimensionnelle de la
vascularisation chez le rat. Elle offre la posgibide générer des prélevements de taille
relativement petite pouvant étre imagés par detesyes de tomodensitométrie X a haute

résolution.

Dans notre cas, de part I'utilisation d’'un scankdeatédié au petit animal (CT120), il a été
nécessaire d'optimiser les protocoles d’acquisitiaiirs d’obtenir des images présentant une
haute résolution (25 pum) avec un bruit de fondtmLe protocole créé (protocole CAST)
non compatible avec l'imageri@ vivo car avec un temps d’acquisition tres long (> 2h),

permet de réaliser des images 3D d’échantillexsivoavec une résolution suffisante pour
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'analyse et la caractérisation des vaisseaux patogiciel d’analyse morphologique tels

gu’iMorph.

Ce logiciel, grace a la méthode « d’analyse granétagque d’ouverture » détermine la
répartition des diamétres des vaisseaux en poa@entu sein d'un échantillon. L'étude
comparative des reins d'un méme animal a ainsidgale modéle de casting de la
vascularisation, tant au niveau de la reproduditbde I'obtention des échantillorex vivo

suite a I'injection de résine, que de l'acquisitairde I'analyse des images.

L’étude des effets de la dexaméthasone sur la lasation des tumeurs de
glioblastomes 9L a mis en évidence la possibilit@éerminer I'impact d’'un traitement sur

I'architecture vasculaire et notamment sur la digtion du diametre des vaisseaux.

La mesure histologique de la densité vasculairestdore la démarche classique mais elle
est limitée par le recours a des préléevements ptibtas d’altérer la vascularisation tumorale
et la tumeur elle-méme. De plus, elle ne permetdjaatsdier la vascularisation fonctionnelle.
Pour cela, une méthode non invasive, I'échografbappler, permet d’apporter des
informations morphologiques précises sur les vaissgéri- et intratumoraux ainsi que des
informations fonctionnelles telles que la vélocidés flux vasculaires. Cette modalité
d’'imagerie in vivo permet de détecter des vaisseaux supérieurs apb0Méme si
I'utilisation de microbulles contribue a augmenteette limite de détection, I'hyper
perméabilité des néovaisseaux entraine par I'dfleR une diffusion de ces agents de
contrastes, et empéche la détection et la quaattdic de diameétres inférieurs a 100 pm.
Actuellement, aucune modaliié vivo ne permet de détecter avec précision I'architecti@s
microvaisseaux, la résolution des appareils, alwsffisante, nécessite la mise en ceuvre de
ruptures technologiques permettant de réaliseraggsisitions suffisamment courtes, peu
irradiantes, et de haute résolution (<50 um) coiblest avec les études vivo. D’autre part
les mouvements naturels de I'animal (respirationtteb@ents cardiaques) entrainent un flou
dans les images qu'il est difficile de supprimereaniveau de résolution peu compatible avec

les possibilités actuelles de la synchronisatio’B@G et la respiration.

Ainsi, les méthodeg&x vivoet notamment la méthode de casting de la vassatam
représente une bonne alternative, car elle permetatastruire I'architecture 3D ce qui est
impossible en histologie et grace a l'injectionrégsine, la vascularisation alors figée n’est pas

altérée lors du prélevement de I'organe.
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Cette méthode de casting de la vascularisation qterde réaliser des images
tridimensionnelles a haute résolution du réseaowase, et grace aux méthodes d’analyses
morphologiques et plus particulierement d’analygesulométriques, d’évaluer I'effet d'une
thérapie sur I'architecture du réseau vasculaiet. dlitil pourrait par exemple étre appliqué
dans le cas d’évaluation préclinique de I'impactndeivelles molécules anti-angiogéniques
sur la réorganisation de la vascularisation. Lizaiion d’'un microCT dont la résolution est
proche du micrométre (UCT50, Scanco Medical, SwesSkyScan, Bruker) rendrait possible
la distinction des vaisseaux d’'un diamétre inféri@ B0 um et pourrait étre envisagée pour

des études futures, notamment sur des modeles murins
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Lors de cette thése qui s’est déroulé en collalmrantre le Centre d'imagerie du Petit
Animal (CIPA), au CNRS d'Orléans et le Centre decliegches Biologiques (CERB) a
Baugy, différentes modalités d’'imageries ont étépligpées a plusieurs modeles
orthotopiques de cancer chez le petit animal darsut d’apporter de nouveaux outils pour
I'oncopharmacologie comme pour des études plusaimeditales sur le biologie des tumeurs

primaires et des métastases.

La majeure partie de ce travail a été concentrédesdéveloppement et la validation de
modéles animaux de cancer dont la croissance tlenetda dissémination métastatique ont
été évaluées par Iimagerie de bioluminescence. htaga de ces modéles
« bioluminescents » est de permettre un suivi todgial et quantitatif du méme animal, ce
qui permet de diminuer le nombre d’animaux utiliséd’améliorer la pertinence des résultats

au regard des effets attendus en clinique daredesa’une recherche translationnelle.

Deux modeles murins de cancers fortement représehez ’lhomme ont été développés :

. Modeéle de cancer du colon obtenu aprés injection de cellules de carcinome
colorectal HCT116-luc au niveau du caecum, ce neodfnt I'évolution de la tumeur
primaire et le pattern de dissémination métastat{qu niveau du foie, des reins, de la rate, de
'estomac et des poumons) sont cohérents avec legnmtions faites chez I'homme
(Gubitosi, et al., 2009) a été évalué. Pour ceddfet d’un traitement de référence dans le
cancer colorectal, le 5-Fluorouracile, a été testes une démarche de validation visant a
préciser la sensibilité de la technique vis-a-@dalréponse tumorale. Plusieurs doses ont été
expérimentées et celle de 20 mg/kg, pour laqueltaia signe de toxicité n'a été observé, a
permis d’obtenir une inhibition de la croissance duate et de la dissémination métastatique
en concordance avec les effets décrits dans labiaphie (Gil-Ad, et al., 2008, Jin, et al.,
2009) et pourra étre utilisée comme substance fé@eerece pour I'évaluation de nouvelles

stratégies thérapeutiques.

Ce modeéle de carcinome colorectal HCT116-luc peroretsuivi longitudinal de la
prolifération tumorale et de la dissémination megtiague. Méme s'il est difficile de
discriminer les métastas@s vivo a un stade avancé du cancer sans mettre en cewwre u
correction de I'image, I'évaluation précise de tiaité lumineuse totale émise par les seules
métastases en s’affranchissant de la bioluminescal® la tumeur primaire peut étre
considérée comme un marqueur quantitatif de laferation tumorale. La précision pourrait

d’ailleurs étre encore affinée par I'applicatiorué technique de correction spectrale pour
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estimer I'absorption des photons de bioluminescgqmee chaque foyer avant de réaliser la
somme des émissions individuelles (Pesnel, et 28l11). Cette technique qui impose

cependant de tripler le nombre d’acquisitions paidence alourdie donc considérablement le
protocole en réduisant le débit des animaux exploEdle est de ce fait réservée a des
situations pour lesquels I'objectif tend vers unamgification quasiment absolue du processus

biologique.

