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5-FU  5-Fluorouracile 

ADN  Acide Désoxyribonucléique 

AIF  Apoptosis Inducing Factor 

AMM   Autorisation de Mise sur la Marché 

AMP   Adénosine Monophosphate 

ARM  Angiographie par Résonance Magnétique 

ARN  Acide Ribonucléique 

ATCC  American Type Culture Collection 

ATP  Adénosine Triphosphate 

ATSM   Diacetyl-bis(N4-methylthiosemicarbazone) 

BMPs   Bone Morphogenic Proteins 

BOLD  Blood Oxygen Level-Dependant 

Caspase Cysteinyl Aspartyl Proteases 

CCD  Charge Coupled Device 

CCM   Chromatographie sur Couche Mince 

CE  Cellules Endothéliales 

CI50  Concentration Inhibitrice 50 

CPT11 CamPtoThécine 

CT  Computed Tomography 

DAPI  4',6'-Diamidino-2-PhénylIndole 

DBD  Décharge à Barrière Diélectrique 

DEVD  Aspartate-Glutamate-Valine-Aspartate 

DL50  Dose Létale 50 

DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium 
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DMSO Diméthyl Sulfoxyde 

DOTA  1, 4, 7, 10-Tetraazacyclododecane-N, N’, N’’, N’’’-Tetraacetic Acid 

DPD  DihydroPyrimidine Deshydrogénase 

DTPA  DiethyleneTriaminePentaAcetic acid 

EAE  Encéphalomyélite Autoimmune Expérimentale 

EDTA   Ethylène Diamine TétraAcétique 

EGF  Epidermal Growth Factor 

EGFP  Enhanced Green Fluorescent Protein 

EGFR  Epidermal Growth Factor Receptor 

EPR  Enhanced Permeability and Retention 

ET-1  Endothéline-1 

FAZA   FluoroAZomycine-Arabinoside 

FDG  Fluoro-Désoxy-Glucose 

FETMIN Fluoroazomycine-arabinoside 

FHR  Fast High Resolution 

FITC   Fluoresceine IsoThioCyanate 

FLAIR  Fluid Attenuated Inversion Recovery 

FLICA Fluorescent Labeled Inhibitor of Caspases 

F-MISO FluoroMISOnidazole  

FMT   Fluorescence Molecular Tomography 

GEM   Gemcitabine 

GLUT  Glucose Transporteur 

Hb  Hémoglobine 

HEPA  High Efficiency Particulate Air 

HES  Hématoxiline Eosine Safran 

HIF  Hypoxia Inducible Factor  
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HRE  Hypoxia Response Elements 

HYNIC HYdrazino NICotinamide 

IAZA  IodoAZomycin-Arabinoside 

IgG  ImmunoGlobuline 

INCa  Institut National du Cancer 

IRM   Imagerie par Résonance Magnétique 

MBP  Myelin Basic Protein  

MDP  Méthylène Di-Phosphonate 

MDR  Multidrug Resistance 

MEC   Matrice Extracellulaire 

MEM  Minimum Essential Medium 

MMP   Matrix Métalloprotéinases 

MTT  Methyl Thiazolyl Tetrazolium 

NaITl   Iodure de sodium activé au Thalium 

OMS  Organisation Mondiale de la Santé 

PBS  Phosphate Buffered Saline 

PTD  Photothérapie Dynamique 

PGE2  Prostaglandine E2 

PHD  Prolyl Hydroxylase Domain 

PTSM  Pyruvaldehyde-bis (N4-methylThioSeMicarbazone) 

PZT  Titano-Zirconate de Plomb 

RGD  Arginine - Glycine - Acide Aspartique 

RMN   Résonance Magnétique Nucléaire 

ROS  Reactive Oxygen Species 

RPE  Résonance Paramagnétique Electronique 

SE  Spin Echo 
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SEM  Standard Error of the Mean 

SNC  Système Nerveux Central 

SO2  Saturation en Oxygène de l’hémoglobine 

SPECT Single Photon Emission Computed Tomography 

SRM  Spectroscopie par Résonance Magnétique 

SVF  Sérum de Veau Fœtal 

99mTc  Technétium 99 métastable 

TDM   Tomodensitométrie 

TEMP   Tomographie d’Emission MonoPhotonique 

TEP  Tomographie d’Emission de Positons 

TGF  Transforming Growth Factor 

TI  Temps d'Inversion 

TNF  Tumor Necrosis Factor 

TRAIL TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand 

TRITC  Tetra methyl Rhodamine Iso Thio Cyanate 

TTP  Thymidine Triphosphate 

UFT  Tegafur-Uracile 

UH  Unité Hounsfield 

UV  Ultra Violet 

VEGF  Vascular Endothelial Growth Factor 

VHL  Von Hippel-Lindau 
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Introduction générale� ����

 

De la découverte d’une nouvelle molécule d’intérêt thérapeutique jusqu’à l’autorisation de 

mise sur le marché du médicament, le processus de recherche et développement est long et 

couteux. Ce processus nécessite une succession d’études scientifiques qui ont pour but de 

connaître le plus précisément possible le profil d'efficacité et de tolérance du futur 

médicament. Avant d’estimer l’efficacité d’une nouvelle molécule chez l’homme, une étape 

indispensable est la phase préclinique, qui consiste à évaluer in vivo (dans des systèmes 

vivants), le comportement du « candidat médicament ». A ce stade, il est primordial de 

disposer de modèles animaux représentatifs de pathologies humaines ainsi que d’outils 

performants pour leur suivi afin d’évaluer au mieux son activité, et l’un de ces outils est 

l’imagerie. 

Les méthodes classiques de suivi longitudinal in vivo nécessitent le sacrifice régulier de 

groupes d’animaux, impliquant donc l’utilisation de grands effectifs. L’intérêt des méthodes 

d’imagerie pré-clinique, pour la plupart issues des modalités d’imagerie médicale, est 

l’amélioration du suivi de la pathologie au cours du temps et de l’action des thérapeutiques 

chez le même animal, et cela de façon totalement non invasive. La puissance statistique de 

l’étude est ainsi renforcée et le nombre d’animaux nécessaire peut être réduit en accord avec 

les règles éthiques de l’expérimentation animale (règle des 3R : Raffiner, Réduire, 

Remplacer). 

A ce jour, l’imagerie in vivo chez le petit animal est en plein essor et présente un intérêt 

reconnu dans les domaines de la recherche biomédicale et du développement de nouveaux 

médicaments. 

Les applications de l’imagerie du petit animal sont principalement : 

•  La compréhension des mécanismes de développement d’une pathologie. 

•  L’activité et l’efficacité biologique d’une nouvelle molécule. 

•  L’étude et l’évaluation spécifique de la sécurité et de la toxicité de nouvelles 

thérapies. 

Par ailleurs, les modalités d’imagerie du petit animal étant pour la plupart issues de la 

clinique, elles vont permettre d’explorer les paramètres par les mêmes méthodologies et la 

même démarche intellectuelle que chez l’homme, et ainsi s’inscrire dans le cadre de la 

« recherche translationnelle ». Ce type de démarche vise à accélérer l’innovation et le passage 

en clinique des nouvelles thérapies.  
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Un des grands axes de développements thérapeutiques est la cancérologie. En effet, le 

cancer est la première cause de mortalité dans le monde avec chaque année plus de 12 

millions de nouveaux cas et 7,6 millions de décès (données OMS, 2008) soit 13% de la 

mortalité mondiale. Malgré des efforts de dépistage, il est encore parfois difficile d’établir un 

diagnostic précoce. Les thérapies actuelles entraînent souvent des effets secondaires et des 

mécanismes de résistance. La recherche biomédicale doit donc apporter de nouvelles 

solutions diagnostiques et thérapeutiques afin de limiter la mortalité et d’améliorer la 

spécificité des traitements. Dans ce contexte, l’imagerie pré-clinique en oncologie présente 

tout son intérêt.  

En effet, les avantages de l’imagerie in vivo en cancérologie sont nombreux. Elle permet 

notamment d’évaluer des paramètres inaccessibles par les méthodes conventionnelles, comme 

par exemple le volume d’une tumeur implantée dans un organe profond de l’animal, tels que 

les poumons, le cerveau, le pancréas (Bouvet and Hoffman, 2009, Dinca, et al., 2010, Fushiki, 

et al., 2009, Snyder, et al., 2009) : d’étudier la biodistribution au sein de l’organisme de 

molécules ou de cellules tumorales préalablement marquées (Mordant, et al., 2011, Serwer, et 

al., 2011) ; ou encore d’obtenir des informations supplémentaires permettant l’identification 

des mécanismes à l’origine de l’activité des nouveaux agents anticancéreux, tout en réduisant 

le nombre d’animaux utilisés lors de ces études. L’imagerie est donc essentielle pour le 

développement de nouvelles stratégies thérapeutiques en oncologie. 

 

L’objectif de cette thèse a été de développer et de caractériser différents modèles 

expérimentaux de cancer chez le petit animal et d’évaluer les effets de thérapies grâce à 

plusieurs modalités d’imagerie. Les techniques mises en œuvre ont été l’imagerie optique 

(bioluminescence et fluorescence), la Tomographie d’Emission MonoPhotonique (TEMP), la 

Tomographie d’Emission de Positons (TEP) et la Tomodensitométrie X (TDM X). Ces 

techniques ainsi que leurs applications seront détaillées dans la première partie de ce 

mémoire.  

Le développement de modèles orthotopiques de cancer fera l’objet de la seconde partie : 

- Un modèle d’adénocarcinome colorectal, HCT116-luc, induit au niveau du colon et 

permettant de générer des métastases a été mis au point. L’évolution tumorale de ce 

modèle ainsi que l’effet d’un traitement au 5-fluorouracile (traitement de référence 

dans le traitement du cancer colorectal chez l’homme) ont été étudiés par imagerie de 

bioluminescence.  
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- Un modèle orthotopique d’adénocarcinome pancréatique par injection de cellules MIA 

PaCa2-luc a été validé. L’évolution tumorale ainsi que la réponse à un traitement de 

référence, la Gemcitabine ont été évalués par imagerie de bioluminescence. Certains 

paramètres permettant de caractériser la physiologie de la tumeur ont été déterminés 

par imagerie TEP. 

Dans une troisième partie nous présenterons l’évaluation d’une nouvelle thérapie ciblée, 

par plasma (gaz ionisé) fibré, sur le modèle orthotopique de carcinome pancréatique MIA 

Paca-luc.  

Enfin, dans la quatrième partie sera détaillé le développement de nouveaux outils pour 

l’optimisation et la caractérisation de modèles ainsi que pour l’évaluation de l’efficacité de 

nouvelles stratégies thérapeutiques par imagerie in vivo et ex vivo, en nous appuyant sur : 

- Un modèle de métastases osseuses obtenu par injection de cellules de carcinome 

prostatique PC3M-luc soit directement au niveau de l’os, soit en intracardiaque par 

injection de cellules au niveau du ventricule gauche. Nous présenterons notamment 

comment la mesure de pression intraventriculaire permet d’optimiser l’administration 

intracardiaque de cellules. L’évolution tumorale de ce modèle a été ensuite évaluée par 

imagerie de bioluminescence et par TDM, la caractérisation de la nature ostéolytique 

des cellules PC3M-luc étant effectuée par imagerie TEMP. 

- Le développement d’une technique permettant une imagerie ex vivo à haute résolution 

de la vascularisation. Cette technique dite de « casting de la vascularisation », plus 

simplement appelée Cast, permet de reconstruire l’architecture tridimensionnelle des 

vaisseaux afin d’étudier par TDM l’effet de certaines molécules ou pathologies sur la 

vascularisation de manière quantitative et avec une grande sensibilité. 
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1.1. Les modalités d’imagerie du petit animal 

 

Historiquement, pour les études précliniques, le suivi longitudinal des effets de nouvelles 

thérapies nécessitaient le sacrifice régulier de groupes d’animaux. Aujourd’hui, les méthodes 

d’imagerie précliniques pour la plupart issues des modalités d’imagerie médicale facilitent le 

suivi de la pathologie au cours du temps et améliorent la connaissance en permettant d’obtenir 

des informations sur les modes d’action des traitements. 

Afin d’utiliser les modalités d’imagerie clinique chez le petit animal et de réaliser des 

images de sensibilité et de résolution comparativement du même ordre de grandeur que celles 

obtenues chez l’homme, mais pour des animaux de taille 100 fois plus petite, des ruptures 

technologiques ont été nécessaires. 

Par ailleurs, de nouvelles modalités spécialement développées pour l’imagerie préclinique 

sont apparues et permettent de s’affranchir de certaines contraintes pour leur exploitation, 

comme par exemple l’utilisation de la radioactivité, et autorisent une imagerie à plus haut 

débit, tout en permettant d’accéder à des informations de type moléculaire ou d’expression 

génique. 

Ce chapitre fait l’état des lieux des modalités d’imagerie disponibles à ce jour pour le petit 

animal avec leurs principaux avantages et limitations.  

 

1.1.1. Les modalités d’imagerie issues de la médecine 

 

En imagerie, on distingue les modalités d’imageries anatomiques, telles que le scanner X 

ou l’IRM, et les modalités d’imagerie fonctionnelles et moléculaires comme la Tomographie 

d’Emission MonoPhotonique (TEMP) et la Tomographie d’Emission de Positons (TEP)  

Nous présenterons dans un premier temps les imageries mises en œuvre au cours de ce 

travail de thèse (TDM X, TEMP, PET) puis ferons un bref descriptif des autres modalités 

disponibles pour l’exploration des modèles animaux (IRM, Ultrasons). 
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1.1.1.1.  La Tomodensitométrie X 

 

La Tomodensitométrie X (TDM) appelée aussi scanner X, a été inventée par GN 

Hounsfiel et AM Cormack au début des années 70. Elle est couramment utilisée chez 

l’homme et consiste à mesurer l'absorption des rayons X par les tissus puis, par traitement 

informatique, à numériser et enfin reconstruire des structures anatomiques.  

L’acquisition des données emploie la technique d'analyse tomographique ou "par coupes", 

en soumettant l’échantillon au balayage d'un faisceau de rayons X. 

L’image radiographique résulte de la différence d’atténuation des rayons X dans les 

différents milieux traversés. Chaque tissu a son coefficient d'absorption propre qui dépend de 

la densité du tissu et de l'énergie du faisceau de rayons X le traversant.   

L'ordinateur attribue à chaque pixel d'image une valeur d'échelle de gris proportionnelle à 

l'absorption des rayons X par le volume corporel correspondant. La densité mesurée en unités 

Hounsfield (UH) va de -1000 pour l'air à +1000 pour l'os dense cortical, en passant par -50 

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

 

Figure 1 : Echelle Hounsfield 
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1.1.1.1.1. Principe de formation de l’image 

 

Le scanner est une chaîne radiologique composée d’un générateur, d’un tube à rayons X et 

d’un ensemble de détecteurs disposés en couronne (figure 2).  

 

 

Figure 2 : Principe du scanner X 

 

Une partie du rayonnement incident qui entre en contact avec le corps est absorbée par les 

tissus traversés. Le rayonnement qui a traversé est ensuite capté par les détecteurs 

électroniques qui tournent en même temps que le tube à rayons X.  

Les détecteurs électroniques recueillent donc le rayonnement résiduel après traversée de 

l’organe à explorer et, par comparaison avec un rayonnement témoin, mesurent l’atténuation 

des rayons X. Les détecteurs convertissent les signaux des rayons X en signaux électroniques 

eux-mêmes convertis en informations numériques exploitables par les logiciels de 

l’ordinateur. 

 

1.1.1.1.2. Constitution d’un scanner X 

 

 Les éléments de base nécessaires au fonctionnement du scanner 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 mobiles et solidaires, le tube et les détecteurs qui 

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

La dernière génération a permis d’ouvrir de nouvelles perspectives en tomodensitométrie  

et consiste en une rotation continue associée à une acquisition hélicoïdale caractérisée par la 

rotation continue du couple tube/détecteurs autour du lit d'examen qui se déplace à vitesse 

constante durant l'acquisition. Le tube à rayons X réalise ainsi un déplacement en hélice, 

décrivant un cylindre (figure 3).  

 

 

Figure 3 : Principe de l’acquisition hélicoïdale  

(Boyer et al. 2003) 
 

 

Les avantages de ce scanner sont qu’il permet de générer un plus grand nombre de coupes 

en un temps plus court et de générer des coupes jointives, ce qui permet d’obtenir une 

reconstruction en 3D de meilleure qualité. Le principal inconvénient de cette méthode est la 

dose absorbée qui est plus importante, ce qui peut être gênant pour des études de 

cancérologie. En effet, dans le cas de tumeurs radiosensibles, la dose administrée à la tumeur 

lors de l’imagerie X peut, à elle seule, avoir un impact sur la prolifération tumorale 

(Kersemans, et al., 2011). 

 

La chaine radiologique 

•  Le générateur de rayons X : Le générateur alimente le tube à rayons X et délivre 

une haute tension continue ainsi qu’une intensité constante. 
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•  Le tube : il génère les rayons X suite à l’application d’une haute tension électrique 

entre deux électrodes qui produit un courant d’électrons de la cathode vers 

l’anode. Les électrons, freinés par les atomes de la cible, provoquent un 

rayonnement continu de freinage dont une partie du spectre est dans le domaine 

des rayons X. Parmi les tubes on distingue les tubes à cathode froide et les tubes à 

cathode chaude, ces derniers étant les plus utilisés et entrent eux-mêmes dans la 

composition des tubes à anode tournante qui permettent d’obtenir des intensités de 

rayons X plus importantes. 

•  Filtration et collimation : la filtration et la collimation vont permettre la mise en 

forme du faisceau de rayons X. 

•  Les détecteurs : les détecteurs transforment les photons X en signal électrique. On 

distingue 2 types de détecteurs : les chambres d’ionisation au Xénon et les 

détecteurs solides qui équipent les systèmes récents. Dans ce cas, les photons X 

sont absorbés par un scintillateur puis convertis en photons lumineux eux-mêmes 

convertis en signal électrique par une matrice de photodiodes. 

 

1.1.1.1.3. Acquisition et reconstruction de l’image 

 

En Tomodensitométrie le choix des paramètres d'acquisition (Binning, voltage, temps 

exposition….) influence directement la qualité de l'image. Selon le but recherché, il est 

nécessaire de trouver des compromis pour obtenir une qualité d'image optimale sans perturber 

l’état physiologique ou, dans notre cas, la croissance tumorale. Les principaux paramètres 

modifiés selon les acquisitions sont les suivants : 

•  Tension et intensité: la modulation de ces paramètres vise à améliorer le 

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

on augmente la tension, plus les rayons X sont énergétiques et donc traversant. 

L’intensité influence le nombre de rayons X émis par unité de temps, plus 

l’intensité est élevée plus la quantité de signal détectée est grande ce qui améliore 

la précision de la mesure (augmente la statistique de comptage) ainsi que le 

contraste de l’image mais augmente d’autant la dose délivrée à l’animal. 

•  Binning : c’est le processus d'addition de la valeur des voxels adjacents pour 

produire un nouveau pixel de plus grande dimension, il est parfois appelé 

« regroupement de pixels ». Cette technique permet d'améliorer le rapport 
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signal/bruit mais dégrade la résolution. En principe, le bruit est dispersé dans une 

image de manière uniforme, mais le signal est concentré dans des zones 

spécifiques.  

•  Temps d’exposition : le temps d’exposition joue sur la qualité des images ; plus le 

temps d’exposition est grand, plus le signal recueilli est important et donc 

meilleure est l’image. Ce paramètre est évidemment lié à la dose d’irradiation 

délivrée au patient, le temps d’exposition devant donc être choisi le plus faible 

possible et compatible avec l’obtention d’une image exploitable.  

•  Gain : il correspond à la tension en volt appliquée au détecteur, plus le gain 

augmente, plus la sensibilité est améliorée mais plus le bruit augmente aussi. 

•  Nombre de projections : le fait d’augmenter le nombre de projection permet 

d’augmenter le nombre de mesures ce qui réduit le bruit de fond. Toutefois, 

l’augmentation de cette valeur signifie un temps d’acquisition plus long.  

•  Frame average (projection moyennée): permet de réduire le bruit de fond, en 

réalisant une moyenne de plusieurs projections acquises sous le même angle de 

vue. 

 

La tomodensitométrie X est une méthode relativement simple et rapide à mettre en œuvre 

pour obtenir des images avec une bonne résolution (<100 µm en routine). Compte tenu de 

cette résolution, il est parfois nécessaire de synchroniser l’acquisition sur des paramètres 

biologiques (électrocardiogramme, mouvement de la cage thoracique…) afin de s’affranchir 

du flou physiologique lié aux battements cardiaques et à la respiration. 

 Mais, de part l’émission de rayons X, les examens ne peuvent être répétés trop souvent et 

la dose délivrée doit être contrôlée.  

 

L’imagerie par tomodensitométrie X qui permet d’obtenir des images anatomiques est 

souvent associée aux imageries métaboliques et fonctionnelles (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’imagerie qui mettent en œuvre des radio-

isotopes utilisés pour marquer une molécule ou un système biologique et suivre son devenir in 

vivo. 

L’utilisation de radio-isotopes en médecine a débuté rapidement après la découverte de la 

radioactivité par Becquerel en 1896. Dès 1913, du radium était injecté par voie intraveineuse 

afin de traiter diverses pathologies. Les premières études utilisant des radiotraceurs chez 

l’animal ont débuté en 1924 (de Hevesy, 1950) et permettaient d’améliorer la compréhension 

des processus métaboliques. Toutefois, l’essor de l’imagerie nucléaire commença 

véritablement avec le développement de la gamma caméra d’Anger (Anger, 1952), des 

cyclotrons (Mitchell, 1946) et des radioisotopes artificiels comme le technétium. 

Les deux principales techniques d’imagerie nucléaire sont : la Tomographie par Emission 

de Positons (TEP) lorsque l’isotope utilisé émet des positons, et la scintigraphie planaire ou la 

Tomographie d’Emission MonoPhotonique (TEMP) lorsque l’isotope utilisé émet des 

photons gamma (figure 4).  

L’imagerie nucléaire permet de réaliser, grâce à l’utilisation de radiotraceurs, une 

imagerie fonctionnelle quantitative apportant des informations relatives à l’activité 

métabolique ou moléculaire d’un organe/tissu étudié. 

 

 

               

 

Emetteur 
positon 

Energie max du 
positon (MeV)  

Demi-vie 

18F 0,64 110 min 

11C 0,96 20,4 min 

64Cu 0,65 12,7 h 

Emetteur 
gamma 

Energie 
principale (keV) 
+ abondance (%) 

Demi-vie 

99mTc 140 (88) 6,02 heures 

123I 159 (83) 13,2 heures 

111In 171 (90) 
245 (94) 

2,8 jours 

Figure 4 : Les principaux radioisotopes utilisés en imagerie nucléaire 
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Les radiotraceurs utilisés peuvent être soit des atomes seuls, soit des traceurs (molécules 

simples, médicaments, cellules, hormones ou anticorps) marquées avec un atome radioactif. 

Ces radioisotopes doivent pouvoir se fixer chimiquement sur leur cible sans en altérer ses 

propriétés.  

Le choix de l’isotope radioactif se fait sur plusieurs critères : 

•  La nature de son rayonnement, selon que l’on veut réaliser une imagerie TEP ou 

TEMP. 

•  La demi-vie de l’isotope doit être suffisamment longue pour permettre le suivi du 

processus biologique mais suffisamment courte pour ne pas irradier le patient 

inutilement.   

•  L’énergie des photons gamma doit être suffisamment élevée pour qu’ils puissent 

traverser l’organisme afin d’être détectés mais pas trop forte pour permettre une 

interaction efficace avec les détecteurs ; une haute sensibilité de détection 

permettant la mise en œuvre de doses réduites de radioactivité. 

 

1.1.1.2.1. La Tomographie d’Emission MonoPhotonique 

 

La Tomographie d'Emission MonoPhotonique (TEMP) appelée SPECT en anglais (Single 

Photon Emission Computed Tomography) a été décrite pour la première fois par Ronald J. 

Jaszczak (Jaszczak, et al., 1976). C’est une technique d'imagerie médicale nucléaire 

tomographique basée sur le même principe que la scintigraphie planaire mais permettant de 

réaliser des images tridimentionnelles. 

La TEMP utilise des isotopes qui se désintègrent en émettant directement un photon � qui 

sera recueilli par une gamma-caméra (figure 5). 
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Figure 5 : Emission d’un photon Gamma après remaniement nucléaire 

 

Dispositif d’acquisition et de reconstruction 

La gamma caméra est l’élément principal du dispositif d’acquisition. Elle permet de 

détecter et de comptabiliser les photons gamma émis par le radiotraceur dans l’organisme, de 

recueillir et de stocker des informations relatives à ces photons (position, énergie). A partir de 

ces données l’algorithme de reconstruction pourra déterminer la localisation des sources 

d’émission. 

La gamma caméra est constituée des éléments suivants (figure 6) : 

•  Le collimateur : il sert à sélectionner les photons � arrivant selon une incidence 

particulière. Réalisé dans un matériau absorbant comme le plomb ou le tungstène, il 

peut être parallèle, convergent/divergent ou pinhole. L’avantage du collimateur 

parallèle est qu’il permet de conserver une bonne sensibilité alors que le pinhole 

permet d’améliorer la résolution au détriment de la sensibilité. 

•  Le cristal scintillant  : il permet de transformer l’énergie déposée par les photons 

incidents en énergie lumineuse via un effet photoélectrique. Il est en général constitué 

d’iodure de sodium activé au Thalium (NaITl). 

•  Les photomultiplicateurs : ils détectent les photons incidents émis par le cristal 

scintillant et transfèrent les données à l’ordinateur. 

L’image finale représente ainsi l’accumulation des photons détectés en chaque point de la 

gamma caméra. 
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Figure 6 : Principe de fonctionnement d’une gamma caméra d’Anger 

(Source: JM Lina et C. Laporte) 
 

Des appareils de Tomographie d’Emission MonoPhotonique spécialement dédiés au petit 

animal ont été développés. Il s’agit en général de systèmes constitués de plusieurs détecteurs 

qui tournent autour de l’animal et peuvent être couplés à un scanner X  ce qui va permettre de 

donner des informations supplémentaires, notamment anatomiques, et permettre une 

meilleure localisation des foyers visualisés en TEMP. 

Ces nouveaux appareils permettent de réaliser des images avec une résolution effective 

inférieure au millimètre. Afin d’obtenir une telle résolution, la multiplication des détecteurs 

n’était pas suffisante. Une rupture technologique, basée sur l’utilisation de collimateurs multi-

pinholes multiplexés, a permis d’augmenter cette résolution tout en conservant la sensibilité. 

(système NanoSPECT Bioscan Inc, (figure 7)).  
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Figure 7 : Principe de la TEMP/TDM 

A : NanoSPECT/CT (Bioscan) ; B : positionnement des détecteurs (Buvat, 2006) 
 

En effet, pour chaque collimateur (4 pour la NanoSPECT) on obtient autant d’images 

haute résolution qu’il y a de pinholes mais elles sont partiellement superposées (9 par 

collimateurs pour la nanoSPECT).  

 

 

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

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

 

A la fin de l’acquisition, les images vont subir une déconvolution afin d’obtenir des 

images non superposées qui pourront alors être additionnées pour restaurer la sensibilité finale 

(figure 9).  

 

A 
B 
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Figure 9 : Acquisition avec collimateurs multi-pinholes multiplexés 

A gauche un collimateur avec 9 multipinholes, au centre visualisation en cours d’acquisition et à 
droite résultat final après déconvolution 

 

Grâce à cette technologie, la résolution des images réalisées en TEMP peut aller, selon les 

collimateurs utilisés, jusqu’à 0,43 mm. 

 

Les émetteurs gamma 

En TEMP, l’isotope le plus utilisé est le Technétium 99 métastable noté 99mTc. Le 99mTc a 

une demi-vie courte de 6,02 heures, une énergie de 140 keV (bien adaptée à la détection par 

un cristal d’iodure de sodium) et émet 98% de rayonnements gamma. Sa demi-vie assez 

courte ainsi que l’absence de raies d’émission secondaires permettent de limiter la dose 

délivrée aux patients.  

Le 99mTc peut être produit facilement sous forme de pertechnétate de sodium (Na+TcO4
-) à 

partir de générateurs de molybdène (99Mo/99mTc) : la désintégration β− du Molybdène 99 

donne du Technétium 99m qui se trouve dans un état excité métastable.  

D’autres isotopes peuvent être utilisés comme par exemple l’Indium 111 noté 111In dont la 

demi-vie est plus longue (2,8 jours) ce qui permet de réaliser un suivi ou une étude cinétique 

sur des temps beaucoup plus longs (~ 1 semaine). 

 

Exemple d’application : Imagerie de la balance ostéolyse/ostéogénèse 

L’exploration scintigraphique du squelette utilise comme traceurs des biphosphonates 

marqués au Technétium 99m tels que le méthylène di-phosphonate (MDP). L’utilisation de 

MDP pour l’imagerie osseuse à été décrite pour la première fois dans les années 1970 

(Subramanian, et al., 1975). 
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•  Mécanisme de fixation des biphosphonates au niveau de l’os 

Les biphosphonates sont très utilisés aussi bien pour l’imagerie du squelette que pour le 

traitement des pertes osseuses. Ces molécules vont réduire le remodelage osseux en se liant à 

la surface minéralisée (Russell, et al., 2008) de l’os et inhiber la résorption osseuse par les 

ostéoclastes matures (figure 10). 

 

 

Figure 10 : Liaison des biphosphonates à l’os  

(Russell, et al., 2008) 
 

L’approche la plus décrite pour expliquer la fixation des biphosphonates sur l’os est la 

fixation sur la phase minérale, et plus spécifiquement sur le front de minéralisation de l’os 

lors de l’ostéoformation (Einhorn, et al., 1986, Toegel, et al., 2006).  

Les molécules de phosphonates des biphosphonates vont interagir avec les molécules de 

phosphates des cristaux d’hydroxyapatite (Ca10(PO4)6(OH)2) qui constituent la majorité de la 

phase minérale de l’os. Ce mécanisme s’explique par une analogie de structure entre 

l’hydroxyapatite et les biphosphonates qui contiennent chacun des molécules de phosphates 

leur donnant un pouvoir de chélation pour les ions calcium.  

Les bisphosphonates sont des analogues structuraux du pyrophosphate où la liaison P-O-P 

est remplacée par une liaison P-C-P. Ces molécules diffèrent également par la nature des 

chaînes latérales R1 et R2 (figure 11). 

 

 

 



 

Imagerie préclinique et cancérologie expérimentale� ����

 

                         

 

Figure 11 : Liaison et effets des biphosphonates  

(Bartl, 2008) 
 

Le groupement P-C-P permet la liaison des biphosphonates au calcium. Cette propriété de 

liaison des biphosphonates en fait des agents pharmacochimiques de choix pour cibler l’os. La 

nature de la chaîne R2 modifie leurs propriétés biologiques, telle que leur capacité à inhiber la 

résorption osseuse in vivo. Ainsi, selon le groupement présent au niveau de la chaine R2 

l’activité des biphosphonates est modifiée. Par exemple, un groupement amine primaire (-

NH2) renforce l’effet chélatant ainsi que la stabilité du complexe ce qui permet d’augmenter 

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

 

•  Les biphosphonates marqués au 99mTc  

Afin de visualiser le squelette par scintigraphie, il est possible de marquer les 

biphosphonates avec des radionucléides. Le radioisotope le plus utilisé pour marquer les 

biphosphonates est le Technétium 99m (99mTc). Le 99mTc peut exister sous neuf degrés 

d’oxydation différents et créer jusqu’à six liaisons covalentes avec des atomes tels que 

l’azote, le soufre ou l’oxygène afin de former des complexes stables. Les complexes 

biphosphonates-99mTc impliquent deux molécules de biphosphonates entourant un atome de 
99mTc au degré d’oxydation +IV. Les liaisons covalentes se font avec les deux atomes 

d’oxygène des groupements phosphates (PO3). Les deux liaisons restantes sont oxydatives 

avec deux molécules d’H2O (figure 12). L’effet chélate des ligands sur le 99mTc induit une 

grande stabilité du complexe formé.  
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Figure 12 : Structure du complexe 99mTc-Biphosphonates 

 

Les biphosphonates technétiés sont utilisés à doses traceuses de l’ordre du microgramme 

et sont donc dépourvus d’action pharmacologique qui chez l’homme requiert une dose de 

l’ordre du gramme. 

 

1.1.1.2.2. La Tomographie par Emission de Positons 

 
Les émetteurs de positons sont utilisés en médecine nucléaire depuis les années 1970, date 

à laquelle les premiers tomographes à émission de positons (caméras TEP) utilisables dans un 

environnement clinique ont été construits (Terpogossian, et al., 1975). Les émetteurs de 

positons sont des isotopes radioactifs (11C, 64Cu, 15O, 18F) dont certains peuvent facilement 

être incorporés aux molécules, sans altérer leurs propriétés biologiques. Les premières 

molécules marquées (au 18F) ont été synthétisées à la même époque (Reivich, et al., 1979). 

La réalisation d’un examen TEP est le résultat d’un ensemble d’opérations comprenant la 

production de l’isotope, la synthèse de la molécule, l’injection du traceur radioactif, la 

détection des rayonnements ainsi que la reconstruction tomographique afin de fournir une 

image représentative de la distribution du traceur au sein du sujet étudié (Foehrenbach, et al., 

2003). 

 

Les émetteurs de positons 

Aujourd’hui, la molécule la plus utilisée en clinique est le désoxyglucose marqué au fluor 

18 (18FDG). Ce traceur, analogue du glucose, permet une prise en charge et un suivi des 

patients atteints de maladies néoplasiques, de par le métabolisme glucidique des tumeurs qui 

est généralement plus important que celui des tissus sains (Maublant, et al., 1998). En 
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Figure 14 : Tomographe à Emission de Positons 

(Source ; www2.fz-juelich.de) 
 

L’énergie lumineuse créée, proportionnelle à l’énergie déposée dans le cristal, est ensuite 

dirigée vers l’électronique de détection. Le signal en sortie fournit une impulsion électrique 

mesurable, proportionnelle à l’énergie du photon déposée dans le cristal. 

Enfin, la reconstruction tomographique va générer des images qui pourront être analysées 

et quantifiées. 

 

Les modalités d’imagerie nucléaire largement utilisées chez l’homme en cancérologie 

permettent de réaliser des examens fonctionnels non invasifs avec une bonne sensibilité, mais 

ces modalités d’imagerie tridimensionnelles peuvent conduire à des examens longs limitant 

ainsi la résolution temporelle. En effet, si les phénomènes biologiques à documenter sont 

rapides, il est impossible de les détecter par des modalités d’imagerie 3D et seules les 

acquisitions dynamiques en scintigraphie planaire (2D) sont utilisables. Enfin, l’émission de 

rayonnements ionisants rend leur utilisation de plus en plus contraignante par rapport à la 

radioprotection et à la réglementation. 
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1.1.1.3. Imagerie par Résonance Magnétique 

 

L'Imagerie par Résonnance Magnétique (IRM) repose sur le principe de la Résonance 

Magnétique Nucléaire (RMN) et exploite les propriétés magnétiques des noyaux 

d’hydrogène, présents dans les molécules d’eau qui constituent 80 % du corps. Soumis à un 

champ magnétique et à des ondes radiofréquences, ces noyaux émettent des signaux. Le 

traitement numérique de ces signaux fournit une carte de la répartition de l’eau dans 

l’organisme permettant de visualiser les organes et de suivre les phénomènes étudiés. 

L’IRM est une modalité d’imagerie dont le potentiel est extrêmement important. La 

possibilité de réaliser des examens fonctionnels (détection des aires cérébrales activées lors de 

la réalisation d’une tâche grâce au suivi en temps réel de la consommation d’oxygène dans le 

cortex cérébral par exemple) et l’absence de radiations ionisantes rendent cet examen moins 

contraignant que les autres modalités d’imagerie et contribuent à sa popularité.  

 

1.1.1.3.1. Principe de l’Imagerie par Résonance Magnétique  

 

Lors d’un examen IRM, les protons présents dans l’animal s’alignent dans le même sens 

que le champ magnétique de l’appareil. Des ondes radiofréquences vont entrainer un 

réalignement des protons. Lorsque les ondes radio et les protons vibrent à la même fréquence, 

ils entrent en résonance et les protons absorbent une partie de l’énergie des ondes radio (figure 

15). 

 

 

Figure 15 : Principe de la résonnance magnétique nucléaire 
1/ Les noyaux sont dotés d’un moment magnétique appelé « spin ». 2/ Dans un champ magnétique, 

le spin se comporte comme une aiguille aimantée qui s’oriente dans la direction du champ.  3/ Si on 
lui applique alors une série d’ondes radio, son orientation bascule. 4/ A la fin de chacune de ces 
impulsions, le spin retourne spontanément à sa position initiale en émettant une onde de la même 

fréquence que celle qui l’a désorienté. Le noyau entre en résonance. 
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Lorsque l'émission des ondes radio s’arrête, les atomes d’hydrogène reprennent leur 

position d'équilibre dans le champ magnétique en redonnant de l'énergie, c’est le phénomène 

de relaxation. Cette énergie peut être décomposée suivant deux axes :  

•  Un axe parallèle au champ magnétique ou relaxation longitudinale T1  

•  Un axe perpendiculaire au champ magnétique ou relaxation transversale T2 

 

 

Figure 16: Temps de relaxation T1 et T2 en IRM  

 (Source : VU university medical center) 
 

La relaxation T1 correspond au retour au niveau de basse énergie des spins excités suivant 

une courbe exponentielle croissante. Le T1 correspond au temps nécessaire pour que 

l'aimantation longitudinale retourne à 63 % de sa valeur finale. Ce temps est caractéristique 

des tissus et dépend de la mobilité des molécules où sont engagés les noyaux d’hydrogène.  

La relaxation T2 est due au déphasage des spins. Ce phénomène va entrainer une 

diminution de l’aimantation transversale selon une courbe exponentielle décroissante. Le T2 

correspond ainsi au temps mis par l'aimantation transversale pour revenir à 37 % de sa valeur 

initiale.  

La relaxation transversale est beaucoup plus rapide que la relaxation longitudinale : T2 est 

toujours plus court ou égal à T1. 

 

1.1.1.3.2. Les séquences spécifiques  

 

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

spécificité en fonction des tissus étudiés, de nombreuses séquences ont été créées. Celles-ci 
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peuvent être séparées en deux groupes : les séquences écho de spin et les séquences écho de 

gradient. 

 

Séquences écho de spin 

La séquence IRM la plus classique est la séquence écho de spin (SE). Cette séquence est 

caractérisée par le fait que l’impulsion de départ est suivie d’une impulsion de rephasage qui 

remet les spins en phase et permet d’obtenir un signal. Même si les avantages de ces 

séquences sont multiples, faible sensibilité aux artefacts, pondération en T1 et T2 possible, 

elles présentent comme inconvénient des durées d’acquisitions très longues.  

 

Séquences écho de gradient (T2*) 

La séquence en écho de gradient, de par son absence d’impulsion de rephasage et son 

angle de bascule inférieur à celui de l’écho de spin permet un retour des spins à l’état 

d’équilibre plus rapide. L’avantage est donc une diminution importante des temps 

d’acquisition, permettant notamment la réalisation d’image 3D. 

L’inconvénient de cette séquence est l’augmentation de la sensibilité aux artéfacts. 

 

Compte tenu des limites de l’utilisation des séquences en écho de spin et en écho de 

gradient, de nouveaux outils sont apparus afin de modifier le contraste de l’image, 

d’augmenter la rapidité des séquences et de diminuer les artefacts. 