D’autres modalités d’'imagerie pourraient présenteintérét, notamment dans le cas de
modéles animaux non bioluminescents afin de déteete€foyers tumoraux, par exemple, par
scanner X ou bien par scintigraphie en utilisant#4FDG, qui méme s'il n'est pas trés
spécifique reste trés utilisé pour la détection tieseurs malignes dont le métabolisme
glucidique est augmenté. Enfin, dans le cas d'&utks aspects physiopathologiques du
cancer, tels que I'hypoxie, I'angiogénése ou I'apept des sondes moléculaires spécifiques
peuvent étre mises en ceuvre en fluorescence digsaphie. Celles-ci permettront d’évaluer
les effets de nouvelles stratégies thérapeutiqueses processus fortement impliqués dans le

développement des tumeurs et dans la résistanceagtiements.

. Modele de cancer du pancréasobtenu aprés injection de cellules d’adénocarom
pancréatique ductal MIA PaCa2-luc au niveau du mEs; ce modele présente des
caractéristiques physiopathologiques similaireglies observées lors du cancer du pancréas
chez ’lhomme. D’une part, les métastases ont étéuees au niveau du foie, des intestins,
du diaphragme, du péritoine, de la rate et desraites similaires a ceux observés lors d’'un
adénocarcinome pancréatique chez I'homme (Saifl.et2011). D’autre part, I'hypoxie,
caractéristique des tumeurs du pancréas humain (Kaetnal., 2000), a pu étre mise en
évidence au sein des tumeurs. Ainsi, suite a l'ofad®n d'une perte du signal de
bioluminescence (imagerie dépendant de EDde ’ATP) au niveau de la tumeur primaire 40
jours aprés induction tumorale, il a été démointndvo par une imagerie TEP &lCu-ATSM

la présence de zones hypoxiques. Ces observatiohsété confirmées par immuno-
histochimie, sur coupe de tumeurs, grace a un raggjavec un anticorps anti-pimonidazole.
Chez 'homme, I'hypoxie, en particulier dans le eéadénocarcimome ductal, est une des
causes de mauvais pronostic (Koong, et al., 200@uerait un réle déterminant dans la
résistance aux radio- et chimio-thérapies (Blouval.e 2003).

Dans le but d’évaluer de nouvelles stratégies fretriques, la gemcitabine a été choisie

comme molécule de référence. Celle-ci a montré fiet enhibiteur sur la prolifération
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tumorale a la dose de 200 mg/kg en corrélation éedonnées bibliographiques (Katz, et
al., 2003).

Ce modele est désormais opérationnel pour I'évialnate nouvelles formulations telles
qgue les nanoparticules et de stratégies innovamtéss que les plasmas froids fibrés.
Toutefois, selon le but recherché, il est nécesshadapter le schéma expérimental. Le suivi
doit étre inférieur a 40 jours dans le cas d'étudiefficacité nécessitant une quantification
précise et répétée de I'évolution tumorale et plagticulierement de la croissance de la
tumeur primaire par bioluminescence. Dans le césalation des effets sur la prolifération
métastatique ou sur la résistance au traitementadugaractére hypoxique de la tumeur les
études doivent étre plus longues, et d'autres ntédald’imagerie, indépendante du
métabolisme (@et ATP), comme I'imagerie de I'expression desgdntgéesavp3 etavpf5 en
fluorescence proche infrarouge 3D ou en TEP peudeatmis en ceuvre afin de réaliser un
suivi quantitatif de I'évolution tumorale. Dans $oles cas, la mesure du volume tumoral en

fin d’étude permet de confirmer les résultats.

Une autre partie importante de mon travail de thes®é I'évaluation d’'une nouvelle
thérapie ciblée par plasma froid fibré, le plasman,gsur le modele orthotopique
d’adénocarcinome pancréatique MIA PaCa2-luc. Dangds de cancer du pancréas non
opérable, notamment lors d’'une atteinte de candliaires et pancréatiques, un traitement
ciblé par photothérapie dynamique a montré uneicertefficacité (Topazian, et al., 2012).
Cependant, compte tenu des effets secondairesaliés traitement (photosensibilisation,
bralures), la mise en ceuvre d’une nouvelle thératiksant la méme modalité d’application

(cathétérisme) pourrait permettre d’améliorer (gt bénéfice/risque.

Le plasma gun a montré des effets significatifsl'auibition de la croissance cellulaire
In vitro ainsi que sur la croissance tumorerivo. Afin d'augmenter les effets obtenus, la
gemcitabine qui a démontré des propriétés radidsbsantes sur les cellules tumorales
humaines et murines (Cardillo, et al., 2002, Laweerst al., 1996, Shewach and Lawrence,
1996) a été administrée en complément du traitemermilasma gun. Les effets obtenus on
montré une augmentation de I'inhibition de la desktion tumorale lors du traitement en
bithérapie. Compte tenu de ces résultats tres emgeants, il est envisagé d’augmenter la
dose de plasma délivrée, notamment par augmentdéola frequence, dans la limite de

tolérance par les tissus sains, afin d’amélioeffdt antitumoral.
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Le plasma gun, bien toléré chez I'animal avec lesupatres mis en ceuvre dans nos
études, pourrait permettre a terme, de traiter diemmme des tumeurs localisées et
difficilement opérables, notamment dans le cadelfate des canaux biliaires et pancréatiques
comme lors d’'une Tumeur Intracanalaire PapillaireicMeuse du Pancréas (TIPMP).
D’autres champs d’applications en oncologie sontisagés, notamment dans le cas de
récidives colorectales ou lors de plages de dyspfagmonaire ou a la jonction oesophago-

gastrique.

Enfin, la derniere partie de cette these a congistiptimiser des techniques afin de

caractériser et d’évaluer de nouvelles stratégi@sapeutiques.

~

. Modele de métastases osseusesuite a l'injection intracardiaque au niveau du
ventricule gauche, les cellules de carcinome ptigsia PC3M-luc, colonisent les sites
osseux, et génerent des métastases osseuses deodigmdytiques. Chez la souris,
'administration intra-cardiaque ne présente pas difficulté majeure mais le ciblage
spécifigue du ventricule gauche, permettant dladkes la circulation systémique, est
particulierement délicat entrainant un nombre Endtanimaux susceptibles de présenter des
métastases osseuses. Un certain nombre de sujet pata ailleurs porteurs de foyers
péricardiques ou médiastinaux qui introduisent vexéabilité et donc une dégradation de la
sensibilité des études en onco-pharmacologie. GCaite d’administration est la seule
permettant de garantir I'obtention de métastasesuses avec des localisations (mandibule,
vertébres, articulations...) et une cinétique dessance assez représentative de la pathologie
humaine (Hess, et al., 2006). L'amélioration dpriacédure d’induction par mesure du signal
de pression intraventriculaire avant l'injectionsd=ellules a permis d’augmenter le nombre
d’animaux présentant des meétastases et de réaduivarlabilité inter-individuelle. Aprés
injection de macroagrégats d’albumine marqués™8ilic, nous avons pu, par imagerie
scintigraphique, corréler la distribution des cetuldans I'organisme a I'onde de pression
intra-ventriculaire mesurée. Une pression intrafveumaire systoligue de 110 mmHg
correspond ainsi a une injection au niveau du i&né& gauche alors qu’une pression 5 fois

plus faible (20 mmHg) correspond a une injectionsda ventricule droit.