 

•  Modification du contraste de l’image :  

- Séquences Inversion/récupération : Pour une valeur donnée d'un paramètre appelé 

temps d'inversion (TI), la séquence d'inversion-récupération permet de supprimer 

de manière non sélective le signal de l'eau (séquence FLAIR), de la graisse (STIR) 

et même du silicone. STIR est particulièrement adapté à l'étude de l'appareil 

locomoteur car elle permet de mettre en évidence une infiltration métastatique ou 

un œdème médullaire par exemple. FLAIR (Fluid Attenuated Inversion Recovery) 

en supprimant le signal provenant du liquide céphalo-rachidien est bien adaptée à 

l'imagerie cérébrale.  
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- Saturation des graisses (Fatsat) : Dans les molécules de triglycérides des tissus 

graisseux, l’environnement électronique des protons n’est pas le même que dans 

celui des molécules d’eau. La différence de fréquence de résonance des protons 

dans ces deux milieux va permettre de sélectionner et de supprimer spécifiquement 

la fréquence de résonance des protons dans la graisse. La graisse aura ainsi un 

signal atténué par rapport aux autres tissus. 

 

•  Augmentation de la rapidité des séquences 

La méthode principale pour augmenter la rapidité d’acquisition des séquences est le 

« train d’écho ». Après le premier écho, on applique de nouvelles impulsions de 180°, afin 

d’obtenir un train d’échos de spin. Ces séquences permettent d’obtenir plusieurs images d’un 

même niveau de coupe sans accroître le temps d’acquisition global.  

 

•  Diminution des artéfacts 

Les principaux artéfacts rencontrés en IRM sont principalement liés aux mouvements du 

patient. Pour cela plusieurs solutions sont possibles, anesthésie générale, synchronisation des 

acquisitions sur la respiration ou sur le rythme cardiaque par exemple. 

 

1.1.1.3.3. Les agents de contrastes 

 

Les agents de contraste utilisés en IRM réagissent au champ magnétique, ils sont dit 

paramagnétiques. Le rôle des agents de contraste est d’accélérer les vitesses de relaxation 

magnétiques 1/T1 et 1/T2 des protons des molécules d’eau afin d’augmenter l’intensité des 

signaux. 

L’ion gadolinium Gd3+ du fait de ses propriétés paramagnétiques est l’élément de choix 

pour concevoir des agents de contraste IRM. Il est aujourd’hui largement utilisé dans les 

produits de contraste mais il ne peut être utilisé sous sa forme ionique libre Gd3+ à cause de sa 

haute toxicité et doit être chélaté pour devenir biocompatible (exemple : Gd-DTPA, Gd-

DOTA…). Cette molécule a la propriété de posséder sept électrons célibataires non appariés, 

caractéristique qui va permettre de réduire les temps de relaxation longitudinale (T1) et 

transversale (T2) des tissus adjacents, aboutissant à la création d'un signal plus intense en T1.  
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1.1.1.3.4. Autres applications de la résonance magnétique nucléaire 

 

Spectroscopie par résonance magnétique 

La Spectroscopie par Résonance Magnétique (SRM) est une méthode de détection non 

invasive des métabolites actifs utilisés comme biomarqueurs au niveau d’un élément de 

volume spatialement défini au sein de l’organisme par IRM ou pour les localisations 

superficielles à l’aplomb d’antennes de surface. 

La SRM utilise les modifications du signal que provoquent les différences chimiques entre 

les divers métabolites contenus dans la cellule. L’utilisation de champs magnétiques élevés 

permet d’obtenir des spectres de haute résolution d’une région précise d’un organe. Les 

applications cliniques concernent le système nerveux central, la prostate, les voies 

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

Cette méthode est un outil de choix pour suivre les processus métaboliques cellulaires. 

Parmi les noyaux les plus utilisés, on retrouve le 1H, 31P ou le 13C. Le spectre du 31P donne 

une information directement utilisable, contrairement aux spectres 1H et 13C et peut être 

employé par exemple dans le cas de modèles animaux d’hypoglycémie ou d’épilepsie 

(Ackerman, et al., 1980). La détection des métabolites du proton nécessite l’élimination du 

signal de l’eau et des lipides 

La SRM est une nouvelle approche pour la caractérisation des cancers. Par exemple, dans 

le cas de suspicion de tumeur de la prostate (augmentation de l’antigène spécifique de la 

prostate), la détection de métabolites tels que le citrate et la choline par SRM sera prédictif de 

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

 

Angiographie par résonance magnétique 

L’Angiographie par Résonance Magnétique (ARM) est devenue une alternative non 

invasive et non irradiante aux explorations conventionnelles des pathologies vasculaires. Elle 

permet d’associer une étude anatomique et fonctionnelle précise des vaisseaux. 

Le principe de l’ARM, basé sur les phénomènes de flux circulatoires, est d’obtenir un 

contraste élevé entre les vaisseaux circulants et les structures immobiles. L’ARM utilise les 

séquences d’écho de gradient afin de réaliser des acquisitions très coutes. 

L’ARM peut être réalisée avec ou sans agents de contraste : 
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- en l’absence d’injection de produits de contraste, l’ARM « temps de vol » permet 

de visualiser la vascularisation en étudiant les flux rapides. Ainsi, les protons 

mobiles présenteront un signal très intense contrairement aux protons fixes. 

- l’ARM par l’injection de produits de contraste paramagnétiques (Gadolinium par 

exemple) permet de raccourcir le temps T1 du sang et d’accentuer le contraste 

entre le compartiment vasculaire et les tissus environnants. 

 

1.1.1.4. Imagerie ultrasonore 

 

Les techniques ultrasonores appliquées au domaine médical ont été développées dans les 

années 1950 (Donald, et al., 1958) et c’est au début des années 1970 que leur utilisation en 

routine a commencé. Ces techniques sont sensibles aux propriétés mécaniques des tissus. 

 En effet, l'onde ultrasonore est une onde de pression se propageant dans un milieu 

élastique qui ne peut se faire dans le vide, contrairement aux rayonnements 

électromagnétiques, comme par exemple les rayons X.  

 Les ondes ultrasonores, concentrées sous forme de faisceaux vont être dirigées sur 

l’échantillon et interagir avec la matière qu'elles traversent. Plusieurs phénomènes vont se 

produire et conduire à l’atténuation de ces ondes. D’une part l’absorption dans les milieux 

homogènes et d’autre part les réflexions, réfractions et diffusions lors des changements de 

milieux. 

L’onde ultrasonore est caractérisée par plusieurs paramètres : 

•  Célérité et impédance : la célérité de l'onde acoustique représente la vitesse de 

propagation de la variation de pression dans le milieu. Le comportement d'un 

milieu vis-à-vis des ultrasons est exprimé par une constante appelée impédance 

acoustique Z. L'impédance acoustique dépend de la masse volumique et de la 

compressibilité du milieu. 

•  Fréquence et longueur d’onde : l'onde sonore en déplacement dans un milieu est 

caractérisée par sa fréquence (f) et sa longueur d'onde (�). Ces deux paramètres 

vont permettre de déterminer la vitesse de propagation des sons (v) dans le milieu 

grâce à la formule : v = � x f. 
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 Les ondes ultrasonores présentent de nombreux avantages : elles sont faciles à mettre 

en œuvre, non invasives et ne produisent pas de rayonnements ionisants. De plus, cette 

modalité d’imagerie permet une visualisation en temps réel des organes. 

 Deux modalités d’imagerie couramment utilisées chez l’homme sont basées sur le 

principe des ondes ultrasonores, l’échographie et le doppler. 

 

1.1.1.4.1. Échographie 

 

 Lors d’une échographie, une impulsion acoustique est envoyée dans l’échantillon, 

impulsion qui sera en partie réfléchie par les interfaces entre des tissus d’impédances 

différentes permettant à la majeure partie de l’onde d’être transmise aux interfaces. La faible 

partie de l’onde qui est réfléchie, l’écho, est enregistrée par le transducteur (système de 

détection), l’un des principaux éléments de l’échographe. 

Celui-ci va agir à la fois comme émetteur et comme récepteur des signaux acoustiques. Il 

transforme dans un premier temps l’impulsion électrique en onde ultrasonore puis convertit 

par la suite les informations ultrasonores en signaux électriques. Un transducteur est constitué 

d’une céramique piézoélectrique qui, lorsqu’elle est soumise à des impulsions électriques, 

vibre et génère des ultrasons. Ce transducteur est mis en contact avec l’échantillon à travers 

un gel de couplage qui assure l’adaptation de l’impédance acoustique. Le signal est recueilli 

puis analysé par un système informatique qui retransmet en direct une image sur un écran 

vidéo. 

 

Figure 17 : Principe d’acquisition en échographie 

(Elsa Angelini, 2007) 
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La résolution spatiale d’un échographe en général de l’ordre du millimètre peut aller 

jusque 30 µm pour des appareils haute résolution destinés à l’imagerie préclinique. Cette 

résolution spatiale dépend principalement de la fréquence des ultrasons qui varient de 2 à 80 

MHz. Par contre, plus la fréquence des ultrasons est élevée, meilleure est la résolution mais 

plus l’épaisseur de tissu imagé est faible.  

 

1.1.1.4.2. Doppler 

 

Découvert indépendamment par Christian Doppler en 1842, puis par Hippolyte Fizeau, 

l'effet Doppler, parfois appelé effet Doppler-Fizeau, est la variation apparente de la fréquence 

d'une onde émise par une source en mouvement par rapport à un observateur. 

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

exemple la mesure de la direction et l’intensité du flux dans les vaisseaux sanguins. 

Le principe de l’effet Doppler est le suivant : lorsqu’un objet est immobile, il envoie des 

ondes de mêmes fréquences en toutes directions. Lorsqu’il est en mouvement, les ondes se 

resserrent dans le sens du mouvement (la fréquence augmente) et s’écartent dans la trainée de 

l’objet (la fréquence diminue) (figure 18). 

 

Figure 18 : Effet Doppler 
Une source lumineuse se déplace à vitesse constante de la droite vers la gauche. Au temps t1 elle 

est située en S1, plus tard au temps t2 elle est en S2 puis à t3 et t4 en S3 et S4 respectivement. Les 
ondes reçues par les observateurs à chaque position (numérotées de 1 à 4) seront perçues 

différemment par les observateurs. La personne de gauche voit un décalage vers le bleu et la personne 
de droite voit un décalage vers le rouge (Source : http://wisp.physics.wisc.edu). 
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Deux types de doppler existent : 

•  Le Doppler à émission continue, où le cristal émetteur envoie un faisceau d'ultrasons 

de façon continue à une fréquence donnée, mais cette méthode ne permet pas de 

visualiser les vaisseaux situés en profondeur. 

•  Le Doppler à émission pulsé, qui repose sur le même principe, mais avec des ultrasons 

émis de façon discontinue. La sonde est alternativement émettrice et réceptrice. Ce 

type de doppler permet de visualiser des vaisseaux plus profonds. 

 

Les avantages des ultrasons par rapport aux autres modalités d’imagerie anatomiques 

(TDM et IRM) sont d’une part leur coût nettement plus faible, leur innocuité ainsi que la 

possibilité de réaliser des images en temps réel. L’évolution des techniques d’imagerie 

ultrasonore a permis d’améliorer la résolution (inférieure au mm) et la miniaturisation des 

sondes permet aujourd’hui d’explorer les compartiments endovasculaires. 

Cependant, les ultrasons présentent certaines limites, d’une part leur profondeur 

d’exploration est faible et d’autre part, leur incapacité à traverser les os ou les organes 

contenant de l’air limite leurs champs d’applications. 

 

1.1.2.  Développements spécifiques pour l’imagerie du petit animal 

 

Ces quinze dernières années, de nombreux développements ont été réalisés spécialement 

pour l’imagerie préclinique et concernent plus particulièrement l’imagerie photonique. 

1.1.2.1. La bioluminescence 

 

La bioluminescence correspond à l’émission de lumière par un organisme vivant, résultant 

d’une réaction le plus souvent enzymatique, qui va permettre de convertir une énergie 

chimique en énergie lumineuse. La bioluminescence est retrouvée chez de nombreux êtres 

vivants et a de nombreuses fonctions parmi lesquelles l’attraction, la répulsion, la 

communication et le camouflage. 
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Le mécanisme chimique de ce phénomène a été mis en évidence par Raphaël Dubois lors 

d’une expérience réalisée sur des lucioles (Dubois, 1960). L’étude de ce système biochimique 

a alors montré que la réaction impliquait un substrat, la luciférine et une enzyme, la luciférase. 

Quelques années plus tard, WD. Mc Elroy a démontré que cette réaction enzymatique 

nécessitait de l’oxygène et de l’ATP en présence de l’ion divalent magnésium (Mg2+) (Plant, 

et al., 1968).  

 

1.1.2.1.1. Mécanismes chimiques conduisant à la bioluminescence 

 

Le mécanisme général des réactions bioluminescentes résulte de la combinaison de la 

luciférine avec la luciférase. Dans le système de la luciole, le plus utilisé en imagerie 

biophotonique, la première réaction, catalysée par la luciférase, est l'activation de la luciférine 

avec formation de luciféryl adénylate liée à l'enzyme. Cette réaction est réversible et libère le 

pyrophosphate inorganique. La luciféryl adénylate formée est oxydée par l'oxygène 

moléculaire et donne un peroxyde très instable, l'oxyluciférine, qui va rapidement se cycliser 

après une libération d'AMP. Cette molécule, dans un état électronique excité, retourne à l'état 

stable par une réaction de décarboxylation. Cette réaction va entraîner l’émission d’un photon 

lumineux, dont la longueur d'onde dépend de la structure du complexe luciférine-luciférase 

(pic d’émission à 560 nm dans le système de la luciole), et former du CO2 (figure 19). 

L'enzyme se libère ensuite pour aller catalyser une autre réaction (Brovko, et al., 1994). 

 

Figure 19 : Réaction de bioluminescence (Système de la luciole) 
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Le système de la luciole (Photynus pyralis) n’est pas le seul système bioluminescent 

existant, on en retrouve d’autres dont les mécanismes d’action sont très différents. Ces 

systèmes proviennent de nombreux organismes, principalement marins (tableau 1). 

 

Organismes bioluminescents Luciférine Pic d’émission 

Luciole Luciférine de luciole 560 nm 

Cnidaires (méduses) Coelenterazine 480 nm 

Dinoflagellès Luciférine Dinoflagellé 470 nm 

Bactéries Luciférine bactérienne variable 

Tableau 1 : Les principaux organismes bioluminescents 

 

L’avantage du système de la luciole pour l’imagerie in vivo par rapport aux autres 

luciférines est son pic d’émission à 560 nm, qui permet de limiter l’absorption.  

Afin de modifier les caractéristiques de la luciférine, et permettre d’améliorer sa 

biodisponibilité et sa spécificité, plusieurs dérivés de la luciférine ont été développés. Le 

noyau benzène de la luciférine est particulièrement adapté aux modifications chimiques, et le 

remplacement de la fonction alcool par une fonction amine permet d’améliorer sa 

pharmacocinétique (Shinde, et al., 2006). Dans ce cas, la luciférine est une aminoluciférine 

qui peut être conjuguée à différents groupements afin de modifier sa biodisponibilité. Par 

exemple, la conjugaison d’un groupement glutamate (Glu) sur l’aminoluciférine va permettre 

de distinguer les événements intra et extracellulaires. La conjugaison d’un fluorochrome 

(Cyanine 5) émettant dans l’infrarouge facilite la détection de signaux provenant d’organes 

plus profonds. Enfin, la conjugaison d’un groupement DEVD sur l’aminoluciférine va 

permettre de réaliser une imagerie de l’apoptose par bioluminescence (Takakura, et al., 2011).  

 

1.1.2.1.2. Acquisition et quantification d’images en bioluminescence 

 

Les systèmes d’acquisition d’images en bioluminescence sont constitués d’une enceinte 

étanche à la lumière ainsi que d’une caméra CCD (Charge Coupled Device ou Dispositif à 
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Transfert de Charges en français) qui assure la conversion d'un signal lumineux en un signal 

électrique (figure 20). 

 

Figure 20 : Système d'acquisition en bioluminescence Ivis Lumina II ®  

(Caliper Life Science) 
 

Le signal de bioluminescence émis dans la souris étant très faible, l’utilisation de caméras 

très sensibles est nécessaire. Ces caméras doivent être refroidies à des températures 

relativement basses, entre -70°C et -90°C afin de diminuer le bruit de fond thermique et 

gagner en sensibilité. 

Un capteur CCD est une surface photosensible. Le matériel de base de la surface 

photosensible est le silicium, qui est dopé de manière à acquérir des propriétés 

photoélectriques, c'est-à-dire qu'un photon incident est susceptible d'y produire une charge 

électrique (électrons). La surface du capteur CCD est constituée d'un réseau de pixels. 

Compte tenu de la complexité du principe physique d’un capteur CCD, son mode de 

fonctionnement peut être illustré de la façon suivante : les pixels sont représentés par des 

seaux et les photons par des gouttes de pluies. Un réseau de seaux est distribué régulièrement 

sur une grande surface (figure 21). Après une forte averse, les seaux remplis d’eau sont 

transportés sur des tapis roulants jusqu’à une zone où la quantité d’eau tombée dans un seau 

sera mesurée avec une grande précision. Grâce à ce principe, il devient possible de déterminer 

la quantité totale de pluie qui est tombée sur le terrain ainsi que sa distribution spatiale. En 

appliquant ce principe aux pixels et aux photons, on peut donc mesurer grâce à ces caméras la 

quantité de photons collectée sur chaque pixel.  



 

Imagerie préclinique et cancérologie expérimentale� ����

 

 

Figure 21 : Principe du transfert de charge 

(a) Système imagé, (b) transfert de charge (Source : www.optique-ingenieur.org) 
 

La charge de chaque pixel est ensuite amplifiée, puis passée dans un convertisseur 

analogique-numérique qui code sa valeur sur 8, 12, 14 ou 16 bits. Le signal est alors envoyé à 

l’ordinateur qui va reconstruire l’image. 

 

Un paramètre important utilisé lors d’une acquisition est le binning, paramètre qui 

consiste à regrouper les pixels par 4 (binning 2x2), par 16 (binning 4x4) ou par 64 (binning 

8x8). Ainsi la valeur d’un pixel de l’écran de l’ordinateur correspond à la somme de celles de 

4, 16 ou 64 pixels voisins. L’augmentation du binning permet d’augmenter la sensibilité (4 

pixels reçoivent plus de lumière qu’un seul) mais cela au détriment de la résolution. 

 

1.1.2.1.3. Applications en cancérologie 

 

L’un des principaux domaines de mise en œuvre de la bioluminescence est la cancérologie 

expérimentale.  

Depuis quelques années de nombreux modèles animaux de cancer ont été développés en 

bioluminescence. Pour ce faire, les cellules tumorales ont été préalablement modifiées afin 

d’exprimer le gène de la luciférase. La technique la plus utilisée pour le transfert de gène est 

la transduction virale, cette méthode consistant à introduire le gène de la luciférase dans les 
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cellules tumorales grâce aux propriétés naturelles de la particule virale qui contient le 

transgène. Dans ces modèles bioluminescents de cancer, l’émission de lumière est corrélée au 

volume tumoral, cette technique très sensible permettant de mettre en évidence la croissance 

de tumeurs primaires et la prolifération métastatiques au sein du petit animal (Jenkins, et al., 

2003, Vooijs, et al., 2002). 

De nouveaux gènes de la luciférase sont utilisés pour la transfection et la transduction et 

permettent d’augmenter l’activité de bioluminescence et ainsi la sensibilité de détection. Par 

exemple, le gène de la luciférase Luc 2 a été conçu afin d’améliorer l’expression cellulaire 

grâce à l’optimisation des codons, les cellules transfectées par ce gène étant jusqu’à 10 fois 

plus bioluminescentes. De nouveaux gènes, Luc2P, et « RapidResponseTM » sont des gènes 

luc 2 couplés à des séquences de dégradation ce qui permet d’influencer la demi vie cellulaire 

du gène Luc-2. 

Enfin, des modèles animaux transgéniques bioluminescents ont été développés. Pour ces 

modèles, le gène rapporteur de la luciférase est sous le contrôle d’un promoteur différent. En 

oncologie, les souris transgéniques les plus utilisées sont les souris NFkB-luc et VEGF-luc. 

Ces souris vont permettre de visualiser l’expression de NFkB (impliqué dans l’inhibition de 

l’apoptose) ou du VEGF (facteur de croissance vasculaire impliqué dans l’angiogenèse) au 

sein de l’animal. Les principaux inconvénients de ces modèles résident dans leur coût qui est 

très élevé et dans le bruit de fond tissulaire qu’ils présentent à l’état basal, suite à une 

activation non spécifique du promoteur. 

Parmi les dernières avancées technologiques moléculaires, la complémentation de la 

luciférase (Luker and Luker, 2011), qui permet de détecter et de quantifier les interactions 

protéine-protéine in vivo ainsi que le marquage d’anticorps par la luciférase Renilla pour la 

détection de tumeur (Venisnik, et al., 2006) ont été mis en œuvre. 

Enfin, un autre champ d’application en imagerie biphotonique est la chimiluminescence 

dont le phénomène est basé sur une réaction chimique contrairement à la bioluminescence 

fondée sur une réaction enzymatique. La chimiluminescence présente de nombreuses 

applications biologiques, hormis son utilisation principale en criminologie pour la détection 

du sang sur les scènes de crime, et peut être mise en œuvre en cancérologie. Des études ont 

ainsi démontré que l’utilisation du luminol en tant que sonde permettait de détecter des 

cellules cancéreuses (Hun, et al., 2011) ainsi que l’amplification des télomèrases (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 technologiques ont été réalisées en bioluminescence, avec notamment 

l’apparition de la bioluminescence 3D.  

Deux systèmes permettent à ce jour de réaliser de la bioluminescence 3D : l’IVIS® 

Spectrum (Perkin Elmer) qui réalise une analyse multi-spectrale et génère une image 3D grâce 

à la reconstruction (principe de tomographie de diffusion de l’image de bioluminescence) et le 

PhotonIMAGERTM (Biospace Lab) qui réalise, grâce à des miroirs, une imagerie en temps 

réelle et sur plusieurs incidences (figure 22). 

 

Figure 22 : Acquisition et reconstruction avec le PhotonIMAGER TM 

A : Acquisition d’images dans les 4 faces ; B : Reconstruction volumétrique du signal afin 
d’obtenir une image 3D. (Extrait BiospaceLab) 

 

Ces systèmes permettent de visualiser des signaux de bioluminescence très faibles et de 

localiser les foyers dans les 3 dimensions afin de faciliter leur localisation anatomique, mais 

ces modalités d’imagerie 3D ne permettent pas de réaliser de vraies images tomographiques et 

l’augmentation des temps d’acquisitions peut limiter leur utilisation. 

 

1.1.2.1.5. Les limites de la bioluminescence 

 

Ce mécanisme d’émission de lumière basé sur une réaction biochimique, même s’il est 

largement utilisé aujourd’hui en imagerie préclinique, possède quelques facteurs limitants. 

Tout d’abord, comme nous l’avons vu précédemment, la réaction enzymatique de 

bioluminescence fait intervenir plusieurs molécules dont la luciférine, l’oxygène et l’ATP. Si 

une ou plusieurs de ces molécules sont en quantité insuffisante, la réaction ne peut se faire 
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correctement et l’émission de lumière mesurée n’est plus proportionnelle à la quantité de 

luciférase présente et donc au nombre de cellules tumorales. En cancérologie expérimentale, 

le phénomène le plus courant et le plus pénalisant pour la bioluminescence est l’hypoxie. En 

effet, lorsqu’elles grossissent, les tumeurs deviennent hypoxiques, les cellules continuent à 

croitre, mais dans un environnement anaérobie, l’O2 ainsi que l’ATP sont en défaut et la 

bioluminescence mesurée n’est plus corrélée au volume tumoral. 

D’autre part, l’absorption par les tissus des photons émis par l’animal peut être très 

gênante notamment si la source d’émission des photons a une localisation profonde (tumeurs 

pulmonaires par exemple), conduisant à une perte de l’intensité du signal et donc à un biais 

lors de la quantification. Dans ce cas des méthodes de corrections de l’absorption basées sur 

l’analyse spectrale des photons peuvent être utilisées (Pesnel, et al., 2011).  

Enfin, l’expression de la luciférase étant obtenue après modification de la cellule, par des 

méthodes de transduction ou de transfection, il est indispensable de vérifier que cette 

modification n’impacte pas la cellule du point de vue de sa croissance et de sa sensibilité aux 

traitements par exemple. De plus, une modification génétique des cellules étant indispensable 

pour qu’elles puissent émettre de la lumière, toute application de la bioluminescence en 

clinique est inenvisageable.   

 

1.1.2.2. L’imagerie de fluorescence 

 

L’imagerie de fluorescence est basée sur l’excitation d’une molécule par de la lumière à 

une longueur d’onde donnée, entraînant la réémission de lumière à une énergie plus faible et 

donc de longueur d’onde plus grande. 

L’imagerie de fluorescence est une méthode très sensible mais la résolution spatiale de 

cette modalité d’imagerie est faible et la profondeur de détection du signal est très limitée. 

Contrairement à la bioluminescence qui présente un bruit de fond minimum et un excellent 

rapport signal/bruit, la fluorescence in vivo est largement handicapée par le phénomène 

d’autofluorescence. 

 C’est toutefois une méthode rapide et peu coûteuse pour 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 l’émission d’énergie sous forme lumineuse d’une molécule lors de son 

retour à un état basal, après excitation. 

Les différents processus électroniques de l’absorption de lumière par une substance 

fluorescente (fluorochrome) peuvent être représentés par le diagramme de Jablonski (figure 

23). 

  
Figure 23 : Diagramme de Jablonski 

 

Lorsqu’une molécule absorbe de l'énergie h�ex provenant d'une source lumineuse, il y a un 

passage d'un état fondamental S0 à un état excité S2 avec changement d'orbitale des électrons. 

Cet état excité S2 a une durée de vie très courte (de l'ordre de la nanoseconde). Des 

changements conformationnels et des interactions avec les molécules environnantes font 

passer la molécule de l'état excité S2 à un état excité plus stable S1 : ce mécanisme est appelé 

conversion interne. Le passage de l'état excité S1 à l'état fondamental S0 se fait avec 

libération d'un photon d'énergie inférieure h�em. Cette différence d'énergie (le shift de Stokes 

h�ex- h�em) est due à la dissipation d'énergie durant l'étape 2. La longueur d'onde du photon 

réémis par le fluorochrome est donc toujours supérieure à la longueur d'onde du photon 

d'excitation.  
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1.1.2.2.2. Contraintes de l’imagerie de fluorescence in vivo 

 

La contrainte principale de l’imagerie de fluorescence in vivo est la présence de tissus 

biologiques sur le trajet des rayonnements lumineux. En effet, les photons d’excitation du 

fluorochrome subissent plusieurs phénomènes avant d’atteindre leur cible tels que la 

dispersion, l'anisotropie et la réfraction par les tissus traversés. Les photons émis par le 

fluorochrome après excitation subissent ensuite les mêmes contraintes.  

Les principales contraintes de la fluorescence in vivo sont les suivantes : 

•  L’absorption (et la diffusion) du rayonnement lumineux lors de la traversée des 

tissus entraîne une perte de l’intensité du signal de fluorescence. 

•  L’auto-fluorescence correspond à la fluorescence naturelle émise par l’animal 

(tissus, hémoglobine, nourriture). 

 

Afin de limiter le phénomène d’absorption, l’utilisation de fluorochromes ayant des 

longueurs d’ondes d’excitation et d’émission comprises entre 650 et 900 nm est fortement 

préconisée (rouge à infrarouge). En effet, en dessous de 650 nm, dans le visible, la lumière ne 

peut pas pénétrer profondément dans les tissus, en particulier à cause de la présence d'oxy- et 

déoxy-hémoglobine, de lipides et d'eau qui absorbent fortement à ces longueurs d'ondes 

(Klohs, et al., 2008). 

La figure 24 représente la variation des coefficients d’absorption de différents tissus 

biologiques en fonction de la longueur d’onde.  
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Figure 24 : Coefficients d’absorption de différents tissus biologiques  

en fonction de la longueur d’onde 

(Goutayer, 2008) 
 

 

Ce schéma montre que la fenêtre optimale pour l’imagerie de fluorescence se situe entre 

600 et 900 nm, gamme où l’absorption de l’hémoglobine et de l’eau devient faible, permettant 

ainsi une visualisation des fluorophores avec un contraste bien plus important (Frangioni, 

2003). En plus du phénomène d’absorption, l'autofluorescence des tissus peut fortement 

diminuer le rapport signal sur bruit car en fonction des longueurs d'onde d'excitation et 

d’émission mises en œuvre, l'autofluorescence des tissus est plus ou moins importante (figure 

25).  

 

Figure 25 : Autofluorescence des tissus et fluides biologiques en fonction  

de la longueur d’onde  

(Frangioni, 2003) 
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Dans le bleu/vert (460-500 nm/505-560 nm), l'autofluorescence de la peau, des viscères, 

et surtout de la vésicule biliaire, de l'intestin grêle et de l’urine est très importante. Dans le 

vert/rouge (525-555 nm/590-650 nm), l'autofluorescence diminue mais les intestins restent 

fluorescents. Enfin, dans le proche infrarouge (725-775 nm/790-830 nm) l'autofluorescence 

des tissus est absente.  

Ainsi, que ce soit pour limiter les phénomènes d’absorption ou l’autofluorescence, il est 

essentiel de travailler dans le proche infrarouge (650-900 nm) pour les études in vivo. Des 

fluorochromes ayant des longueurs d’ondes de plus en plus élevées sont développés, comme 

par exemple un phytochrome (iRFP) dont les longueurs d’ondes d’excitation et d’émission 

maximales sont respectivement de 690 nm et 713 nm (Filonov, et al., 2011). Toutefois, même 

dans cette gamme de longueur d’onde, la diffusion des photons reste importante et dégrade la 

résolution. 

 

1.1.2.2.3. Propriétés des fluorochromes 

 

Le choix du fluorochrome est déterminant dans la démarche expérimentale. Plusieurs 

paramètres doivent être pris en compte : 

•  La longueur d'onde correspondant aux pics des spectres d'excitation et d'émission. 

Pour l’imagerie de fluorescence in 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 lumière absorbée à une longueur 

d'onde donnée à la concentration du fluorochrome en solution.  

•  Le rendement quantique correspondant à l'efficacité relative de la fluorescence 

comparée aux autres voies de désexcitation (nombre de photons émis/nombre de 

photons absorbés). 

•  La durée de vie à l'état excité c’est à dire le temps durant lequel la molécule reste à 

l'état excité avant de retourner à son état basal. 
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Le tableau 2 présente une liste non exhaustive de fluorochromes utilisés en imagerie 

préclinique. 

Fluorochromes Excitation (nm) Emission (nm) 

GFP 475 509 

YFP 514 527 

DsRed 558 583 

mCherry 587 610 

Katushka 588 635 

mPlum 590 649 

Cyanine : Cy5 
Cy7 

650 
743 

670 
767 

Alexa Fluor®  680 
Alexa Fluor®  750 

684 
752 

707 
776 

Tableau 2 : Principaux fluorochromes utilisés pour l’imagerie in vivo 

 

1.1.2.2.4. Les modalités d’imagerie de fluorescence in vivo 

 

Le principe de l’imagerie de fluorescence consiste à illuminer un tissu avec un laser ou de 

la lumière blanche filtrée et à enregistrer la fluorescence émise grâce à une caméra CCD 

munie de filtres appropriés. On distingue 2 modalités d’imagerie de fluorescence : l’épi-

illumination et la trans-illumination. 

 

                     

Figure 26 : Modalités d’imagerie de fluorescence 

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

•  L’épi-illumination  : la source de lumière excitatrice et la caméra de détection des 

photons émis sont du même côté (figure 26A). Par analogie à la microscopie, cette 

modalité est aussi appelée fluorescence par réflectance. Cette technique est facile à 

A B 



 

Imagerie préclinique et cancérologie expérimentale� ����

 

mettre en œuvre mais présente certains inconvénients, principalement dus à 

l’autofluorescence de la peau et des tissus qui masque la fluorescence interne. En 

effet, elle ne permet pas de déterminer la profondeur de la zone fluorescente au 

sein de l’animal. Ceci empêche de quantifier les valeurs de fluorescence obtenues 

par imagerie bidimensionnelle. En effet, deux tumeurs ayant la même 

concentration en fluorochrome n'auront pas la même intensité de fluorescence en 

épi-illumination si elles sont à des profondeurs différentes puisque l’atténuation 

des photons ne sera pas la même (Ntziachristos, 2006).  

•  La trans-illumination : la lumière excitatrice passe à travers le tissu car la source 

lumineuse et le détecteur sont disposés de chaque côté de l’échantillon (figure 

26B). L’avantage de cette technique est de limiter l’autofluorescence, puisque la  

surface où le signal est détecté n’est pas exposée à la lumière excitatrice. De plus, 

cette modalité permet d’exciter le site d’intérêt (tumeur) en le traversant, ce qui 

permet d’imager des foyers plus profonds qu’en épi-illumination. Cette technique 

beaucoup moins utilisée en imagerie planaire que l’épi-illumination ne permet pas 

à elle seule de pouvoir quantifier des foyers. 

 

1.1.2.2.5. Les avancées technologiques en fluorescence 

 

Imagerie bidimensionnelle 

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

outils principalement basés sur l’analyse spectrale. 

Deux méthodes, la déconvolution spectrale (spectrale unmixing) et l’analyse spectrale 

multiplexée permettent grâce à des algorithmes appliqués aux images de fluorescence de 

limiter les effets dus à l’autofluorescence des tissus. Ces techniques permettent de séparer les 

fluorochromes présents et d’améliorer la qualité de l’image (Mansfield, et al., 2005, Xu and 

Rice, 2009). 
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Imagerie Tridimensionnelle 

Les avancées technologiques permettent aujourd’hui de réaliser de la fluorescence 3D 

dont la principale ambition est d’accéder à l’information « profondeur » du foyer et donc à la 

quantification. Pour cela trois méthodes sont actuellement utilisées : 

•  Mise en œuvre de miroirs permettant d’imager les quatre faces de l’animal (Cf. 

principe partie 1.1.2.1.1.). 

•  La tomographie moléculaire de fluorescence : dans ce système, l’échantillon est 

éclairé par trans-illumination, soit avec un laser, soit avec de la lumière blanche 

filtrée. Suite à l’acquisition, une analyse spectrale permet de reconstruire le 

volume tridimensionnel. 

 

Figure 27 : Système de tomographie moléculaire de fluorescence  

Ce système génère une carte de données de la fluorescence corrélée à l’absorption à partir de 
10 000-100 000 projections mesurées. Les valeurs de fluorescence mesurées sont ensuite normalisées 

avant d’être reconstruites par des algorithmes (Perkin Elmer). 
 

•  La tomographie « vraie », pour lequel le couple excitation/détection tourne autour de 

l’animal, et permet de réaliser une image optique à 360°. Ce système, grâce à un 

anneau rotatif composé de 48 détecteurs, permet de réaliser un balayage complet dans 

les trois dimensions du marqueur fluorescent. 
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1.1.2.2.6. Les sondes fluorescentes : intérêt pour la recherche en cancérologie 

 

Avec le développement des nouvelles modalités d’imagerie de fluorescence et plus 

particulièrement de la fluorescence 3D rendant possible la quantification, de nombreuses 

sondes permettant de cibler des mécanismes d’actions biologiques ont été développées avec 

notamment l’apparition de sondes activables. 

•  Les sondes activables permettent l’imagerie in vivo de certains processus 

biologiques. A l’état basal, la fluorescence des sondes est «quenchée» (éteinte). La 

présence de séquences peptidiques au niveau de ces sondes leur permet d’être 

clivées par des enzymes spécifiques. La sonde ainsi libérée de son quencher peut 

alors émettre de la fluorescence (figure 28).  

 

 

Figure 28 : Principe d’une sonde fluorescente activable  

(Pleijhuis, et al., 2009) 
 

L’avantage des sondes activables est qu’elles permettent de minimiser le bruit 

de fond car tant que les sondes n’ont pas atteint leur cible, aucune fluorescence n’est 

émise. Le contraste et la sensibilité de détection en sont améliorés. 
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•  Les sondes déjà actives sont en général des ligands spécifiques d’une cible sur 

lesquels est fixé un fluorochrome.  

L’élaboration de ces sondes est semblable à l’élaboration des sondes destinées à 

l’imagerie nucléaire, sauf que les radioisotopes sont remplacés par les 

fluorochromes. Il est cependant important de noter que les fluorochromes sont 

généralement des molécules de grande taille et qu’ils peuvent donc modifier les 

propriétés de la molécule (encombrement stérique, changement de conformation). 

Le fluorochrome libre étant fluorescent, il est nécessaire de l’éliminer en purifiant 

les sondes marquées, afin de limiter le bruit de fond et le signal non spécifique 

dans l’animal (Ntziachristos, 2006, Rao, et al., 2007). 
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Tableau 3 : Principales sondes fluorescents commercialement disponibles pour l’imagerie in 

vivo (adapté de la documentation Perkin Elmer) 
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L’imagerie de fluorescence présente un certain nombre d’avantages par rapport à d’autres 

modalités d’imagerie. Il s’agit notamment d’une technique qui n’utilise pas de radiations 

ionisantes, elle est donc beaucoup plus simple à mettre en œuvre et moins contraignante à 

utiliser en routine. 

 Aujourd’hui, de nouvelles applications apparaissent pour l’imagerie de fluorescence. La 

réalisation d’examens quantitatifs et spécifiques notamment avec le développement de la 

tomofluorescence (fluorescence 3D) ainsi que l’accroissement du nombre de sondes 

fluorescentes disponibles pour l’imagerie in vivo chez le petit animal offrent des perspectives 

particulièrement intéressantes pour l’exploration d’une large gamme de fonctions ou de 

biomarqueurs.  

Contrairement à la bioluminescence, l’imagerie de fluorescence présente un intérêt en 

imagerie clinique locorégionale. Des applications de la fluorescence infrarouge existent déjà, 

notamment pour l’imagerie per opératoire dans le cas du cancer du sein. Cette technique 

permet par exemple la détermination des marges chirurgicale aux stades précoces (Pleijhuis, 

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

La fluorescence présente toutefois certaines limites liées en particulier à la chimie du 

marquage qui peut modifier les propriétés de la molécule marquée ainsi que des imperfections 

au niveau des caractéristiques d’émission des protéines rapporteuses, ce qui nécessite de bien 

caractériser les sondes fluorescentes avant leur utilisation à des fins diagnostiques. 

 

1.1.2.3. Optoacoustique 

 

L’optoacoustique (ou photoacoustique) est une modalité d’imagerie qui couple des ondes 

acoustiques à des ondes optiques afin de tirer parti des informations optiques révélées par la 

lumière et de la résolution spatiale apportée par les ondes acoustiques.  

L’imagerie optoacoustique permet de générer des ultrasons à partir de lumière selon le 

principe suivant : l’onde électromagnétique qui illumine l’échantillon est en partie absorbée 

par le milieu. L’énergie absorbée par le milieu va produire de la chaleur, ce qui va entrainer 

une dilatation du matériau. Cette dilatation crée des ondes acoustiques qui vont se propager 

dans toutes les directions.  
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Figure 29 : Principe de l’optoacoustique 

Un laser envoie des pulses lumineux à la surface du tissu, ce qui conduit à un échauffement local 
entrainant une expansion thermique. Une onde de pression acoustique est alors générée 

 (d’après J. Boutet). 
 

L’imagerie photoacoustique, en utilisant les contrastes endogènes, permet de réaliser une 

imagerie anatomique et fonctionnelle.  

Les modifications de l’absorption optique mesurée en optoacoustique sont fonction des 

propriétés optiques de nombreux chromophores endogènes tels que la mélanine, l’oxy- 

(HbO2) et la désoxy-hémoglobine (Hb). Ces caractéristiques vont permettre par exemple de 

différencier les veines des artères (différence d’absorption entre Hb et HbO2) et ouvrent des 

perspectives très intéressantes pour les examens tissulaires et plus particulièrement pour 

l’exploration des foyers hypoxiques. 

Même si l’imagerie photoacoustique peut être réalisée grâce aux chromophores 

endogènes, l’utilisation d’agents de contraste exogènes permet d’améliorer considérablement 

la qualité des images et de réaliser potentiellement une imagerie moléculaire et cellulaire de 

nombreux phénomènes biologiques (Mallidi, et al., 2011). 

 

1.1.2.3.1. Les agents de contrastes exogènes 

 

De nombreux agents de contraste ont été développés, les principaux étant les sondes 

fluorescentes et les nanoparticules, fonctionnalisées ou non. 

      E. lumineuse 
Absorbée par les tissus 
Réémise en onde US 
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•  Fluorochromes en proche infrarouge : plusieurs fluorochromes bio-compatibles 

sont utilisés pour l’imagerie optoacoustique, tels que l’Indocyanine Green (Kim, et 

al., 2007), l’IRDye800CW (Stantz, et al., 2010), l’AlexaFluor750 (Bhattacharyya, 

et al., 2008) et le bleu de méthylène (Song, et al., 2008). Ces molécules présentent 

l’avantage d’être non toxiques et de rester longtemps en circulation. 

•  Nanoparticules : Les nanoparticules à base de métaux nobles (or et argent), sont 

largement utilisées en optoacoustique. Elles présentent un contraste supérieur aux 

fluorochromes, leur circulation est plus longue mais leur toxicité potentielle limite 

leur utilisation. 

 

1.1.2.3.2. Les applications biomédicales 

 

L’optoacoustique, en permettant une imagerie anatomique et fonctionnelle du réseau 

vasculaire présente de nombreuses applications. Cette modalité d’imagerie non invasive est 

principalement utilisée pour l’imagerie fonctionnelle du cerveau, l’exploration de la plaque 

d’athérome et pour la cancérologie (Luke, et al., 2012). 

Les applications dans le domaine de la cancérologie sont multiples et peuvent être 

réalisées avec ou sans injection de produits de contrastes. Par exemple, dans le cas de 

mélanomes, la détection ou le suivi de la prolifération tumorale peuvent être obtenus grâce au 

contraste provenant du taux élevé de mélanine (qui joue le rôle de chromophore endogène) 

par rapport aux tissus sains environnants (Oh, et al., 2006). 

 

L’optoacoustique est donc une modalité d’imagerie très prometteuse, notamment dans le 

domaine de la cancérologie, car elle permet de s’intéresser en temps réel et de manière non 

invasive à l’angiogénèse et l’hypoxie, paramètres qui conditionnent l’évolution tumorale et la 

réponse aux thérapeutiques. Mais ses limites (les mêmes que l’échographie) dues à la 

profondeur d’investigation et aux propriétés mécaniques des tissus ne permettent pas de 

couvrir tous les organes (poumons par exemple), et l’application de cette modalité pour la 

détection de tumeurs profondes (> 1-2 cm) est à ce jour impossible. 
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1.2.  Quelques grands aspects physiopathologiques du cancer et possibilités 
d’exploration par imagerie 

 

Le cancer est caractérisé par un dérèglement des processus cellulaires normaux présentés 

sur la figure 30.  

 

Figure 30 : Les 6 caractéristiques que les cellules cancéreuses prennent  

pour survivre et métastaser 

(Gambhir, 2008) 
 

Le dérèglement de ces processus permet la croissance tumorale et génère des phénomènes 

physiopathologiques caractéristiques des tumeurs, comme l’activation de l’angiogenèse, 

l’inhibition de l’apoptose mais également la présence de zones hypoxiques auxquelles nous 

avons choisi de nous intéresser plus particulièrement. 

 

1.2.1.  Angiogenèse 

 

L'angiogenèse tumorale est définie comme la formation de nouveaux vaisseaux à partir de 

vaisseaux préexistants (Carmeliet and Collen, 1999). Elle se différencie de la vasculogenèse 

qui est la formation directe de néovaisseaux à partir de précurseurs mésenchymateux (Risau, 

1997). 

Dans des conditions physiologiques normales, la néo-vascularisation est finement régulée. 

Elle joue un rôle essentiel lors du développement embryonnaire puis est fortement inhibée 
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après la naissance. A l’âge adulte, un équilibre entre facteurs pro-angiogéniques et anti-

angiogéniques va permettre de maintenir les cellules en quiescence. Toutefois, certains 

mécanismes physiologiques bien précis vont nécessiter l’activation du processus 

d’angiogenèse, comme par exemple lors de la réparation tissulaire (Li, et al., 2003), et du 

développement du corps jaune et de l’endomètre utérin (Fujimoto, et al., 2003). Mais dans 

certaines situations, l’angiogenèse est activée de façon inopportune et conduit à des situations 

pathologiques telles que les rétinopathies, les maladies inflammatoires, la dégénérescence 

maculaire liée à l’âge, le développement tumoral et la dissémination métastatique (Dvorak, et 

al., 1999).   

1.2.1.1. Architecture des vaisseaux tumoraux 

 

Lorsque la tumeur atteint une taille critique conduisant à un manque de nutriments et 

d’oxygène, un réseau vasculaire se met en place afin de pallier ce déficit et de lui permettre de 

proliférer. Ce réseau vasculaire doit s’adapter continuellement aux besoins de la tumeur. 

Ainsi, en permanence, des capillaires disparaissent pendant que d’autres se développent 

rapidement, drainant à leur profit l’essentiel du flux circulatoire sanguin. Ce remodelage 

vasculaire conduit à une vascularisation totalement désorganisée.  

 

1.2.1.1.1.  L’arborescence vasculaire 

 

La paroi interne de tous les vaisseaux sanguins est constituée d’une monocouche de 

cellules endothéliales (CE) en contact direct avec le sang, l’intima. Ces cellules reposent sur 

la membrane basale de la matrice extracellulaire (MEC) qui permet la séparation des cellules 

endothéliales du tissu conjonctif sous-jacent (Jain, 2003). D’autres cellules entrent dans la 

composition des vaisseaux, ce sont notamment les cellules musculaires lisses et les péricytes. 

Les cellules musculaires lisses, constituants principaux de la média des vaisseaux, bordent les 

artères, artérioles, veines et veinules. Elles servent à la régulation du flux sanguin et à la 

perméabilité vasculaire, en permettant la vasoconstriction. Les péricytes sont des cellules 

musculaires lisses qui servent notamment de support aux vaisseaux et contrôlent la vaso-

activité grâce à leurs myofilaments. 
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Figure 31 : Artère de moyen calibre et ses trois tuniques : intima, média, adventice 

 

Contrairement au réseau vasculaire normal, les vaisseaux tumoraux ont une structure et 

des caractéristiques très différentes (figure 32), essentiellement dues à la sécrétion constante 

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

 

Figure 32 : Représentation schématique des systèmes vasculaires 

A : Tissu sain ; B : Tumeur solide. Les vaisseaux rouges représentent le sang artériel bien 
oxygéné, les vaisseaux bleus représentent le sang veineux faiblement oxygéné. En vert sont 

représentés les vaisseaux lymphatiques (Tredan, et al., 2007). 
 

Les vaisseaux formés dans la tumeur sont en général totalement désorganisés, très 

tortueux et dilatés avec des embranchements excessifs (Eberhard, et al., 2000). Il manque 

souvent des péricytes, ce qui induit la quiescence endothéliale par inhibition de contact. Les 

vaisseaux présentent également une grande perméabilité. Au niveau de l’ultrastructure, 

l’endothélium est discontinu à de nombreux endroits, avec une absence de jonctions 
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cellulaires, une absence partielle ou totale de membrane basale. La conséquence en est un flux 

sanguin très chaotique et variable, induisant des zones hypoxiques et nécrotiques.  

 

1.2.1.1.2. Les mécanismes de formation de la vascularisation 

 

La croissance du cancer et l'apparition de métastases sont étroitement liées à la 

vascularisation de la tumeur primitive. La compréhension des mécanismes de formation des 

nouveaux vaisseaux permet de développer des stratégies anticancéreuses qui la prennent pour 

cible. Plusieurs mécanismes de formation des vaisseaux ont été identifiés. L’angiogenèse, la 

vasculogenèse, l’intussusception et la co-option des vaisseaux (figure 33). 

 

Figure 33 : Mécanismes de formation des vaisseaux 

Plusieurs mécanismes permettent de former des vaisseaux sanguins dans les tissus normaux et 
tumoraux. La formation de nouveaux vaisseaux peut survenir par angiogenénèse (a), par recrutement 
de précurseurs de la moelle osseuse ou de progéniteurs des cellules endothéliales (PCE) qui vont se 

différencier en cellules endothéliales (CEs)(b), ou par intussusception (c). Les cellules tumorales 
peuvent co-opter les vaisseaux pré-existants (d), les vaisseaux tumoraux peuvent être bordés de 

cellules tumorales (mimétisme vasculaire)(e), ou par les cellules endothéliales, suite à des anomalies 
cytogénétiques dans leurs chromosomes(f). Contrairement aux tissux normaux, qui utilisent 

uniquement l’angiogenèse, la vasculogenèse et l’intussusception (a-c), les tumeurs peuvent utiliser les 
6 modes de formation des vaisseaux (a-f) (Carmeliet and Jain, 2011). 

 



 

Imagerie préclinique et cancérologie expérimentale� ��	�

 

•  Angiogenèse : Ce processus débute par la sortie de quiescence des cellules 

endothéliales des vaisseaux péritumoraux provoquée par le switch angiogénique, c'est-

à-dire lorsque l’équilibre entre facteurs pro-angiogéniques et anti-angiogéniques est 

rompu en faveur des facteurs pro-angiogéniques (Hillen and Griffioen, 2007).  

L’angiogenèse se décompose en plusieurs étapes.  

Dans un premier temps, les cellules endothéliales, activées par des facteurs de 

croissance tels que le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) vont libérer des 

enzymes en particulier des protéases (Matrix Metalloprotéinase, MMP), conduisant à 

la dégradation de la membrane basale et de la matrice extracellulaire (MEC), étape qui 

permet de perméabiliser les vaisseaux. S’ensuit une étape de migration des CE à l’aide 

de molécules d’adhésion (intégrines) ainsi qu’une phase de prolifération dans la 

matrice environnante. Enfin, par différenciation et polarisation, les CE s’organisent en 

structures tubulaires avec une nouvelle lame basale, des « bourgeons » se connectent 

aux vaisseaux voisins pour créer de nouveaux vaisseaux. Afin de stabiliser ces néo-

vaisseaux immatures, les CE vont induire la mise en place de la paroi vasculaire et la 

MEC va se régénérer. 

•  Vasculogenèse : La vasculogenèse peut être définie comme un processus entrainant la 

formation de nouveaux vaisseaux de novo suite au recrutement de différents types de 

précurseurs endothéliaux (Bertolini, et al., 2006). 

Lors de la vasculogenèse, les précurseurs endothéliaux, plus particulièrement ceux 

dérivés de la moelle osseuse, contribuent à la vascularisation tumorale en combinaison 

avec l’angiogenèse (Asahara, et al., 1999). Les cellules souches hématopoïétiques et 

vasculaires (hémangioblastes) donnent naissance à des cellules progénitrices 

endothéliales matures qui vont former un plexus vasculaire uniforme. Ce plexus sera 

ensuite remodelé afin de former un système vasculaire mature. 

•  Intussusception : Ce mécanisme, indépendant de la prolifération et de la migration 

des cellules endothéliales consiste en l’insertion d’un pilier tissulaire au niveau de la 

lumière du vaisseau, entrainant la partition de cette lumière en deux ou plusieurs 

canaux indépendants. Lors de l’intussusception, il n’y a pas de prolifération 

importante des CE mais plutôt un réarrangement des structures préformées (Patan, et 

al., 1996). 

•  Co-option des vaisseaux : Ce mécanisme a été décrit plus récemment, il montre que 

l’angiogenèse ne se fait pas uniquement par bourgeonnement. La co-option des 
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vaisseaux consiste en une capture des vaisseaux préexistants dans le stroma tumoral 

(Leenders, et al., 2002, Ribatti, et al., 2003). 

•  Mimétisme vasculaire : Le mimétisme est un processus de vascularisation assez 

particulier que l’on rencontre dans de nombreux cancers. Certaines cellules 

cancéreuses acquièrent une morphologie de cellule endothéliale et expriment 

différents gènes spécifiques des cellules endothéliales (Dome, et al., 2007). Ce 

mimétisme vasculaire aboutit à la formation d’un réseau capillaire dont l’endothélium 

est composé essentiellement de cellules cancéreuses au phénotype endothélial (Paulis, 

et al., 2010). 

 

1.2.1.2. Thérapie anti-angiogénique 

 

Du fait de l’importance de l’angiogenèse dans le développement tumoral, les vaisseaux 

sanguins sont rapidement apparus comme une nouvelle cible thérapeutique pour le traitement 

du cancer. Les premiers inhibiteurs angiogéniques destinés à être utilisés en clinique ont été 

développés dans les années 70 sur des modèles animaux (Folkman, 1972). 

Depuis, de nombreuses stratégies anti-angiogéniques ciblant différents mécanismes, 

molécules ou facteurs impliqués dans l’angiogenèse ont été développées. 

 

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

dessous : 
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Figure 34 : Les différentes cibles des traitements anti-angiogéniques 

(d'après Lamoglia, Institut Curie) 
 
 

Inhibition de la dégradation de la matrice extracellulaire  

L’inhibition de la dégradation de la MEC va permettre de bloquer les étapes d’invasion et 

de migration des cellules endothéliales. Cette stratégie repose principalement sur l’inhibition 

des MMPs grâce à des inhibiteurs synthétiques (Coussens, et al., 2002). 

 
Inhibition de l’adhésion cellulaire  

L’adhésion des cellules endothéliales à la MEC est régulée par des récepteurs présents à 

leur surface, notamment les intégrines. Ces molécules sont insérées dans la membrane 

plasmique et comportent deux domaines : un domaine dit « large », extracellulaire, et un 

domaine dit « court » intracellulaire (figure 35). Les intégrines sont organisées sous la forme 

d’hétérodimères consistant en une sous-unité alpha et une sous-unité bêta. Il existe environ 18 

sous-unités alpha et 8 sous-unités bêta (Giancotti and Ruoslahti, 1999), correspondant à une 

vingtaine de combinaisons possibles d’intégrines. 
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Figure 35 : Représentation schématique d’une intégrine avec ses domaines � et � 

(Poupon, 2006) 
 

L’intégrine �v�3 est impliquée dans l’angiogenèse et le remodelage vasculaire. Elle est 

exprimée essentiellement au niveau des cellules endothéliales des néovaisseaux tumoraux 

(Brooks, et al., 1994, Max, et al., 1997). 

Les ligands extracellulaires de l’intégrine �v�3 sont des protéines de la MEC tels que la 

fibronectine, la thrombospondine, l’ostéopontine... Ces protéines lient �v�3 par une séquence 

tripeptidique arginine-glycine-aspartyl (RGD). 

Des molécules antagonistes des intégrines ont ainsi été développées. En empêchant 

l’adhésion des CE, ces peptides vont inhiber leur prolifération et induire leur apoptose 

(Robinson and Hodivala-Dilke, 2011). 

 
Inhibition de l’activation des cellules endothéliales  

L’angiogenèse peut être inhibée par action directe sur les cellules endothéliales. Par 

exemple une diminution de la synthèse de TNF� suite à l’administration de thalidomide 

entraine une activité anti-cytokine et antiproliférative des cellules cancéreuses (Liu, et al., 

2009). On peut également citer l’utilisation de combretastatine, qui se lie spécifiquement à la 

� � 
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tubuline et va induire spécifiquement l’apoptose des cellules endothéliales en prolifération 

(Lunt, et al., 2011). 

�

 
Inhibition des facteurs de croissance et de leurs récepteurs 

L’angiogenèse étant initiée suite à la sécrétion de facteurs de croissance et à la 

surexpression de leurs récepteurs sur les cellules endothéliales, une stratégie consiste à inhiber 

des facteurs tumoraux endogènes, à bloquer leur fixation sur leurs récepteurs ou bien à 

empêcher la transduction du signal.  

Parmi les molécules entrainant une diminution de l’expression des facteurs de croissance 

et/ou des récepteurs on retrouve des molécules inhibant la fixation du VEGF sur son 

récepteur. Dans ce cas, la thérapie la plus utilisée consiste en l’administration d’anticorps 

monoclonaux comme le bevacizumab (Avastin®) qui va se lier spécifiquement au VEGF et 

empêcher sa fixation sur son récepteur (Wahl, et al., 2011). 

Une autre stratégie consiste en l’utilisation de protéines contenant les domaines 

extracellulaires des récepteurs tels que le VEGF-Trap. Ces récepteurs solubles vont capturer 

le VEGF circulant et diminuer sa biodisponibilité. L’administration de VEGF-Trap supprime 

la croissance tumorale et la vascularisation in vivo, conduisant à l’inhibition de la 

vascularisation tumorale et à une diminution du nombre de métastases (Lassoued, et al., 2010, 

Torimura, et al., 2008).  

Un grand nombre d’approches sont donc possibles et la figure 36 représente une synthèse 

des différentes stratégies permettant d’inhiber l’angiogenèse tumorale. 
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Figure 36 : Stratégies de ciblage des cellules endothéliales et non endothéliales 

 pour inhiber l’angiogenèse tumorale 

(Carmeliet, 2005) 
 

1.2.1.3. Imagerie de la vascularisation et de l’angiogenèse 

 

Il est donc bien reconnu que la néoangiogenèse tumorale est l’un des déterminants 

majeurs de la croissance locale des tumeurs mais également de la diffusion à distance des 

lésions secondaires. L’étude de cette néoangiogenèse revêt donc un caractère essentiel dès 

lors que l’on souhaite évaluer le potentiel de croissance de la tumeur mais aussi la réponse 

tumorale à des traitements spécifiques. 

La plupart des modalités d’imagerie décrites dans la partie 1.1 permettent de s’intéresser à 

la vascularisation tumorale. Le paragraphe suivant propose donc quelques exemples du 

potentiel des différentes modalités d’imagerie pour l’étude de l’angiogenèse et de la 

vascularisation. 

 

1.2.1.3.1. Imagerie anatomique 

 

L’imagerie de la microcirculation doit permettre d’étudier des paramètres tels que la 

perfusion, la perméabilité et le volume sanguin de manière quantitative. Trois modalités 

d’imagerie sont utilisées en routine et permettent de s’intéresser à ces caractérisques en 
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réalisant une imagerie anatomique de la vascularisation tumorale : il s’agit de l’IRM, de la 

TDM X et des ultrasons. 

 

Imagerie de la microcirculation par injection d’agents de contraste 

 

•  IRM  : Afin de visualiser la microcirculation, l’une des modalités d’imagerie 

principalement mise en œuvre est l’IRM avec injection d’agent de contraste. Comme 

déjà évoqué, les agents de contraste les plus utilisés sont constitués par des petites 

molécules à base de chélates de gadolinium. Ces molécules diffusent rapidement dans 

les espaces extravasculaire et extracellulaire, permettant de calculer la fraction du 

volume vasculaire dans un tissu, la perfusion tissulaire et la perméabilité capillaire. 

Ceci permet notamment de différentier les tissus sains des tissus malins (Padhani and 

Patel, 2011). Une étude récente a démontré que l’IRM avec injection d’agents de 

contraste permettait d’évaluer les effets d’une nouvelle molécule anti-angiogénique 

dans un modèle de carcinome ovarien (Yang, et al., 2011). 

Toutefois cet examen qui semble avoir une bonne sensibilité a montré par ailleurs une 

faible spécificité pour l’imagerie clinique de la vascularisation des tumeurs 

mammaires (Heijblom, et al., 2011). 

 

•  TDM X  : Comme pour l’IRM, la visualisation de la vascularisation tumorale par 

tomodensitométrie est réalisée suite à l’injection de produits de contraste. Cette 

technique est aussi appelée tomodensitométrie de perfusion. Actuellement, les 

produits de contraste les plus utilisés sont les agents iodés qui vont permettre 

d’opacifier la vascularisation. La TDM de perfusion a montré qu’elle peut par 

exemple être utilisée pour prédire la réponse à une thérapie antitumorale par mesure 

du volume sanguin chez des patients (Petralia, et al., 2011). 

L’imagerie in vivo par tomodensitométrie de perfusion ne permet toutefois pas 

d’obtenir des images d’une résolution suffisante pour quantifier précisément l’impact 

d’un traitement sur la microvascularisation tumorale. L’amélioration de la résolution 

se fait soit par des ruptures technologiques, grâce à des imageurs plus performants, tels 

que les microCT, qui permettent de réaliser des acquisitions avec une résolution de 

l’ordre du micromètre ou bien par amélioration des protocoles d’acquisitions des 

imageurs dédiés au petit animal par augmentation du temps d’acquisition (et donc de 
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la dose de rayons X délivrée). Dans ces deux cas, il est impossible de réaliser les 

examens sur animal vivant, car d’une part, les microCT ne permettent pas d’imager 

des animaux mais uniquement des échantillons de petite taille, et d’autre part, 

l’augmentation des temps d’acquisitions (plusieurs heures) ainsi que l’augmentation 

des doses délivrées ne sont pas compatibles avec des études de cancérologie. Une 

solution, consiste à réaliser une image ex vivo de tumeur. 

Pour cela, une technique par injection de résine radio-opaque au niveau de la 

vascularisation a été développée. Cette méthode de « Casting de la vascularisation » 

que nous allons nommer plus simplement Cast est une méthode qui va permettre de 

reconstruire la structure tri-dimentionnelle des vaisseaux sanguins des organes et des 

tissus par injection d’une résine dans la circulation (Konerding, et al., 1999). L’ajout 

de composé radio-opaque dans la formulation de la résine permet alors de visualiser 

les vaisseaux « castés » par TDM (Meyer, et al., 2007).  

 

Imagerie de la vascularisation par étude des flux sanguins 

 

•  Ultrasons : Une autre modalité permettant l’étude de l'angiogenèse tumorale est 

l’écho-doppler qui est principalement mis en œuvre dans le cas de tumeurs 

superficielles (mélanomes et cancers du sein). Elle permet la détection du flux 

anormal caractéristique d’une tumeur maligne (Hata and Miyazaki, 2003). Cette 

technique permet d’évaluer relativement simplement l'efficacité des nouvelles 

thérapeutiques anti-angiogéniques par visualisation des flux lents dans des 

microvaisseaux et d'estimer très précocement l'efficacité 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 la mise au point d’approches moléculaires 

pour l’étude du cancer (Schirner, et al., 2004).  

Quelles que soient les stratégies développées, le principe est le même. 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) sont les plus utilisées pour détecter 

précocement les tumeurs aux premiers stades de croissance, c'est-à-dire dès la mise en place 

du switch angiogénique.   

   

Imagerie de l’expression des intégrines 

L’imagerie de l’expression des intégrines consiste en l’utilisation de peptides RGD 

marqués par des isotopes ou des fluorochromes. Ces peptides vont cibler spécifiquement les 

intégrines (principalement l’intégrine �v�3) exprimée au niveau des néovaisseaux tumoraux.  

Il a ainsi été montré que le radiotraceur 18F-Galacto-RGD permet de visualiser 

l’expression des intégrines �v�3 en TEP (Beer, et al., 2006). Afin de visualiser par imagerie 

TEMP la prolifération de cellules étoilées du foie qui expriment des intégrines �v�3 

lorsqu’elles sont activées, un peptide cyclique de RGD a été marqué au 99mTc  (Li, et al., 

2011) et a montré tout son intérêt. Des liposomes chélatant le gadolinium et couplés à un 

anticorps monoclonal spécifique des intégrines (LM609) sont utilisés en IRM (Sipkins, et al., 

1998). Enfin, l’IntegriSenseTM, molécule commercialisée pour l’imagerie préclinique (Tekabe, 

et al., 2011) est un peptide RGD couplé à un fluorochrome qui émet dans l’infrarouge (750 

nm) et qui permet également de s’intéresser à l’imagerie de l’expression des intégrines. 

 

Ciblage du VEGF 

Afin de cibler le VEGF, fortement exprimé par les néovaisseaux tumoraux, plusieurs 

traceurs ont été développés :  

•  En imagerie TEMP, une des applications est l’utilisation d’un VEGF recombinant 

marqué au 99mTc. Ce peptide permet de visualiser l’expression du récepteur au 

VEGF et par exemple de déterminer la réponse ou non à un traitement par le 

pazopanib (inhibiteur du VEGFR) (Blankenberg, et al., 2010). 

•  La conjugaison à la surface des microbulles d’un peptide spécifique du récepteur 

au VEGF (VEGFR2), via des phospholipides (Pillai, et al., 2010) a permis 

d’imager l’expression de VEGFR2 par imagerie ultrasonore.  

•  Enfin, l’utilisation de VEGF recombiné (scVEGF) marqué avec un fluorochrome 

Cy5.5 a permis de cibler les récepteurs au VEGF pour l’imagerie de fluorescence 

(Backer, et al., 2007). 
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Ciblage de MMPs 

L’activation des MMPs est caractéristique de la croissance tumorale, cette activation 

apparaissant dès les stades précoces de la tumorigenèse. Une sonde fluorescente activable, le 

MMPSense® (Perkin Elmer) permet de détecter cette activation. Elle a été utilisée par 

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

 

1.2.2.  Mort cellulaire et apoptose 

1.2.2.1. Généralités 

 

Il existe 4 types de mort cellulaire : la nécrose et l'apoptose dont les mécanismes ont été 

les plus décrits et qui seront détaillés ci-dessous ainsi que l’autophagie et la sénescence. 

1.2.2.1.1. La nécrose 

 

La nécrose est une mort cellulaire accidentelle qui survient lors d'un dommage tissulaire et 

implique des groupes de cellules. La nécrose est considérée comme une mort cellulaire 

désordonnée, avec des modifications apparaissant au niveau du cytoplasme et du noyau qui va 

se condenser. L'ADN nucléaire va ainsi être dégradé de manière aléatoire (Bicknell and 

Cohen, 1995) par des endonucléases. 

Lors de la nécrose, la cellule gonfle en se remplissant d’eau, puis la membrane cellulaire 

éclate sous l’effet de la pression, provoquant le relargage du contenu cytoplasmique dans le 

milieu environnant et induisant localement une inflammation. Celle-ci est provoquée par la 

présence d'enzymes et de substances inflammatoires dans le cytosol telles que les cytokines, 

le TGF-beta1 et la PGE-2 (Maderna and Godson, 2003). 

 

1.2.2.1.2. L’apoptose 

 

L'apoptose, appelée aussi mort cellulaire programmée, est hautement régulée et 

indispensable à la survie des organismes multicellulaires ainsi qu’au maintien de 

l’homéostasie. 
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Morphologiquement, l'apoptose correspond à une rétraction progressive de la cellule, avec 

condensation de la chromatine et du cytoplasme, suivie d'une fragmentation caractéristique de 

l'ADN aboutissant à la formation de fragments cellulaires ou corps apoptotiques (figure 37). 

Contrairement à la nécrose, l’apoptose ne va pas induire d’inflammation puisque 

l'intégrité de la membrane plasmique est conservée, évitant tout déversement du contenu 

cellulaire vers l’extérieur. 

 

 

Figure 37 : Différence entre les cellules nécrotiques et les cellules apoptotiques  

(American Institutes for Biological & Nutritional Sciences, 2005) 
 

Le processus d’apoptose est médié par plusieurs voies d’activation dont deux sont 

caspases dépendantes (voies intrinsèque et extrinsèque) et une caspase indépendante. 

Concernant les voies caspases dépendantes : 

•  La voie extrinsèque est induite par un stimulus passant par des récepteurs de mort 

cellulaire tels que le récepteur appartenant à la superfamille des récepteurs au Tumor 

Necrosis Factor (TNF) (Song and Steller, 1999). 
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•  La voie intrinsèque cible le métabolisme cellulaire et plus précisément le 

métabolisme mitochondrial avec la libération de cytochrome c par la mitochondrie 

(Bossy-Wetzel and Green, 1999) et l’activation des caspases (Chang and Yang, 2000). 

Cette voie est gouvernée par des protéines appartenant à la superfamille de Bcl-2. 

 

Ces deux voies conduisent à l’activation de caspases après clivage protéolytique de 

protéines précurseurs, les pro-caspases. Cela va induire une cascade d’événements 

morphologiques et biochimiques tels que l’exposition de phosphatidylsérine à la surface de la 

membrane cellulaire (Castedo, et al., 1996), l’arrêt de la réplication, la fragmentation du 

noyau et du cytosquelette entraînant la formation de corps apoptotiques phagocytés par les 

cellules environnantes. 

Il existe également une autre voie apoptotique qui se déroule sans l’intervention des 

caspases, dont l’acteur principal est le facteur AIF (Apoptosis Inducing Factor) 

Une synthèse des différentes voies d’activation de l’apoptose est présentée figure 38. 

 

Figure 38 : les différentes voies conduisant à l’apoptose 

Les 3 voies apoptotiques sont représentées sur le schéma. La voie intrinsèque dépendante des 
caspases (en haut) implique l’apoptosome assemblé grâce au cytochrome C relargué de la 

mitochondrie, et active la caspase 9. La voie extrinsèque dépendante des caspases (à gauche) 
implique les récepteurs de mort et entraîne l’activation des caspases 8/10. La voie caspase 

indépendante (à droite) entraîne la translocation d’AIF et de l’endonucléase G (endoG) de la 
mitochondrie au noyau (d’après Le Bouffant, R., 2007). 
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1.2.2.2. Régulation de l’apoptose et cancer 

 

L’apoptose intervient dans de nombreux processus physiologiques comme le 

développement embryonnaire, la prolifération, la différenciation, la régulation et le 

fonctionnement du système immunitaire. Elle permet ainsi à l’organisme de se débarrasser 

des cellules indésirables. Toutefois, des anomalies dans la régulation de ce processus 

apoptotique peuvent contribuer à divers états pathologiques, notamment lors de certaines 

pathologies neurodégénératives, de maladies auto-immunes et de cancers (tableau 4). 

  

Type de pathologie Exemples Apoptose 

 
Maladie 

neurodégénérative 

Alzheimer 
Sclérose latérale 

amyotrophique 
Parkinson 

 
Suractivée 

 
Désordre 

immunitaire 

Maladie autoimmunes 
SIDA 

Diabète 
Thyroïdite 

Inhibée 
Suractivée 
Suractivée 
Suractivée 

 
Néoplasie 

Lymphome 
Astrocytome 
Hépatome 
Mélanome 

 
Inhibée 

 

 
Divers 

Vieillissement 
Alopécie 

 

 
Suractivée 

Tableau 4 : Pathologies associés à des dérèglements du processus apoptotique 

 

Le cancer apparaît lorsque l’équilibre entre la prolifération et la mort cellulaire est 

perturbé. L’objectif d’un traitement anticancéreux est ainsi de déclencher l’apoptose dans les 

cellules tumorales sans affecter les cellules saines. 

L’apoptose est un processus d’équilibre entre protéines pro- et anti-apoptotiques. Les 

voies moléculaires intrinsèques et extrinsèques qui régulent l’apoptose et donc l’équilibre 

entre ces protéines pro- et anti-apoptotiques sont donc des cibles très intéressantes afin 

d’obtenir une activité thérapeutique potentielle.  

Plusieurs agonistes de récepteurs pro-apoptotiques qui activent sélectivement la voie 

extrinsèque ont déjà été développés. Des inhibiteurs spécifiques de la voie TRAIL, voie 

intrinsèque, ont aussi été conçus (de Vries, et al., 2006). 
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Figure 39 : Impact de différentes classes de molécules sur la régulation de l’apoptose 

Illustration de la façon dont les molécules tels que les chimiothérapies ainsi que les inhibiteurs du 
protéasome, les inhibiteurs des histones désacétylase (HDAC), les inhibiteurs des membres de la 

superfamille des protéines antiapoptotiques Bcl-2 et les inhibiteurs des protéines apoptotiques (IAP), 
interférent dans la voie de signalisation TRAIL et peuvent potentialiser les effets de rhTRAIL  

(de Vries, et al., 2006) 
 

Afin d’inhiber la voie de signalisation TRAIL, un certain nombre de chimiothérapies ont 

été développées. Celles-ci sont réparties en 4 grandes familles d’inhibiteurs : 

•  Les inhibiteurs du protéasome : celui-ci étant responsable de la dégradation de la 

majorité des protéines intracellulaires, y compris les protéines pro-apoptotiques, 

ces inhibiteurs vont affecter les multiples voies de signalisation cellulaire. 

•  Les inhibiteurs des histones désacétylases induisent une différenciation et/ou 

l’apoptose de nombreux types cellulaires en activant la transcription de gènes 

cible. Ces inhibiteurs agissent en synergie avec TRAIL, par exemple en induisant 

TRAIL-DR4 et TRAIL-DR5 via l’activation du facteur nucléaire NF�B et de 

certains membres pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 engageant la voie 

mitochondriale. 

•  Les inhibiteurs des membres anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 (Bcl-2 et Bcl-

XL) ou les inhibiteurs des protéines apoptotiques capables d’éliminer les obstacles 

de la voie de signalisation TRAIL. 
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De nombreuses protéines jouent un rôle dans l’apoptose induite par TRAIL. L’inhibition 

spécifique de ces protéines devrait permettre d’améliorer le ciblage tumoral ainsi que la 

personnalisation des traitements anti-apoptotiques. 

 

1.2.2.3. Imagerie de l’apoptose 

 

Dans le domaine de l’imagerie en cancérologie expérimentale, la possibilité de visualiser 

le processus apoptotique présente un intérêt particulier puisque cela doit permettre d’apprécier 

la réponse de la tumeur à un traitement. Ainsi, en clinique, cela doit conduire à évaluer la 

réponse d’un patient à la chimiothérapie, rapidement, pour éventuellement le réorienter vers 

d’autres approches thérapeutiques en cas de non réponse. 

Pour réaliser cette imagerie, plusieurs démarches sont possibles et nous proposons d’en 

présenter deux basées sur le ciblage des caspases et la détection des phosphatidylsérines. 

 

1.2.2.3.1. Imagerie via activation des caspases  

 

Récemment, des constructions bioluminescentes et/ou fluorescentes permettant de suivre 

spécifiquement l’activation des caspases in vivo ont été décrites. 

Une des première molécule développée, le FLICA, un inhibiteur des caspases relié à un 

fluorochrome, a démontré une forte affinité pour les cystéines présentes au niveau du site actif 

des caspases, et a permis une détection de l’activité apoptotique in vitro et in vivo (Lee, et al., 

2008). Cependant, des résultats complémentaires ont remis en cause la spécificité du 

marquage par les inhibiteurs des caspases puisque l’équipe de Kuzelova a obtenu un signal 

fluorescent suite à des liaisons non spécifiques de FLICA (Kuzelova, et al., 2007). 

Afin d’améliorer la spécificité des traceurs, le couplage à un groupement pouvant être 

spécifiquement reconnu par les caspases semble donc une approche intéressante. 

Des sondes activables fluorescentes, séparées par une séquence DEVD ont permis de 

détecter une activation spécifique des caspases, mais actuellement ces sondes sont encore en 

développement (Barnett, et al., 2009).   
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Une nouvelle molécule pour l’imagerie de bioluminescence, la Z-DEVD-aminolucoférine, 

basée sur le même principe que les sondes fluorescentes, est commercialisée et permet de 

réaliser une imagerie in vivo de l’apoptose avec un signal de bruit de fond très faible, 

contrairement aux sondes fluorescentes. 

 

Z-DEVD-aminoluciférine 
 

Un substrat a été développé (VivoGloTM Caspase-3/7 Substrate, Promega) afin de 

réaliser une imagerie de l’apoptose par bioluminescence. Le principe de ce substrat est 

présenté figure 40. 

 

Figure 40 : Principe de l’imagerie de l’apoptose in vivo grâce à la Z-DEVD-aminoluciférine 

(Scabini, et al., 2011) 
 

A l’état basal, la Z-DEVD-aminoluciférine ne peut pas interagir avec la luciférine, à cause 

de l’encombrement stérique du groupement DEVD. Après clivage spécifique de la liaison 

DEVD-aminoluciférine par les caspases 3 et 7, l’aminoluciférine libre va pouvoir interagir 

avec la luciférase et aboutir, en présence d’O2 et d’ATP, à la réaction classique de 

bioluminescence. 

Des études ont ainsi montré l’efficacité de cette molécule pour la détection de l’apoptose 

dans des modèles murins. Une augmentation de l’intensité du signal de bioluminescence après 

injection de Z-DEVD-aminoluciférine a été observée suite à un traitement au docétaxel dans 

des tumeurs SKOV3-luc et MDA-MB-231-luc-LN (Hickson, et al., 2010), et lors d’un 

traitement de tumeurs colorectales HCT116-luc par de l’irinotécan (Scabini, et al., 2011). 

Ce substrat présente donc un intérêt important pour imager l’apoptose médiée par les 

caspases 3 et 7. Toutefois, très peu de travaux ont fait l’objet de publications à ce jour. Il 
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semblerait que des problèmes soient rencontrés notamment du fait d’une dégradation basale 

de la Z-DEVD-aminoluciférine entrainant un signal de bioluminescence très important avant 

injection du traitement, et de la difficulté à normaliser le signal de bioluminescence apoptose 

à un paramètre objectif (prolifération tumorale évaluée par BLI classique ou volume tumoral 

mesuré au pied à coulisse). 

 

1.2.2.3.2. Ciblage des phosphatidylsérines : intérêt de l’Annexine 5  

 

Lors du processus d'apoptose l'exposition de phosphatidylsérines au niveau de la 

membrane cellulaire est un phénomène qui survient précocement. Ces phosphatidylsérines 

peuvent être ciblées par des ligands spécifiques, en particulier l'annexine 5 qui est une 

protéine humaine endogène dont les propriétés biologiques sont attribuées à sa liaison de 

haute affinité aux phospholipides membranaires chargés négativement, en présence de 

calcium Ca2+ à concentration physiologique. Ainsi, l’annexine 5 se lie spécifiquement avec 

une grande affinité aux phosphatidylsérines présentes au niveau des membranes cellulaires 

(Tait and Gibson, 1990). 

Aujourd’hui, cette molécule est couramment utilisée pour l’imagerie de l’apoptose. Elle 

peut être marquée, selon la modalité d’imagerie considérée, par des radioisotopes ou des 

fluorochromes. 

 

Imagerie TEMP 

L’un des premiers essais chez l’animal permettant d’évaluer l’induction de l’apoptose fut 

réalisé en TEMP par injection d’annexine 5 HYNIC (Blankenberg, et al., 1998). En clinique 

la mise en œuvre d’une annexine 5 recombinante humaine (rh-annexin 5 ) liée à du 99mTc via 

un radioligand de penthioate (N2S2) a permis de visualiser des foyers hypoxiques (Boersma, 

et al., 2003).  

Le 99mTc n’est pas le seul radioisotope permettant de marquer l’annexine 5 pour 

l’imagerie TEMP. L’111In par exemple (Zhang, et al., 2011), a également été mis en œuvre, 

l’avantage de ce radioélémént étant sa demi-vie plus grande qui permet le suivi du processus 

apoptotique sur une durée plus longue.  
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Imagerie TEP 

De nombreuses approches ont permis de marquer l’annexine 5 au 18F. L’une des méthodes 

consiste à utiliser du N-succinimidyl 4-fluorobenzoate afin de synthétiser de la 18F-Annexine 

5 (Grierson, et al., 2004, Murakami, et al., 2004). L’avantage de cette sonde est une fixation 

moindre au niveau du foie, des reins et de la rate par rapport à l’annexine 5 HYNIC. 