D’autre part, nous avons cherché a déterminer haidlation des cellules PC3M-luc
aprés administration dans le ventricule gauchehue étant de disposer d’'un moyen de
déterminer les éventuelles niches tumorales de fagaroce pour appréhender la biologie de

la métastasie. En effet, la comparaison de la dbation initiale des cellules a la
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localisation finale des métastases est un élémssenéel dans la compréhension du
processus métastatique et pour cela il est nécestmdéterminer la corrélation ou non entre
les observations précoces et les sites métastatap@és. Pour cela, les cellules PC3M-luc
ont été marquées &1in afin d'étre suivies en TEMP durant 96 h. Lesulégs obtenus
n‘ont pas permis de répondre & cette question| tain libre s'est fixé au niveau de sites
osseux (articulations). De nouvelles études doiv&ne réalisées, par exemple par co-
injection de DTPA, puissant chélatant de [I'Indiun, faible dose en complément de
I'administration des cellules PC3M-luc marquées'&ih comme préconisé dans d’autres
méthodes de marquage. Cela permettrait d’amélibéémination par voie urinaire de
'indium libre et limiterait ainsi sa fixation hépque et osseuseia sa liaison a la
transferrine. Un marquage des cellules PC3M-luc grautres marqueurs tels que des
fluorochromes IR par exemple est également envéddgeour rendre possible le suivi de la
domiciliation sur des temps plus long (15 joursksahs fixation osseuse du fluorochrome
libre. Quelques marqueurs ont été développés gieom citer une carbocyanine lipophile
fluorescent dans le proche infrarouge, DIR, quinpsr de marquer directement les
membranes cellulaires (Kalchenko, et al., 2006)snaaec des artefacts possibles liés aux
échanges de lipides entre cellules (trogocytose)dérivé NHS fluo (VivoTag 680 qui
permet de marquer les cellules par fixation covalemtdes composants cellulaires apres
internalisation (Swirski, et al., 2007) est uneemttive particulierement séduisante tant

gu’elle n'impacte pas sur les propriétés physialogs des cellules marquées.

Enfin, des parameétres tels que le délai d’appariltea métastases aprés induction, la
nature ostéolytique ou ostéocondensante des lésiunaté évalués par differentes modalités
d’'imagerie. L'imagerie de bioluminescence nous e de déterminer le temps de prise de
greffe (30 jours pour le modéle PC3M-luc) et leggipaux sites de métastases osseuses
(tibia et mandibule). La TDM a confirmé les obséimas faites en bioluminescence et a
permis de caractériser et de quantifier avec pduprdcisions les lésions ostéolytiques. Enfin
limagerie TEMP du métabolisme osseux, par injectie®® Tc-MDP a confirmé le caractére
ostéolytigue des métastases osseuses PC3M-lufried ahe alternative pour une détection
corps entier des foyers en absence de suivi degesepar imagerie de I'expression génique

(bioluminescence ou fluorescence infrarouge d’uééme rapporteuse).

Ce modéle, nous a permis de valider 3 modalitéaatjerie permettant la détection et la
caractérisation des métastases osseuses. La hielsgence et la scintigraphie au MDP pour
la détection précoce des métastases et le scanpeurda caractérisation et la quantification
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précise du volume osseux. Ces modalités d'imagengront ainsi étre appliquées a tous les
modeles murins de cancer présentant des métasdasesveau de l'os, qu'elles soient

ostéocondensantes, ostéolytiques ou mixtes.

. Imagerie haute résolution du réseau vasculair@ar casting de la vascularisation.
Cette méthode permet de visualiser par scanneraXstiucture tridimensionnelle des
vaisseaux suite a l'injection de résine radio-opagians le réseau vasculaire. Par une
optimisation des protocoles d’acquisition nous a&vofussi a acquérir des images de haute
résolution (25 um) pouvant étre analysées gracae bbgiciel d'analyse d’'images du type
iMorph (J. Vicente, IUSTI, Marseille) fournissantesd informations quantitatives et

statistiques.

D’autres méthodes peuvent étre envisagées pousualisation ou la quantification de la
vascularisation. Le réseau vasculaire peut aingiloex in vivo, par angiographie ou
échographie doppler microbulles mais dans ce eaggkolutions obtenues (environ 100 pum)
ne permettent pas de quantifier les microvaisseauiqrigine de la néovascularisation. La
quantification peut étre réalisée vitro par la mesure histologique de la densité vasaylair
mais cette technique est limitée par le recourssapiélevements susceptibles d'altérer la
vascularisation tumorale et la tumeur elle-mémeelied ne permet pas d'étudier une
vascularisation fonctionnelle. Ainsi le Cast quéserve la structure tridimensionnelle des
vaisseaux et de la tumeur semble une alternatiesgante pour la visualisation et la

quantification des effets de nouvelles thérapiedasuascularisation.

Cette technique d'imageriex vivode la vascularisation permet de générer des dennée
compatibles avec des logiciels d’analyses d’'imggsgqu’alors uniquement utilisés dans les
domaines de physique des matériaux. Le logicieb(f¥) nous a permis de déterminer les
caractéristiques morphologiques des échantillofss dee la répartition des diametres des
vaisseaux dans des classes de 50 um. Pour ladssitétudes, il peut étre envisagé d’étudier
d'autres parametres, tels que la tortuosité, oamgtgue de la désorganisation de
I'architecture vasculaire de la tumeur. En effea eté démontré, lors d’'un traitement anti-
angiogénique, une réorganisation du réseau vasgul@tamment par normalisation de la
vascularisation (Jain, 2005). Cette réorganisatian conduire au rétablissement des
caractéristiques d’'une vascularisation tissulaireormnale » dans la tumeur, par disparition
des capillaires immatures, et régularisation dechidecture des autres vaisseaux modifiant

ainsi la tortuosité.
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Cette méthode d’'imagerie a haute résolution deakcwarisation permettrait d’évaluer
précocement les effets d’'une nouvelle moléculelswéorganisation du réseau vasculaire et
représente une alternative a I'histologie en compl&# des explorations fonctionnelles,

moléculaires ou anatomiques de l'imagémnigivo.

A travers ces exemples, nous pouvons appréhengeér@t de I'imagerie pour le
développement et la validation de nouvelles thésapinticancéreuses. Hormis son intérét
majeur qui est de diminuer le nombre d'animaux, whes régles principales en
expérimentation animale (Regle des 3R), I'imagericlinique permet d’évaluer I'efficacité
et d’aborder les mécanismes d’actions de nouvstlaségies thérapeutiques avec une grande
précision.