Toutefois, la chimie nécessaire à ce type de marquage ne peut pas être utilisée en routine dans 

les services de médecine nucléaire (Reshef, et al., 2010) 

D’autres radioisotopes ont été utilisés comme par exemple le 68Ga ou le 64Cu. Dans ces 

deux cas, le couplage à l’annexine 5 est réalisé via du DOTA. La mauvaise biodistribution de 

ces deux composés n’a pas permis de montrer leur supériorité par rapport à l’annexine 5 

HYNIC (Blankenberg, 2008, Lahorte, et al., 2004). Par ailleurs, l’accès à ces isotopes étant 

actuellement restreint, il serait très compliqué d’utiliser ce type de sonde pour une 

exploitation en routine chez le patient. 

 

Imagerie de fluorescence 

Une sonde fluorescente est commercialisée depuis peu ; il s’agit de l’Annexin VivoTM 750 

(Perkin Elmer) qui permet de réaliser une imagerie in vivo chez le petit animal, dans le proche 

infrarouge. Cette sonde a notamment permis de mettre en évidence une augmentation de 

l’apoptose au niveau d’une tumeur U87 (glioblastome) traitée par doxorubicine chez la souris 

(Agarwal, et al., 2011). 

 

L’imagerie clinique de l’apoptose n’est toujours pas utilisée en routine et de nombreux 

développements restent à faire en imagerie préclinique. Les pistes de recherche actuelles 

semblent s’orienter vers le développement de sondes de petite taille (plus faciles à marquer et 

avec des profils de biodistribution et de clairance mieux adaptés) ou encore sur la détection du 

collapse du potentiel membranaire mitochondrial (Reshef, et al., 2010) 
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1.2.3.  Hypoxie tumorale 

 

L’exigence métabolique que provoque la croissance d’une tumeur dépasse les possibilités 

d’apport en oxygène de la vascularisation normale et induit une néoangiogenèse. Cette 

vascularisation anarchique des tumeurs ne permet pas de répondre aux besoins tissulaires et 

aggrave l’hypoxie. Dans le cas des tumeurs solides, l’hypoxie peut représenter jusqu’à 60 % 

de la masse tumorale. 

Les tumeurs solides présentent donc des zones où la pression partielle en oxygène est très 

faible et cet état physiopathologique conduit à des modifications du métabolisme des cellules 

cancéreuses.  

Au niveau moléculaire, l’hypoxie agit sur les différents mécanismes de signalisation 

cellulaire en modifiant non seulement la radiosensibilité mais aussi la croissance, 

l’angiogenèse ou le potentiel métastatique d’une tumeur (Denekamp and Dasu, 1999, 

Graeber, et al., 1996, Ikeda, et al., 1995, Zagzag, et al., 2000).  

 

1.2.3.1. Mécanisme moléculaire de l’hypoxie 

 

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

une instabilité génomique, des variations épigénétiques et des altérations de l’expression post-

transcriptionnelle.  

Nous considérons dans ce paragraphe la voie effectrice de l’hypoxie ayant fait l’objet de 

la description la plus importante dans la littérature, celle dépendante de HIF-1 (Hypoxia 

Inducible Factor 1) (Huchet, et al., 2009, Serganova, et al., 2004, Tredan, et al., 2008). 

HIF-1 est composé d’une sous-unité HIF-1�, dont l’expression est stabilisée partiellement 

par la pression partielle en oxygène, et d’une sous-unité HIF-1� exprimée de façon 

constitutive. La forme active de HIF-1 est issue de l’union de ses deux sous-unités � et �.  

En conditions physiologiques, les prolyl-hydroxylases telles que les protéines PHD 

(Prolyl Hydroxylase Domain) utilisent l’oxygène pour hydroxyler HIF-1� et lui permettre 

d’interagir avec la protéine de von Hippel-Lindau (VHL). Le complexe multiprotéique généré 

après ubiquitination (HIF-1�-VHL-Ub) est dégradé via la sous-unité 26S du protéasome 

(Brahimi-Horn and Pouyssegur, 2006).  
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En condition d’hypoxie, la diminution de l’hydroxylation de HIF-1� protège cette sous-

unité de la dégradation protéasomale, aboutissant à la stabilisation et à la translocation de la 

protéine dans le noyau qui va se fixer à la sous-unité HIF-1�. Le complexe HIF-1 formé se 

fixe à une séquence nucléotidique spécifique appelée HRE (Hypoxia Response Elements). 

HIF-1 active alors plus de 50 gènes codant pour des facteurs protéiques impliqués dans la 

néo-angiogenèse (comme le VEGF, PDGF, angiopoietin-2 ou FGF), le métabolisme du 

glucose, les modifications de la matrice extracellulaire et la survie cellulaire (Lauzier, et al., 

2006), comme indiqué figure 41. 

 

 
Figure 41 : Régulation de l’activité du facteur de transcription HIF-1 et gènes activés 

transcriptionnellement par HIF-1 

(Tredan, et al., 2008) 
 

 

La détection de la protéine HIF-1� dans les tumeurs a été corrélée à une diminution de la 

survie et à une moindre chimiosensibilité d’un certain nombre de tumeurs (Tredan, et al., 

2007). 
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1.2.3.2. Hypoxie tumorale comme cible thérapeutique 

 

Sachant que l’hypoxie est très spécifique des tumeurs et qu’elle joue un rôle non 

négligeable dans le développement de chimio et de radiorésistances, ce paramètre représente 

ainsi une cible potentielle pour le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques. 

Le concept de traitement ciblant spécifiquement les cellules en condition d’hypoxie est 

apparu dans les années 1970 avec l’étude de quinones tels que la mitomycine C (Teicher, et 

al., 1981). Durant la même période, des composés analogues au nitro-imidazole ont été 

étudiés, mais ceux-ci ont présenté une toxicité importante.  

Compte tenu de l’importance de HIF-1 dans la résistance des cellules hypoxiques aux 

chimiothérapies, le ciblage spécifique de ce facteur a été étudié. Il a ainsi été démontré in 

vitro que l’utilisation d’un inhibiteur de HIF-1� permettait de rétablir la chimiosensibilité de 

lignées cellulaires résistantes à l’étoposide en condition hypoxique (Brown, et al., 2006). 

Cette approche a conduit à une étude clinique, qui a démontré que l’utilisation de 2-méthoxy-

estradiol diminuait le taux de HIF-1� améliorant ainsi la réponse à la chimiothérapie.  

Les limites des traitements ciblant l’hypoxie sont multiples. D’une part, il a été démontré 

que certaines molécules comme par exemple la tirapazamine, présentaient une distribution 

intratumorale faible (Hicks, et al., 2003). D’autre part, la toxicité hématopoïétique de ces 

molécules est en général très importante (Parmar, et al., 2007). Enfin, l’inhibition de la 

cascade d’activation génique par ciblage spécifique de HIF-1 semble intéressante afin 

d’optimiser les traitements anticancéreux, mais la conséquence de cette inhibition sur les 

tissus non cancéreux parfois en condition d’hypoxie (lors d’artériopathies, de coronaropathies, 

de rétinopathies…) et sur la réponse immunitaire reste mal connue (Tredan, et al., 2008).   

 

De nombreuses thérapies ciblant l’hypoxie tumorale ont été développées, mais leur 

efficacité reste contestable, et leurs mécanismes d’action sont encore peu connus. Toutefois, 

l’efficacité de certains agents ciblant l’hypoxie tumorale ouvre des perspectives pour des 

associations thérapeutiques. Dans ce contexte, il est nécessaire de développer des outils 

permettant une identification plus spécifique des régions hypoxiques au sein des tumeurs afin 

de mieux comprendre les mécanismes d’action et d’évaluer les nouvelles stratégies 

thérapeutiques.  
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1.2.3.3. Evaluation de l’hypoxie tumorale par imagerie 

 

La méthode de référence pour l’évaluation de l’hypoxie tumorale est la mesure directe de 

la pression partielle en oxygène dans les tissus (Horsman, 1998). Cette méthode qui implique 

l’implantation d’une électrode au sein de la tumeur est très invasive. C’est pourquoi de 

nouvelles approches d’imagerie moléculaire ont été développées afin de permettre une 

évaluation atraumatique et une cartographie de l’état d’oxygénation d’un tissu donné. 

Différentes stratégies permettant de réaliser une imagerie moléculaire de l’hypoxie sont 

actuellement disponibles : l’Imagerie par Résonance Magnétique, la Résonance 

Paramagnétique Electronique (RPE), les techniques de médecine nucléaire et 

l’optoacoustique. 

 

1.2.3.3.1. Imagerie de l’hypoxie en imagerie par résonance magnétique 

 

L’IRM est sensible à la Saturation en Oxygène de l’hémoglobine (SO2) via l’effet BOLD 

(Blood Oxygen Level-Dependant). Plusieurs études ont notamment montré que le paramètre 

T2* mesuré par IRM était sensible à l’hypoxie tumorale (Baudelet and Gallez, 2005). 

Récemment, une étude a permis d’évaluer et de valider l’intérêt de cette mesure dans le cas 

d’ischémie cérébrale chez le rat (An, et al., 2009). D’autre part, l’oxymétrie par 19F IRM a été 

mise en œuvre afin d’étudier l’oxygénation de tumeur mammaire chez le rat (Zhao, et al., 

2009).  

L’utilisation d’agents de contrastes pour cibler l’hypoxie par SRM est en cours 

d’évaluation. Le 2-Nitro-alpha-([2,2,2-trifluoroethoxy]methyl)-imidazole-1ethanol, a déjà été 

testé avec succès chez la souris (Procissi, et al., 2007), mais malgré sa facilité de mise en 

œuvre, la SRM présente une faible résolution spatiale ce qui limite ses applications.  

 

1.2.3.3.2. Imagerie de l’hypoxie en résonance paramagnétique électronique 

 

La résonance paramagnétique électronique (RPE) est une méthode spectroscopique basée 

sur l’absorption d’ondes électromagnétiques par des atomes, des molécules et des ions. Son 

principe est analogue à celui de la RMN, à la différence près qu'en RPE, ce sont les spins des 
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électrons qui sont excités plutôt que les spins des noyaux atomiques. La RPE permet ainsi de 

détecter des atomes dotés d’électrons non appariés tels que l’oxygène moléculaire. Il est donc 

possible d’acquérir un spectre RPE de l’oxygène gazeux à pO2 très basse. 

Des études précliniques ont montré qu’il était possible de réaliser une imagerie 

reproductible de l’hypoxie par RPE (Gallez, et al., 2004, Khan, et al., 2012). La technique a 

été validée en corrélation avec les électrodes à oxygène (Goda, et al., 1997), les données 

histologiques (Josse, et al., 2001) et les mesures réalisée avec l’effet BOLD (Dunn, et al., 

2002). 

1.2.3.3.3. Imagerie moléculaire de l’hypoxie 

 

Aujourd’hui, l’imagerie moléculaire de l’hypoxie en médecine nucléaire permet d’obtenir 

une résolution spatiale supérieure à celle de la SRM, c’est pourquoi les modalités (TEP et 

TEMP) sont actuellement les plus couramment utilisées pour visualiser les régions 

hypoxiques. Le 18F-MISO, traceur historique, a été le plus étudié et le plus utilisé mais de 

nouveaux traceurs ont été développés à la fois en TEP et en TEMP. Avec l’avènement de 

l’imagerie optique et l’émergence de la fluorescence 3D, de nouvelles molécules sont 

apparues et sont exploitables pour ces modalités. 

On différencie classiquement les traceurs de l’hypoxie «imidazolés» des traceurs «non 

imidazolés». 

 

Traceurs imidazolés 

Ces composés sont réduits en métabolites réactifs intermédiaires par les réductases 

intracellulaires, via un processus directement dépendant du niveau d’oxygénation cellulaire.  

 

•  18F-MISO  : Le 18fluoromisonidazole a été proposé pour évaluer l'hypoxie tumorale in 

vivo en TEP dès 1984. Depuis, il est devenu le dérivé imidazole le plus utilisé pour 

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

Le 18F-MISO s'est révélé sélectif des cellules hypoxiques in vitro et in vivo. En 

recherche clinique, il est utilisé pour évaluer quantitativement l'hypoxie tumorale dans 

les cancers du poumon, les glioblastomes, les tumeurs des voies aérodigestives 

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

2004). 

Le 18F-MISO s’accumule dans les tissus en se liant aux macromolécules 

intracellulaires, lorsque la pression partielle en oxygène est inférieure à 10 mmHg. La 

rétention tissulaire dépend de l’activité de la nitroréductase (figure 42).  

 

 

 

Figure 42 : Mécanisme de rétention du 18F-MISO au niveau des tissus hypoxiques 

Lorsque le 18F-MISO est dans un environnement où le transport d’électron est possible (tissus 
vivant), le groupement –NO2 (qui possède une grande affinité pour les électrons) capte un électron 
pour former un radical anion. En présence d’O2, l’électron est rapidement transféré à l’oxygène, le 
18F-MISO retrouve sa structure d’origine et peut sortir de la cellule. En l’absence d’oxygène, si un 

second électron provenant du métabolisme cellulaire réagit avec le composé nitroimidazole, un 
produit de réduction est formé, celui-ci va réagir avec les peptides et l’ARN et rester piégé dans la 

cellule (Padhani, et al., 2007). 
 

Une fois dans la cellule, le 18F-MISO est métabolisé et réduit par la nitroréductase 

intracellulaire (xanthine oxydase) afin de se lier sélectivement aux macromolécules dans 

les cellules hypoxiques. Bien que le 18F-MISO soit relativement hydrophile, il diffuse à 

travers les membranes cellulaires, montrant ainsi une distribution passive dans les tissus 

normaux (Bruehlmeier, et al., 2004). Même si la rétention du 18F-MISO est inversement 

reliée à la pression partielle en oxygène intracellulaire, il existe un seuil limite en dessous 

duquel la bioréduction et l'absorption du 18F-MISO n'augmentent plus (Couturier, et al., 

2004). Cette limite peut conduire dans certaines conditions à une sous estimation de 

l’hypoxie. 
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•  18F-FAZA  : Le 18F-fluoroazomycine-arabinoside est un nucléoside azomyciné 

présentant un mécanisme d’action similaire au 18F-MISO. Il a été montré que la 

cinétique d’élimination du 18F-FAZA était plus rapide que celle du 18F-MISO, 

permettant une clairance plus rapide du traceur au niveau des vaisseaux sanguins et 

des tissus non spécifiques pour réduire le bruit de fond et améliorer le rapport signal 

sur bruit (Piert, et al., 2005, Reischl, et al., 2007). 

 

•  18F-FETMIN :  Le 18F-fluoroerythronitroimidazole, permet aussi une amélioration de 

la qualité de l’image et du rapport signal/bruit par rapport au 18F-MISO. Des études 

précliniques sur un modèle de carcinome mammaire CH3 chez la souris ont ainsi 

montré un signal de bruit de fond plus faible après administration de 18F-FETMIN 

(Gronroos, et al., 2004). 

 

•  IAZA  : L’Iodoazomycin-Arabinoside est comme le 18F-FAZA, un nucléoside 

azomyciné. Il peut être couplé à l’iode radioactif, ce qui permet de l’utiliser en TEP 

(124I) ou en TEMP (131I, 123I). Pour l’imagerie TEP, l’IAZA ne permet pas d’améliorer 

le rapport signal sur bruit par rapport au FAZA pour des images réalisées à des temps 

très courts. L’élimination du IAZA étant plus longue que celle du FAZA, une 

amélioration du ratio tumeur/bruit de fond peut être observée pour des images 

réalisées plus tardivement après injection (Reischl, et al., 2007).  

 

Traceurs non imidazolés 

•  64Cu-ATSM  : L’imagerie moléculaire de l’hypoxie par le Cu(II)-diacetyl-bis (N4-

methylthiosemicarbazone) ou Cu-ATSM  a pour principe d’utiliser l’affinité d’un 

métal chélate pour les cellules hypoxiques (Huchet, et al., 2009). Le Cu-ATSM utilisé 

en TEP a été développé comme alternative au 18F-MISO et plusieurs isotopes du 

cuivre émetteurs de positons sont disponibles (60Cu, 61Cu, 62Cu et 64Cu). Le 64Cu avec 

sa demi-vie de 12,7 heures est l’isotope du cuivre le plus utilisé car il permet d’obtenir 

des informations biologiques sur une période de 48 heures.  

Le mécanisme de rétention du Cu-ATSM est complexe et s’effectue à plusieurs 

niveaux de la cellule (Fujibayashi, et al., 1997). Il est réalisé aussi bien dans les 

cellules normoxiques que dans les cellules hypoxiques qui intégrent le Cu(II)-ATSM 
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stable (Dearling, et al., 2002). Au niveau cellulaire les oxydoréductases réduisent le 

Cu(II)-ATSM en Cu(I)-ATSM qui devient instable. En l’absence d’O2, le Cu(I)-

ATSM se dissocie complètement et reste dans la partie intracellulaire alors qu’en 

présence d’O2, le Cu(I)-ATSM se réoxyde en Cu(II)-ATSM qui ressort de la cellule 

(Figure 43). Le Cu-ATSM montre ainsi une fixation sélective et une cinétique 

d’élimination plus lente dans les cellules hypoxiques que normoxiques permettant de 

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

 

 

Figure 43 : Mécanisme d’action impliqué dans l’absorption et la rétention sélective du Cu-

ATSM en conditions hypoxiques  

k1 : constante d’absorption (9,8.10-4 s-1) ; k2 : constante d’élimination (2,9.10-3 s-1) ; k3 : 
réduction intracellulaire ; k4 : réoxydation ; k5 : dissociation des protons  

(Holland, et al., 2009). 
 

 

•  99mTc-HL91 : Il a été démontré, par imagerie TEMP, une accumulation spécifique du 

traceur 99mTc-HL91 au niveau des cellules et tumeurs hypoxiques (Cook, et al., 1998, 

Lee, et al., 2008, Tatsumi, et al., 1999), mais le mécanisme responsable est encore peu 

connu. Toutefois, l’absorption de 99mTc-HL91 est fortement corrélée à l’expression de 

GLUT1 par les cellules cancéreuses viables (Yutani, et al., 1999). 

  

Imagerie de l’expression d’Anhydrase Carbonique 9 

L’Anhydrase Carbonique 9 dont la concentration est plus élevée dans les cellules de 

nature hypoxique est une protéine transmembranaire impliquée dans la régulation de 

l’équilibre acido-basique de la tumeur.  
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A l’heure actuelle, il existe une sonde fluorescente commerciale, (HypoxiSenseTM, Perkin 

Elmer) qui détecte spécifiquement l’expression d’Anhydrase Carbonique 9 à la surface de 

cellules tumorales hypoxiques. 

Par ailleurs, des fragments d’immunoglobuline marqués à l’111In et un anticorps 

monoclonal marqué à l’125I ou à un fluorochrome, ciblant spécifiquement l’anhydrase 

carbonique 9, ont permis de détecter la présence d’hypoxie au sein de tumeur de carcinome 

colorectal par TEMP, TEP et fluorescence respectivement (Carlin, et al., 2010, Chrastina, et 

al., 2003, Tafreshi, et al., 2012)  

 

1.2.3.3.4. Imagerie de l’hypoxie en optoacoustique 

 

Comme décrit précédemment (paragraphe 1.1.2.3), les modifications de l’absorption 

optique mesurée en optoacoustique sont fonction des propriétés optiques de nombreux 

chromophores endogènes tels l’oxy- (HbO2) et la désoxy-hémoglobine (Hb). L’utilisation de 

deux longueurs d’ondes dans le proche infrarouge va permettre de distinguer Hb de HbO2 et 

ainsi de remonter à la SO2. L’optoacoustique a donc été mise en œuvre chez le rat sain afin de 

détecter différentes conditions d’oxygénation (Wang, et al., 2006) et lors de tumeurs 

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

 

L’imagerie de l’hypoxie, notamment avec le F-MISO reste une imagerie à faible 

contraste. Dans tous les cas, il est important de considérer la pharmacocinétique du traceur 

afin de déterminer le meilleur moment permettant de détecter et quantifier l’hypoxie.  

Le développement de nouvelles sondes ainsi que l’utilisation d’autres modalités 

d’imagerie telles que la TEMP et la fluorescence devraient contribuer à l’amélioration de la 

spécificité et du contraste des images. 
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Le cancer est une pathologie dont l’origine se trouve dans une prolifération anormale et 

incontrôlée de cellules. C’est une maladie extrêmement complexe de par la grande variété des 

anomalies génétiques impliquées et du fait que les conséquences de cette prolifération 

anarchique peuvent se retrouver au sein de n’importe quel tissu ou organe. Il est donc 

impossible qu’un seul modèle animal puisse représenter l’ensemble des cancers tant cette 

pathologie est multiple. 

L’un des objectifs de cette thèse a été la mise en place de modèles orthotopiques les plus 

représentatifs possibles de situations cliniques, et pour lesquels la communauté scientifique a 

un réel besoin d’outils lui permettant de comprendre les mécanismes à l’origine de la 

pathologie et d’évaluer les effets de nouvelles stratégies thérapeutiques.  

Nous avons retenus deux situations parmi les plus meurtrières en France et qui font l’objet 

de nombreux développements thérapeutiques : le cancer colorectal et celui du pancréas.  

 

2.1.  Intérêt des modèles animaux et limites 

 

L’utilisation de modèles animaux, plus particulièrement murins, pour le développement de 

molécules anticancéreuses a débuté dans les années 1950 à l’Institut National américain du 

Cancer sur un modèle de leucémie L1210 (Goldin, et al., 1961). C’est au sein de ce même 

institut qu’a été validée à la fin des années 1960 la possibilité d’induire des tumeurs d’origine 

humaine chez des souris immunodéprimées (Rygaard and Povlsen, 1969). Les modèles 

animaux sont alors devenus un outil incontournable pour l’étude de la biologie du cancer, 

même si leur pertinence est souvent remise en cause. On les classes en général dans 3 

catégories : les modèles transgéniques, syngéniques et xénogéniques. 

 

Les modèles transgéniques 

Les modèles transgéniques sont obtenus par transgénèse classique (insertion d’un 

transgène de manière aléatoire dans le génome) ou ciblée (recombinaison homologue) dans le 

locus du gène impliqué, ce qui permet une invalidation ou un gain de fonction.  
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De nombreux modèles de souris transgéniques capables de reproduire différents types de 

cancers ont été développés. Ces modèles immunocompétents permettent de mimer les 

caractéristiques génétiques et biologiques des tumeurs malignes humaines. Prenons l’exemple 

d’un modèle transgénique de cancer du poumon chez la souris. Ce modèle, pour lequel le 

transgène Kras a été muté, entraine l’apparition spontanée de tumeurs pulmonaires 

(Engelman, et al., 2008). Ce modèle est considéré comme le plus pertinent pour représenter le 

carcinome bronchioloalvéolaire humain pour lequel le gène Ras est très souvent muté (20-

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

Les modèles transgéniques sont donc considérés comme d’excellents systèmes 

expérimentaux. Ils permettent une meilleure compréhension de la biologie du cancer in vivo et 

sont de plus en plus utilisés pour les essais précliniques. Cependant il faut souligner deux 

limites majeures : d’une part leur grande variabilité interindividuelle (cinétique de croissance 

et localisation des foyers différentes), qui rend difficile la mise en œuvre de lots d’animaux 

homogènes (notamment pour les études d’efficacité des médicaments), et d’autre part leur 

coût relativement élevé.  

 

Les modèles syngéniques  

Les modèles syngéniques sont établis par induction chimique, radiations ou greffe de 

cellules ou fragments tumoraux d’origine murine. 

L’avantage des modèles syngéniques est le maintien d’un système immunitaire intact 

permettant ainsi d’étudier les interactions hôte/tumeur. Cependant les tumeurs murines ne 

présentent pas les mêmes caractéristiques que les tumeurs humaines. Cet aspect est à l’origine 

de problèmes lors de l’évaluation de nouveaux médicaments car la cible peut ne pas être 

reconnue (situation classique des anticorps monoclonaux thérapeutiques), avoir une 

distribution tissulaire ou une fonctionnalité différente de la cible humaine.  

D’autre part, en ce qui concerne les modèles induits chimiquement ou par radiations, il 

faut prendre en compte le temps de développement des tumeurs, qui peut parfois être très 

long, ce qui conduit à l’utilisation d’animaux âgés chez qui des tumeurs spontanées et des 

altérations des fonctions biologiques peuvent survenir et provoquer un certain nombre de 

biais. 

Parmi les modèles syngéniques les plus utilisés, on peut citer le modèle « historique » de 

mélanome B16, tumeur spontanée obtenue chez la souris consanguine C57BL/6 (Geran, et al., 
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1972), le carcinome pulmonaire de Lewis (LL2) (Chen, et al., 2007), ou encore le modèle de 

lymphome non hodgkinien à cellules EL4 (Dayde, et al., 2009) tous deux également dans la 

souris C57BL/6. 

 

 
Les modèles xénogéniques 

Les modèles xénogéniques sont obtenus suite à une greffe de tumeur d’origine humaine 

dans des souris immunodéficientes. 

Ces modèles qui utilisent des lignées cellulaires prélevées sur des patients atteints de 

cancer sont largement utilisés dans les essais précliniques, mais nécessitent de mettre en 

œuvre des souris immunodéprimées pour éviter les réactions immunitaires conduisant à un 

rejet de la greffe. De nombreuses souches de souris sont maintenant disponibles, avec des 

niveaux d’immunodéficience variables : les souris « nues » sont dépourvues de lymphocytes 

T, les SCID de lymphocytes T et B et enfin les SCID beige de lymphocytes T, B et cellules 

NK. Toutefois, le fait que la tumeur se développe en présence d’un stroma murin dans un 

microenvironnement absolument différent de celui rencontré chez l’homme constitue l’un des 

inconvénients majeurs de ces modèles. 

 

Excepté pour les modèles transgéniques, l’obtention de tumeurs pour les modèles 

syngéniques et les modèles xénogéniques nécessite une greffe de cellules ou de fragments 

tumoraux. Deux méthodes sont possibles : les greffes sous cutanées et les greffes 

orthotopiques.  

 

2.1.1. Greffes sous cutanées  

 

Le modèle historique, mais aussi le plus simple et le plus rapide à mettre en œuvre est le 

modèle sous cutané, ou modèle ectopique. Toutefois, celui-ci est peu représentatif de la 

pathologie humaine car il est évident qu’on ne peut pas étudier de la même façon des cancers 

aussi différents que des cancers mammaires, coliques ou pulmonaires, greffés sous la peau. 

Les arguments en défaveur de ce type de modèle pour les études d’efficacité sont donc 

nombreux. En effet, les tumeurs localisées en sous-cutané ne métastasent que très rarement et 
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sont généralement situées loin du site d’origine de la tumeur. Par ailleurs, ces tumeurs se 

développent localement en s’entourant parfois d'une capsule fibreuse (Killion, et al., 1998) et 

certains travaux ont décrit que la sensibilité à la chimiothérapie des tumeurs ainsi localisées 

pouvait être modifiée. D’autre part, une étude a montré que des cellules de cancer colorectal 

injectées en sous cutané sont plus sensibles à la chimiothérapie (doxorubicine) que 

lorsqu’elles sont induites au niveau du caecum (Wilmanns, et al., 1993).  

Lorsque le traitement débute, l'animal est normalement moins affaibli par la présence de la 

tumeur primaire que si celle-ci était située en orthotopique. Il peut donc mieux tolérer de 

fortes doses d'agent antitumoral, ce qui peut sembler favoriser l’activité de la molécule. Par 

ailleurs, dans ces modèles, seul le paramètre d'inhibition de la croissance tumorale est utilisé 

pour quantifier l'activité des produits testés puisque l’effet sur le développement de métastases 

ne peut être abordé. 

Ce modèle dont l’évolution tumorale peut être suivie simplement par mesure du volume 

au pied à coulisse s’est malgré tout largement imposé dans le monde entier pour les études de 

screening ou de toxicité d’une nouvelle molécule. Toutefois il est apparu rapidement évident 

que dans le cas d’études d’efficacité (en particulier si l’on s’intéresse à l’inhibition de la 

dissémination métastatique), d’autres modèles devaient être envisagés. 

 

2.1.2. Greffes orthotopiques 

 

Il s’agit d’un modèle où les cellules tumorales sont greffées au niveau de leur organe 

d’origine. Il permet d'obtenir chez la souris une tumeur tendant à conserver les 

caractéristiques biologiques de la tumeur originelle à se développer sur le plan loco-régional 

et à distance de façon analogue à la maladie humaine. 

Ce modèle présente plusieurs avantages, dont notamment celui d’améliorer la prédictivité 

de l’efficacité d’un composé. Plusieurs équipes ont ainsi comparé le mode de greffe 

orthotopique à celui de la greffe sous-cutanée et ont montré une réponse à la chimiothérapie 

plus cohérente avec les résultats cliniques quand les tumeurs sont greffées sur leur site 

d'origine (Fidler, 1991). De plus, des différences significatives ont été démontrées au niveau 

de la vascularisation, notamment dans les tumeurs orthotopiques de prostate, où il a été 

obtenu une extravasation vasculaire supérieure par rapport aux tumeurs sous-cutanées (Zhou, 

et al., 2004). La perméabilité vasculaire est augmentée pour les tumeurs orthotopiques et du 
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point de vue anatomique il a été montré que les diamètres des vaisseaux constituant une 

tumeur orthotopique étaient plus petits modifiant ainsi la biodisponibilité de certaines 

molécules (Fukumura, et al., 1997). 

Enfin, le principal argument en faveur des modèles orthotopiques est leur capacité à 

mieux représenter la pathologie humaine notamment du point de vu de la dissémination 

métastatique. Les métastases sont la cause majeure de mortalité chez les sujets atteints de 

cancer et présentent la situation la plus difficile à gérer pour les thérapies antitumorales. Il 

s’agit d’un processus séquentiel dont les principales étapes comprennent le détachement de 

cellules cancéreuses de la tumeur primaire et l’invasion du tissu de l’hôte, leur pénétration et 

leur transport dans la circulation durant lequel elles interagissent avec les composants 

sanguins, puis leur adhésion à la paroi vasculaire de l’organe cible, leur extravasation et leur 

prolifération. Un cancer disséminé est souvent résistant aux thérapies anticancéreuses 

actuelles parce que le processus métastatique est détecté tardivement.  

 

Toutefois, malgré l'intérêt des modèles orthotopiques et leur contribution à une meilleure 

compréhension de la pathologie cancéreuse et à une meilleure prédictivité lors de l’évaluation 

de molécules anticancéreuses se pose toujours la question de la pertinence selon la 

problématique étudiée. En effet il est nécessaire, pour une étude donnée, de mener une 

réflexion précise portant sur les caractéristiques de la pathologie et sur les paramètres à 

étudier afin de ne pas mettre en œuvre inutilement ce type de modèle bien plus complexe que 

le modèle ectopique.  

 

 

2.2. Le modèle orthotopique de carcinome colorectal HCT116-luc2 

 

Cette phase de mon travail de thèse s’inscrivait donc dans le cadre de la mise au point de 

modèles orthotopiques murins les plus représentatifs de situations cliniques rencontrées chez 

l’homme, dans le cas du cancer du colon et du pancréas. 

Comme nous le verrons, la contribution de l’imagerie a été double : outil permettant de 

valider la pertinence du modèle (imagerie de la tumeur primaire et des métastases, données 

cinétiques…) et dans un second temps, une fois le modèle obtenu, mise en œuvre pour 

évaluer in vivo, par imagerie, l’efficacité de nouvelles thérapeutiques. 
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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 incidence élevée de cancer du côlon-rectum. Le 

vieillissement de la population, l’amélioration des techniques de dépistage, mais aussi des 

modifications du mode de vie (apports caloriques, sédentarité…) ont probablement favorisé 

une augmentation de l’incidence à partir des années 80. En 2010, ce cancer se situe en termes 

de fréquence au troisième rang de l’ensemble des cancers incidents, tous sexes confondus 

(source INCa, 2010) 

C’est un cancer de pronostic intermédiaire avec une survie relative à 5 ans égale à 56 %. 

Dans la majorité des cas, les cancers du côlon se développent à partir d’une tumeur 

bénigne ou adénome. Ceux-ci sont très fréquents et restent généralement sans gravité mais 2 à 

3 % d’entre eux finissent par se transformer en cancer ou adénocarcinome. Cette 

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

 

2.2.1.2. Les traitements 

 

Un cancer peut se développer dans toutes les portions du côlon. 

La paroi du côlon est constituée de quatre couches différentes (figure 44): 

•  la muqueuse (couche la plus interne)  

•  la sous-muqueuse  

•  la musculeuse (deux couches de muscles)  

•  la séreuse (couche externe) qui constitue une partie du péritoine 

 

Le choix et la fréquence des traitements dépendent notamment du degré d’extension du 

cancer au moment du diagnostic selon la profondeur de la tumeur dans la paroi du côlon, 

l’atteinte des ganglions lymphatiques et la présence de métastases à l’examen 

anatomopathologique des prélèvements chirurgicaux. 

Ces trois critères permettent de déterminer le stade du cancer, c’est-à-dire son degré 

d’extension. Il existe cinq stades différents, numérotés de 0 à IV  (figure 44):  

•  les stades 0, I et II : foyers limités au côlon  
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•  le stade III : atteinte d’un ou plusieurs ganglions proches du côlon 

•  le stade IV : présence de métastases. 

 

 

Figure 44 : Les stades du cancer colorectal  

(Source e-cancer) 
 

Neuf molécules disposent d’une AMM et sont actuellement utilisées dans le traitement du 

cancer du côlon (tableau 5). 

 

Chimiothérapie  
classique 

Thérapie ciblée : 
anticorps monoclonaux 

5-fluorouracile (5FU) Bevacizumab (Avastin®) 

Capécitabine, 5FU en forme orale Cetuximab (Erbitux®) 

Tégafur uracile (UFT), dérivé du 
5FU 

Penitumumab (Vectibix®) 

Oxaliplatine  

Irinotécan  

Raltitrexed  

Tableau 5 : Les traitements utilisés en clinique pour le traitement du cancer du colon  

(Source : INCa) 

 

Le traitement de référence du cancer colorectal a longtemps été le 5-Fluorouracile. Avec 

le développement de nouveaux agents tels que la capécitabine, l’irinotécan, l’oxaliplatine et 

l’avènement d’un certain nombre de thérapies plus ciblées, les traitements disponibles pour 
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les patients se sont élargis. Cela a conduit à une amélioration significative de la survie des 

patients (Moiel and Thompson, 2011, Shitara, et al., 2011). 

   

2.2.1.2.1. Les chimiothérapies  

 

Le 5-Fluorouracil (5-FU)  

Cet anticancéreux de la classe des antimétabolites antipyrimidine est indiqué dans les 

adénocarcinomes digestifs évolués. 

L’uracile intervient lors de la division cellulaire. C’est un précurseur via la thymidilate-

synthétase de la thymidine qui entre dans la composition de l’ADN. La formule chimique du 

5-FU permet de comprendre le mécanisme de substitution de l'uracile dans les 

désoxyribonucléotides. Le 5-fluorouracile et ses analogues, Tegafur et Capecitabine sont 

représentés dans la figure 45. 

 

 

Figure 45 : Formules chimiques du 5-FU et de ses analogues 

(Kohne and Peters, 2000) 
 

Le métabolisme du 5-FU implique une réduction en 5-fluorodéoxyuridine 5' 

monophosphate (FdUMP) qui se lie à la thymidilate synthétase, et bloque la méthylation de 

l'uracile en thymine. D’autre part, le 5-FU est phosphorylé en triphosphate (FUTP) et 

incorporé à la place de l'uracile dans les ARNs (figure 46). 
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Après administration, le 5-FU est rapidement catabolisé par une enzyme limitante, la 

dihydropyrimidine deshydrogénase (DPD), très active dans le foie et seulement 5 à 10 % de la 

drogue est métabolisée (Kohne and Peters, 2000). 

 

Trois métabolites actifs dérivés du 5-FU agissent : 

•  5F-dTP (fluoro-uridine triphosphate) s'incorpore dans l'ARN et inhibe sa 

formation ainsi que son fonctionnement. 

•  5F-dUMP (5 fluoro-désoxyuridine monophosphate) se lie à la thymidilate 

synthétase et inhibe la formation de la déoxythymidine triphosphate qui est un 

précurseur nécessaire de l'ADN. 

•  FdUTP est incorporé dans l’ADN et inhibe l'élongation de la chaîne de l'ADN. 

 

 

Figure 46 : Métabolisme du 5-Fluorouracile  

(Longley, et al., 2003) 
 

Les fluoropyrimidines orales peuvent être divisées en deux catégories : celles administrées 

en combinaison avec un inhibiteur de la DPD et celles administrées sans. 
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Le 5-FU est généralement utilisé en bi ou trithérapie. Il est souvent associé à de l’acide 

folinique, ce qui renforce la sensibilité de la thymidylate synthétase à l’action du 5-FU. Des 

associations à l’Irinotécan ou à l’oxaliplatine sont aussi possibles.   

 

L’Oxaliplatine (Eloxatine®) 

En thérapeutique, le platine n’est pas utilisé sous forme élémentaire mais sous forme de 

complexes organométalliques. Dans la famille des sels de platine, le cis-platine a été la 

première molécule pour laquelle une activité antitumorale a été démontrée. Depuis, de 

nouveaux complexes, l’oxaliplatine et le carboplatine, ont été développés puis commercialisés 

(Cepeda, et al., 2007). 

Nous allons nous intéresser plus particulièrement à l’oxaliplatine, souvent utilisé en 

bithérapie avec le 5-FU dans le cancer colorectal.  

 

 

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

 

L’oxaliplatine  est un analogue de troisième génération dans lequel un ligand, le 1,2-

diaminocyclohexane, se fixe aux groupements amines du cis-platine (Faivre, et al., 2003). 

L'oxaliplatine interagit principalement au niveau de l'ADN, induisant des lésions 

primaires où des adduits bloquent la réplication de l'ADN et sa transcription en ARN 

(Carrato, et al., 2002). Le type le plus fréquent d'adduits est représenté par les ponts intrabrins, 

qui établissent des liaisons covalentes irréversibles entre deux résidus guanines. Les autres 

types d'adduits sont les ponts interbrins et les liaisons aux protéines satellites de l'ADN 

(Raymond, et al., 2001). 

 

L’Irinotécan (Camptosar®) 

L’irinotécan (CPT11 ou 7-éthyl-10-[4-(l-pipéridino)-l-pipéridino]-carbonyloxy-

camptothécine) est un dérivé hydrosoluble semi-synthétique de la camptothécine. C’est un 

inhibiteur spécifique de l’ADN topoisomérase I. L’amélioration de l’hydrophilie par rapport à 
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Le raltitrexed va entrer dans les cellules via le transporteur de l’acide folique où il va subir 

une polyglutamination par la folyl-polyglutamate-synthétase. Les formes polyglutaminées du 

raltitrexed sont retenues dans la cellule et contribuent à prolonger l’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 l’efficacité des traitements mais également de diminuer 

les effets secondaires parfois très importants des traitements actuels, de nouvelles thérapies 

ciblées ont été développées. Parmi celles-ci, on retrouve des inhibiteurs spécifiques des 

récepteurs présents au niveau des cellules tumorales et en particulier des anticorps 

monoclonaux. La figure 51 représente les principales thérapies ciblées utilisées dans le 

traitement des cancers. 