Les modalités d’imageries précliniqgues, de plus pas perfectionnées permettent
aujourd’hui de détecter des foyers tumoraux intégeaux millimetres, et les sondes utilisées,
de plus en plus spécifiques, permettent d’explde= mécanismes moléculaires bien précis
impliqués dans des phénomenes tels que I'apopkbgpoxie, I'angiogenese, les activités
protéasiques et le métabolisme osseux. L'arrivéeh@ine de la tomographie moléculaire de
fluorescence infrarouge a haute résolution et Kjerge optoacoustique vont contribuer a
élargir la palette des exploratiomsvivo qui rendent désormais incontournable I'imagerie en

onco-pharmacologie et en recherche précliniquelatosnelle.
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ABBREVIATIONS

ATP: Adenosine TriPhosphate

BLI: BioLuminescence Imaging

CCD: ChargeCoupled Device

DMEM: Dulbecco Modified Eagle Medium
DNA: DeoxyriboNucleic Acid

EGFP: Enhanced Green Fluorescent Protein
FACS: Fluorescence-Activated Cell Sorting
FDG: FluoroDeoxyGlucose

FITC: Fluorescein IsoThioCyanate

MTT: 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenylteralium bromide
NTP: Non-Thermal Plasma

PBS: Phosphate Buffered Saline

PET: Positron Emission Tomography

ROI: Region Of Interest

ROS: Reactive Oxygen Species

SCCM: Standard Cubic Centimeters per Minute
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TRITC: Tetramethyl Rhodamine Isothiocyanate

VIP: Vasoactive Intestinal Peptide
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NOVELTY and IMPACT

This paper describes the effects of a fibered hemtal plasma alone or in combination with

gemcitabine for the treatment of pancreatic carceama murine orthotopic model.

This is the first paper to report the vivo antitumor effect of a non thermal plasma jet

(plasma gun).



10

11

12

13

ABSTRACT

Pancreatic tumors are the gastrointestinal candérttie worst prognosis in humans and
with a survival rate of 5% at 5 years. Nowadayschemotherapy has demonstrated efficacy
in terms of survival for this cancer. Previous stddcused on the development of a new
therapy by non thermal plasma showed significaféces on tumor growth for colorectal
carcinoma and glioblastom@o allow targeted treatment, a fibered plasma (Rea&un) was
developed and its evaluation was performedaanorthotopic pancreatic carcinoma model
using a MIA PaCa2-luc bioluminescent cell lirghe aim of this study was to characterize
this pancreatic carcinoma model and to determineeffexts of Plasma Gun alone or in
combination with gemcitabindduring a 36 days period, quantitative BLI could used to
follow the tumor progression and we demonstrated pfasma gun induced an inhibition of
MIA PaCaz2-luc cells proliferatiom vitro andin vivo and that this effect could be improved

by association with gemcitabine possibly thankgstoadiosensitizing properties.
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1. Introduction

Developments in plasma physics make possible tdNeseThermal Plasma (NTP) in cancer
research. Indeed, the first demonstration of plaamtgumor activity has been brought on
subcutaneous tumors submitted to exposumea large surface probe [1], the plasma being
delivered in close vicinity of the powered eleceodrecently, improvements in fibered
plasma generation allowed a propagation inside, lagible and small capillaries using gas
flow as low as few sccm. This new NTP source, sledd@lasma Gun [2], is one of the large
variety of plasma jets exhibiting unique features biomedical applications, mainly
endoscopic administration and in situ treatmera @ériety of tumors.

Pancreatic tumors are one of the most lethal tygfesancer. Treatments depend on the
diagnosis stage, and are mainly based on a tureectien followed by ionizing radiation and
chemotherapy such as gemcitabine (2'2’-difluorogegiidine). Despite these therapeutic
approaches, only about 5% of the patients areaditié 5 years after being diagnosed. In this
context, localized treatments such as photodyn#meiapy are currently under investigations.
Photodynamic therapy uses light emission at a fipewavelength combined with a
photosensitizing agent in order to generate reac®ygen species (ROS) in the treated area.
For this purpose, specific agents are needed gettdhe tumor and to avoid systemic side
effects such as those associated to sun exposuhe glatient. Based on the exploitation of
ROS properties, Plasma gun is a potential alteradbr a loco regional treatment with
priori limited side effects. NTP is an ionized gas (aimoble gas) sustained by a pulsed
electric discharge. It is known to have an antitueféectin vitro on various cell lines and
vivo on heterotopic xenograft tumors [3]. This coldieed gas (<40°C) contains free charges
(electrons, ions), free radicals, excited molecaled can be delivered through capillaries to
induce ROS generation in a localized site. Indéed previous study, an increase in mice

survival was observed with NTP on U87 human mahgmgioma and melanoma heterotopic
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xenografts [3; 4; 5]. This antitumor effect was desirated to be associated to ROS
generation in the vicinity of the cells, leadingDBIA damages, cells cycle arrest and finally
apoptosis induction with limited side effects tahly tissues [4; 6].

In a context of translational research and considethe ability of plasma gun to delivar
situ exposure to a tumor, a bioluminescent orthotopiccpeatic tumor was developed to
allow a longitudinal non-invasive follow up of tumgrowth in a clinically relevant animal
model. In human, the most common pancreatic camceductal adenocarcinoma [7],
developing within the exocrine part of the pancraad characterized by a severe tumor
hypoxia [8] inducing a resistance against chemat eadiation therapies [9]. In this goal,
among other pancreatic tumor cell lines, the MIAR2 cell line appeared quite relevant for a
preclinical approach. The effects of plasma guriegmlirectly on primary pancreatic tumors
were compared to gemcitabine as a reference dr@j [Moreover, considering the
radiosensitizing properties of gemcitabine [11f thotential interest of an association with
plasma was investigated.

We first documented the NTP and gemcitabine anttueificacyin vitro on MIA PaCa2
cells, and then we evaluated these treatment$vo. So, a luciferase stable transduction of
MIA PaCa2 cells was done to allow tumor growth mamng byin vivo bioluminescence
imaging (BLI). Interests and limitations of BLI, amaging modality dependent of cells
metabolism and proliferation, were considered nesgecially in the context of this hypoxic

tumor.
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2. Materials and Methods

2.1 Drugs and Chemicals

Gemcitabine was purchased from Sigma (Sigma-Aldrigfon, France) and dissolved in
sterile NaCl 0,9%. DMEM medium, fetal bovine serumoyse serum, L-glutamine (2mM),
penicillin (50 1U/ml), and streptomycin (50 pg/miNere from VWR (VWR International

S.A.S, France). All other chemicals were from Sigma

2.2 Culture of MIA PaCa2 cells

The MIA PaCa2 pancreatic cancer cell line was oetifrom the American Type Culture
Collection (Rockville, MD). Cells were maintained & humidified incubator at 37°C in 5%
CO, with Dulbecco modified Eagle medium (DMEM) suppkmed with 10% heat-
inactivated fetal bovine serum, 2,5% horse serum,L1@utamine and 1% penicillin and

streptomycin.