 

 

Figure 51 : Mécanismes des principales thérapies ciblées  

(Gerber, 2008) 
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Bevacizumab (Avastin®) 

Le Bevacizumab est un anticorps monoclonal de type IgG1 recombinant qui se fixe au 

VEGF libre circulant empêchant ainsi sa fixation sur son récepteur. Il est aussi appelé 

« VEGF trap ». Son mécanisme d'action est basé sur l’inhibition de la liaison entre le VEGF 

et ses récepteurs (Flt-1 et KDR) présents à la surface des cellules endothéliales constituant les 

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

 

Figure 52 : Mode d'action du Bevacizumab  

(Muhsin, 2004) 
 

Cetuximab (Erbitux®) 

Le Cetuximab ou IMC-C225 est un anticorps monoclonal chimérique de type IgG1 se 

liant spécifiquement au domaine extracellulaire du récepteur à l’EGF (Epidermal Growth 

Factor), présent à la fois sur les cellules tumorales et saines. Le Cetuximab entre en 

compétition avec les ligands naturels de l’EGFR. Cette liaison est cinq à dix fois plus affine 

que celle avec les ligands naturels de l’EGFR (l’EGF et le TGFF). 

Le Cetuximab déclenche l’internalisation et la diminution de l’expression de l’EGFR. Il 

inhibe la phosphorylation des tyrosines kinases du récepteur et empêche ainsi la transduction 

du signal. Ceci conduit à l’inhibition de la croissance cellulaire et à l’activation de l’apoptose. 

A cela s’associent une diminution des métallo-protéinases de la matrice extracellulaire et une 

diminution de la vascularisation (Mendelsohn and Baselga, 2000, Waksal, 1999). 
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Figure 53 : Mode d'action du Cetuximab 

(Graham, et al., 2004) 
 
 

2.2.2. Matériels et méthodes 

 

Afin d’obtenir notre modèle orthotopique de carcinome colorectal, deux stratégies étaient 

possibles : l’injection de cellules ou la greffe de fragment tumoraux au niveau du caecum 

(Hoffman, 1999). Les deux méthodes ont été évaluées. L’injection de cellules ne permettant 

pas d’obtenir des lots d’animaux homogènes en termes de prise de greffe par suite de fuites 

dans la cavité abdominale lors de l’injection des cellules, 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 modèle sont des cellules HCT116 provenant d’un 

adénocarcinome colorectal humain.  

Comme déjà évoqué précédemment, l’un des principaux challenges dans le traitement du 

cancer est de trouver de nouvelles thérapies pour lesquelles les patients ne seront pas 

résistants. Dans le cas des cancers colorectaux, la mutation somatique de K-Ras est l’une des 
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principales causes de résistance aux traitements anti-EGFR tels que le cetuximab, et le 

panitumumab (Lamoril, et al., 2009). 

L’utilisation de la lignée cellulaire HCT116 qui possède une mutation au niveau du codon 

13 du proto-oncogène Ras constitue ainsi un outil de choix pour l’évaluation de nouvelles 

thérapies pour la population des patients possédant cette mutation. 

 
Afin de valider le modèle, la stratégie d’un suivi par imagerie de bioluminescence a été 

retenue. Simple de mise en œuvre, de faible coût, permettant d’imager un nombre 

relativement important d’animaux, cette imagerie qui s’intéresse à la prolifération tumorale 

est utilisée en routine pour la recherche en cancérologie expérimentale. 

 
Pour cela, l’utilisation de cellules exprimant le gène de la luciférase était indispensable. 

La lignée cellulaire HCT116-luc2 (Caliper Lifes Science) exprime, de manière stable, le gène 

de la luciferase de luciole (luc2). Cette lignée cellulaire a été établie par transduction 

lentivirale avec le gène de la luciférase 2 (pGL4 luc2 Lentivirus) sous contrôle du promoteur 

humain à l’ubiquitin C. L’intensité de bioluminescence in vitro de ces cellules est d’environ 

1600 photons/sec/cellule.  

Les cellules HCT116-luc2 ont été cultivées en flasque de 75 cm2 dans du milieu MEM 

(Gibco) supplémenté avec du SVF (10%) et de la L-Glutamine (5mM) puis incubées à 37°C 

sous 5% de CO2. 

 

2.2.2.2. Animaux et conditions d’hébergement 

 

Les cellules étant d’origine humaine, l’utilisation de souris immunodéprimées était 

nécessaire. Pour cela nous avons travaillé avec des souris Swiss Nude mâles âgées de 6 

semaines (Charles River, France). 

Les animaux ont été hébergés à une température de 20 ± 2°C avec un cycle lumière-

obscurité de 12/12 heures, en portoir ventilé, dans des cages de 484 cm2 équipées de 

couvercles filtrants (Filtre HEPA) (Allentown). Durant toute l’expérience, les souris avaient 

libre accès à la nourriture (Rongeurs Reproduction RM3 autoclavable bouchon végétal, SDS) 

et à l’eau. 
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2.2.2.3. Induction tumorale 

 

Les étapes qui ont été mises en œuvre pour l’obtention des tumeurs orthotopiques 

HCT116-luc2 sont illustrées par la figure 54.   

 

Figure 54 : Mise en place du modèle de carcinome colorectal par greffe de fragment 

 

Une injection de 2 millions de cellules HCT116-luc2 en phase exponentielle de croissance 

a été réalisée sous un volume de  100 µl, en sous cutané et au niveau du flanc. Au bout de 15 

jours post-induction une tumeur sous cutanée d’environ 200 mm3 (permettant d’induire 5 

animaux) était obtenue. 

Ces tumeurs sont ensuite prélevées puis découpées en fragments afin d’être greffées au 

niveau du caecum d’un nouvel animal. Pour cela, les souris receveuses sont anesthésiées 

chimiquement par injection i.p. (10 ml/kg) d’un mélange de kétamine (100 mg/ml) 

(IMALGENE®, Covely) et de xylazine (10 mg/ml) (ROMPUN®, Covely). Une incision 

d’environ 1 cm est réalisée au niveau de l’abdomen puis le caecum est extériorisé. Par des 

techniques de microchirurgie, les fragments tumoraux sont fixés sur le feuillet pariétal de la 

membrane séreuse du caecum à l’aide de fil résorbable (Vicryl 5-0). Le caecum est remis à sa 

place au niveau de la cavité péritonéale puis l’abdomen 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 de bioluminescence 

 

L’imagerie de bioluminescence va permettre de réaliser un suivi de l’évolution tumorale 

en temps réel et de manière non invasive. Comme décrit dans le chapitre 1, la réaction de 

bioluminescence est une réaction enzymatique nécessitant une enzyme, la luciférase 

(exprimée dans les cellules tumorales luc) et un substrat, la luciférine. 

Pour toutes les études réalisées au cours de cette thèse, la luciférine utilisée est une 

luciférine de luciole dont la bande spectrale varie de 510 à 650 nm avec un pic d’émission à 

562 nm. 

Le système d’acquisition est composé d’une chambre étanche à la lumière et d’une caméra 

CCD refroidie à -90°C (IVIS Lumina II, Caliper Life Sciences). 

 

Acquisition des images 

Les souris sont injectées en i.p. avec de la luciférine (Proméga) à la dose de 100 mg/kg. 

Cinq minutes après injection de la luciférine, les animaux sont anesthésiés pour être imagés. 

Pour cela, ils sont maintenus sous anesthésie (2% Isoflurane dans l’air) durant le temps de 

l’examen (1 à 5 minutes). Les acquisitions sont réalisées au binning médium (4x4), durant un 

temps variable dépendant de l’intensité du signal. 

Afin de quantifier les images obtenues, des régions d’intérêts ont été tracées, englobant la 

totalité de l’animal (tumeur primaire + métastases) et l’intensité de bioluminescence de ces 

régions d’intérêt a été mesurée en photons/secondes (p/s) grâce au logiciel d’acquisition et de 

traitement d’image LivingImage (Caliper, version 4.2). 

 

2.2.2.5. Traitement au 5-fluorouracile 

 

Afin de valider la démarche d’imagerie de bioluminescence pour l’évaluation de nouvelles 

stratégies thérapeutiques sur la prolifération tumorale et la dissémination métastatique, le 5-

fluorouracile, chef de file des chimiothérapies du cancer du colon et agent de référence a été 

utilisé. 

Trois groupes d’animaux (n=7) ont été mis en œuvre : 
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•  Groupe 1 : groupe contrôle (eau pour préparation injectable, eau ppi) 

•  Groupe 2 : 5-FU à la dose de 20 mg/kg 

•  Groupe 3 : 5-FU à la dose de 60 mg/kg 

 

Dix jours après induction orthotopique des tumeurs, une randomisation, sur le critère de 

l’intensité de bioluminescence a été réalisée afin de répartir les animaux de manière 

homogène dans chaque groupe. 

Le 5-fluorouracile (Sigma) ou son véhicule (eau ppi) ont alors été administrés par voie 

intra péritonéale sous un volume de 10 ml/kg à raison de 3 fois par semaine, durant 5 

semaines. Le schéma thérapeutique ainsi que les doses de 5-fluorouracile ont été choisis à 

partir des données retrouvées dans la littérature (Gil-Ad, et al., 2008).  

Afin de suivre leur état général, un suivi pondéral hebdomadaire des animaux a également 

été réalisé jusqu’au jour de l’euthanasie. Enfin l’imagerie de bioluminescence a été réalisée à 

6 occasions, avant le début du traitement puis une fois par semaine durant toute la période de 

traitement (figure 55). 

 

 

Figure 55 : Schéma expérimental du traitement au 5-FU 

 

2.2.2.6. Nécropsie 

 

Les animaux ont été euthanasiés par dislocation cervicale suivie d’une exsanguination. 

Les tumeurs ainsi que les organes présentant des métastases ont été prélevés le plus 

rapidement possible puis imagés immédiatement par bioluminescence. Les tumeurs ont été 

conservées en formol 10%.  
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2.2.3. Résultats 

 

2.2.3.1. Mise au point du modèle 

 

Le volume des tumeurs sous cutanée a été déterminé par mesure au pied à coulisse, il est 

de 200 mm3 15 jours après injection des cellules. Les greffes orthotopiques de fragments, ont 

montré une prise très rapide, avec dès le 10e jour post induction un envahissement de la cavité 

péritonéale chez certains animaux. Afin de limiter cette carcinose péritonéale, la partie du 

caecum présentant le fragment tumoral a été déposée du côté interne de la cavité intestinale 

afin d’éviter tout contact avec le péritoine. Cette précaution a permis de limiter le nombre 

d’animaux présentant une carcinose péritonéale à des temps précoces. 

L’évolution tumorale a été suivie par bioluminescence (figure 56).  

 

Figure 56 : Prolifération tumorale après greffe de fragment HCT 116-luc sur le caecum 

 

La croissance tumorale est très rapide, 50 jours après la greffe orthotopique, les animaux 

présentent un envahissement de la cavité péritonéale avec de nombreuses métastases à 

distance et doivent être euthanasiés. Ainsi, pour la suite 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 117 mg/kg par voie intra-péritonéale (Wang 

and Chen, 1995), nous avons choisi 2 doses candidates intermédiaires pour notre étude 

d’efficacité : 20 et 60 mg/kg. 

Dans le groupe contrôle et le groupe traité à la dose de 20 mg/kg, aucune mortalité n’est 

survenue alors que dans le groupe à la dose de 60 mg/kg, 5 souris sont mortes au cours de 

l’étude. A cette dernière dose, des signes de toxicité sont apparus environ 3 semaines après le 

début du traitement, les signes les plus prononcés étant une perte de poids de plus de 20%, 

une desquamation ainsi que l’apparition de diarrhée. La dose de 20 mg/kg semble donc être 

mieux tolérée puisque aucun signe clinique de toxicité n’a été observé. 

 

2.2.3.3. Effet du 5-fluorouracile sur l’évolution tumorale 

 

Les animaux ont été randomisés sur la base de la bioluminescence, à J1, soit le premier 

jour de traitement. Les moyennes de bioluminescence de chaque groupe sont présentés figure 

57. 
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Figure 57 : Bioluminescence à J1, avant traitement au 5-FU 

 

Les figures 58 à 60 montrent l’évolution tumorale chez un animal représentatif de chacun 

des 3 groupes, obtenue par imagerie de bioluminescence.  

 

J-1 
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Figure 58 : Prolifération tumorale chez une souris témoin 

 

 

Figure 59 : Prolifération tumorale chez une souris traitée au 5-FU à 20 mg/kg 

 

Figure 60 : Prolifération tumorale chez une souris traitée au 5-FU à 60 mg/kg 

 

Les images de bioluminescence montrent un impact significatif du traitement sur la 

croissance de la tumeur primaire et sur l’inhibition de la dissémination métastatique.  

Après quantification de l’intensité mesurée dans la souris corps entier, nous avons obtenu 

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

Les résultats présentés en pourcentage de variation par rapport à l’intensité de bioluminescence 
mesurée avant traitement (J1), correspondent à la moyenne ± SEM (n=7). 

* : p < 0,05, ** : p < 0.01 en comparaison au groupe contrôle (Analyse de variance).  
 

Les résultats montrent qu’un traitement au 5-FU aussi bien à la dose de 20 mg/kg qu’à la 

dose de 60 mg/kg, induit une réduction significative de la croissance tumorale (dès le 13e jour 

pour le groupe à 60 mg/kg et à partir du 34e jour pour le groupe à 20 mg/kg).  

La résolution spatiale de la bioluminescence in vivo ne permettant pas d’identifier 

précisément les structures envahies par des métastases, nous avons réalisé dans les 5 minutes 

suivant l’autopsie (J34) une imagerie de bioluminescence ex vivo qui, associée à 

l’observation macroscopique, a ainsi permis de confirmer la localisation des métastases 

(figure 62). 

 

 

Figure 62 : Bioluminescence ex vivo des organes présentant des nodules 

A : foie, B : estomac, C : reins, D : rate et E : intestins 
 

Grâce à cette imagerie de bioluminescence ex vivo (qui est uniquement qualitative car 

l’animal est mort, donc plus de production d’O2 et d’ATP possible), il a été observé pour de 

A 

B 

C 

D 

E 



 

Développement de modèles animaux� �A�B�

 

nombreux animaux du groupe contrôle la présence de nodules sur l’intestin (85%) ainsi que 

de tumeurs au niveau du péritoine (70%). Des métastases à distance au niveau du foie (28%), 

de la rate (28%), de l’estomac (28%) et des reins (14%) ont également été observées. Dans les 

groupes traités au 5-FU, aucune métastase à distance n’a été détectée.  

 

2.2.4. Discussion 

 

Ce travail a abouti à la mise au point d’un modèle murin orthotopique de carcinome 

colorectal, représentatif de la pathologie cancéreuse chez l’homme (présence de métastases 

notamment après dissémination par voie sanguine), et bioluminescent donc exploitable pour 

évaluer par imagerie in vivo l’effet de nouvelles thérapies où les processus affectant le 

microenvironnement sont impliqués dans la métastasie. 

 

Méthode d’induction tumorale choisie. La méthode par greffe de fragments présente 

l’avantage de permettre l’obtention de groupes d’animaux homogènes dont le taux de prise de 

greffe est de 90 %, contrairement au modèle par injection de cellules où le taux de prise n’est 

que de 60-70%. Ces résultats observés lors de la mise au point du modèle sont confortés par 

ceux décrit dans la bibliographie qui préconisent l’implantation de fragments tissulaires 

intacts plutôt que l’administration d’une suspension cellulaire pour améliorer le taux de prise 

de greffe ainsi que le potentiel métastatique (Hoffman, 1999). Cependant cette méthodologie 

possède certains inconvénients : d’une part, il est nécessaire de générer des fragments 

tumoraux dans une souris « hôte » ce qui augmente de 15 jours le temps nécessaire à 

l’obtention du modèle orthotopique ainsi que le nombre d’animaux utilisé. D’autre part, la 

croissance tumorale conduit à l’envahissement plus rapide du péritoine (70% des animaux) dû 

au contact du fragment (au dessus du caecum) avec le plan sous cutané. 

 

Développement tumoral et prolifération métastatique. Les nombreux sites de métastases 

observées pour ce modèle orthotopique HCT 116 (foie, rate, estomac, reins) correspondent à 

ceux observés lors d’un carcinome colorectal chez l’homme. En effet, les principaux sites de 

métastases dans le cancer colorectal sont les ganglions lymphatiques régionaux (50-70%) et le 

foie (35-50%), d’autres sites comme les poumons (21%) ainsi que le péritoine (15%) ayant 

également été observés (Gubitosi, et al., 2009).  
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Les cellules HCT116 ont montré un taux de prise de greffe important en comparaison à 

d’autres lignées de cancer colorectal. K. Flatmark et al. ont comparé 12 lignées de cellules de 

cancer colorectal. Parmi les douze lignées, six (KM20L2, HCT116, HCT15, SW480, SW620 

and Colo320DM) présentent un taux de prise de greffe élevé, proche de 100% accompagné 

d’une carcinose péritonéale importante. Seules deux lignées cellulaires permettent de générer 

facilement des métastases au niveau des ganglions lymphatiques, les cellules HT29 et 

HCC2998 (Flatmark, et al., 2004). D’autres équipes et en particulier celle de N. Guilbaud ont 

cherché à confronter les lignées cellulaires de cancers colorectaux disponibles. Ils ont ainsi 

montré que le modèle HT29 qui permet d’obtenir des métastases ganglionnaires chez 100 % 

des animaux se disséminait par voie lymphatique alors que le modèle HCT116 dont les 

métastases sont principalement retrouvé au niveau hépatiques et pulmonaires se disséminait 

plutôt par voie sanguine (Guilbaud, et al., 2001). Ainsi, les cellules utilisées dans notre 

modèle permettent une prise de greffe importante et très rapide en comparaison à d’autres 

modèles et les métastases sont retrouvées au niveau de sites variés. Toutefois, ce modèle ne 

permet pas d’obtenir des métastases au niveau des ganglions lymphatiques, qui représentent 

un site important de métastases chez l’homme, ce qui peut constituer une limite pour certaines 

évaluations thérapeutiques. 

Dans le cadre de la validation du modèle vis-à-vis d’un traitement de référence, nous 

avons obtenu un effet significatif du 5-FU à la fois sur l’inhibition de la prolifération tumorale 

et sur la dissémination métastatique. Les effets obtenus son en accord avec ceux décrits dans 

la bibliographie (Gil-Ad, et al., 2008, Jin, et al., 2009) qui démontrent lors d’un traitement au 

5-FU à la dose de 20 mg/kg (3 injections par semaines durant 5 semaines) des effets sur la 

croissance tumorale et la dissémination métastatique. Par conséquent, ces résultats suggèrent 

que les conditions expérimentales adoptées dans notre modèle de cancer colorectal chez la 

souris immunodéficiente sont pertinentes pour l’évaluation de l’activité antitumorale de 

nouvelles molécules et en particulier de nouvelles stratégies thérapeutiques destinées au 

traitement des patients présentant des mutations au niveau du proto-oncogène Ras. Ce modèle 

a d’ailleurs été utilisé pour l’évaluation d’une nouvelle molécule capable de sensibiliser les 

cellules aux chimio- et radiothérapies. C’est une protéine inhibitrice des kinases Raf, RKIP 

(Raf kinase inhibitory protein), qui entraîne une inhibition des voies de signalisation Raf-

MEK-ERK, NF�B et une activation de la voie GSK3�. Cette molécule pourrait permettre de 

limiter la résistance des patients K-Ras muté au traitement anti-EGFR (Al-Mulla, et al., 

2012).  

 



 

Développement de modèles animaux� �A���

 

Choix de la stratégie d’imagerie de bioluminescence. Ce modèle, dont l’évolution 

tumorale peut être suivie par imagerie de bioluminescence, permet d’évaluer in vivo, de 

manière longitudinale et non invasive l’efficacité de traitements anticancéreux. D’autres 

modalités d’imageries telles que l’IRM et la fluorescence auraient pu être envisagées. 

L’avantage de ces modalités par rapport à la bioluminescence est qu’elles sont plus facilement 

transposables à l’homme. L’IRM avec injection d’agents de contraste a ainsi permis de 

visualiser l’effet d’un traitement sur le volume sanguin et la densité de la microvascularisation 

(Bhattacharya, et al., 2011) dans un modèle de carcinome colorectal GEO et la fluorescence a 

montré son intérêt pour suivre l’évolution tumorale (Jin, et al., 2011) ainsi que le ciblage 

spécifique de la vascularisation des tissus de carcinome colorectal (cellules Colon 26) (Li, et 

al., 2010). Toutefois, les temps d’acquisition nécessaires à l’IRM assez longs et le manque de 

sensibilité de la fluorescence pour la détection des foyers profond, nous ont conduits à choisir 

la bioluminescence, relativement rapide, simple à mettre en œuvre pour explorer 3 à 5 

animaux simultanément à faible coût et permettant de détecter correctement les métastases 

présentes au niveau de foyers plus profonds. Cependant, à un stade avancé du cancer, compte 

tenu de la résolution des systèmes d’imagerie de bioluminescence, il devient difficile de 

visualiser individuellement les métastases. Pour la plupart des études, le dénombrement de ces 

métastases n’est pas impératif si l’on considère la bioluminescence comme biomarqueur 

quantitatif de la prolifération tumorale. Il convient alors d’évaluer l’activité lumineuse totale 

émise par les seules métastases en s’affranchissant de la bioluminescence de la tumeur 

primaire. Cependant, afin d’améliorer la résolution spatiale de la bioluminescence, une 

correction de la diffusion tissulaire par analyse spectrale a été validée au laboratoire (Akkoul, 

et al., 2008, Pesnel, et al., 2011), permettant de séparer et de distinguer des foyers très 

proches, et cette méthode pourrait alors être appliquée à ce modèle de carcinome colorectal à 

cellules HCT116-luc.    
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2.3. Modèle orthotopique de carcinome pancréatique MIA Paca2-luc 

  

Le deuxième aspect de notre travail a consisté à développer un modèle de carcinome 

pancréatique, selon une démarche et des enjeux relativement proches de ceux décrits pour le 

carcinome colorectal dans le précédent chapitre. 

La pertinence d’un modèle nécessite une physiopathologie représentative de celle 

observée chez l’homme et certaines caractéristiques ne sont pas toujours compatibles avec 

certaines modalités d’imagerie. Cette étude a donc consisté en la mise en place du modèle 

mais surtout à caractériser sa physiopathologie afin de déterminer les limites permettant une 

évaluation précise de l’efficacité de nouvelles stratégies thérapeutiques.  

 

2.3.1. Etude bibliographique 

2.3.1.1. Le cancer du pancréas 

 

Avec 10 140 nouveaux cas estimés de cancer du pancréas en France en 2010, ce cancer est 

situé au 9e rang de l’ensemble des cancers incidents, tous sexes confondus. C’est un cancer de 

mauvais pronostic avec une survie relative à 5 ans égale à 6 % (INCa, 2010). S’il est 

relativement rare pour l’instant, le cancer du pancréas est aussi l’un des plus redoutables et 

comme son incidence semble augmenter significativement avec l’augmentation du nombre de 

cas de diabète, de nombreux développements thérapeutiques sont nécessaires. 

 

Le pancréas se compose d’une partie "exocrine", produisant des enzymes nécessaires à la 

digestion, et d’une partie "endocrine", fabriquant diverses hormones dont l'insuline.  
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Figure 63 : Anatomie du pancréas chez l’homme 

(Source : Chevrier G, http://bio.m2osw.com) 
 

Dans la grande majorité des cas (environ 95 % des patients), les cancers du pancréas 

touchent la partie exocrine ou partie ductale, et correspondent à des adénocarcinomes. Dans 

environ 5 % des cas, le cancer atteint la partie endocrine de la glande : on parle alors de 

tumeur neuro-endocrine ou de carcinome endocrine du pancréas.  

 

2.3.1.2. Les traitements de référence 

Compte tenu de la gravité du pronostic, un traitement agressif peut être envisagé chez les 

patients en bon état général et pour lesquels un traitement chirurgical est possible. Les 

molécules utilisées sont essentiellement la gemcitabine et la doxorubicine et dans une 

moindre mesure, le 5-FU, le cisplatine et l'oxaliplatine. Dans les maladies métastatiques, 

l'effet palliatif est démontré pour la gemcitabine utilisée seule ou en combinaison avec le 

cisplatine (GEMCIS) ou l’oxaliplatine (GEMOX) et la combinaison 5-FU/cisplatine (Meriggi 

and Zaniboni, 2010, Stemmler, et al., 2011).  

Des anticorps monoclonaux peuvent également être utilisés (bevacizumab, cetuximab), en 

association avec la gemcitabine et de nouvelles formulations, notamment des nanoparticules 

sont de plus en plus employées dans le cas de cancer du pancréas afin d’améliorer la 

biodisponibilité des traitements et de diminuer la toxicité.  
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La Gemcitabine�

La gemcitabine, analogue nucléosidique de la déoxycitidine, est une prodrogue qui 

nécessite une internalisation et une phosphorylation intracellulaire afin d’être active. C'est un 

antimétabolite spécifique de la phase S (phase de synthèse) du cycle cellulaire. 

 

 

Figure 64 : Formule chimique de la gemcitabine et de son analogue nucléosidique, la 

déoxycytidine 

 

Le mécanisme d’action de la gemcitabine est présenté figure 65. 

 

Figure 65 : Métabolisme et mécanisme cellulaire de la Gemcitabine  

(Ueno, et al., 2007) 
 

La gemcitabine est internalisée dans le milieu intracellulaire via des transporteurs 

nucléosidiques où elle est phosphorylée en gemcitabine monophosphate (dFdCMP) par la 
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déoxycytidine kinase (DCK). Le dFdCMP est ensuite phosphorylé en gemcitabine 

diphosphate (dFdCDP) puis en gemcitabine triphosphate (dFdCTP) par un nucléoside 

monophosphate (UMP/CMP). 

La gemcitabine exerce ses effets cytotoxiques en inhibant la synthèse d’ADN, par 

incorporation de sa forme active, dFdCTP, au sein du brin d’ADN. Le dFdCDP inhibe 

fortement la ribonucléotide réductase, entrainant une diminution des désoxyribonucléotides 

nécessaires à la synthèse d’ADN. Le dFdCTP supprime l’inactivation de la dFdCMP par 

inhibition de la déoxycitidine monophosphate désaminase (DCTD). 

D’autre part, plus de 90% de la gemcitabine administrée est métabolisée puis inactivée par 

la cytidine désaminase (CDA) en 2’-deoxy-2’, 2’-difluorouridine (dFdU). Les métabolites 

phosphorylés de la gemcitabine sont alors réduits par la 5’-nucleotidase (5’-NT) cellulaire, et 

le dFdCMP est converti puis inactivé en 2’-deoxy-2’, 2’-difluorouridine monophosphate 

(dFdUMP) (Ueno, et al., 2007). 

 

La vectorisation de molécules 

La pharmacie galénique moderne développe des systèmes d'administration colloïdaux 

susceptibles de promouvoir le passage transmembranaire et/ou intracellulaire tout en 

protégeant le principe actif de la dégradation par les enzymes. La vectorisation des 

médicaments correspond au transport de molécules biologiquement actives jusqu’à leur cible 

biologique. Pour cela, la mise au point de systèmes particulaires nanométriques 

(nanoparticules, liposomes…) a été réalisée. Après administration intravasculaire, ces 

nanoparticules sont opsonisées, c'est-à-dire reconnues via leurs protéines extra-membranaires 

par les macrophages du foie et de la rate (Xiao, et al., 2011). L’intérêt de ces nanoparticules 

réside dans leur biodistribution particulière, leur structure qui permet d’envisager le ciblage 

spécifique de cancer (particules fonctionnalisées) ainsi que la diminution de la toxicité de 

certaines molécules anticancéreuses (Vrignaud, et al., 2011). 

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

dans des nanostructures et parmi eux on trouve la doxorubicine et la gemcitabine.  

La doxorubicine a été vectorisée dans le but d’améliorer son index thérapeutique et de 

diminuer sa toxicité cardiaque grâce à l’augmentation de sa concentration hépatique (Duggan 

and Keating, 2011). La nanovectorisation permet d’encapsuler des molécules biologiquement 

actives pour les rendre « invisibles » vis-à-vis de certains mécanismes développés par les 

cellules cancéreuses et notamment le phénomène de résistance multidrogue (MDR), rendant 
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de nombreux traitements anticancéreux inefficaces. L’encapsulation de la doxorubicine a 

permis de contourner ce mécanisme de résistance, en empêchant la reconnaissance de la 

chimiothérapie par les protéines d’efflux (Pgp, MRP,..). Sous cette forme, la doxorubicine ne 

peut être expulsée en dehors des cellules cancéreuses qui redeviennent alors sensibles à la 

chimiothérapie (Treupel, et al., 1991). 

La gemcitabine, comme décrit précédemment, est rapidement métabolisée puis inactivée 

par désamination, ce qui résulte en une demi-vie plasmatique très courte (Reddy and 

Couvreur, 2008).  Des liposomes squalénisés ont été employés pour encapsuler la gemcitabine 

et ainsi modifier sa pharmacocinétique et sa biodistribution, dans le but d’augmenter sa 

concentration au niveau de la tumeur. Des études ont ainsi démontré une amélioration de 

l’activité antitumorale pour la forme liposomale de la gemcitabine (Pili, et al., 2010).  

L’utilisation thérapeutique de nanovecteurs est un axe en plein développement. Les 

recherches actuelles visent notamment à découvrir de nouveaux matériaux, toujours 

dépourvus de toxicité, mais dont la capacité de stockage serait accrue afin de diminuer la 

quantité de nanovecteurs injectée dans l’organisme sans affecter l’efficacité optimale du 

médicament (Horcajada, et al., 2010). Il est donc crucial de disposer de modèles animaux 

pour l’évaluation de ces nouvelles stratégies thérapeutiques de la nanomédecine. 

 

2.3.2. Matériels et méthodes 

2.3.2.1. Les cellules MIA PaCa2 

 

La lignée cellulaire MIA PaCa-2 a été établie par A.Yunis et al. en 1975 (Yunis, et al., 

1977), à partir de tissu tumoral pancréatique prélevé chez un homme caucasien de 65 ans. 

Cette lignée cellulaire a été choisie car elle permet d’obtenir un modèle d’adénocarcinome 

ductal, cancer du pancréas ayant l’incidence la plus élevée chez l’homme. 

 

Les cellules MIA PaCa2 ont été cultivées dans des flasques de 75 cm3 dans du milieu 

DMEM supplémenté par du SVF (10 %) (Gibco), du sérum de cheval (2,5%) (Gibco), et de la 

L-Glutamine (5mM) (Gibco) et incubées à 37°C sous 5% de CO2. 
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2.3.2.1.1. Transduction des cellules MIA PaCa2-luc 

 

Les cellules MIA PaCa2 provenant de l’ATCC sont initialement non bioluminescentes, il 

était donc nécessaire de les modifier afin qu’elles expriment le gène de la luciférase. Pour 

cela, une transduction lentivirale a été réalisée au sein de l’unité Inserm U957 de Nantes par 

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

 

 

Figure 66 : Méthode de transduction des cellules MIA PaCa2 

(Source : InvitrogenTM, ViraPowerTM Lentiviral Expression Systems User Manual, 2010) 
 

La production de particules lentivirales codant pour le gène de la luciférase nécessite 

l’utilisation du « ViraPower™ Lentiviral Expression System » (Invitrogen). Pour cela, des 

cellules HEK293FT (exprimant de façon stable et constitutive l’antigène T du virus SV40) 

sont incubés en présence de 3 mg d’une solution Vira PowerTM (Invitrogen), 9 mg de  pLNT-

LucF et 0,9 mg de pFG12 codant pour l’EGFP (enhanced green fluorescent protein). Après 

48h d’incubation à 37°C, le surnageant contenant les particules lentivirales a été collecté puis 

concentré 60 fois par ultrafiltration. Afin de transduire de façon stable les cellules 
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d’adénocarcinome pancréatique, 10 000 cellules MIA Paca2 ont été ensemencées dans chaque 

puits d’une plaque 96 puits avec 100 µl de milieu de culture puis mise en présence de la 

suspension de particules lentivirales produite (250 particules virales par cellules) après 24h 

d’incubation. Après amplification des cellules, le taux d’expression de l’EGFP a été quantifié 

par cytométrie en flux et l’activité luciférase mesurée par spectrophotométrie.  

 

2.3.2.1.2. Impact de la transduction sur les cellules MIA PaCa2 

 

Afin de s’assurer de l’absence d’impact de la transduction sur les caractéristiques 

biologiques des cellules MIA PaCa, un certain nombre de tests ont été réalisés. 

 

Impact de la transduction sur la croissance cellulaire 

2.105 cellules ont été ensemencées dans des flasques de 25 cm2, dans 7 ml de milieu 

DMEM supplémenté par du SVF (10 %), du sérum de cheval (2,5%), et de la L-Glutamine 

(5mM) (Gibco) et incubées à 37°C sous 5% de CO2. 

Un comptage des cellules MIA PaCa2 sur cellule de Malassez a été réalisé à 24h, 48h, 72h 

et 96h (n=3). 

 

Impact de la transduction sur la sensibilité des cellules à la gemcitabine 

Pour déterminer la CI50, les cellules (MIA PaCa2 et MIA PaCa2-luc) ont été 

ensemencées dans des plaques 96 puits à la concentration de 5000 cellules/puits puis incubées 

à 37°C sous 5% de CO2. 24h après ensemencement, la gemcitabine a été ajoutée à des 

concentrations allant de 2 nM à 200 nM (6 puits/condition).  

Un test de viabilité MTT a été réalisé 24h après traitement des cellules. Ce test s’appuie 

sur le fait que les cellules vivantes sont capables de réduire le sel de tétrazolium en cristaux de 

formazan bleus via la succinate déshydrogénase mitochondriale. La couleur du milieu passe 

alors du jaune au bleu-violacé. L’intensité de cette coloration est proportionnelle au nombre 

de cellules vivantes présentes dans le milieu. Pour cela, une solution de MTT est préparée à la 

concentration de 5mg/ml dans du PBS 1X puis diluée dans du milieu de culture afin d’obtenir 

une concentration finale de 0,5 mg/ml. Après 2h d’incubation à 37°C sous 5% de CO2, 100 µl 

de tampon de lyse (80% isopropanol, 10% Triton X100, 10% HCl 1N) ont été ajoutés dans 
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chaque puits afin de solubiliser les cristaux de formazan formés. L’absorbance a été mesurée à 

562 nm grâce à un lecteur de microplaque (Biokinetics Reader ; INEM Orléans). Des puits 

sans cellule, contenant uniquement le milieu de culture et du MTT ont servi à soustraire le 

bruit de fond au signal. Les résultats obtenus ont été calculés à partir de n=3 expériences 

indépendantes et sont présentés en pourcentages par rapport au contrôle. 

 

Détermination de la concentration inhibitrice 50 de la gemcitabine par bioluminescence 

Afin de déterminer l’IC50 de la gemcitabine in vitro sur les cellules MIA PaCa2 luc, 

celles-ci ont été ensemencées dans des plaques 24 puits à la densité de 50 000 cellules par 

puits sous un volume de 500 µl. Après 24h d’incubation à 37°C sous 5% de CO2, différentes 

concentrations de gemcitabine allant de 2 nM à 100 nM ont été déposées sur les cellules. 

Après une nouvelle incubation de 24h en présence de gemcitabine, les cellules ont été 

imagées en bioluminescence 5 minutes après ajout de 15 µg de luciférine dans chaque puits 

(figure 67).  

 

Figure 67 : Plaque 24 puits imagée par bioluminescence 24h après traitement à la 

gemcitabine 

 

Un puits sans cellule, contenant uniquement le milieu de culture et la luciférine (blanc) a 

servi à soustraire le bruit de fond au signal. Les résultats obtenus ont été calculés à partir de 

n=3 expériences indépendantes et sont présentés en pourcentages par rapport au contrôle. 
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2.3.2.2. Animaux et induction orthotopique des cellules MIA PaCa2-luc 

 

Les cellules MIA PaCa2 étant des cellules d’origine humaine, nous avons utilisé des 

souris immunodéficientes Swiss nude femelles âgées de 5 semaines (Charles River, France). 

Les animaux ont été hébergés dans les mêmes conditions que celles décrites paragraphe 

2.2.2.2. 

 

La difficulté de ce modèle réside dans l’injection des cellules au niveau du pancréas de 

l’animal. En effet, chez la souris, contrairement à l’homme, le pancréas est un organe diffus 

(figure 68) et il est nécessaire de connaitre sa structure anatomique afin de déterminer le site 

le plus propice à l’injection des cellules tumorales. 

 

 

Figure 68 : Photographie (A) et schéma (B) indiquant les vaisseaux  

irriguant le pancréas de souris  

Les vaisseaux alimentant le lobe droit proviennent de l’artère mésentérique supérieure 
(SMA), et ceux alimentant le lobe gauche de l’artère splénique (SpA). Le canal pancréatique 
ne se déverse pas directement dans le duodénum, mais dans le cholédoque (CBD). Ao : 
aorte ; BD : voies biliaires ; CHA : artère hépatique commune ; Duo : duodénum ; GB : 
vésicule biliaire ; LPD : canal pancréatique gauche ; RP : lobe droit du pancréas ; RPD : 
canal pancréatique droit ; Sp : rate  (Yi, et al., 2003). 

 

Selon la méthode décrite par l’équipe de Kim dans Nature Protocols (Kim, et al., 2009), 

l’animal maintenu sous anesthésie gazeuse (Isoflurane 2% dans l’air) était placé en décubitus 

latéral droit et une incision, parallèle à l’ombre de la rate, d’environ 6 mm, a été pratiquée 

(figure 69 A). Le pancréas ainsi que la rate ont été externalisés puis 2.106 cellules MIA PaCa2 

sous un volume de 50 µl ont été injectées au niveau de la tête du pancréas à l’aide d’un 

micromanipulateur, sous une loupe binoculaire, afin d’améliorer la reproductibilité du site 
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d’implantation et de prévenir la fuite de la suspension cellulaire. Une fois l’injection réalisée, 

l’aiguille était maintenue en place durant 30s afin de limiter la fuite des cellules. Cette 

précaution permet d’observer une petite poche remplie de liquide (Figure 69C), représentative 

de la qualité de l’injection. 

 

 

 

Figure 69 : Injection de cellules au niveau du pancréas 

A : injection au niveau de la tête du pancréas, parallèlement à la rate ; B : aspect du pancréas 
avant injection ; C : aspect du pancréas après injection, apparition d’une poche remplie de liquide 

(Kim, 2009) 
 

Le pancréas ainsi que la rate étaient ensuite remis à leur position d’origine puis le plan 

musculaire ainsi que le plan cutané refermés à l’aide de points de sutures. 

Un suivi post opératoire était réalisé durant les 5 jours suivant l’acte chirurgical. Aucune 

mortalité post-opératoire n’a été observée (n = 40 animaux). 

 

2.3.2.3. Traitement à la Gemcitabine 

 

La dose létale 50 (DL50) de la gemcitabine par voie intraveineuse chez la souris étant de 

500 mg/kg, deux doses (100 mg/kg et 200 mg/kg) ont été testées dans notre modèle 

orthotopique de carcinome pancréatique afin de déterminer la dose la plus efficace avec une 

tolérance satisfaisante.  

A 

B C 



 

Développement de modèle

La procédure expérimenta

primaires, les animaux ont 

groupes de 10 animaux :  

•  Groupe contrôle (C

•  Groupe traité à la g

•  Groupe traité à la d

Les animaux ont ensuite re

schéma thérapeutique décrit ci

de NaCl 0,9 % sous un volum

gemcitabine à la dose de 100 e

10 ml/kg. 

 

 

L’évolution tumorale a été

d’imagerie par semaine.  

 

2.3.2.4. Imagerie de b

 

 Les paramètres utilisés

que ceux décrits paragraphe 2.2

L’imagerie de bioluminesc

l’absorption des photons par le

cours du temps, et la localisa

souris en faces antérieure et 

photons/secondes. Pour les ét

èles animaux�

ntale est la suivante : quatre jours après indu

nt été randomisés selon l’intensité de biolu

 (CTRL),  

a gemcitabine à la dose de 100 mg/kg (GEM 10

a dose de 200 mg/kg (GEM 200 mg/kg).  

e reçu 4 injections de gemcitabine espacées de

 ci-dessous. Les animaux du groupe contrôle on

ume de 10 ml/kg, les animaux des groupes tra

0 et 200 mg/kg, dissoute dans du NaCl 0,9% et

Figure 70 : Schéma thérapeutique 

été suivie par imagerie de bioluminescence à ra

e bioluminescence 

sés pour réaliser l’imagerie de bioluminescenc

2.2.2.4. 

escence étant disponible en 2D exclusivement, l

r les tissus (rate, peau,..), variable d’un animal à

isation en profondeur du pancréas nous ont o

et latérale. Les résultats de bioluminescence 

 études d’évaluation, les résultats présentés 

�A���

 

duction des tumeurs 

oluminescence en 3 

100 mg/kg)   

 de 4-5 jours selon le 

ont reçu une solution 

 traités ont reçu de la 

et sous un volume de 

 

à raison d’une séance 

ence sont les mêmes 

, les problèmes dus à 

l à l’autre ainsi qu’au 

t obligé à imager les 

ce sont présentés en 

s correspondent à la 



 

Développement de modèles animaux� �A���

 

somme de la bioluminescence corps entier des 2 faces (latérale + antérieure) et ont été 

exprimés en pourcentage d’augmentation par rapport au premier temps de bioluminescence 

(J3, avant traitement à la gemcitabine), chaque animal étant ainsi son propre témoin. 

 

2.3.2.5. Imagerie de fluorescence de l’expression des intégrines : mime RGD-Cy5.5 

 

2 nmoles d’une sonde moléculaire des intégrines correspondant à un mime RGD couplé à 

un fluorochrome, la Cyanine 5.5 (Servier) (�ex : 675 nm, �em : 694 nm), ont été injectées à 

l’animal 24 h avant imagerie de fluorescence, afin d’éliminer la contribution de la sonde 

circulante dans le signal non spécifique et d’obtenir un rapport signal/bruit optimal au niveau 

de la tumeur. 

L’imagerie de fluorescence a été réalisée par réflectance au binning medium. Les filtres 

d’émission et d’excitation utilisés étaient respectivement de 675 nmm et 720 nm. Les images 

ont été analysées grâce au logiciel Living Image (version 4.2, Caliper Life Science). 

 

2.3.2.6.  Imagerie de l’hypoxie : 64Cu-ATSM 

 

Le marquage de l’ATSM (diacetyl-bis(N4-methylthiosemicarbazone) par le cuivre a été 

réalisé de la façon suivante : le cuivre, initialement sous forme 64CuCl2 et à pH1 (I. DaSilva, 

CEMTHI-Cyclotron, CNRS Orléans) a été neutralisé volume à volume avec du tampon 

acétate de sodium 1M à pH 5,5. Après neutralisation, 0,4 µg d’ATSM (ABX) dissous dans 

100 µl de DMSO ont été ajoutés à la solution d’acétate de cuivre. Cette solution a ensuite été 

purifiée sur colonne C-18 SepPak Light (Waters), prétraitée avec 5 ml d’éthanol et 2 ml 

d’eau. La radioactivité des fractions recueillies a été comptée à l’aide d’un activimètre gamma 

(Capintec CRC 15R). Les fractions présentant la radioactivité la plus importante étaient 

conservées afin d’être caractérisées par chromatographie sur couche mince (CCM). Pour 

réaliser la CCM, 5 µl des fractions retenues ont été déposés sur gel de silice, puis une élution 

a été réalisée avec 10 mmol.L-1 de DTPA (diethylenetriaminepentaacetic acid) dissous dans 

de l’eau, afin de séparer le 64Cu libre du 64Cu lié. Le gel de silice a ensuite été placé sur un 

film radiosensible (film phosphorescent Packard) pendant 30 secondes à l’abri de la lumière 

puis lu avec un système dédié (CycloneTM, Perkin Elmer).  
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Après injection d’environ 5,5 MBq par voie intraveineuse sous un volume de 200 µl, une 

imagerie par tomographie d’émission de positons (TEP) a été réalisée à 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) ont été réalisées en mode statique, dans une 

fenêtre spectrale de 250 à 700 keV avec une durée d’acquisition de 20 minutes par champs de 

vue. Les images ont été reconstruites grâce à un algorithme de reconstruction (3D-OSEM) 

puis analysées et quantifiées grâce au logiciel Explore Vista (version 4.7, GE). Les résultats 

ont été exprimés en Bq/cm2. 

 

2.3.2.8. Euthanasie et nécropsie 

 

Les animaux ont été euthanasiés par dislocation cervicale suivie d’une exsanguination. 

Les tumeurs ainsi que les organes présentant des métastases ont été prélevés puis imagés par 

bioluminescence ex vivo. Le volume ainsi que la masse tumorale ont été mesurés. Les tumeurs 

ont été sectionnées en deux, une moitié a été conservée en formol 10% et l’autre moitié 

incluse dans un milieu d’enrobage cryogénique (OCTTM ) puis congelée dans l’azote et 

conservée à -80°C.  

 

2.3.2.9. Histologie conventionnelle : coloration Hématoxiline Eosine Safran 

 

Afin de signer la présence de stroma plutôt que de tissu tumoral, une coloration 

Hématoxiline Eosine-Safran (HES) a été réalisée sur coupes de tumeur (prélevée à J48), 

préalablement fixées dans du formol 10% et incluses en paraffine. Par cette technique, le 

safran colore le collagène et donc le stroma en jaune. 
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Figure 73 : Principe 
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Les cellules visualisées au microscope expriment quasiment toute l’EGFP indiquant ainsi 

une modification homogène des cellules. 
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Figure 75 : Mesure de l’activité de la luciférase par spectrophotométrie 

 

Par spectroscopie, la mesure de la densité optique pour 70 000 cellules met en évidence 

une augmentation de l’activité luciférase (DO de 1458) de 250 fois pour les cellules 

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

 

2.3.3.1.2. Impact de la transduction sur la croissance cellulaire in vitro 

 

Afin de s’assurer de l’absence d’impact de la transduction sur les cellules MIA PaCa2, un 

suivi de la croissance des cellules in vitro a été réalisé durant 96h (temps maximal avant 

confluence) (figure 76).  
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Figure 76 : Comparaison de la croissance des cellules MIA PaCa2 transduites ou non par le 
gène de la luciférase 

Les résultats correspondent à la moyenne ± SEM (n=5). 
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La croissance des cellules MIA PaCa2 est identique, que les cellules aient été transduites 

ou non par le gène de la luciférase.  

 

2.3.3.1.3. Impact de la transduction sur la sensibilité vis-à-vis d’une 

chimiothérapie in vitro 

 

 De la même façon, il était nécessaire de s’assurer que la transduction des cellules n’avait 

pas d’impact sur la réponse des cellules à un traitement. La concentration inhibitrice 50 

(CI50) de la gemcitabine a ainsi été déterminée pour les deux lignées cellulaires, MIA PaCa2 

et MIA PaCa2-luc. Les résultats sont présentés figure 77. 
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Figure 77 : Viabilité cellulaire en fonction de la concentration de gemcitabine 

Les résultats correspondent à la moyenne ± SEM (n=5). 
 

La concentration inhibitrice 50 de la gemcitabine a été déterminée pour les deux lignées 

selon la méthode de Hill Slope. Elle est de 8 nM pour les cellules non transfectées (MIA 

Paca2) et de 6 nM pour les cellules transfectées (MIA PaCa2 luc). Cette différence n’est pas 

significative (Test t de Student). 

Ces résultats montrent que la transduction ne modifie pas la réponse des cellules à un 

traitement par la gemcitabine. Les cellules MIA PaCa2-luc peuvent ainsi être utilisées pour 

des études in vivo. 



 

Développement de modèles animaux� �A�A�

 

2.3.3.1.4. Impact de la transduction des cellules MIA PaCa2 sur la croissance 

tumorale in vivo 

 

Pour étudier l’impact de la transduction sur la croissance tumorale in vivo, deux groupes 

de 6 animaux, un groupe MIA PaCa2 et un groupe MIA PaCa2-luc, ont été  induits dans les 

conditions décrites dans la partie matériels et méthodes. Trente six jours après induction des 

tumeurs, les animaux ont été euthanasiés et les tumeurs primaires prélevées afin d’être 

mesurées au pied à coulisse et pesées. Le graphique suivant montre la moyenne des volumes 

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

Les résultats correspondent à la moyenne ± SEM (n=7). 
 

Nous n’avons pas observé de différence significative du volume tumoral entre les deux 

groupes à J36 (Test t de Student). La transduction des cellules MIA PaCa2 par le gène de la 

luciférase n’a pas d’impact sur la croissance tumorale in vivo. 

 

2.3.3.2. Croissance tumorale après induction orthotopique des cellules MIA PaCa2-

luc 

2.3.3.2.1. Contrôle de la prise de greffe 

 

Compte tenu du stress opératoire, nous avons choisi de ne pas administrer la luciférine 

trop tôt après injection des cellules. Le premier examen d’imagerie, réalisé 3 jours après 

induction tumorale montre une positivité des animaux en bioluminescence de 100% (n= 30 

animaux).   
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Cette positivité nous a permis de quantifier l’intensité de bioluminescence de chaque 

tumeur et de randomiser les souris selon ce critère avant de commencer les traitements.  

Afin de valider notre choix de quantifier les résultats en réalisant la somme des 2 faces 

imagées (latérale et antérieure), nous avons comparé les valeurs de bioluminescence obtenues 

lors la quantification de la tumeur primaire uniquement sur la face latérale (permettant la 

meilleure observation du pancréas) aux valeurs obtenues en additionnant les 2 faces (figure 

79). 
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Figure 79 : Bioluminescence à J3, avant traitement à la gemcitabine.  

Bioluminescence de face latérale uniquement comparée aux valeurs de bioluminescence de la 
somme des 2 faces (antérieure + latérale). Les résultats sont exprimés en moyenne (±SEM). 

 

Ainsi, les profils obtenus sont similaire que les valeurs soient déterminées à partir de la 

face latérale seule ou additionnée à la face antérieure. Cette méthode de calcul (somme des 2 

faces) n’impact pas la randommisation des animaux et permettra pour la suite de l’étude de ne 

pas passer à côté de signaux important provenant soit de la tumeur primaire soit de métastases 

à distance ayant évoluées face antérieure de l’animal. 

Cette méthode de calcul permet d’augmenter la sensibilité en améliorant la détection du 

signal qui peut, selon l’évolution tumorale et le positionnement du pancréas, être atténuée par 

les tissus ou la rate sur l’une ou l’autre des faces imagées. 
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2.3.3.2.2. Evaluation de la croissance tumorale au cours du temps 

 

Le suivi de la croissance tumorale a été réalisé par bioluminescence, dès le troisième jour 

post induction puis une fois par semaine jusqu’à la fin de l’étude. Nous pouvons observer, sur 

la figure 80, que l’évolution de la tumeur primaire se fait sur un seul et unique site et 

qu’aucune métastase n’est détectée 36 jours post induction.   

 

Figure 80 : Suivi de l’évolution de la tumeur primaire par bioluminescence 

 

Afin de détecter une éventuelle dissémination métastatique, un suivi par bioluminescence 

a été réalisé jusque 50 jours post induction tumorale. Après cette date, certaines souris 

présentaient de nombreux foyers localisés principalement dans la cavité abdominale (figure 

81). Afin de confirmer la localisation des métastases, une autopsie a été réalisée le dernier 

jour de l’étude. L’observation macroscopique a été confrontée à la bioluminescence ex vivo. 

Comme le montre la figure 81, les animaux présentaient en général des nodules sur l’intestin, 

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

 

         

Figure 81 : Localisation des métastases in vivo et ex vivo à J50  

A : Bioluminescence in vivo, face antérieure et latérale gauche. B : Bioluminescence ex vivo (1 : 
intestins, 2 : péritoine, 3: reins, 4 : foie, 5 : colon/rectum, 6 : diaphragme)  

A B 
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A l’occasion de ce suivi sur des temps plus longs, au-delà de 40 jours après induction des 

tumeurs, une diminution voire une disparition complète du signal de bioluminescence de la 

tumeur primaire a été observée pour environ 30% des animaux (figure 82).  

 

Figure 82 : Perte du signal de bioluminescence chez des animaux du groupe contrôle 

 

Afin de comprendre l’origine de cette perte de signal, plusieurs paramètres ont été 

explorés.  

 

2.3.3.3. Détermination de l’origine de la perte du signal de bioluminescence 

 

Plusieurs hypothèses peuvent expliquer la perte de signal de bioluminescence observée 40 

jours après induction des tumeurs. Les 3 hypothèses que nous avons retenues sont : une perte 

de l’expression de la luciférase, le développement de tissu stromal en quantité importante ou 

la présence de régions hypoxiques. 

Avant de tester ces hypothèses, nous nous sommes assurés, via une autre modalité 

d’imagerie indépendante du métabolisme énergétique cellulaire, de la persistance d’une 

activité tumorale au sein de l’animal. 
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2.3.3.3.1. Expression des intégrines 

 

Afin de s’assurer que la perte de la bioluminescence n’était pas due à une régression 

spontanée de la tumeur, une autre modalité d’imagerie par fluorescence dans le proche 

infrarouge, basée sur le ciblage des intégrines �v�3 et �v�5 par un mime RGD (Arg-Gly-Asp) 

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

Nous avons confronté les résultats de l’imagerie de fluorescence et deux de l’imagerie de 

bioluminescence après injection de luciférine. La figure ci-dessous présente les résultats 

obtenus. 

 

 

Figure 83 : Imagerie de bioluminescence et de fluorescence d’une souris greffée en 

orthotopique par des cellules MIA PaCa2-luc (J43) 

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

bioluminescence, D : fluorescence).  
 

En bioluminescence les images que nous avons obtenues ne permettent pas de visualiser 

la globalité de la tumeur ce qui semble être confirmé par les données ex-vivo pour lesquelles 

la bioluminescence au sein de la tumeur se distribue de façon hétérogène. 

Par imagerie de fluorescence, dont l’avantage est d’être spécifique et indépendante du 

métabolisme cellulaire, le signal est retrouvé de façon plus homogène dans la totalité de la 

tumeur primaire, confirmant la présence des intégrines et donc des cellules des néovaisseaux 

tumoraux MIA PaCa2-luc.  

 

A B 

C D 
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2.3.3.3.2. Présence de stroma tumoral 

 

Le stroma est un tissu conjonctif néoformé, non tumoral, permettant le soutien et la 

nutrition des cellules tumorales. Il est en remaniement constant, puisqu'il suit la croissance 

tumorale. Le stroma est principalement constitué de cellules conjonctives normales, de fibres 

collagènes et élastiques et de vaisseaux sanguins et lymphatiques. 

 

Figure 84 : Coloration HES d’une coupe de tumeur MIA PaCa2-luc 

 

L’absence de coloration jaune indique que le stroma n’est pas suffisamment abondant au 

sein du prélèvement pour expliquer une inhibition du signal de bioluminescence. 

 

2.3.3.3.3. Expression du gène de la luciférase 

 

Afin de vérifier que les cellules expriment toujours la luciférase, un immunomarquage sur 

coupe de tumeur avec un anticorps anti-luciférase a été réalisé. 

 

   

Figure 85 : Immunomarquage avec anticorps anti-luciférase 

DAPI : noyaux ; Rouge (TRITC) : luciférase. A : Marquage avec anticorps anti-luciférase et 
anticorps secondaire ; B : témoin négatif, pas d’anticorps primaire. 

 

A B 
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Comme montré figure 85A, la majorité des cellules présentent une coloration rouge signe 

d’un marquage par l’anticorps anti-luciférase. Il n’y a donc pas de perte d’expression de la 

luciférase au niveau des coupes de tumeurs analysées. 

 

2.3.3.3.4. Caractérisation du statut hypoxique des tumeurs 

 

La dernière hypothèse étudiée permettant d’expliquer la perte de bioluminescence est la 

présence de zones hypoxiques au sein de la tumeur. Afin de confirmer cette hypothèse, deux 

stratégies ont été retenues :  

- in vivo par injection d’ATSM marqué au Cuivre 64 

- in vitro par immunomarquage au pimonidazole 

 

Imagerie au 64Cu-ATSM 

•  Sélection des animaux 

Pour cette partie du travail, les animaux mis en œuvre ont été greffés en sous-cutané (2 

millions de cellules injectées au niveau du flanc gauche). En effet, la localisation pancréatique 

n’est malheureusement pas des plus compatibles avec une imagerie TEP du 64Cu-ATSM (Cf 

Principe Chapitre 1) dont la distribution hépatique « naturelle » limite les possibilités d’étude 

des organes placés dans le proche environnement du foie. 

Avant de réaliser l’imagerie TEP de l’hypoxie une imagerie de bioluminescence a permis 

de sélectionner les animaux pertinents pour cet examen. 
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Figure 86 : Imagerie de bioluminescence de souris porteuses de tumeurs sous cutanées MIA 

PaCa2-luc (J43) 

 

 Sur la figure 86, on observe que pour des souris porteuses de tumeurs de volumes 

similaires (22 cm3 pour la souris 1 et 26 cm3 pour la souris 2), l’intensité de bioluminescence 

est très différente (2 logs d’écart entre souris 1 et 2), ce qui fait de ces 2 animaux de bons 

candidats à l’imagerie TEP 64Cu-ATSM et devrait nous permettre d’obtenir des taux de 

fixation du traceur différents dans ces 2 individus. 

 

•  Contrôle qualité du marquage 

Après marquage de l’ATSM au 64Cu, un contrôle qualité par CCM a été réalisé afin de 

déterminer les fractions présentant la plus forte concentration de 64Cu-ATSM dans l’éluât post 

purification. 

La chromatographie a été visualisée par autoradiographie (figure 87). 

 

Figure 87 : Autoradiographie de la chromatographie sur couche mince 

Elution réalisée avec de l’EDTA 10 mmol.L-1. 64Cu : 64 Cu libre, F1 : Fraction marquée 1, F2 : 
Fraction marquée 2. 

Souris 1 Souris 2 
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La CCM éluée avec 10 mmol.L-1 d’EDTA a permis de séparer correctement la fraction 

libre de la fraction liée. Les fractions F1 et F2 présentant la plus forte radioactivité 

contiennent bien du 64Cu-ATSM en forte proportion (64% dans F1 et 80% dans F2). La 

fraction F2 a été retenue pour l’injection in vivo puis diluée dans du NaCl 0.9% afin d’obtenir 

une activité volumique de 37 MBq/ml. 

 

•  Imagerie TEP 

Après injection d’environ 5,5 MBq par voie intraveineuse, une imagerie par tomographie 

d’émission de positons (TEP) a été réalisée à différentes occasions (10 min, 1h, 3h et 5h) afin 

de déterminer le temps optimal permettant d’avoir le meilleur rapport signal sur bruit. 

A l’analyse des résultats, c’est le temps 3h qui permet une visualisation correcte de la 

zone hypoxique (figure 88). 

 

Figure 88 : Imagerie TEP, 3h après injection de 64Cu-ATSM 

Un seul champ de vue représentant la partie inférieure de la souris  
(du foie en haut, à la queue en bas).  

 

A partir des images obtenues 3h après injection intraveineuse de 64Cu-ATSM, aucun foyer 

significatif n’est visible pour la souris 1 alors qu’on retrouve une zone de fixation au niveau 

du flanc gauche pour la souris 2. Si l’on confronte ces résultats à ceux obtenus lors de 

l’imagerie de bioluminescence décrite figure 86, l’examen TEP concorde avec la présence de 

zones hypoxiques dans la tumeur de la souris 2 dont l’intensité du signal de bioluminescence 

était très faible. 

D D G G 

Souris 1 Souris 2 
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Afin de comparer l’activité mesurée au niveau de la tumeur à l’activité du tissu sain, deux 

zones d’intérêt de même volume ont été tracées : l’une au niveau de la tumeur située sur la 

cuisse gauche et l’autre au niveau controlatéral (cuisse droite). Cela nous a permis de 

déterminer dans ces régions l’activité en Bq/cm3 et en pourcentage de la dose injectée. 

Les valeurs des activités mesurées et corrigées de la décroissance du 64Cu sont donc les 

suivantes : 

 Souris 1 

Activité injectée : 4,76 MBq 

Souris 2 

Activité injectée : 5,45 MBq 

Tumeur (G) Muscle (D) Tumeur (G) Muscle (D) 

Activité mesurée en Bq/cm3 15640 Bq/cm3 9707 Bq/cm3 50298 Bq/cm3 13164 Bq/cm3 

Pourcentage de la dose 

injectée (DI) 

0,33 % DI 0,20 % DI 0,92% DI 0,24% DI 

Tableau 6 : Activités mesurées au niveau des régions tumorales et témoins, corrigées de la 

décroissance du 64Cu 

 

Pour la souris 1, présentant le signal de bioluminescence le plus important, 0,33 % de la 

dose de 64Cu-ATSM est retrouvé au niveau de la tumeur, soit 1,6 fois plus de signal que dans 

le muscle. Pour la souris 2, 0,92% de la dose injectée est retrouvé au niveau de la tumeur soit 

4 fois plus que dans le muscle. Ces résultats sont en accord avec ceux observés dans la 

bibliographie où l’on retrouve dans le cas de tumeurs hypoxiques des ratios tumeur/muscle 

variant de 2,3 à 5,3 selon le type tumoral (Yuan, et al., 2006) et confirment que la faible 

intensité du signal de bioluminescence de la souris 2 est bien liée à la présence de plages 

d’hypoxie dans la tumeur. 

 
Immunomarquage avec anticorps anti-pimonidazole 

Afin de confirmer les résultats obtenus par TEP au 64Cu-ATSM, un immunomarquage 

avec un anticorps anti-pimonidazole a été réalisé (figure 89). 
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Figure 89 : Visualisation de zones hypoxiques sur coupe de tumeur  

FITC (vert), adduits de pimonidazole caractéristiques des zones hypoxiques. Dapi (bleu), noyaux. 
A et B : Marquage avec anticorps anti-pimonidazole et anticorps secondaire (A : Centre de la 

tumeur. B : Périphérie de la tumeur) ; C : témoin négatif, pas d’anticorps primaire. 
  

Le marquage vert (FITC) est retrouvée aussi bien au centre de la tumeur qu’en périphérie, 

confirmant la présence de multiples zones hypoxiques au sein de la tumeur. 

 

Ces résultats obtenus par immunomarquage au pimonidazole permettent de confirmer les 

résultats obtenus in vivo après injection de 64Cu-ATSM et révèlent la présence de zones 

hypoxiques au sein des tumeurs MIA PaCa2-luc. Les résultats in vivo, obtenus sur un effectif 

très restreint nécessiteraient d’être confirmés avec des lots d’animaux plus importants. Mais 

les contraintes de la TEP (limite de l’activité de 64Cu pouvant être utilisée au sein du CIPA 

(260 MBq) et chimie du marquage), ne permettent toutefois pas de réaliser des études sur des 

effectifs très élevés. 

 

 

 

 

 

A B 

C 
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2.3.3.4. Etude d’efficacité avec un traitement de référence, la Gemcitabine  

 

2.3.3.4.1. Détermination de la concentration inhibitrice 50 (CI50) de la 

gemcitabine in vitro par bioluminescence 

 

Une courbe de survie représentant le pourcentage de cellules viables en fonction de la 

concentration en gemcitabine a été tracée en mesurant l’intensité de bioluminescence présente 

dans chaque puits (celle-ci étant proportionnelle au nombre de cellules présentes) (figure 90).  
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Figure 90 : Courbe de survie après traitement à la gemcitabine 

Les résultats correspondent à la moyenne ± SEM (n=5).  
 

La concentration inhibitrice 50 (CI50) de la gemcitabine déterminée à 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 problèmes d’hypoxie rencontrés au-delà de 40 jours, rendant l’imagerie 

de bioluminescence non pertinente pour la quantification de la tumeur primaire, nous avons 

choisi de limiter  notre étude à 36 jours post induction. 
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Les animaux étaient greffés en orthotopique et répartis en 3 lots recevant du NaCl 0.9%, 

la gemcitabine à 100mg/kg ou à 200mg/kg, cette répartition ayant été faite sur la base de 

l’intensité de bioluminescence mesurée à J4 (figure 91 à droite). 

Les résultats que nous avons obtenus sont les suivants (figure 91). 
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Figure 91 : Evolution tumorale après traitement à la gemcitabine 

Les flèches indiquent les traitements à la gemcitabine (GEM).  
Les résultats présentés en pourcentage de variation par rapport à l’intensité de bioluminescence 

mesurée avant traitement (J4), correspondent à la moyenne ± SEM (n=10).  
* : p < 0.5 ; ** : p < 0.01 (ANOVA suivie d’un post test Bonferroni) 

 

Une inhibition de la croissance tumorale pour les souris traitées à la gemcitabine, aussi 

bien à la dose de 100 mg/kg qu’à la dose de 200 mg/kg est observée dès le 16e jour, soit 11 

jours après avoir reçu le premier traitement avec une diminution de l’intensité de 

bioluminescence de 79% pour le groupe GEM 100 mg/kg et de 82% pour le groupe GEM 200 

mg/kg par rapport au groupe contrôle. Cette inhibition se poursuit jusqu’à J23, soit 4 jours 

après le dernier traitement (à J19). Ensuite, les tumeurs commencent de nouveau à croitre 

mais de façon beaucoup plus lente que pour le groupe contrôle.  

Le dernier jour d’étude (J36), une diminution de la bioluminescence d’environ 90 % pour 

les deux groupes traités est observée par rapport au groupe contrôle. Le volume ainsi que la 

masse tumorale ont été mesurés. Les moyennes de ces mesures sont présentées dans les 

graphiques ci-dessous. 
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Figure 92 : Volume et masse de la tumeur primaire le jour de l’autopsie (J36)  

GEM : Gemcitabine 
Les résultats correspondent à la moyenne ± SEM (n=10). **: p < 0.01 (Test de Mann Whitney) 

 

On observe une bonne concordance entre volume et masse tumorale, sans aucune 

différence statistiquement significative entre le groupe contrôle et le groupe GEM 100 mg/kg. 

Entre les groupes CTRL et GEM 200 mg/kg, la différence est statistiquement significative 

(p=0,003) avec une diminution du volume de 60 % et une diminution de la masse tumorale de 

58 % par rapport au groupe contrôle. 

 

2.3.4. Discussion 

  

La transduction des cellules MIA PaCa2 par le gène de la luciférase n’ayant pas eu 

d’impact sur la croissance des cellules tumorales in vitro et in vivo ni sur la sensibilité des 

cellules à la gemcitabine, les cellules MIA PaCa2-luc ont ainsi pu être utilisées pour le suivi 

de l’évolution tumorale du modèle orthotopique d’adénocarcinome pancréatique par imagerie 

de bioluminescence. 

La caractérisation du modèle a conduit à déterminer ses avantages et ses limites. Celui-ci 

présente une évolution tumorale assez lente qui peut présenter certains avantages : par 

exemple, les souris du lot contrôle n’ont pas besoin d’être euthanasiées en cours d’étude à 

cause de tumeurs atteignant le point limite.  

Des études ont comparé les phénotypes de 11 lignées de cellules d’adénocarcinomes 

pancréatiques différentes (AsPC-1, BxPC-3, Capan-1 et 2, MIA PaCa2, PANC-1) (Deer, et 

al., 2010) sur des critères ayant une influence sur la croissance tumorale et le potentiel 

métastatique. Il a été montré que l’adhésion des cellules MIA PaCa2 à la matrice 
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extracellulaire était plus faible que pour les autres lignées et que le potentiel de migration et 

d’invasion cellulaire des cellules MIA PaCa2, était intermédiaire, ces cellules étant moins 

invasives que les cellules BxPC-3 mais plus que les PANC-1 (Takada, et al., 2002). Enfin, la 

tumorigénicité des tumeurs MIA PaCa2 semblent plus importante que pour les autres lignées. 

La formation des tumeurs MIA PaCa2 est plus rapide que pour les tumeurs PANC-1 

(Freeman, et al., 1995), le volume tumoral plus grand (Katayama, et al., 2003) et le taux de 

prise de greffe de 100 % (Eibl and Reber, 2005). Compte tenu de ces observations, les 

cellules MIA PaCa2 sont un modèle de choix pour l’évaluation de l’évolution de la tumeur 

primaire mais pour l’étude de la dissémination métastatique, d’autres lignées telles que 

Capan-1 semblent plus pertinentes. 

 

En tenant compte des limites du modèle une étude de validation via un traitement de 

référence par la gemcitabine, a été réalisée dans le but d’évaluer l’effet sur l’évolution de la 

tumeur primaire. 

Après détermination de la concentration inhibitrice 50 (CI50) de la gemcitabine in vitro (7 

nM) et confirmation de la concordance avec les données bibliographiques qui rapportent une 

IC50 de la gemcitabine sur cellules MIA PaCa2, d’environ 10 nM (Bornmann, et al., 2008, 

Giovannetti, et al., 2004, Zagon, et al., 2005), la gemcitabine a été administrée à l’animal. 

Les effets obtenus in vivo sur l’inhibition de la croissance tumorale sont plus significatifs 

pour la dose de 200 mg/kg et corrèlent avec ceux obtenus dans la bibliographie qui montrent 

lors d’un traitement à la dose de 150 mg/kg (deux fois par semaine) une amélioration de la 

survie accompagnée d’une inhibition de la prolifération tumorale (Katz, et al., 2003). Compte 

tenu de la bonne tolérance de la gemcitabine à 200 mg/kg (pas de perte de poids, aucune 

desquamation ni prostration), celle-ci pourra être utilisée comme molécule de référence pour 

l’évaluation par bioluminescence de nouvelles stratégies thérapeutiques. 

 

Ainsi, malgré la différence anatomique importante du pancréas de souris par rapport à 

celui de l’homme, le modèle de carcinome pancréatique développé au cours de cette thèse 

présente des caractéristiques physiopathologiques similaires à celles observées lors du cancer 

du pancréas. D’une part les sites de colonisation des métastases (intestins, péritoine, reins, 

foie, colon/rectum, diaphragme) sont semblables à ceux observés chez l’homme lors d’un 

adénocarcinome pancréatique (Saif, et al., 2011). D’autre part, le caractère hypoxique, cause 

de mauvais pronostic (Koong, et al., 2000) et à l’origine de la résistance à de nombreux 
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traitements (Blouw, et al., 2003) est bien présent dans les tumeurs MIA PaCa2 murines. 

Toutefois, ces caractéristiques physiopathologiques ne sont pas retrouvées aux temps 

précoces mais à des stades plus tardifs. Dans ce cas, l’imagerie de bioluminescence n’étant 

plus pertinente pour la quantification des effets sur la croissance de la tumeur primaire, 

d’autres modalités d’imagerie, comme l’imagerie de l’expression des intégrines en 

fluorescence 3D ou en TEP peuvent être mis en œuvre. Dans tous les cas, la mesure du 

volume tumoral en fin d’étude permet de confirmer les résultats.  

Ce modèle est opérationnel pour l’évaluation de nouvelles formulations telles que les 

nanoparticules et de stratégies innovantes telles que les plasmas froids fibrés que nous 

développerons dans le chapitre suivant. Toutefois, selon le but recherché, il est nécessaire 

d’adapter le schéma expérimental. Dans le cas d’études d’efficacité nécessitant une 

quantification précise et répétée de l’évolution tumorale par bioluminescence et plus 

particulièrement de la croissance de la tumeur primaire, nous préconisons de mener les études 

dans le délai de 40 jours maximum. Si les études doivent être poursuivies sur des temps plus 

long afin de déterminer un effet sur la dissémination métastatique ou sur la résistance aux 

traitements due au caractère hypoxique, dans ce cas seules les métastases peuvent être 

quantifiées par bioluminescence et d’autres modalités d’imagerie doivent être envisagées afin 

de quantifier la tumeur primaire. 
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Les études présentées dans ce chapitre ont été réalisées dans le cadre du projet 

« PLASMED » financé par la Région Centre, en collaboration avec le GREMI (Groupe de 

Recherches sur l’Energétique des Milieux Ionisés) UMR7344, CNRS/Université d’Orléans. 

Le but de ce travail a été 1/ d’évaluer les effets d’une nouvelle thérapie par plasma froid 

fibré appelé aussi « plasma gun », sur la croissance des cellules tumorales d’adénocarcinome 

pancréatique MIA PaCa2-luc in vitro et in vivo et 2/ d’optimiser le protocole de traitement 

afin d’améliorer l’effet antitumoral. 

Le modèle d’adénocarcinome pancréatique a été choisi pour ces études car il existe 

aujourd’hui peu de traitements efficaces pour ce type de cancer chez l’homme. Grâce à cette 

nouvelle stratégie thérapeutique la possibilité de réaliser des traitements locaux pourrait 

montrer tout son potentiel pour le traitement des marges de résection de la tumeur primaire ou 

dans le cas des localisations inopérables comme c’est en 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, ou le gaz, constitue un état de la matière. Il 

n'est observable sur Terre qu'à très haute température, quand l'énergie est telle qu'elle réussit à 

arracher des électrons aux atomes. Le terme plasma, appelé aussi « quatrième état de la 

matière », a été utilisé en physique pour la première fois par le physicien américain Irving 

Langmuir en 1928 par analogie avec le plasma sanguin (Tonks and Langmuir, 1929). 

 

A l'état solide, les atomes constituent un réseau rigide. Lorsqu’une molécule est excitée 

par la chaleur, les atomes s’éloignent les uns des autres, permettant le changement de forme 

physique, et ainsi le passage à l'état liquide. Si l’on augmente encore la température, on arrive 

à l'état gazeux : les atomes se déplacent alors librement, indépendamment les uns des 

autres.  Enfin, quand on arrive à de très hautes températures, les atomes gazeux s’ionisent 
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Ainsi dans la vie courante les tubes à décharges (néons), les écrans de télévision qui 

renferment des petites cellules de gaz ionisés émettant chacune dans les 3 couleurs de base 

(rouge, vert et bleu) contiennent des plasmas. 

Dans le domaine industriel, les plasmas sont utilisés pour graver ou décaper des surfaces 

et trouvent des applications dans le traitement des déchets, la stérilisation des surfaces, 

l’amélioration des processus de combustion (notamment pour l’aérospatiale et l’automobile) 

et très largement en micro-électronique où le plasma joue aujourd'hui un rôle crucial puisqu’il 

intervient dans de nombreuses étapes des procédés de fabrication des semi-conducteurs.  

Dans le domaine biomédical, l’utilisation des plasmas est de plus en plus décrite, ces 

applications feront l’objet de la partie 3.1.2. 

On classe en général les plasmas en deux catégories : les plasmas chauds (plasmas 

thermiques) et les plasmas froids (plasmas non thermiques). 

•  Les plasmas chauds : les températures de ces plasmas sont supérieures à 3000°C. Ce 

sont des gaz fortement ionisés, dans lesquels les électrons, les atomes et les ions sont à 

la même température. Dans ces plasmas les électrons, mais aussi les ions sont assez 

énergétiques pour influencer le comportement du plasma (utilisations dans la 

dépollution, traitement des déchets, décharges d’arc pour la soudure, combustion…). 

•  Les plasmas froids : Les plasmas froids utilisés dans le domaine biomédical et 

appliqués chez l’homme sont à des températures proches de la température corporelle 

(entre 20°C et 50°C). Seuls les électrons acquièrent assez d'énergie pour effectuer des 

réactions (applications à la dépollution, traitement de surfaces, domaine 

biomédical…).  

Par la suite, nous aborderons uniquement la mise en œuvre des plasmas froids dans le 

domaine biomédical.  

 

3.1.1.2. Le plasma froid 

 
Les plasmas sont des gaz constitués de molécules et d’atomes neutres (majoritaires), d'ions 

(négatifs et positifs), d'électrons, d'espèces radicalaires (chimiquement très actives), d'espèces 

excitées, de photons et de champs électriques transitoires.  
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Figure 94 : Composition du plasma 

 ROS, espèces réactives de l’oxygène (O2, OH, H2O2, O3) ; RNS espèces réactives de l’azote 
(NO, NO2) (Heinlin, et al., 2010). 

 

Les électrons sont des particules très légères qui peuvent être accélérées par les champs 

électriques et magnétiques. Ces électrons ont une masse 2000 fois plus faible que les ions, ils 

ont donc moins d'inertie et sont plus réactifs et plus rapides que les particules plus lourdes 

(figure 95).  

 

Figure 95 : Comparaison entre gaz et plasma  

(Lagouge M, 2006) 
 

Dans le plasma, les ions et les particules neutres possèdent une grande énergie interne et 

se caractérisent par une haute instabilité. Le retour à un état plus stable de moindre énergie 

peut se faire soit en émettant un photon, soit en transmettant une partie de l’énergie de la 

collision à une autre particule ou surface. Les photons émis lorsque les composés activés 

retournent à un niveau de moindre énergie, peuvent eux-mêmes induire des réactions 

chimiques (photons UV) et sont responsables de la luminosité du plasma. 
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Les plasmas générés par l’homme sont le plus souvent issus d’un gaz ou d’un mélange de 

gaz soumis à un champ électrique qui peut être généré soit en courant continu, soit en courant 

alternatif. La zone où les gaz sont soumis au champ électrique est appelée zone de « décharge-

électrique », le flux gazeux issu de ce mélange se trouvant dans la zone « de post-décharge ». 

 

D’autre part, les plasmas froids peuvent être utilisés soit à la pression atmosphérique soit à 

basse pression.  

•  Plasma basse pression : ils sont générés dans le vide et sont principalement 

utilisés dans les domaines de la stérilisation et de la décontamination. 

•  Plasma à pression atmosphérique : ils sont plus simples d’utilisation (inutile de 

faire le vide) et sont actuellement en plein développement.  

On peut les classer eux-mêmes en 3 catégories : 

•  Plasmas directs : on parle de plasma direct quand le tissu traité représente l’une des 

électrodes du plasma. De nombreux atomes actifs non chargés ainsi que des 

molécules, des rayons UV, des électrons vont agir sur et à travers les tissus (Fridman, 

et al., 2008). Pour ce type de plasma, l’échantillon et le plasma doivent être maintenus 

à proximité (distance entre 1 et 3 mm). La technologie la plus utilisée est la source de 

plasma par décharge à barrière diélectrique (DBD) (Fridman, et al., 2007).  

•  Plasmas indirects : les plasmas indirects sont produits entre deux électrodes puis 

transportés au niveau de la zone à traiter à travers un flux de gaz. Le corps n’intervient 

pas comme électrode (Shimizu, et al., 2008, Sladek and Stoffels, 2005).  

•  Plasmas hybrides : les plasmas hybrides sont une combinaison des plasmas directs et 

des plasmas indirects auxquels on ajoute une électrode reliée à la terre, à travers 

laquelle le courant passe.  

 

3.1.1.3. Plasma fibré : plasma gun 

 

 Au sein du GREMI, un modèle innovant de plasma froid fibré, appelé « plasma gun » est 

développé depuis quelques années. Sa température est proche de la température corporelle ce 

qui est essentiel pour traiter des tissus vivants tels que les tumeurs par exemple. 
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Il s’agit d’un plasma froid fibré direct, créé à pression atmosphérique et hors équilibre 

thermodynamique (figure 96). 

 

Figure 96 : Place du plasma gun parmi les différents plasmas froids 

 

De par son fonctionnement à la pression atmosphérique, le plasma gun offre de nombreux 

avantages et permet une application simple et directe sur l’échantillon. 

Ce plasma étant fibré, c'est-à-dire créé dans un capillaire, il permet de réaliser des 

traitements ciblés et adaptés à la surface à traiter. Par exemple, pour le traitement de tumeurs 

pulmonaires, un capillaire peut être utilisé (1 mm de diamètre) alors que pour le traitement de 

tumeurs sous cutanées, des capillaires plus gros adaptés au volume tumoral à traiter sont 

disponibles (3-5 mm).  