2.3 Generation of luciferase expressing MIA PaCa-2 call

To allow bioluminescence imaging (BLI), the MIA PaZcell line was stably transducted
with firefly luciferase encoding lentiviral parted as previously described [12]. Briefly,
HEK293FT cells (Human Embryonic Kidney cells optzedl for viral production) were
transfected with 3 pg of the optimized packaging fmm ViraPower Lentiviral Expression
System (Invitrogen Life Technologies, Cergy-porgoiBrance), 9 ug of pLNT-LucF [12; 13]
and 0,9ug of the pFG12 [14] which encode the Ivafe and the Enhanced Green
Fluorescent Protein (EGFP), respectively. Virustaonng supernatants were harvested 48 hr
post-transfection and concentrated 60-fold by filtration. To generate stably modified
pancreatic adenocarcinoma cells, 10 000 MIA Pa@H2 were seeded in wells of a 96-well
plate in 100 pl medium and infected 24 hr laterhwBD pl virus containing supernatant,

corresponding to 250 EGFP viral units per cell.eAf2 weeks, EGFP expression level was
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quantified by flow cytometry. In addition, lucifexa activity was measured for varying
numbers of cells in a 96-well optical bottom pléd&UNC, Dominique Dutscher, Issy les
Moulineaux, France) with 50 pl of lysis substratdfér from the ‘Steady-Glo Luciferase
Assay System’ (Promega) in each well. Light measergs were carried out in duplicate by
spectrophotometry (VICTOR plate reader, Perkin EJi¢oodbridge, ON, Canada) for 10 s

and results were corrected for background luminesesérom parental cells.

2.4 Animals and orthotopic tumor induction

Female Swisswude mice (Charles River Laboratoires France - L'Arleed=rance) were
acclimated for 5 days in the laboratory before expentation.

Animals were housed in plastic cages inside a obflatr ventilated rack with free access to
water and foodad libidum All experiments were performed in accordance widtional
animal care guidelines (EC directive 86/609/CEEenEh decree no 87-848). Tumor
xenografts, plasma treatment and BLI were carrigduader general anesthesia obtained with
2,5% isoflurane in air (Aerrane®, Maurepas, France)

For tumor orthotopic xenografts, abdomens were @eppith betadine solution. A 1-cm
wide incision was made in the left upper quadrdrthe abdomen. The tip of pancreatic tall
was gently grasped and pancreas/spleen were elxtechan a lateral direction to be fully
exposed. To improve injection reproducibility, acnemanipulator and a stereomicroscope,
were used, the needle being inserted into thetghncreas and positioned in the pancreatic
head region. 2.£fOVIIA PaCa2-luc cells in 50 pL PBS were slowly irjtt using a 27-gauge
needle. The spleen was then returned to the apategosition in abdomen, and skin and
peritoneum closed with 5-0 vicryl sutures. The alsnwere then placed on a warming
blanket until they recovered from anesthesia.

All along the study, body weight was followed asiragicator of the health status.
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2.5 Gemcitabine and NTP treatment

For in vitro assays, MIA PaCa2 cells (5X)0vere seeded in 24- or 96-well plates 24 hr
before gemcitabine or NTP treatment that was perorin open air, 2 mm above the surface
of the medium (500 pl) containing adherent cellem@itabine was dissolved directly in the
medium at different doses (1-200 nM).

Concerningin vivo studies, four days after surgical implantationMiA PaCa2-luc cells,
mice were randomized according to bioluminescemzk assigned into 4 groups of 8 mice
each. The first group was negative control (CTRhJ did not receive treatment but vehicle
(saline) and helium gas flow alone required forspla. Mice in the second group (GEM)
received every 5 days gemcitabina the dorsal tail vein at a dose of 200 mg/kg. Dgsuas
performed during 20 days (5 treatments).

In the third group (NTP) mice received Plasma Qued times, at a repetition rate of 2 kHz
during 10 min every 10 days, this protocol havinmgvmously shown a good tolerance by
healthy pancreatic tissue. During all treatmentpdures, anesthetized mice were placed on a
temperature regulated silver plate, pancreas ofmice were externalized thanks to a surgical
procedure and at that time, caliper measurementias. Either the helium flow alone or the
plasma was delivered through the capillary tip pased at a distance of two millimeters
above the tumor during 10 minutésdure 1a).

In the last group, mice received a NTP/GEM combitmedtment. Mice received gemcitabine
24 hr before NTP exposure. The therapeutic schedatethe same for gemcitabine alone and
NTP alone groups (i.e. every 5 days for gemcitalenery 10 days for NTP}{gure 1b).

At day 36 post induction, mice were euthanized #ugdtumor size measured with a caliper,
volume (V in mni) being calculated using the formula for an ellidsé=4/3pi(a/2*b/2*c/2).

a, b, c being the full length of the three axes.
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2.6 Bioluminescence Imaging (BLI)

BLI allows real-time and non-invasive imaging of mmevolution. BLI is based on detection
of photon released through chemical reactions yzgdl by luciferase and depending on ATP
and Q. As a consequence, BLI intensity is closely relaie tumor activity and size at the
time the tumors are in aerobic conditions. Duriagér growth, metabolism shifts towards
hypoxia and the bioluminescence as a biomarkerrbesmo more relevant.

BLI mice imaging was performed before the firstatraent (D3) and then weekly during
treatment using the IVIS-luminall imaging systenal{@er Life Sciences, Roissy, France).
Each mouse was intraperitoneally injected withferan potassium salt (Promega, France) at
a dose of 100 mg/kg and imaged after 5 minutesmAls under gaseous anesthesia were
placed on a temperature controlled warm bed (3#i€igle the dark box of a high sensitivity
CCD camera cooled to -90°C. Acquisition settingmr{lmg and duration) were set up
depending upon tumor activity. Region of interd2D() was drawn manually around the
tumor area, and the light (photons/sec) emittedhftbe ROI was measured using Living

Image software (Caliper Life Sciences, Roissy, Feanc

2.7 Cell growth assay

The cytotoxicity of NTP and Gemcitabine was invgsted using MTT assay and BLI.

Briefly, cell viability was determined by measuring-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) dye absorbanceibyg cells. Cells were seeded in 96
well culture plates and incubated overnight befoeeng treated with NTP or Gemcitabine.
After a 48 hr incubation period, a MTT solution§2ng/ml in PBS) was added to the culture
medium, and cells were incubated for 4 h. Formazgstals resulting from MTT reduction

by viable cells were dissolved by the addition ofequal volume of solubilizing solution
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(10% SDS in DMSO/acetic acid 99/1) in each well.eTabsorbance of formazan was

measured at a wavelength of 570 nm.

Forin vitro BLI imaging, cells were seeded in 24 well cultptates and incubated overnight
before being treated with NTP or gemcitabine. Atie48 hr incubation period, 300 pg/ml
luciferin potassium salt (Promega, France) were @dde each well and the BLI was
measured after 5 min incubation at 37°C using IMI&ina Il imaging system (Caliper Life
Sciences, Roissy, France). BLI intensity expressedphotons/sec in each well was

normalized to the non-treated cell level.

2.8 Necropsy and pimonidazole assay

Pimonidazole as a 2-nitroimidazole compouisd reductively activated at low-oxygen
concentrationsPimonidazole adducts bind to cell molecules thaspes fre¢hiol groups
then accumulatein vivo and indicates tissue hypoxia directly at tkellular level.
Hypoxyprob€ (pimonidazole) waobtained from the Natural Pharmacia Internatioirad,
(Researciriangle Park, NC) and was dissolved in 0,9% sadioletion at aconcentration of
120 mg/ml. Each animateceived 120 mg/kg HypoxyproBei.p. one hour prior to be

sacrificed. Hypoxic accumulation of pimonidazalas determined by immunohistochemistry.

2.9 Immunohistochemistry

Tumors were embedded in Tissue Tek and frozenosecfixed with 4% paraformaldehyde
in PBS for 15 min at room temperature. After bewagshed with PBS, slices were incubated
in 5% FBS (Invitrogen) and 0,1% Triton-X (Sigma-Alh) to inhibit nonspecific binding of
antibodies. Primary antibodies were applied, arddi@es were incubated overnight at 4°C.
The primary antibodies used were anti-luciferasébita polyclonal (1:100, Abcam,

Cambridge, UK) and anti-pimonidazole mouse monodl¢hd 00, Hypoxyprobe, HPI, Inc.,
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USA). Slices were then washed with PBS, FITC coajed anti-mouse IgG and TRITC
conjugated anti-rabbit IgG (1:500) were added dadtissue sections were incubated for 60
min at room temperature. Slices were coverslippeth WAPI mounting medium and
visualized on aZEISS LSM 510 Meta confocal microscope equipped with Axiovision

software (CARL, ZEISS SAS, Le Pecq, France).

2.10 Data analysis

Results are expressed as means +SEM. Statistmailfisance was determined by Mann-
Whitney test. LD 50 was determined according toHkkeslope method (GraphPad Prism 5.0,

La Jolla, CA). Differences were considered sigaificatp values <0,05.
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3. Results

3.1 NTP and Gemcitabine present a significant antitumoreffectin vitro

Lentiviral particles were used to transfer theflyréuciferase and EGFP genes to MIA PaCa2
cells. Two weeks after viral transduction, flow aytetry analysis showed that 100% of virus-
treated MIA PaCa2 cells expressed EGFP (data notwrsf indicating homogenous
modification of cellsIn vitro analysis of the luciferase activity revealed a &30 increase
for virus-treated MIA PaCaz2 cells (MIA PaCa2-ludlgecompared to parental cells (data not
shown).

The impact of the transduction with firefly luciéee expressing viral particles on cell growth
in vitro was assessed during 96 hours and revealed noedifie between both cell lines
(MIA PaCa2 and MIA PaCa2-luc cellsjigure 2a. Moreover, evaluation of treatment
responses on non transduced and transduced cdlseabzed using gemcitabine. The cell
viability and metabolism assays showed no modificabf the two cells lines responses
(Figure 2b). Using BLI, both treatments (NTP and gemcitabipeg¢sent a significant
antiproliferative effect on pancreatic cells and t, as determined using Hill slope
method, was 9 s and 10 nM for NTP and gemcitab@&spectively Figure 3). Combined
treatment NTP/Gemcitabine (5 nM) lead to anl6f 4 s. Considering the interesting
antiproliferative potential of NTP and gemcitabioe MIA PaCaZ2-luc cells, the antitumor

evaluation of these treatments was donevo on orthotopic xenografts.

3.2 Bioluminescence limitations are linked to the hypox characteristics of MIA
PaCa2-luc tumors.

Before assessing the antitumor effect of gemcimland NTP treatments, we needed to
characterize the orthotopic tumor model inducechwitlA PaCa2-luc cells. Considering
weight and tumor volume, no significant differenoetumor growth was observed at D36

between the groups of nude mice that received farentransduced celldigure 4). Next,
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transduced cells were used for assessment of tuBidrastensity from D10 to D48figure

5). An increase of BLI intensity was observed frohODio D36 reflecting tumor growth, but
a decrease of BLI intensity was observed from D4fs evolution of light emission which is
not in accordance with the progression of tumorun@ could be associated to several
mechanisms including either a loss of luciferaseegexpression or hypoxia, since BLI is an
imaging modality strictly dependent upon cells rbetesm.

To visualized the persistence of luciferase proieithe tumor cells, mice were euthanized on
D48 and tumor excised to perform immunohistochamigiith an anti-luciferase antibody.
As displayed infigure 6a, all cells presented a positive labeling of luciferasett@ whole
tumor section. To localize hypoxic cells in the tus) a pimonidazole adducts staining was
performed leading to a positive immunosignal in teater and the periphery of the tumor
(figure 6b). From these observations, the assessment of fgyrimanor growth with

quantitative BLI was considered as not relevanbbey36 days after tumor induction.

3.3 Gemcitabine reduces tumor proliferation.

The gemcitabine antitumor efficacy was testadvivo on orthotopic pancreatic tumors
induced with MIA PaCa2-luc cells. BLI results areegented infigure 7a. In the group
treated with saline and gas flow (CTRL group), acreéase of BLI was observed along the
weeks while in the group treated with gemcitabi@& group) a stabilization of BLI was
obtained from D17. The observed antitumor effect w@nfirmed by caliper measurements at
the end of the study (D36). Volumes of non-tredtedors were 80 mias compared to 50
mm® for treated tumorsfiQure 7b). Tumor weights lead to similar results with 96 angl 76
mg respectivelyf(gure 7c). At D36, the volume difference between gemcitebireated and
non-treated tumors was significant (p<0,01) wherdélas weight difference was not

significant.
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3.4 NTP treatment produces a greater effect than Gemaiine on tumor growth.

NTP and gemcitabine antitumor effects were thenpaoed on MIA PaCa2-luc cell-induced
pancreatic tumors. Results obtained from BLI imggierformed once a week are presented
in figure 7a. In the CTRL group, an increase of BLI was obsdywehile in the group treated
with NTP (NTP group) a highly significant stabiliman was induced by the treatment
(p<0,001 at D30). The observed antitumor effect e@dirmed from caliper measurements.
At D36, volumes of non-treated tumors were 80 ‘ham compared to 16 ninfior treated
tumors (figure 7b). Tumor weights showed similar variations with 8§ and 42 mg
respectively figure 7c). So NTP was shown to be more effective than geicie 200

mg/kg.

3.5 The combination gemcitabine/NTP enhances the antitnor effect.

By inhibiting the DNA synthesis, gemcitabine hasmeshown to enhance the cytotoxic
activity of radiation [11]. Our next goal was themtest the combined effects of NTP and
gemcitabine treatments to enhance the antitumeactefiithout increasing toxicity. When
combining NTP and GEM, BLI intensity was signifitgnlower than CTRL groupKigure
7a). At D36, a significant difference of tumor volumevas observed for the group treated
with the bitherapy (NTP+GEM group) (6 m)mas compared to CTRL group (80 Mm
Similar results were obtained for tumor weightsimi® mg for NTP+GEM group and 96 mg
for CTRL group Figure 70).