D’autre part, ce plasma est généré à partir de décharges d’impulsions très courtes, de 

l’ordre de la microseconde, lui permettant de rester hors équilibre thermodynamique. Cet état 

fait que les différentes espèces présentes (électrons, ions, atomes ou molécules neutres) ayant 

des énergies très différentes vont pouvoir se conjuguer au milieu ionisé et entrainer la 

formation continue d’espèces fortement réactives qui seront 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 concentre principalement sur les effets des 

plasmas froids afin d’obtenir une action sans dommage grâce à la mise en œuvre de 



 

Développement d’une nouvelle stratégie thérapeutique, le plasma gun� �A���

 

températures peu importantes, et à traiter de façon homogène des surfaces avec une 

pénétration possible dans des cavités et des fissures à l’échelle micrométrique. 

Une des premières applications biomédicales des plasmas froids à basse pression a été la 

désinfection de surfaces. En effet, ces plasmas ont démontré une efficacité dans la 

désinfection et la stérilisation de tissus vivants par inactivation en quelques secondes de 

bactéries, de virus, de champignons et de spores et divers agents pathogènes. Cette technique 

est aujourd’hui utilisée en routine dans les hôpitaux pour la désinfection des outils 

chirurgicaux (Mrad, et al., 2011). 

L’utilisation des plasmas froids dans le domaine biomédical est en constante évolution et 

touche de plus en plus de spécialités. Les principaux domaines d’intérêt sont la stérilisation de 

surfaces vivantes ou non ainsi que la dermatologie avec des effets sur la cicatrisation et la 

coagulation (Kalghatgi, et al., 2007). De nouveaux champs d’applications apparaissent tels 

que leur utilisation thérapeutique potentielle en cancérologie, domaine auquel nous allons 

nous intéresser plus particulièrement (Fridman, et al., 2008). 

 

3.1.2.1. Utilisation des plasmas froids pour la stérilisation 

 

Les premiers travaux relatant l’utilisation des plasmas en tant qu’agents de stérilisation 

ont été publiés par Menaschi en 1968 (Ashman 1972 ; Menaschi, 1968). Il utilisait des 

champs électriques pulsés (1-100 MHz) pour activer un mélange gazeux à base d’argon à 

pression atmosphérique. 

Pour la stérilisation par plasma, deux procédés sont possibles : soit l’utilisation du plasma 

lui-même, au niveau de la zone de « décharge », soit le flux de gaz issu du plasma, au niveau 

de la zone de post-décharge (méthode la plus utilisée). Ce mode de stérilisation est 

principalement réalisé à basse pression. 
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Figure 97 : Zone de décharges et de post-décharges au niveau d’un système de stérilisation 

par plasma  

(Ruelle, et al., 2007) 
 

La zone de post-décharge, contrairement à la zone de décharge, ne contient pas de 

particules chargées mais des atomes, des molécules et des radicaux. Sachant que lors de la 

stérilisation par plasma seules les espèces neutres sont actives pour décontaminer (Pointu, et 

al., 2005), il n’est donc pas nécessaire de travailler dans la zone de décharge. En outre, la zone 

post-décharge a une température proche de la température ambiante (< 50°C), et l’absence de 

particules chargées limite les altérations des surfaces à traiter.  

Il est ainsi possible de stériliser des matériaux thermosensibles. 

Différents modes d’action et espèces actives ont été décrits pour expliquer l’effet 

stérilisant de ces plasmas : 

•  Le gaz ou le mélange de gaz : des études ont ainsi démontré que certains gaz 

comme le CO2 étaient plus actifs que d’autres tels que l’argon, pour inactiver les 

bactéries (Boucher, 1985). La plupart des espèces créées (O2, N2, H2, halogénés, 

N2O, H2O, H2O2, CO2, SO2, aldéhydes) sont efficaces pour la stérilisation par 

application de plasma (Ratner, et al., 1990). 

 
•  Les espèces neutres : retrouvées dans la zone de post-décharge, elles varient selon 

les gaz utilisés. Ces espèces, du fait de leur grande réactivité, peuvent se combiner 

aux atomes et arracher des électrons. Ce mécanisme permettrait d’interagir avec 

les acides nucléiques et les membranes cellulaires conduisant à la lyse bactérienne. 
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De plus il a été démontré que l’oxygène atomique jouait un rôle comme espèce 

active stérilisante (Fridman, et al., 2007). 

 

•  Le rayonnement ultraviolet complète l’action des espèces neutres et améliore 

l’effet bactéricide en détériorant les parois bactériennes. Deux mécanismes 

principaux sont responsables des dommages cellulaires induits par les UV au 

niveau moléculaire : les effets directs basés sur l’énergie d’absorption des UV par 

les macromolécules cellulaires, et indirects tels que les altérations de l’ADN, des 

protéines et des lipides causés par le stress oxydant induit par les UV (Heinlin, et 

al., 2010). 

Molécules neutres et UV ont donc une action synergique à l’origine de l’efficacité de la 

stérilisation par les plasmas froids.  

 

L’utilisation de stérilisateur à plasma à basse pression pour les matériaux est 

opérationnelle puisque deux procédés sont déjà commercialisés en France, Plazlyte® 

(Laboratoire 3M) et Sterrad® (Laboratoire Johnson et Johnson Médical). 

La stérilisation par plasma à pression atmosphérique de surfaces biologiques telles que la 

peau est en développement et des appareils de décontamination des mains sont déjà existants 

(Heinlin, et al., 2011).   

 

3.1.2.2. Effet des plasmas sur la coagulation 

 

Pendant plusieurs années, les plasmas chauds à haute température ont été utilisés en 

chirurgie, notamment pour la cautérisation. Dans ces conditions, l’utilisation de plasma 

d’argon a été bien documentée (Bergler, et al., 2001, Grund, et al., 1994, Sumiyama, et al., 

2006) et il est désormais très utilisé pour assurer l’hémostase sur des zones de résections très 

hémorragiques en particulier au niveau du foie, de la rate et du rein. 

Dans les nouvelles applications, la coagulation du sang peut être obtenue à partir de 

plasmas froids, afin d’éviter les effets dus à la température tels que l’adhésion et la dilatation 

des tissus traité, les risques de contaminations bactériennes associés (Clément, 2009 ; 
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Kalghatgi, et al., 2007) et le risque de brûlure des tissus adjacents pour les interventions sous 

cœlioscopie qui deviennent de plus en plus fréquentes. 

Ainsi, une activation des mécanismes de coagulation suite à un traitement par plasma 

froid a été décrite par l’équipe d’A. Fridman sur un modèle animal de souris SKH1, chez qui 

la veine saphène avait été sectionnée. Après 15s de traitement au plasma, la coagulation était 

effective (Fridman, et al., 2008).  

Afin d’expliquer l’effet des plasmas sur la coagulation, plusieurs mécanismes ont été 

proposés. Ainsi, il a été montré qu’un traitement au plasma pouvait modifier 

considérablement les concentrations en protéines et en facteurs de coagulation, le pH, ainsi 

que la force ionique du plasma sanguin (Fridman, et al., 2008). Ceci pourrait expliquer 

l’activation et l’agrégation plaquettaire accompagnée d’une formation de fibrine qui ont été 

observées.  

L’amélioration des connaissances des mécanismes à l’origine des effets des plasmas 

froids sur la coagulation associée à leur faible nocivité ouvre donc des perspectives très 

intéressantes pour des applications cliniques en routine.  

 

3.1.2.3. Effets des plasmas sur la cicatrisation 

 

Les bactéries sont souvent cause d’aggravation des lésions cutanées suite à des 

surinfections. L’affection la plus commune est l’ulcère chronique des membres inférieurs 

avec une prévalence de 1% dans les pays développés (Etufugh and Phillips, 2007). Les plaies 

infectées représentent un réservoir pour les souches de bactéries multi-résistantes. 

Les traitements standards des plaies infectées consistent en une antibiothérapie dont 

l’efficacité peut être limitée par l’apparition de résistances bactériennes et de réactions 

allergiques au niveau cutané. Dans ce cas, l’application aisée et sans contact des plasmas au 

niveau des plaies, à une température très proche de la température corporelle permet de traiter 

des infections et d’éliminer les bactéries, sans observer les effets secondaires d’une 

antibiothérapie. 

In vitro, des résultats ont montré qu’un traitement par plasma froid pouvait favoriser la 

cicatrisation en réduisant la charge bactérienne mais aussi en influençant directement le 

comportement biologique des cellules du derme et de l’épiderme (Kalghatgi, 2009). Compte 
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tenu de ces résultats encourageants, de nombreux essais ont été réalisés in vivo chez l’animal 

et l’homme. Parmi eux des études de phase I et de phase II ont montré qu’un traitement par 

plasma d’argon (MicroPlaSter) de 2 à 5 minutes sur des plaies préalablement nettoyées 

conduisait à une réduction significative du nombre de bactéries, dont des bactéries multi-

résistantes, et améliorait la cicatrisation (Heinlin, et al., 2011). 

Les avancées faites dans la régénération cellulaire montrent que l’oxyde nitrique (NO) 

(qui peut être généré par le plasma) joue un rôle très important dans la cicatrisation (Shekhter, 

et al., 1998). Les mécanismes d’action possibles du NO pour favoriser la cicatrisation sont, 

entre autres, une vasodilatation ainsi qu’une normalisation de la vascularisation, des effets 

bactéricides directs (dus à la formation de peroxynitrites), une stimulation de la phagocytose 

bactérienne, une inhibition des radicaux libres de l’oxygène, une amélioration de la 

conduction de l’influx nerveux, une régulation de l’immunodéficience, une stimulation des 

fibroblastes et de la vascularisation par sécrétion de cytokines, une augmentation de la 

synthèse de collagène et de la prolifération des kératinocytes (Shekhter, et al., 1998, Shekhter, 

et al., 2005). 

L’étude réalisée chez des patients diabétiques a montré, après traitement de lésions 

nécrotiques et purulentes par système appelé « Plazon », enrichi en NO, une réduction de la 

réaction inflammatoire et de la douleur ainsi qu’une diminution du taux d’amputation des 

patients traités (Shulutko, et al., 2004). 

Compte tenu des résultats très prometteurs observés dans la cicatrisation et la stérilisation 

et des mécanismes mis en jeu au niveau cellulaire lors d’un traitement au plasma froid, 

quelques équipes ont essayé de tester cette nouvelle technologie en tant que stratégie 

anticancéreuse.  

 

3.1.2.4. Utilisations des plasmas froid dans le domaine de la cancérologie 

 

L’intérêt des chercheurs concernant le potentiel des plasmas froids dans le domaine de la 

cancérologie est très récent. Les premiers essais ont été réalisés in vitro sur une lignée de 

cellules de mélanome A2058 (Fridman, et al., 2007). Après traitement avec une source de 

plasma à barrière diélectrique (DBD), à des doses suffisamment faibles pour ne pas entrainer 

de lyse cellulaire immédiate, une induction de l’apoptose des cellules de mélanome a été 

rapportée.  
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Les premiers effets anti-tumoraux in vivo des plasmas froids ont été démontrés au sein du 

laboratoire par M. Vandamme sur un modèle de glioblastome U87 induit en sous cutané chez 

des souris swiss nude (Vandamme, et al., 2010). Afin d’évaluer l’efficacité du traitement, les 

animaux ont été suivis par imagerie de bioluminescence et le volume tumoral mesuré au pied 

à coulisse. Le traitement au plasma froid a été réalisé durant 5 jours consécutifs avec une 

source de plasma à barrière diélectrique (DBD) délivrant au niveau de la peau de la souris 

0,75 W à 200Hz. Les résultats ont montré une diminution de 56% du volume tumoral des 

souris traitées par rapport au groupe contrôle. Cet effet était associé à une diminution de 

l’intensité du signal de bioluminescence et à une augmentation de 60% de la durée de vie des 

animaux traités. 

Compte tenu de ces effets, les mécanismes d’action impliqués ont été étudiés in vitro sur 

deux lignées cellulaires (gliobastome U87 et carcinome colorectal HCT-116). Les résultats 

ont montré que le traitement par DBD induisait la production d’une quantité importante 

d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) produisant des dommages au niveau de l’ADN, des 

arrêts au niveau du cycle cellulaire et conduisant à l’apoptose des cellules tumorales. In vivo, 

les résultats publiés en 2010 ont été confirmés pour la lignée de glioblastome U87 et des 

effets similaires induisant une réduction du volume tumoral ont été observés pour les tumeurs 

HCT-116. L’induction de l’apoptose ainsi qu’un blocage des cellules en phase S ont aussi été 

démontrés in vivo (Vandamme, et al., 2011). Les résultats obtenus in vitro et in vivo avec les 

plasmas froids s’apparentent à ceux observés lors d’une radiothérapie. En effet, lors d’un 

traitement par radiothérapie, une altération de l’ADN par les radicaux libres générés lors des 

rayonnements conduit notamment à des ruptures de chaines et des blocages en phase S 

(Bernhard, et al., 1995). 

Depuis peu, de nouvelles études ont été réalisées par d’autres équipes dans le monde, et 

des effets similaires ont été rapportés in vitro et in vivo pour des modèles de tumeurs sous 

cutanées de cancer de la vessie (SCaBER) et de mélanome B16 (Keidar, et al., 2011). Ces 

résultats ont montré in vitro que le traitement par plasma froid éliminait sélectivement les 

cellules tumorales sans endommager les cellules saines et in vivo que le traitement permettait 

de réduire de façon significative le volume tumoral.  
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3.1.3.  Intérêt du plasma gun en cancérologie par rapport à d’autres modalités 

thérapeutiques locorégionales 

 

Le traitement local des tumeurs se développe depuis quelques années dans le but de 

limiter les effets secondaires observés lors des traitements par radiothérapie et chimiothérapie 

et de potentialiser les effets des traitements. Dans cette partie, deux thérapies aujourd’hui 

utilisées en clinique vont être abordées et comparées au plasma froid, la photothérapie 

dynamique et la radiofréquence. 

 

3.1.3.1. Photothérapie dynamique 

 

Au début du 20e siècle, Raab fut le premier à observer la sensibilisation de tissus vivants 

suite à une irradiation lumineuse. Le terme de photothérapie dynamique (PTD) est apparu 

quelques années plus tard, en 1904 avec les premiers essais thérapeutiques réalisés par le 

dermatologue Albert Jesionek pour traiter des cancers cutanés. Par la suite, de nombreux 

essais vont se succéder avec une étude démontrant que des souris devenaient sensibles à une 

injection d’hématoporphyrine lorsqu’elles étaient exposées à la lumière (Hausmann, 1911). 

Tous ces travaux sont à l’origine de l’utilisation de la photothérapie dynamique (PTD), 

utilisée aujourd’hui en routine en cancérologie pour le traitement ciblé des cancers 

pulmonaires, œsophagiens, coliques, du tractus uro-génital, de l’œil, du cerveau, et de la peau. 

 

Le principe de la PTD dans le traitement des cancers est basé sur l’utilisation de 

photosensibilisateurs, tels que des porphyrines, qui deviennent toxiques suite à une irradiation 

lumineuse. La sélectivité de la PTD repose sur le fait que les photosensibilisants se 

concentrent naturellement dans les tumeurs cancéreuses, du fait de leur état métabolique ou 

prolifératif, et très peu au niveau des tissus sains. Ainsi ces molécules, inactives à l’obscurité 

peuvent devenir très toxiques suite à une excitation lumineuse et en présence d’oxygène 

(figure 98). 
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Figure 98 : Principe de la photothérapie dynamique  

Le photosensibilisant s’accumule sélectivement dans la lésion afin d’entrainer la mort cellulaire 
après illumination à une longueur d’onde spécifique (Salomon, 2005). 

 

3.1.3.1.1. Importance de la source lumineuse   

 

La longueur d’onde de la source lumineuse doit être adaptée au spectre d’absorption de la 

substance photosensibilisante et avoir une pénétration tissulaire suffisante pour atteindre sa 

cible. Ainsi, le choix de la source lumineuse utilisée en PTD se fait selon deux paramètres : 

les pics d’absorption de la molécule photosensibilisante et la pénétration dans le tissu (figure 

99). 

 

 

Figure 99 : Relation entre longueur d’onde et pénétration tissulaire 

 (Source : http://www.colourlight.ch). 
 

Selon la longueur d’onde utilisée la pénétration tissulaire est effectivement très différente ; 

par exemple, une longueur d'onde de 630 nm pénètre de 5-8 mm à travers la peau alors que 

des longueurs d'onde comprise entre 700 et 800 nm peuvent aller jusqu'à environ 2 cm de 
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profondeur (86% de la lumière est retrouvée à 5 mm de profondeur pour des longueurs d’onde 

allant de 650 à 1000 nm). La source lumineuse joue donc un rôle très important et doit être 

choisie en fonction de la localisation et de la profondeur de la tumeur à traiter.  

 

3.1.3.1.2. Les principaux photosensibilisants utilisés 

 

 Dans le domaine de la photothérapie dynamique, les photosensibilisants les plus utilisés 

sont les porphyrines et leurs précurseurs.  

La première molécule à avoir été développée est l’hématoporphyrine (Diamond, et al., 

1972) aujourd’hui commercialisée sous le nom de Photofrin®. Son utilisation en clinique a été 

autorisée en France en 1996 pour le traitement des cancers du poumon et de l’œsophage. Le 

spectre d’absorption des porphyrines présente plusieurs pics, dont un situé aux alentours de 

630 nm (figure 99) qui pénètre bien les tissus.  

L’acide �-aminolévulinique, précurseur des porphyrines a également été développé et est 

principalement utilisé en local où il entraine une accumulation dans les tissus de 

protoporphyrine de type IX afin de générer l’effet photosensibilisant (Kennedy and Pottier, 

1992). Enfin, un dérivé méthyle ester de l’acide �-aminolévulinique (Metvixia®) a été 

développé. Il offre une meilleure sélectivité et une meilleure 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 être stable et non toxique va être activée par un 

rayonnement approprié et induire des réactions photochimiques avec l’oxygène comme 

accepteur d’énergie. L’oxygène joue un rôle très important, puisqu’il doit être présent en 

quantité suffisante pour déclencher la réaction phototoxique et rendre la PTD efficace. La 

présence d’oxygène va permettre de réaliser la réaction de photo-oxydation et entrainer la 

production d’espèces réactives de l’oxygène (oxygène singulet, radicaux hydroxyles) qui vont 

conduire à l’altération et à la mort des cellules. 

Le mécanisme d’action sur les tumeurs est présenté figure 100. Le photosensibilisant 

absorbe la lumière et déplace l’un de ses électrons vers un état excité. L’électron excité va 
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changer de spin et rejoindre l’état triplet. Le photosensibilisant à l’état triplet transfert de 

l’énergie à l’oxygène alors à l’état fondamental (3O2) et qui devient de l’oxygène singulet à 

l’état excité (1O2). La toxicité de l’oxygène singulet va alors entrainer l’élimination des 

cellules tumorales par induction de nécrose et/ou d’apoptose, et causer la destruction de la 

vascularisation tumorale suite à la mise en place d’une réponse inflammatoire aiguë attirant 

les leucocytes, les cellules dendritiques et les neutrophiles sur le site ciblé (Castano, et al., 

2006). 

 

Figure 100 : Mécanisme d’action de la photothérapie dynamique sur les tumeurs  

(Castano, 2006) 
 

Aujourd’hui, il est admis que l’oxygène singulet est l’agent toxique principal en PTD.  

L’ensemble des processus mis en jeu lors de la PTD provoque l’inactivation de nombreux 

constituants cellulaires. Les mitochondries semblent être une cible essentielle de la PTD, mais 

d’autres composants cellulaires tels que les membranes, les 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’un traitement par PTD est la photosensibilité 

suite à l’injection par voie intraveineuse du produit, imposant au patient une photoprotection 

stricte. Afin de pallier cet effet, une administration locale des substances photosensibilisantes 

est privilégiée mais des mesures de protection doivent toutefois être appliquées si les zones 

traitées sont trop importantes. 
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   Des signes généraux tels que fièvre, nausée, céphalée et vertiges ont été décrits mais 

sont très rares. Enfin, lors de l’illumination, des douleurs peuvent intervenir selon les 

individus. 

 

3.1.3.2. Traitement des tumeurs par radiofréquence 

 

La radiofréquence est une technique peu invasive et rapide permettant, grâce à 

l’application de moyens physiques au centre de la lésion, de supprimer la tumeur. Cette 

technique, principalement utilisée en clinique pour le traitement de tumeurs pulmonaires 

(Nishida, et al., 2002), hépatiques (van Vledder, et al., 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 électromagnétiques non ionisants, mettant en 

œuvre pour l’ablation des tumeurs, des ondes d’une fréquence allant de 400 à 500 kHz. 

Au niveau tissulaire, l’agitation ionique entrainée par le courant de radiofréquence va 

provoquer une augmentation de température de 50 à 100°C. Cette augmentation de 

température va conduire à une coagulation suivie d’une nécrose tissulaire (Zlotta, et al., 

1997). 

La température étant très importante, au-delà de 60°C, la mort cellulaire est immédiate 

(Chong, 2001). Pour des températures supérieures à 150 °C, les tissus vont entrer en ébullition 

et brûler, conduisant à une efficacité moindre du traitement. Il est donc nécessaire de 

maintenir la température de traitement inférieure à 100°C (Goldberg, et al., 2000). 

Le principe de la radiofréquence est le suivant : une électrode positionnée par voie 

percutanée ou chirurgicale permet d’appliquer directement au niveau de la tumeur le courant 

de radiofréquence (figure 101). 
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Figure 101 : Principe du traitement local des tumeurs par radiofréquence  

(d’après la Société de radiologie interventionnelle © 2004, www.SIRweb.org) 
 

L’électrode est placée dans la tumeur grâce à des techniques d’imagerie telles que 

l’échographie, la tomodensitométrie ou l’imagerie par résonance magnétique. Un courant 

électrique passe à travers l’électrode afin de chauffer la tumeur pour l’éliminer. La chaleur 

provoquée permet en outre de cautériser les vaisseaux sanguins irriguant la tumeur.  

Afin d’augmenter l’efficacité de la radiofréquence pour le traitement des tumeurs, de 

nouvelles stratégies ont été décrites, comme par exemple l’injection de sérum physiologique 

(améliore la conductivité), la diminution du débit sanguin ou l’administration d’un traitement 

antiangiogénique en complément de la radiofréquence (Lui, et al., 2003). 

 

3.1.3.2.2. Effets secondaires du traitement par radiofréquence 

 

L’ablation des tumeurs par radiofréquence est un traitement peu invasif qui ne nécessite 

pas une hospitalisation des patients qui peuvent reprendre leurs activités quelques jours après 

l’intervention. Toutefois cette technique présente quelques inconvénients. 

L’ablation par radiofréquence peut entrainer des douleurs ainsi qu’une inflammation des 

sites à proximité de la zone traitée. Par ailleurs, selon le site de traitement, les effets 

secondaires peuvent être plus ou moins graves. Dans le cas de tumeurs hépatiques, peu 

d’effets secondaires graves ont été rapportés. Il s’agit principalement de cas d’hémorragie 

suite à la rupture de la tumeur, des cas d’insuffisance hépatique ainsi que quelques cas de 

perforation intestinale et d’abcès intra-hépatiques (Livraghi, et al., 2003). Pour le traitement 

des tumeurs rénales, quelques cas de complications ont été décrits, avec une atteinte des voies 

excrétrices (Warlick, et al., 2005) et un risque d’hypertension artérielle réno-vasculaire 
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(Mejean, et al., 2006). Les situations les plus graves ont été rapportées lors du traitement de 

tumeurs pulmonaires avec des cas de détresse respiratoire aigüe, de pleurésie et 

principalement de pneumothorax (Gadaleta, et al., 2006, Lee, et al., 2004).  

 

Compte tenu des multiples contraintes et effets secondaires observés suite aux traitements 

par photothérapie dynamique ou radiofréquence, le développement d’une nouvelle thérapie 

ciblée pourrait présenter un réel intérêt pour la prise en charge des patients pour lesquels la 

chirurgie, la chimiothérapie et la radiothérapie ne permettent pas d’offrir une solution 

radicale.  

 

3.2.  Matériels et méthodes 

 

3.2.1. Le plasma gun 

 

Dans le cadre de notre travail, le plasma froid utilisé est généré à partir d’une source de 

décharge à barrière diélectrique (DBD) en appliquant une impulsion microseconde de 13 kV dans 

un gaz (hélium ou néon). Le plasma fibré, c'est-à-dire créé à l’intérieur d’un tube capillaire permet 

de réaliser des traitements ciblés et est appelé « Plasma Gun » (figure 102). 

 

Figure 102 : Schéma du dispositif expérimental 
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Figure 103 : Photographie du dispositif expérimental 

 

Le jet de plasma présent à l’extrémité du capillaire (figure 104) est appliqué à une distance 

de 2 mm de l’échantillon (souris ou cellules), entrainant un transfert des espèces du plasma 

vers l’air.  

 

Figure 104 : Jet de plasma dans l’air 

 

Les deux gaz utilisés lors de nos études étaient l’hélium ou le néon. Selon le type de gaz 

utilisé, la couleur du plasma est différente car les espèces produites ainsi que les photons sont 

différents. Ainsi, un plasma créé dans du néon sera de couleur plutôt orangée alors qu’un 

plasma créé dans de l’hélium sera violet (figure 105).  

 

Source électrique 

Souris traitée 

Arrivée de gaz (Ne) 

Plasma fibré 

Capillaire Jet de plasma  

B 
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Figure 105 : plasma gun 

A : plasma généré avec du Néon ; B : plasma généré avec de l’Hélium 
 

3.2.2. Conditions de culture des cellules MIA PaCa2-luc 

 

Afin de réaliser les tests in vitro, les cellules MIA PaCa2-luc ont été ensemencées dans 

des plaques 24 puits à raison de 50 000 cellules par puits sous un volume de 500 µl de milieu 

puis incubées durant 24h à 37°C sous 5% de CO2 avant d’être traitées au plasma gun ou à la 

gemcitabine.  

 

3.2.3. Induction tumorale et animaux 

 

Les cellules MIA PaCa2 étant des cellules d’origine humaine, nous avons utilisé des 

souris immunodéficientes Swiss nude femelles âgées de 5 semaines (Charles River, France).  

Afin d’obtenir des tumeurs orthotopiques de carcinome pancréatique, la méthode 

consistant à injecter des cellules au niveau du pancréas, décrite paragraphe 2.3.2.2. a été mise 

en œuvre. 

 

3.2.4. Traitement au plasma gun 

3.2.4.1. Traitement in vitro 

 

Les cellules ont été traitées en présence du milieu de culture à une distance de 2 mm au 

dessus de la surface du milieu (figure 106). Les paramètres utilisés pour créer le plasma gun 

A 
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étaient les suivants : tension de 13 kV, fréquences de 200 Hz ou 2 kHz et flux de gaz variant 

de 170 ml/min à 480 ml/min pour l’hélium et de 150 ml/min à 200 ml/min pour le néon. 

La différence entre les flux d’hélium et de néon s’explique par le fait qu’ils ne se 

mélangent pas de la même façon avec l’air. Nous avons donc choisi des flux de gaz 

permettant d’obtenir un jet de plasma d’apparence de diamètre et d’intensité lumineuse 

similaires. 

 

 

Figure 106 : Traitement  in vitro des cellules en plaque 24 puits 

 

Après le traitement, les cellules ont été incubées à nouveau durant 24 h à 37°C sous 5% de 

CO2 avant d’être imagées par bioluminescence. 

 

3.2.4.2. Traitement in vivo 

 

Avant de commencer le premier traitement (4 jours post-induction), les animaux ont été 

randomisés en 3 groupes de 8 animaux sur le critère de l’intensité de bioluminescence. 

•  Groupe contrôle, traité uniquement avec le flux de gaz hélium à 340 ml/min (Ctrl) 

•  Groupe traité au plasma gun généré dans l’hélium (Plasma He) 

•  Groupe traité au plasma gun généré dans le néon (Plasma Ne) 

 

Les animaux ont subi 3 séances de traitements de 10 min au plasma gun espacés de 10 

jours. Afin de suivre l’évolution tumorale, une imagerie de bioluminescence a été réalisée une 

fois par semaine jusqu’au 36e jour post induction (figure 107). Le protocole expérimental a 
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3.2.5. Traitement par bithérapie plasma gun/gemcitabine 

  

Afin d’améliorer les effets du plasma gun, nous avons choisi de l’associer à une 

chimiothérapie. Compte tenu des effets radiosensibilisants de la gemcitabine, en particulier 

sur les cellules de cancers pancréatiques (Lawrence, et al., 1996), et de la similitude des effets 

des plasmas froids avec la radiothérapie, nous avons décidé d’associer en bithérapie le plasma 

gun et la gemcitabine.   

 

3.2.5.1. Traitement in vitro 

 

La concentration inhibitrice 50 (IC50) de la gemcitabine étant de 7 nM, valeur 

préalablement déterminée dans le Chapitre 2 (paragraphe 2.3.3.4.1), une concentration de 5 

nM, inférieure à l’IC50, a été choisie pour le traitement en bithérapie avec le plasma gun. 

 Ainsi, afin de tester l’effet d’une association plasma gun/gemcitabine, les cellules ont été 

ensemencées dans des plaques 24 puits à raison de 50 000 cellules/puits. Après 24 h 

d’incubation à 37°C sous 5 % de CO2, la gemcitabine a été ajoutée dans le milieu de culture à 

la concentration de 5 nM. Les cellules ont à nouveau été incubées durant 24 h avant d’être 

traitées au plasma gun hélium à 2 kHz avec un débit de gaz de 480 ml/min. 

 

3.2.5.2. Traitement in vivo 

 

En tenant compte des résultats obtenus précédemment lors des traitements à la 

gemcitabine (Chapitre 2, paragraphe 2.3.3.4.2), la dose choisie pour le traitement en 

bithérapie est celle ayant permis d’obtenir le meilleur effet inhibiteur de la croissance 

tumorale, c'est-à-dire 200 mg/kg. 

Après induction orthotopique de cellules MIA PaCa2-luc, les animaux ont été randomisés 

sur le critère de l’intensité de bioluminescence puis répartis en 4 groupes de 8 animaux. 

•  Groupe contrôle, recevant le véhicule de la gemcitabine (NaCl 0,9%) ainsi que le 

flux de gaz (Ctrl)  

•  Groupe traité à la gemcitabine seule à la dose de 200 mg/kg (GEM) 
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3.2.6. Imagerie de bioluminescence 

3.2.6.1. Imagerie in vitro  

 

Après ajout de 15 µg/puits de luciférine et incubation à 37°C durant 5 minutes, l’imagerie 

a été réalisée avec un IVIS Lumina II (Caliper Life sciences). La bioluminescence a été 

quantifiée en traçant des ROIs autour de chaque puits et exprimée en photons/seconde (p/s).  

La figure 110 présente un exemple d’image obtenue par bioluminescence après traitement 

des cellules au plasma gun. 

 

Figure 110 : Imagerie de bioluminescence après traitement des cellules MIA PaCa2-luc au 

plasma gun durant différents temps 

 

3.2.6.2. Imagerie in vivo 

 

Les souris ont été injectées en i.p. avec de la luciférine (Proméga) à la dose de 100 mg/kg. 

Cinq minutes après cette injection les animaux étaient maintenus sous anesthésie (2% 

Isoflurane dans l’air) pour la durée de l’imagerie. Les acquisitions étaient réalisées au binning 

médium (4x4), durant un temps variable (dépendant de l’intensité du signal) allant de 5 à 300 

secondes. 

Comme déjà évoqué, l’imagerie de bioluminescence est une imagerie planaire et les 

problèmes dus à l’absorption des photons et à la localisation du pancréas nous ont obligés à 

réaliser les acquisitions sur les souris en faces antérieure et latérale gauche. Tous les résultats 

de bioluminescence présentés pour le modèle orthotopique du pancréas représentent la somme 

20 s 

40 s 

30 s 

10 s 

Ctrl 

Blanc 
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de la bioluminescence corps entier des 2 faces (latérale + antérieure), en photons/seconde 

(p/s). 

Les résultats ont été exprimés en pourcentage d’augmentation par rapport au premier 

temps de bioluminescence (J3, avant premier traitement à la gemcitabine), chaque animal 

étant son propre témoin. 

 

3.2.7.  Analyse de la fonction pancréatique 

 

Le geste chirurgical lui-même ainsi que le traitement pouvant avoir un impact sur la 

physiologie du pancréas, les paramètres tels que la glycémie 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 grâce à un lecteur de glycémie (Accu-Chek 

Active, Servier). Une goutte de sang a été prélevée au niveau de la veine saphène puis 

déposée sur la bandelette afin de lire la concentration de glucose sanguin de l’animal. 

La mesure de la glycémie a été mesurée avant le geste chirurgical et le traitement (au 

plasma gun ou au flux de gaz) puis 10 min, 30 min et 60 minutes après. 

 

3.2.7.2. Détermination des taux de lipases et amylases plasmatiques 

 

Les prélèvements de sang ont été réalisés au niveau du sinus rétro-orbital 24 h après l’acte 

chirurgical sur les souris anesthésiées. Les enzymes ont été mesurées dans le plasma grâce à 

des réactifs de l’amylase et de la lipase (Horiba Medical), avec un automate dédié (Pentra 400 

option I.S.E, Horiba Medical). 
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3.2.8. Nécropsie 

 

Les animaux ont été euthanasiés par dislocation cervicale suivie d’une exsanguination. 

Les tumeurs ainsi que les organes présentant des métastases ont été prélevés puis imagés le 

plus rapidement possible par bioluminescence. Le volume ainsi que la masse tumorale ont été 

mesurés. Les tumeurs ont été sectionnées en deux, une moitié étant conservée en formol 10% 

et l’autre incluse dans un milieu d’enrobage cryogénique (OCTTM ) puis congelée dans l’azote 

et conservée à -80°C.  

 

3.3. Résultats 

 

3.3.1.  Effets du plasma gun sur la croissance in vitro de cellules tumorales MIA 

PaCa2-luc 

 

Afin d’évaluer l’effet du plasma gun sur la croissance des cellules MIA PaCa2-luc in 

vitro, les cellules ont été ensemencées dans des plaques 24 puits puis traitées au plasma gun 

avant d’être imagées par bioluminescence.  

 

3.3.1.1. Influence des caractéristiques du plasma 

 

3.3.1.1.1. Impact du flux de gaz 

 

Le flux de gaz joue un rôle important car il va modifier le mélange gaz/air et donc la 

nature des espèces qui vont arriver sur les cellules. Dans cette expérience, nous avons cherché 

à déterminer l’impact de ce flux de gaz sur les cellules. Les débits de gaz ont été choisis en 

fonction de la capacité à générer un jet de plasma, le débit de gaz minimum pour obtenir un 

jet de plasma étant de 85 ml/min en néon et de 170 ml/min en hélium. Le débit maximal a été 

limité par le matériel utilisé (débitmètre ne pouvant aller au-delà de 480 ml/min).  

Après ensemencement des cellules et imagerie de bioluminescence les histogrammes 

suivants ont été tracés (figures 111 et 112). 
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Figure 111 : Traitement durant 2 minutes à différents flux de gaz hélium 

Les résultats correspondent à la moyenne ± SEM (n=5).  
*: p < 0,5 ; **: p < 0,01 (Test de Mann Whitney) 

 

L’augmentation du flux de gaz permet d’améliorer significativement l’effet sur 

l’inhibition de la croissance cellulaire. Les différences observées sont significatives entre les 

flux de gaz testés. Après 2 minutes de traitement à 170 ml/min, la diminution de l’intensité de 

bioluminescence est de 18% par rapport au groupe contrôle (Ctrl), cette diminution passant à 

63% lorsque les cellules sont traitées avec un flux de gaz de 480 ml/min. 

Pour la suite des études, les traitements in vitro au plasma gun utilisant l’hélium ont donc 

été réalisés avec un flux de gaz de 480 ml/min. 

 



 

Développement d’une nouvelle stratégie thérapeutique, le plasma gun� �A	��

 

Ctrl

Flu
x g

az
 2

00
 m

l/m
in

2m
in

 1
50

 m
l/m

in

2m
in

 2
00

 m
l/m

in
 

4m
in

 1
00

 m
l/m

in

4m
in 

15
0 

ml/m
in

4m
in 

20
0 m

l/m
in

0

5.0×106

1.0×107

1.5×107

****
**

**
**

** **
**

ns

B
io

lu
m

in
es

ce
nc

e 
(p

/s
)

 

Figure 112 : Traitement durant 2 min ou 4 min à différent flux de gaz néon 

Les résultats correspondent à la moyenne ± SEM (n=5). **: p < 0,01 (Test de Mann Whitney) 
 

Des effets similaires ont été observés avec le néon. En effet, pour un même temps de 

traitement, plus le flux de gaz est élevé plus l’inhibition de la croissance cellulaire est 

importante. Lorsque les cellules subissent un traitement de 2 minutes, une diminution de 72% 

par rapport au groupe contrôle est observée avec un flux de gaz à 150 ml/min. Cette 

diminution passe à 89% lorsque les cellules subissent le même traitement avec un flux de gaz 

de 200 ml/min. 

Pour la suite des études, les traitements in vitro 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 

 

Le plasma pouvant être créé à partir de nombreux gaz, modifiant alors les espèces 

produites, nous avons voulu tester l’impact du type de gaz sur l’inhibition de la croissance des 

cellules tumorales. 

Les cellules ont subi un traitement au plasma gun à une fréquence de 200 Hz. Les flux de 

gaz ont été appliqués en fonction des résultats obtenus précédemment, soit un flux de 480 

ml/min pour l’hélium et de 200 ml/min pour le néon. Il a par ailleurs été montré que le flux de 

gaz (hélium ou néon) seul n’induisait aucun effet sur les cellules.  
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Les courbes représentant le nombre de cellules viables 24h après traitement au plasma gun 

en fonction du temps de traitement ont été tracées pour les deux gaz (figure 113) grâce aux 

valeurs déterminées par bioluminescence.  
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Figure 113 : Effet sur l’inhibition de la croissance cellulaire d’un traitement au plasma gun 

généré à partir de 2 gaz différents, le néon et l’hélium 

Les résultats correspondent à la moyenne ± SEM (n=5). 
 

Le temps nécessaire pour tuer 50 % des cellules a été déterminé selon la méthode de Hill 

slope. Il est de 83 secondes lorsque les cellules sont traitées avec le plasma gun généré dans 

l’hélium et de 78s lorsqu’il est généré dans le néon.  

 

3.3.1.1.3. Impact de la fréquence de traitement 

 

Comme le flux de gaz, la fréquence joue un rôle très important car elle va modifier le 

nombre d’espèces qui vont arriver sur les cellules en un temps donné. La fréquence a donc un 

impact direct sur la dose délivrée.  

Après ensemencement des cellules selon la procédure décrite précédemment, celles-ci ont 

été traitées soit à la fréquence de 200 Hz soit à 2 kHz. En se basant sur l’imagerie de 

bioluminescence, une cinétique a été réalisée afin de déterminer le temps nécessaire pour tuer 

50 % des cellules et les courbes correspondantes sont présentées figure 114.  
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Figure 114 : Effet de la fréquence d’un traitement au plasma gun hélium  

Les résultats correspondent à la moyenne ± SEM (n=5).  
 

Le temps nécessaire pour tuer 50 % des cellules a été déterminé selon la méthode de Hill 

slope. Il est de 108 secondes lorsque les cellules sont traitées avec le plasma gun à la 

fréquence de 200 Hz et de 19 secondes à 2 kHz. 