When comparing NTP+GEM and NTP groups, a signitichfierence of tumor weights, 12
mg and 42 mg respectively, was observed at D36,(330This observation shows that the
plasma gun antitumor effects are increased by 33fénwt is associated with gemcitabine

(figure 7c¢).
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4. DISCUSSION

This experimental work reports that plasma gunn@land more especially in combination
with gemcitabine, induces a significant reductiontwihor growth in a mouse orthotopic
model of human pancreatic cancer.

Tumor of the exocrine pancreas mainly ductal adarsimoma, the most common form of
pancreatic cancer [7], is rarely curable and haswarall survival rate of less than 5%.
Moreover, chemotherapy and radiotherapy are ingfkedén most cases, so new therapeutic
approaches andh vivo models offering high predictivity for translatidneesearch are
necessary. In this context, we evaluated a newtuambr strategy based on non-thermal
plasma which allows a local treatment. Indeed, N&R be applied at the end of a small
catheter and has demonstrated significant antituactivity on various cell linesn vitro
including colorectal and melanoma cells [3; 15; 1B}. This antitumor activity is related to a
major cell death induction resulting from high ragneration of ROS in the vicinity of the
cells [3; 18]. With the Plasma Gun, the ROS arentggiroduced at the capillary outlet where
energy transfer occurs between the helium plasmarenambient air.

This local treatment allows to avoid systemic sffects because only adjacent tissue of the
tumor are exposed. Moreover, some studies showetjar sensitivity of tumor cells as
compared to healthy tissues [6; 16]. This targetiéeict could be explained by a better ROS
tolerance of normal cells than tumor cells whickieha higher basal level of ROS [19].

In our study, we investigated initiallyn vitro effects of gemcitabine and/or NTP on a
representative cell line of ductal adenocarcinoAr.activity of gemcitabine in agreement
with previous results [20; 21; 22] and a significaffect of NTP were observed. Given these
encouraging results vitro, and considering the good tolerance of plasma, [#/8] further
investigated the potential antitumor propertiedNGP treatmenin vivo. Trying to provide

more pertinent preclinical data, we have develap@&dapproach in a context of translational
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research using a relevant tumor model and a clipitesed treatment strategy. The first
requirement was the development of an orthotoprceatic tumor model in mouse with
mainly metastatic potential [23; 24] and hypoxic gament [25], thus closely mimicking the
pathophysiology of human pancreatic cancer [26§(dlte the different morphology of human
and mouse pancreas similar patterns of metastases abserved in agreement with published
data [26]. Indeed, at late times (D45) 70% miceildidd spleen, peritoneum metastasis and
few foci in liver, kidney, stomach, intestines asidphragm (data not shown), supporting a
preservation of cells properties following trandilut. To date, a powerful and widely used
imaging modality in oncopharmacology for orthotopiors is BLI, an imaging based on a
gene expression dependent upon metabolism #@d ATP). In aerobic conditions,
bioluminescence intensity is closely dependent upelh number and correlates with cell
proliferation [27; 28]. In this study, our data slexl a decreased bioluminescence beyond
D36 in the control group, leading to two hypothesgther loss of luciferase gene expression
or hypoxic areas in the tumor. An anti-luciferasenunolabelling confirmed the presence of
luciferase protein in the whole tumor. However,iginonidazole immunolabelling revealed
hypoxia both at the center and at the periphertheftumor. This suggests that hypoxia is
involved in the observed reduction of the biolunsitent signal. This hypoxia pattern was
already reported in a preclinical model of pangeeatimor [29] as well as in human
pancreatic cancers which are characterized by alogen tension [29]. The decrease of BLI
along the tumor growth associated to the prograssidiypoxia is an important limitation to
consider for a relevant therapeutic drug evaluaithah requires quantitative imaging. So, use
of BLI for a longitudinal study of the primary tumorust be considered only during the time
it is proportional to tumor size (<36 days for firesent study). If it is necessary to document
later stages for the primary tumor, other imagingdaiities such as®F-FDG PET with

satisfactory sensitivity [30], but a moderate speity [31] is an alternative to get quantitative
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data since scintigraphy with''in-pentetreotide or other biomarkers such as VIA B#
bombesine [33] appear not to be efficient quamigamodalities in mice models. Another
strategy could be the use of 3D infrared fluoreseemaging of integrinsof/p3 andavpb)
that are overexpressed by both tumors and neo4eglidon [34]. However quantitation in 3D
infrared fluorescence still requires some technicklgmprovements. So, considering that our
study can be achieved within the 36 days periodsamck it was possible to perform tumor
size measurement at each treatment times, biolsce@nee was considered as a suited
modality to provide quantitative data. At the eridhe study (D36), bioluminescence values
were compared with tumor weights and volumes toioonthat at this time bioluminescence
can be still considered as a relevant biomarkéurobr proliferation.

When NTP is applied directly on the tumor, a sigaifit antitumor activity is obtained.
Previous studies have showed suchirawivo antitumor effect of plasma on subcutaneous
tumors [1; 4; 5] only. This paper reports for tirstftime a high antitumor activity of fibered
plasma on an orthotopic model. We have previoushorted that plasma antitumor activity
was linked to a high rate generation of ROS in \ttenity of the cells and an apoptosis
induction [3]. To improve NTP antitumor activityeaentin vitro studies suggest the potential
interest of the combination of NTP with chemothgrajindeed, a beneficial effect of the
combination of cyclophosphamide with NTP has begorted even if mechanisms involved
are still not elucidated [6]. We chose to assodMiI® treatment to gemcitabine, a classically
used chemotherapy for pancreatic tumor.

This association could be of valuable interest beean addition to its cytotoxic effect, this
nucleoside analogue is a potent radiosensitizeao@dént and human tumor cells, including
pancreatic tumors [35; 36; 37]. It has been hypo#esl that gemcitabine could induce
Deoxyadenosine Triphosphate (dATP) depletion anean accumulation of MIA PaCa-2

cells in early S phase [38] as a result of thehition of DNA synthesis, which may play a
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role in enhancing radiosensitivity [11]. These nmatdbms associated to the effect of NTP on
cell cycle, especially the multiphase cell cycleesr observed after treatment [3; 39; 40],
could increase the antitumor activiya an activation of the apoptotic pathway. We report
here that gemcitabine administered 24h before NIows to reduce the tumor proliferation.
This administration schedule was previously showié the most efficient in a context of
radiotherapy [41]. Under the conditions used for experiments, and in comparison with
NTP group, a 33% decrease in tumor weight was btaiby combined therapy. As
previously observed in radiotherapy, this improvemef antitumor activity using
Gemcitabine/NTP combination may be the result ehaulation of cell cycle facilitating
difluoro-dCTP incorporation in DNA [42].

In conclusion, our results suggest that fibered NBRId be a new therapeutic strategy
against tumors, more especially when used in cortibmawith antitumor drugs. The
excellent tolerability and the effectiveness of Nidwvards MIA PaCaz2-luc cells vivo,
together with the ability to deliver NTP via a siahpillary open new interesting
perspectives for loco-regional or situ applications more especially in the case of inichal
papillary mucinous tumors of the pancreas. Otherliegipns are considered such as
colorectal recurrences and bronchopulmonary ordB&sresophagus high grade dysplasias.
Optimization of the NTP delivered dose to enharue éffects of the Gemcitabine/NTP
combination then translation from orthotopic model mice to dogs with spontaneous
pancreas tumors is our next goal. For such a grofbered plasma applications will be
associated to interventional imaging using a nefraired fluorescence probe targeting

integrins that are overexpressed by tumor foci.
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Figure 2: Impact of the transduction on MIA PaCa2 cells; a)ln vitro cell growth of
transduced and non transluced MIA PaCaz2 cells. Each point repreents the mean (tSEM
n=3 for each group.b) Cells response togemcitabine alonein vitro. Cell viability was
determined 24hafter treatment by MTT and was normalized to unreated cells. Each point
represerts the mean (xSEM, n=5 for each group.
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Figure 3: Inhibitory effect of NTP on cell proliferation in vitro in MIA PaCa2-luc cells. Cells
were treated with NTP é&one or in combination with gemcitaline. Cell viability was
determined 24h after treatnent by bioluminescence and was nornlized to untreated cells
Each point represents the rean (+SEM),n=5 for each group.
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Figure 4: Tumor volume after orthotopic injection of transduced or non transduced MIA

PaCa2 cells. Tumor volunes were measured with a caliper at theay of euthanasia (D36)
The columns represent theneans (xSEM),n=7 for each group.
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Figure 5: Growth of MIA FPaCe-2 tumors xenografted into nude nice. a) Tumor volumes
monitored by bioluminescence for the 48 days of the experiment/alues represent mean
+SEM, n=9 for each group.b) Exemplary results from in vivo BLI, sthowing one non treatec
mouse wth loss of BLI signal.

Figure 6: Immunohistochemistry of pancreatic tumor sections 48 dys pcst MIA PaCaz2-luc
cell injection (Bar=100um). a) Anti-luciferase antibody labeled withTRITC (red) confirmed
luciferase epression in turror sections; b ancc) In situ detection of hypoxic tumor regions by
using anti-pimonidazole anibody labeled with FITC (green). b) An intensive hypoxic tumor
regions can be seen at the nter. Positive immunosignals were also <n at the periphery c).
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Figure 7: Plasma gunand gemcitabine treatments effects ortumor growth in an orthotopic
pancreatic model. Three ays after tumor induction mice were randomly assigned into ¢
groups: control (CTRL), gemcitabine (GEM), plasma gun (NTP) andbitherapy (NTP+GEM),
eight mice per gioup. a) Tumor evolution followed by bioluminescence. The gray arrow
represent NTP treatments and the black arrows gemcitabine treahents days. Tumor BLI
was normalized to signal aD3; b) tumor volume was determined usng a caliper a two times
of the plasma treatment ard on day of euthanasiac) tumor weight at the end of the study
Each point represents the rean (xSEM). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001
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Laura BRULLE

Développement de stratégies d'imagerie multimodakis pour la
pharmacologie des agents anticancéreux

Résumé :

L’imagerie préclinique dans le domaine de la cavlogie est en plein essor. Elle permet grace ardeles animau
représentatifs de cancers humains de comprendrenéesinismes de développement des pathologies ealass
I'efficacité thérapeutique d’'un nouveau traitement.

Le principal objectif de ce travail a été de dépeler deux modeéles orthotopiques de cancer (panetéeslon) et
d'évaluer des traitements de références ainsi g@uiupuvelle stratégie thérapeutique par plasma fiibigé appelée
Plasma Gun. Les 2 modéles de cancers développésootité une bonne représentativité vis-a-vis dasera humains
avec l'apparition de métastases a distance etdaepce de zones hypoxiques. Le 5-fluorouracile peunodéle
orthotopique de carcinome colorectal HCT116-ludaejemcitabine pour le modéle d’adénocarcinome ngatique
MIA PaCa2-luc ont induit a faible dose des effetscibts pouvant étre mis en évidence grace aux It
d’'imageries mises en ceuvre. Aprés validation dedémsarches expérimentales une nouvelle stratégiagpbutique, le
Plasma Gun, a été évaluée et a montré des effgificatifs sur I'inhibition de la croissance turade.
Le second objectif de ma thése a été de mettreusneades outils pour l'induction et la caractéiimatdes métastase

osseuses ainsi que pour I'imagerie haute résolutiota vascularisation. D'une part, les métastasesuses obtenuge

par injection de cellules PC3M-luc en intracardeqant été évaluées et quantifiées grace a diffésentodalités
d'imagerie (bioluminescence, scintigraphie et seanf). D’autre part, la réalisation d’'une imagdnaute résolution d¢
la vascularisation a été possible grace a la tgalende casting qui permet de recréer la structDrele'architecture
vasculaire suite a 'injection d’une résine dansitaulation.

Les développements réalisés lors de cette thésaimsitpermis d’apporter des outils pour I'évalaatpréclinique de
nouvelles thérapies anticancéreuses.

eS

Mots clés : Imagerie du petit animal, cancérologiedeles orthotopiques, Cast, Plasma Gun.

Development of multimodal imaging strategies forlie pharmacology
of anticancer agents

Summary :

Preclinical imaging in oncology is booming. It alls, using representative animal models of humarceran to
understand the mechanisms of development of pajlesi@nd to assess the therapeutic efficiencynefatreatment.
The main objective of this work was to develop twvthotopic models of cancer (pancreas and colod)tamassess o
them the reference treatments as well as a newbatic strategy by non thermal plasma so calledri?h Gun. The
two cancer models developed showed good repregentatrelation to human cancers, with the appesgaf distant
metastases and hypoxia. 5-fluorouracil for the HG5FILic orthotopic model of colorectal carcinoma asancitabine,
for the MIA PaCa2-luc pancreatic adenocarcinoma eholdave induced discrete effects at low dose vdah be
detected thanks imaging modalities. After validatod our experimental steps, a new therapeutitegiya Plasma Gur
was evaluated and showed significant effects orotugrowth inhibition.

The second objective was to carry out tools foritisieiction and the characterization of bone mesastand for high
resolution imaging of the vasculature. On the oaadh bone metastases obtained by injection of P@@Meells
intracardially, was evaluated and quantified witiffedent imaging modalities (bioluminescence, sgraphy and
Computed Tomography). And the other hand, the aehient of a high resolution imaging of vasculai@at was
possible by the casting method that restores thetBture of the vascular architecture followingection of a resin in
the circulation.

Developments makes during this thesis are new foolgreclinical evaluation of novel anticancerrtiqges.
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Keywords : Small animal imaging, cancerology, ottipic model, Cast, Plasma Gun.
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