Si l’on se réfère au nombre d’impulsions (fréquence x temps) nécessaires pour tuer 50% 

des cellules, il faut à 200 Hz, 21 600 impulsions (200 x 108) et à 2 kHz 38 000 impulsions 

(200 x 19). 

Ainsi, pour une fréquence faible le nombre d’impulsions nécessaires pour tuer 50 % des 

cellules est moins important que pour une fréquence plus élevée, mais le temps de traitement 

est cinq fois plus long. Compte tenu de l’importance de la durée du traitement pour les études 

in vivo (les souris ne peuvent pas rester anesthésiées pendant plusieurs heures) nous avons 

choisi de traiter les animaux à la fréquence de 2 kHz. 

 

3.3.1.2. Effet d’une combinaison plasma gun/gemcitabine  

 

Afin d’améliorer les effets obtenus avec le plasma gun seul sur l’inhibition de la 

croissance cellulaire, de la gemcitabine a été ajoutée dans le milieu de culture à la 

concentration de 5 nM 24 h avant traitement au plasma gun, temps optimal pour 

radiosensibiliser les cellules (Pauwels, et al., 2005). 
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Les résultats obtenus par imagerie de bioluminescence ont permis de tracer les courbes de 

survie cellulaire en fonction du temps de traitement au plasma gun associé ou non à la 

gemcitabine (figure 115).  
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Figure 115 : Comparaison plasma seul et plasma en association à la gemcitabine 

 GEM : Gemcitabine. Les résultats correspondent à la moyenne ± SEM (n=5).  
 

Les résultats obtenus montrent une diminution du temps de traitement nécessaire pour tuer 

50 % des cellules lorsque le plasma gun est associé à la gemcitabine (3,5s contre 7s pour le 

plasma seul). Si l’on se rapporte à la dose délivrée, exprimée en nombre d’impulsions 

(fréquence x temps de traitement), pour les cellules traitées au plasma gun seul il faut 11800 

impulsions pour tuer 50 % des cellules contre 7000 impulsions pour la combinaison plasma + 

gemcitabine. 

L’association du plasma gun à la gemcitabine permet donc de diminuer le temps de 

traitement ainsi que le nombre d’impulsions nécessaires pour tuer 50% des cellules in vitro. 
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3.3.2. Effets du plasma gun in vivo  

3.3.2.1. Effet antitumoral du plasma gun selon la nature du gaz utilisé 

 

Sachant que selon le type de gaz utilisé pour générer le plasma les espèces produites sont 

différentes, nous avons voulu tester l’impact de la nature du gaz sur l’inhibition de la 

croissance tumorale in vivo. 

Le suivi hebdomadaire par imagerie de bioluminescence de l’évolution tumorale a permis 

d’obtenir le graphique suivant (figure 116). Les résultats sont présentés en pourcentage de 

variation par rapport à l’intensité de bioluminescence mesurée avant traitement (J4). 
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Figure 116 : Evolution tumorale après traitement au plasma gun Hélium ou Néon 

Les jours de traitement sont indiqués par les flèches. Les résultats correspondent à la moyenne ± 
SEM (n=8). *: p < 0,5 ; ***: p < 0,001 (ANOVA suivie d’un post test Bonferroni) 

 
 

Le traitement de la tumeur primaire au plasma gun permet de réduire significativement la 

croissance tumorale. Dès J18 soit 4 jours après le deuxième traitement, une tendance à 

l’inhibition de la croissance tumorale est observée pour les 2 groupes traités par rapport au 

groupe contrôle. Cette tendance se confirme à J36 où la différence entre les groupes contrôles 

et les groupes traités est statistiquement significative. 

Par contre la différence entre les deux groupes traités n’est pas significative, mais il 

semble que le plasma gun hélium induit une inhibition de la croissance tumorale plus 

importante que le plasma gun néon. 
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Afin de confirmer les résultats obtenus par bioluminescence, une mesure directe du 

volume tumoral a également été réalisée le jour de la nécropsie (figure 117).  
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Figure 117 : Volume de la tumeur primaire le jour de l’autopsie (J36) 

Les résultats correspondent à la moyenne ± SEM (n=8).  
*: p < 0,5 ; **: p < 0,01 ; (Test de Mann Whitney). 

 

Pour le groupe traité au plasma gun hélium, la moyenne des volumes tumoraux mesurés 

est de 10 mm3 (± 4,6) contre 59 mm3 (± 8,5) pour le groupe contrôle. Le traitement au plasma 

gun hélium entraine une inhibition de la croissance tumorale qui conduit 12 jours après le 

dernier traitement à une différence de volume de 83 % entre le groupe plasma hélium et le 

groupe contrôle. 

Pour le groupe traité au plasma gun néon, la différence de volume tumoral n’est pas 

significative par rapport au groupe contrôle. Ce résultat, qui n’est pas en accord avec celui 

obtenu en bioluminescence peut s’expliquer par le fait que les tumeurs traitées au plasma gun 

néon présentaient un aspect anormal, avec présence de zones brunes non bioluminescentes. 

L’absence de signal de bioluminescence au niveau de ces zones semble indiquer que la masse 

observée n’est pas constituée de tissu tumoral vivant.  

Du fait du manque de stabilité du plasma gun néon et de son effet moindre sur l’inhibition 

de la croissance tumorale, nous avons donc retenu le plasma gun généré dans l’hélium pour la 

suite des études.  
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3.3.2.2. Effet du traitement et du geste chirurgical sur la fonction pancréatique 

3.3.2.2.1. Impact sur le taux de glycémie 

 

Sachant que des lésions pancréatiques peuvent entrainer une augmentation du taux de 

glycémie, celle-ci a été déterminée avant le geste chirurgical et le traitement (au plasma gun 

ou au flux de gaz) puis 10 min, 30 min et 60 minutes après (figure 118).  
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Figure 118 : Impact de la chirurgie et du traitement au plasma gun sur le taux de glycémie 

Les résultats correspondent à la moyenne ± SEM (n=6).  
 

Aucun impact de la chirurgie ni du traitement au plasma 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 l’amylase sont des enzymes digestives sécrétées en majorité par le pancréas. 

Une augmentation importante de leur taux peut révéler une lésion pancréatique. Ces deux 

enzymes ont donc été dosées au titre de biomarqueurs. 
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Pour cela, quatre groupes d’animaux (n=3) ont été étudiés : 

 

Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 119. 
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Figure 119 : Impact de l’acte chirurgical sur la sécrétion de lipase (A) et amylase (B) 

Les résultats correspondent à la moyenne ± SEM (n=3).  
 

Nous n’avons pas observé d’effet de la chirurgie ni de la présence de tumeur sur les taux 

plasmatiques de lipase et amylase mesurés 24 h après l’acte chirurgical. Afin de s’assurer de 

ce résultat des mesures à des temps plus courts (12h) et plus longs (48h) après la chirurgie 

pourraient être réalisées. 

 

3.3.2.3. Effet d’une association plasma gun / gemcitabine sur l’inhibition de la 

croissance tumorale 

 

Afin d’améliorer les effets du traitement au plasma gun hélium, une association avec la 

gemcitabine a été envisagée. 
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L’intensité de bioluminescence mesurée après traitement (J10 à J36), rapportée à la valeur 

de bioluminescence mesurée avant traitement (J3) nous a permis de tracer le graphique 

suivant représentant l’évolution tumorale en pourcentage de variation de la bioluminescence 

(figure 120). 
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Figure 120 : Comparaison de l’effet d’un traitement au plasma gun seul ou en association à 

la gemcitabine 

Les traitements à la gemcitabine sont représentés par les flèches rouges et les traitements au 
plasma gun par les flèches bleues. Les résultats correspondent à la moyenne ± SEM (n=8).  

*: p < 0,5 ; ***: p < 0,001 (ANOVA suivie d’un post test Bonferroni) 
 

Une inhibition importante de la croissance tumorale est observée dès J23 dans les groupes 

traités et plus particulièrement dans les groupes ayant reçu le traitement au plasma gun. Cette 

observation se confirme à J30 où les différences entre traités et témoins sont statistiquement 

significatives. L’association plasma gun/gemcitabine semble améliorer l’effet antitumoral par 

rapport au traitement à la gemcitabine seule ou au plasma gun seul. 

 

Afin de confirmer les résultats obtenus en bioluminescence, le volume tumoral a été 

mesuré lors de chaque traitement au plasma gun ainsi que le jour de l’autopsie. Les résultats 

sont présentés figure 121. 
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Figure 121 : Evolution du volume tumoral 

Les résultats correspondent à la moyenne ± SEM (n=8). 
* : p < 0,05 ; **: p < 0,01 (Analyse de variance) 

 

Les résultats obtenus après mesure du volume tumoral sont en accord avec ceux obtenus 

par imagerie de bioluminescence. Dès J14, une inhibition de la croissance tumorale est 

observée pour les groupes traités au plasma associé ou non à la gemcitabine. A partir de J24, 

pas d’effet significatif de la gemcitabine sur l’inhibition de la croissance tumorale mais un 

effet de la bithérapie par rapport au groupe contrôle et par rapport au groupe gemcitabine 

seule est obtenu. Ces effets persistent jusqu’au jour de l’autopsie (J36). 

 

La masse tumorale a été évaluée le jour de l’autopsie, après excision de la tumeur 

primaire. La moyenne des masses tumorales de chaque groupe est représentée par la figure 

122.  
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Figure 122 : Masse tumorale le jour de l’autopsie (J36) 

Les résultats correspondent à 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 tous les résultats obtenus précédemment soit 

un effet antitumoral du plasma seul et du plasma + gemcitabine par rapport au groupe 

contrôle et par rapport au groupe gemcitabine seule.  

Une augmentation de l’effet du plasma est observée lorsque celui-ci est associé à la 

gemcitabine. Dans ces conditions, la masse tumorale est diminuée de 88 % par rapport au 

groupe contrôle et de 85 % par rapport au groupe gemcitabine seule. Une différence 

significative entre le groupe plasma seul et le groupe plasma + gemcitabine est observée, 

montrant une diminution de 73 % de la masse tumorale lors du traitement en association. 

 

3.4. Discussion 

 

Nous avons observé des effets importants du plasma gun sur l’inhibition de la croissance 

cellulaire in vitro et de la prolifération tumorale in vivo. Ces effets se sont avérés d’autant plus 

importants que la fréquence de traitement était augmentée (2 kHz) et que le gaz utilisé était 

l’hélium. L’augmentation de la fréquence a permis d’accroître la quantité d’espèces réactives 

délivrées au niveau de l’échantillon. Des études en cours devraient permettre de déterminer si 

cette augmentation de la concentration d’espèces produites est proportionnelle à la fréquence. 

Le flux de gaz et la nature du gaz semblent aussi jouer un rôle non négligeable. Concernant 

l’augmentation du débit de gaz, elle permet de limiter l’élévation de température à la surface 

de l’échantillon et génère un accroissement de la connexion du plasma à la masse, aboutissant 

dans une moindre mesure à une stabilisation du jet de plasma. En effet, si la connexion est 

trop forte, le plasma devient instable et le mode « jet de plasma » subit une transition vers le 

mode « arc électrique ». Il est donc indispensable de jouer sur le temps de traitement et le flux 

de gaz afin d’obtenir une connexion optimale au cours du temps. D’autre part, le plasma néon, 

plus instable que le plasma hélium (de par sa tension de claquage plus faible), semble moins 

efficace sur l’inhibition de la croissance tumorale, mais ce résultat demande à être confirmé. 

Les effets antitumoraux du plasma gun ont pu être améliorés par combinaison avec la 

gemcitabine. Ce résultat pourrait s’expliquer par le fait que la gemcitabine présente en plus de 

ses effets cytotoxiques, des propriétés radiosensibilisantes sur les cellules tumorales humaines 

et murines, et notamment sur les cellules tumorales d’origine pancréatique (Cardillo, et al., 

2002, Lawrence, et al., 1996, Shewach and Lawrence, 1996). Le mécanisme de 
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radiosensibilisation de la gemcitabine est encore mal connu mais il a été suggéré que la 

gemcitabine induirait une diminution du taux de Deoxyadénosine Triphosphate (dATP) 

entrainant une accumulation des cellules MIA PaCa2 en phase S (Yip-Schneider, et al., 2001) 

et conduisant à l’inhibition de la synthèse d’ADN. Ces effets s’apparentent à ceux observés 

lors d’un traitement par radiothérapie qui montrent une modulation du cycle cellulaire par 

incorporation au niveau de l’ADN de difluoro-dCTP (métabolite de la gemcitabine) 

conduisant à un blocage en phase S (Latz, et al., 1998).  

Ainsi, la combinaison avec la gemcitabine a permis d’améliorer l’efficacité thérapeutique 

du plasma gun en augmentant l’activation de la voie apoptotique. Des analyses 

complémentaires sont à envisager afin de déterminer l’interaction pharmacologique des deux 

traitements. Dans notre cas, soit les deux thérapeutiques interagissent entre elles de manière 

positive et l’effet est synergique, soit il n’y a pas d’interaction, l’effet est alors simplement 

additif. Pour cela, des modèles mathématiques d'études pharmacologiques d'interactions tels 

que le modèle de Chou et Talalay pourraient être mis en œuvre (Chou and Talalay, 1976). Ce 

modèle mathématique basé sur des analyses d'interactions enzymatiques, permet d'étudier les 

effets résultant de l'utilisation de plusieurs anticancéreux et la modélisation peut être réalisée 

sur une approche plus large, non restreinte au cas de médicaments ayant le même mode 

d'action. De plus, cette méthode peut s'étendre à l'analyse de plus de deux agents, utilisés à de 

multiples niveaux de doses tout en permettant une analyse relativement simple des données 

(Raymond, et al., 2001).  

A partir des résultats que nous avons obtenus et qui sont particulièrement encourageants, 

les perspectives pouvant être envisagées afin d’améliorer l’effet antitumoral du plasma gun 

sont multiples. Les prochains essais pourraient être basés d’une part sur une augmentation des 

doses de plasmas délivrées à l’animal (par augmentation de la fréquence de traitement par 

exemple), et d’autre part, sur l’association à d’autres molécules anticancéreuses ayant 

démontré des effets significatifs et supérieurs à la gemcitabine. En ce qui concerne ces autres 

chimiothérapies possibles, il pourrait s’agir par exemple de combinaisons de molécules 

comme le�Folfirinox (association de 4 molécules: oxaliplatine, irinotecan, 5-fluorouracile et 

acide folinique) qui a démontré chez des patients atteints de cancer du pancréas une 

augmentation de la survie moyenne de 4 mois, sans impact négatif sur la qualité de vie des 

personnes par rapport à un traitement avec la gemcitabine (Conroy, et al., 2011). Dans ce cas, 

la combinaison plasma gun / chimiothérapie mettant en œuvre des molécules présentant des 

mécanismes d’action différents, dont le 5-FU, qui possède comme la gemcitabine des 
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propriétés radiosensibilisantes (Byfield, 1989). Toujours dans ce contexte, la combinaison 

avec des molécules plus récentes tels que le Sunitinib un inhibiteur des tyrosines kinases ou 

l’Evérolimus un immunosuppresseur de la classe des inhibiteurs de la protéine m-TOR qui 

ont aussi démontré une amélioration de la survie des patients (Walter, et al., 2012) pourrait 

être considérée. 

Pour conclure, à partir des résultats que nous avons obtenus ainsi que la bonne tolérance 

du plasma gun par l’animal et la possibilité de réaliser des traitements locorégionaux ouvrent 

de nouvelles perspectives pour le traitement de cancers localisés mais non opérables compte 

tenu des risques associés à l’intervention comme c’est le cas lors de l’extension du processus 

tumoral aux canaux pancréatiques et biliaires. 

Ce travail fait l’objet d’une publication, présentée en Annexe, et soumise à Cancer Letters. 
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Des outils pour l’évaluation et l’optimisation de modèles oncologiques par imagerie in 

vivo et ex vivo ont été développés ou mis en œuvre. 

Le premier développement que nous proposons porte sur l’optimisation des conditions 

d’obtention d’un modèle reproductible de métastases osseuses, ainsi que sur la caractérisation 

de ces foyers tumoraux. 

Le deuxième axe d’intérêt majeur auquel nous nous sommes intéressés concerne 

l’imagerie des vaisseaux et a consisté à mettre en place une méthode permettant une imagerie 

ex vivo à haute résolution de la vascularisation afin d’évaluer de manière quantitative les 

effets d’une nouvelle thérapie sur le remodelage vasculaire.  

 

4.1.  Modèle de métastases osseuses  PC3M-lucC6 

 

L’objectif de cette étude a été de mettre en place un modèle de métastases osseuses par 

injection de cellules de carcinomes prostatiques bioluminescentes (PC3M-C6 luc) soit 

directement au niveau de l’os, soit en intracardiaque, et de caractériser la croissance tumorale, 

la localisation ainsi que la nature des lésions osseuses par différentes modalités d’imagerie 

(Bioluminescence, TDM X et TEMP). Les techniques développées permettront de répondre 

aux problématiques des chercheurs visant par exemple à évaluer l’efficacité de stratégies 

thérapeutiques innovantes ou la physiopathologie de nouvelles lignées tumorales ciblant l’os. 

En effet, l’os représente le troisième site métastatique après le poumon et le foie et certains 

cancers ont de grandes propensions à envahir le squelette. Les cancers du sein, de la prostate 

et des poumons représentent à eux seul 80 % de toutes les 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 général, le cancer de la prostate est le cancer le 

plus fréquent chez l’homme. Son taux d’incidence en 2010 est de 128,8 pour 100 000 

hommes (source INCa, 2010). C’est un cancer de bon pronostic avec une survie relative à 5 

ans supérieure à 80 % (source INCa, 2010). 

 

Les métastases osseuses, impliquées dans plus de 70% des décès, sont la première cause 

de mortalité des patients atteints d’un cancer de la prostate.  

 

4.1.1.2. Les métastases osseuses 

 

Les métastases osseuses surviennent au cours de l'évolution de certains cancers, et sont 

retrouvées principalement dans les cancers du poumon, de la prostate, du rein, du sein et de la 

thyroïde (Coleman, et al., 2008). Leur survenue est un signe de mauvais pronostic, car elles 

témoignent d'une dissémination de la maladie 

Les métastases osseuses se développent à partir de l'envahissement des capillaires 

sanguins de la moelle hématopoïétique. Elles causent un déséquilibre dans la balance 

ostéolyse/ostéogénèse, c'est-à-dire entre l'activité des ostéoblastes, cellules qui fabriquent de 

l'os et l'activité des ostéoclastes, cellules qui détruisent l'os (Coleman, et al., 2008). On 

distingue 3 types de métastases osseuses : les métastases lytiques (situation la plus fréquente), 

les métastases ostéocondensantes et les métastases mixtes.  

Le tropisme des cellules métastatiques implique des mécanismes de migration et 

d’invasion cellulaire faisant intervenir différentes molécules (chémokines, cytokines, 

protéases, intégrines) qui permettent l’implantation des cellules dans le tissu osseux (Mishra, 

et al., 2011, Steeg, 2006). 

 

Les étapes de la dissémination et de la colonisation métastatique sont les suivantes : 
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•  Détachement cellulaire et invasion de la matrice extracellulaire : cette étape va 

mettre en jeu des molécules d’adhésion (afin de permettre l’ancrage cellulaire) et des 

protéases extracellulaires (afin de dégrader la matrice) et des facteurs de mobilité. 

•  L’intravasation , c'est-à-dire le passage dans la circulation sanguine ou lymphatique. 

Lors de cette étape, les cellules acquièrent des capacités de migration et d’adhérence à 

l’endothélium capillaire, en exprimant notamment des intégrines. 

•  Survie dans la circulation : les cellules ne vont pas proliférer, elles doivent lutter 

contre les agressions mécaniques, telles que la pression sanguine, et résister aux 

cellules du système immunitaire. Pour cela, elles vont interagir avec des plaquettes par 

l’intermédiaire de molécules d’adhésion et s’agréger entre elles afin de se bloquer 

dans les petits capillaires. 

•  L’extravasation du système circulatoire va nécessiter un contact entre les cellules 

tumorales et les cellules de l’organe cible. Une fois arrivées sur le site osseux, les 

cellules métastatiques vont produire des protéases à sérines et des métalloprotéases 

(MMPs) qui vont permettre de dégrader localement la matrice extracellulaire et 

d’envahir la moelle osseuse. 

•  Survie et prolifération au niveau du site métastatique : afin de survivre, les cellules 

tumorales vont s’ancrer dans le tissu grâce aux molécules d’adhésion qu’elles 

expriment et vont proliférer grâce à la production de facteurs de croissance.  
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Figure 123 : Principe de la dissémination métastatique  

(Mishra, et al., 2011) 
 

4.1.1.2.1. Les métastases osseuses ostéolytiques 

 

L’ostéolyse est principalement la conséquence d’une activation des ostéoclastes par les 

cellules tumorales et n’est pas due à une dégradation directe de l’os par ces cellules tumorales 

ostéolytiques (Clines and Guise, 2005). Elles vont sécréter différents facteurs qui vont 

stimuler l’activité des ostéoclastes et inhiber celle des ostéoblastes, conduisant ainsi à 

l’ostéolyse (figure 124). 
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Figure 124 : Mécanismes moléculaires impliqués dans le développement  

d’une métastase ostéolytique 

Les cellules tumorales produisent de nombreux facteurs dont la PTHrP et des cytokines qui 
stimulent la résorption osseuse. Les facteurs de croissance et le Ca2+ libérés de la matrice osseuse 

résorbée stimulent la prolifération cellulaire et le recrutement de nouvelles cellules tumorales au site 
métastatique et augmentent la sécrétion des facteurs pro-ostéoclastiques (PTHrP, PGE2). 

L’interaction des cellules tumorales avec les plaquettes sanguines induit l’agrégation plaquettaire et 
la formation d’acide lysophosphatidique (LPA). Le LPA va agir directement sur la prolifération 

tumorale et indirectement sur la résorption osseuse en stimulant la sécrétion des interleukines pro-
ostéoclastiques IL-6 et IL-8. Le développement tumoral, la résorption osseuse et l’agrégation 

plaquettaire sont des phénomènes qui s’entretiennent mutuellement (Peyruchaud, 2007). 
 

Les facteurs spécifiques du tissu osseux jouant un rôle important dans la formation des 

métastases osseuses sont les suivants :  

•  Le Transforming Growth Factor � (TGF�), sécrété par les ostéoblastes et incorporé 

dans la matrice osseuse, peut être libéré lors de la résorption par les ostéoclastes. Le 

relargage de TGF� va agir directement sur les cellules tumorales en augmentant la 

sécrétion de PTHrP (ParaThyroid Hormone-related Protein) et de prostaglandine E2 

(PGE2) ce qui va induire une stimulation de la résorption osseuse (Guise, 2000, 

Hiraga, et al., 2006, Yin, et al., 1999). 

•  L’Insulin-like Growth Factor-1 (IGF-1) exerce in vitro une action chimiotactique et 

mitogène sur les cellules tumorales (Guise and Mundy, 1998). 

•  Les interleukines sont d’autres molécules du tissu osseux, elles vont moduler le 

remodelage osseux et agir sur la différenciation et l’activité des ostéoclastes (Mundy, 

1993). Ces interleukines pourraient aussi intervenir dans la formation des métastases 

osseuses. 
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4.1.1.2.2. Les métastases osseuses ostéocondensantes 

 

Contrairement aux mécanismes rencontrés dans l’ostéolyse maligne, les cellules tumorales 

sécrètent cette fois différents facteurs qui inhibent l’activité des ostéoclastes et stimulent celle 

des ostéoblastes, conduisant ainsi à une ostéocondensation des métastases (figure 125). 

 

 

Figure 125 : Mécanismes moléculaires impliqués dans le développement d’une métastase 

ostéocondensante 

Les facteurs produits par les cellules tumorales inhibent l’activité des ostéoclastes (ET-1) et 
stimulent celle des ostéoblastes (ET-1, BMPs, PTHrP). Au cours de la formation osseuse, les facteurs 

de croissance (IGF-1, TGF�) produits par les ostéoblastes stimulent la progression tumorale. Le 
développement tumoral et la formation osseuse s’entretiennent mutuellement (Peyruchaud, 2007). 

 

Le facteur jouant un rôle primordial dans la formation des métastases ostéocondensantes 

est l’endothéline-1 (ET-1), facteur dont l’effet mitogène sur les ostéoblastes, stimule la 

formation osseuse (Logothetis and Lin, 2005) et dont l’effet inhibiteur sur les ostéoclastes 

empêche la résorption osseuse (Chiao, et al., 2000).  

D’autres facteurs pro-ostéoblastiques sont impliqués dans les processus 

d’ostéocondensation et vont stimuler la prolifération. Il s’agit des facteurs de croissance tels 

que le VEGF et le PDGF, ainsi que les BMPs (Bone Morphogenic Proteins) qui vont favoriser 

la différenciation des ostéoblastes (Logothetis and Lin, 2005).  

 

Les travaux de recherche préclinique ont permis de mieux comprendre les raisons pour 

lesquelles certains cancers induisent des métastases ostéolytiques et d’autres des métastases 
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ostéocondensantes. L’amélioration des méthodes d’identification des mécanismes 

moléculaires impliqués dans la formation des métastases osseuses et la mise au point de 

modèles animaux représentatifs des situations observées chez l’homme permettront de 

développer des approches thérapeutiques encore plus spécifiques. 

 

4.1.2. Matériels et méthodes 

4.1.2.1. Les cellules PC3M-lucC6 

 

La lignée PC3 a été obtenue à partir d’une métastase osseuse d’un patient atteint 

d’adénocarcinome prostatique androgénorésistant de grade IV (Kaighn, et al., 1979). Il s’agit 

d’une tumeur extrêmement agressive in vivo comme in vitro qui sert couramment de modèle 

pour le cancer de la prostate (Faintuch, et al., 2011) et permet de générer des tumeurs 

osseuses. 

La lignée cellulaire luminescente PC3M-lucC6 Bioware® (Caliper Life Science, USA) a 

été obtenue par transfection stable du gène de la Luciférase Firefly Nord Américaine, 

exprimée à partir du promoteur SV40 (1500 photons/secondes/cellules).  

Les cellules sont cultivées dans des flasques de 75 cm2, dans du milieu MEM (Gibco) 

supplémenté avec du SVF (10%) (VWR), de la L-glutamine (5 mM), du pyruvate de sodium 

(1 mM) et des acides aminés essentiels (1%). Les cellules sont maintenues en croissance à 

37°C sous 5% de CO2. 

 

4.1.2.2. Induction tumorale et animaux 

 

Ces cellules étant d’origine humaine, nous avons utilisé des souris immunodéficientes 

BalbC nude femelles âgées de 6 semaines (Charles River, France), les animaux étant hébergés 

selon les conditions décrites paragraphe 2.2.2.2. 

Afin de générer des lésions osseuses, 2 techniques d’injections sont possibles : par voie 

intra-osseuse et par voie intracardiaque. 
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contrôle qualité de l’injection ont été développées en bioluminescence, fluorescence ou 

scintigraphie, mais ces méthodes qui permettent de visualiser la distribution des cellules dans 

les minutes qui suivent l’injection des cellules ne permettent pas d’éviter une mauvaise 

injection (ventricule droit ou à côté). Il est donc particulièrement opportun de réaliser un 

contrôle qualité avant l’injection des cellules et l’une des approches que nous avons retenue 

est la mesure du signal de pression intraventriculaire qui permet de valider la position gauche 

du cathéter. 

 

4.1.2.3.  Mesure de la pression ventriculaire 

 

Les signaux de pression endocavitaires ont un profil spécifique par rapport aux signaux de 

pression artérielle systémique. De plus, dans le ventricule droit, la pression systolique 

mesurée chez la souris est de l’ordre de 30 mmHg alors qu’elle atteint 110 mmHg dans le 

ventricule gauche (Joho, et al., 2007).  

 

Figure 127 : Courbe de pression ventriculaire, auriculaire et aortique  

(Source : Medix cours de médecine 2003/2011) 
 

Afin de réaliser la mesure de pression intracardiaque, un cathéter implanté dans le 

ventricule de la souris a été relié à un capteur de pression, lui-même relié à l’appareil de 

mesure (Statham P23XL) (figure 128). 
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Figure 128 : Mesure de la pression ventriculaire par implantation d’un cathéter en 

intracardiaque 

 

Une fois la position du cathéter validée au niveau de ventricule gauche, 2.106 cellules 

PC3M-lucC6 sont injectées sous un volume de 100 µl dans du PBS 1X. 

 

4.1.2.4. Imagerie de bioluminescence 

 

Le suivi de l’évolution tumorale et de la dissémination métastatique a été réalisé par imagerie 

de bioluminescence, selon les paramètres décrits paragraphe 2.2.2.4. 

 

4.1.2.5. Marquage des cellules PC3M-lucC6 à l’111In 

 

Les cellules PC3M-lucC6 ont été marquées via du NHS-DOTA à l’111In. Cette modalité 

de marquage sur les protéines membranaires a été préférée à celle classiquement utilisée pour 

le marquage intracellulaire des granulocytes en Médecine Nucléaire, via l’oxinate (8-

hydroxyquinoléine) d’indium (BertrandCaix, et al., 1996), afin d’éviter le risque d’induction 

de l’apoptose due à la cytotoxicité de l’oxynate (Gholamrezanezhad, et al., 2009). La 

procédure de marquage des cellules était la suivante : 20 millions de cellules PC3M-lucC6 ont 

été conjuguées à 45 µg de NHS-DOTA. Après 2h d’incubation à température ambiante, les 

cellules dérivées au NHS-DOTA ont été centrifugées. Le culot de cellules a ensuite été 

radiomarqué avec 260 MBq d’111InCl3 (Covidien) (préalablement neutralisé et ramené à pH 

6,2). L’activité volumique finale mesurée, après marquage des cellules, était de 55 MBq/ml et 
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la viabilité cellulaire (mesurée au bleu trypan) supérieure à 70 %. Les cellules ont ensuite été 

injectées en intracardiaque au niveau du ventricule gauche sous contrôle de la pression intra-

ventriculaire comme décrit précédemment.  

 

4.1.2.6. Radiomarquage du MDP au 99mTc 

 

Le MDP (10 mg) en présence de 1 mg de SnCl2, après dissolution dans du NaCl 0,9% 

(5ml) a été marqué avec 740 MBq de 99mTcO4
- (pertechnétate) afin d’obtenir une activité 

volumique finale de 150 MBq/ml. 200 µl de cette solution de 99mTc-MDP (30MBq) ont été 

injectés par voie intraveineuse à l’animal. 

L’imagerie du métabolisme osseux a été réalisée 1 heure après administration par 

imagerie TEMP couplée à un scanner X en tant que bimodalité de repérage anatomique 

 

4.1.2.7. Imagerie scintigraphique  

 

Scintigraphie 

La correspondance entre l’onde de pression intracardiaque mesurée et le ventricule injecté 

a été validée par injection de 100 µl de macroagrégats d’albumine marqués par 7,4 MBq de 
99mTc puis par imagerie en scintigraphie 2D. Les acquisitions ont été réalisées grâce à une 

gamma caméra (Gamma Imager, Biospace) avec une matrice de 256 x 256 durant 2 minutes, 

dans une fenêtre en énergie de 125-155 keV. 

Cette gamma caméra dont le photomultiplicateur est à anodes croisées permet d’obtenir 

des images dont la résolution est de l’ordre de 2 mm. 

 
Tomographie d’Emission Monophotonique 

Les images de domiciliation cellulaire après injection de cellules PC3M-lucC6 marquées à 

l’ 111In ainsi que l’étude du métabolisme osseux par injection de 99mTc-MDP ont été acquises 

en TEMP (nanoSPECT/CT, Bioscan Inc.). Pour chaque acquisition, 24 projections de 60s ont 

été réalisées dans une fenêtre d’énergie de 125-155 keV pour le 99mTc-MDP et dans deux 

fenêtres d’énergie, 155-188 keV et 220-270 keV, pour l’ 111In (ces fenêtres étaient centrées sur 
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les 2 raies d’émission de l’Indium 111 (171 keV et 245 keV)). La demi-vie de 2,6 jours de 

l’ 111In nous a permis de réaliser une cinétique sur 72h. 

Un algorithme de reconstruction (HighSPECT) a été utilisé pour générer des images 3D 

quantifiables et analysables grâce au logiciel InVivoScope (version 1.44, Bioscan). 

Afin de faciliter la localisation des lésions, une imagerie par TDM X (nanoSPECT/CT, 

Bioscan) a été couplée à l’imagerie TEMP. Pour chaque acquisition, 180 projections avec une 

énergie de 45 kVp ont été réalisées. Les images 3D ont été obtenues grâce à un algorithme de 

reconstruction (In VivoScope). 

 

4.1.2.8. Imagerie par tomodensitométrie X à haute résolution 

 

L’imagerie par TDM X à haute résolution nous a permis de réaliser une imagerie 

anatomique à haute résolution des lésions osseuses. 

Le CT120 (General Electric HealthCare) est un scanner de 3ème génération embarquant un 

système « Step and Shoot », avec le tube à rayons X et le détecteur CCD, de type capteur 

plan, qui tournent ensemble autour de l’échantillon (Cf. paragraphe 1.1.1.).  

Dans le protocole que nous avons mis en œuvre, la tension appliquée au tube était de 100 

kVp et le courant de 50 mA. 360 projections ont été réalisées par champs de vue avec un 

temps d’exposition de 20 ms. Les données brutes ont été reconstruites par méthode analytique 

avec l’algorithme de Feldkamp (Feldkamp, et al., 1984), en images de 65536 niveaux de gris 

(16 bits) avec une résolution de 50 µm.  

Le traitement et l’analyse des données ont été réalisés avec le logiciel MicroView (Micro 

View Analysis version 2.3; GE Healthcare). 

 

4.1.2.9. Quantification des lésions observées par Tomodensitométrie X 

 

Afin de réaliser une étude quantitative de la gravité des lésions visualisées par scanner X, 

une méthode de quantification du volume osseux inspirée des méthodes décrites dans la 

bibliographie (Sone, et al., 2010) a été mise en place (figure 129). 
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Figure 129 : Méthode de quantification des lésions osseuses  

Pour quantifier le volume osseux (en mm3), des régions d’intérêt ont été tracés sur chaque plan de 
coupe transversale (B) entre les repères rouge (A) (tête du tibia et la zone d’interaction entre le tibia 
et le péroné). Une fois la région d’intérêt tracée (C), une reconstitution du volume de celle-ci a été 

réalisée, en isosurface, avec un seuillage de 350 et un facteur de qualité de surface de 1 (D). 
 

Pour chaque animal, le tibia controlatéral ne recevait pas de cellules tumorales et servait 

de contrôle (tibia sain). En traçant une région d’intérêt entre la tête du tibia et l’intersection 

tibia/péroné pour chaque patte, nous avons calculé le rapport tibia atteint/tibia sain afin de 

déterminer le pourcentage de perte osseuse du tibia présentant des lésions. 

 

4.1.3. Résultats 

4.1.3.1. Correspondance entre onde de pression mesurée et ventricule injecté 

 

La correspondance entre l’onde de pression mesurée et le ventricule cardiaque injecté a 

été validée par injection de macroagrégats d’albumine marqués au Technétium99m qui permet 

une imagerie de la perfusion pulmonaire par embolisation transitoire des capillaires (figure 

130).  
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Figure 130 : Validation de l'injection intracardiaque : confrontation de l’imagerie 

scintigraphique aux mesures de pression 

 

Ainsi, lors d’une injection au niveau du ventricule droit, la pression ventriculaire 

systolique mesurée est d’environ 20 mmHg, et la distribution des macroagrégats d’albumine 

est (5 minutes après injection) uniquement pulmonaire. Lors d’une injection au niveau du 

ventricule gauche de la souris, la pression ventriculaire systolique mesurée est de 110 mmHg 

et la distribution des macroagrégats d’albumine (5 minutes après injection) est générale, avec 

une forte fixation hépatique. 

Cette stratégie nous a permis d’évaluer le rapport entre la pression intracardiaque mesurée 

et la distribution des particules. Ainsi, grâce à la mesure de l’onde de pression, le succès de 

l’injection peut être prédit, ce qui devrait permettre d’inclure dans un protocole uniquement 

les souris injectées dans le ventricule gauche et d’améliorer l’homogénéité des lots d’animaux 

qui présenteront des métastases osseuses. 
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4.1.3.2. Etude de la domiciliation cellulaire après injection intracardiaque 

 

La domiciliation des cellules PC3M-luc dans les heures suivant l’injection par voie 

intracardiaque est un phénomène peu documenté que nous avons choisi d’étudier par imagerie 

tomoscintigraphique. Une cinétique de suivi par imagerie TEMP nous a permis d’apporter des 

informations concernant ce point.  

En fonction du ventricule injecté, nous avons confirmé les résultats de la scintigraphie 

planaire avec une domiciliation cellulaire clairement différente entre ventricules droit et 

gauche (figures 131 et 132). 

 

Figure 131 : Domiciliation pulmonaire (emboles) après injection dans le ventricule droit de 

cellules PC3 marquée à l’111In 

 

Figure 132 : Domiciliation cellulaire systémique (10 min post injection) puis essentiellement 

hépatique après injection dans le ventricule gauche de cellules PC3 marquée à l’111In 
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Les images obtenues en TEMP confirment que lorsque les cellules sont injectées au 

niveau du ventricule droit (figure 131), celles-ci restent localisées dans les poumons et se 

distribuent peu dans l’organisme, après plusieurs heures. Au contraire, lorsque les cellules 

sont injectées au niveau du ventricule gauche (figure 132), la dissémination dans tout 

l’organisme est très rapide, dès les premières secondes après injection, et perdure pendant 

plusieurs jours.  

 

Figure 133 : Domiciliation après injection dans le ventricule gauche d’111In libre 

 

Toutefois, cette méthode de marquage des cellules PC3M-luc à l’111In ne nous permet pas 

de confirmer précisément les sites de domiciliation. En effet, comme nous pouvons l’observer 

dans la figure 133, après injection d’111In libre au niveau du ventricule gauche, celui-ci n’est 

pas totalement éliminé ; il se distribue également au niveau du foie, des reins et des sites 

osseux, plus particulièrement au niveau des articulations (épaules, rotules). Afin de limiter ces 

fixations non spécifiques de l’indium libre au niveau des articulations et du foie, une injection 

complémentaire de DTPA à faible dose, préconisée dans d’autres méthodes de marquage à 

l’ 111In, pourrait être envisagée. En effet, le DTPA, puissant chélatant de l’Indium pourrait 

améliorer l’élimination par voie urinaire de l’indium libre et ainsi limiter sa fixation hépatique 

et osseuse. Une alternative pour limiter le bruit de fond articulaire mais non hépatique serait 

de réaliser une imagerie TEP après marquage des cellules avec du PTSM marqué au cuivre 

64, cette modalité ayant par ailleurs l’avantage de ne marquer que les cellules 

métaboliquement actives (Jalilian, et al., 2007). Cependant, compte tenu de la période du 64Cu 

(12,7 h), l’étude cinétique serait dans ce cas limitée aux 36 premières heures, ce qui nous 

conduit à privilégier la SPECT à l’111In. 
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4.1.3.3.  Suivi de la dissémination métastatique par imagerie 

 

Une fois l’injection dans le ventricule gauche validée, la démarche classique est de 

réaliser un suivi de la dissémination métastatique par bioluminescence, la positivité des souris 

signant la présence de métastases. 

Toutefois, cette modalité ne permet pas de qualifier la nature (lytique ou condensante) ni 

de donner des informations sur la sévérité de ces lésions osseuses. C’est pourquoi une 

approche complémentaire par imagerie multimodalités (anatomique à haute résolution (TDM 

X) et fonctionnelle (TEMP)) s’avèrera indispensable dans un second temps pour répondre à 

ces questions. 

 

4.1.3.3.1. La voie intra-osseuse 

 

Suivi de la prolifération métastatique par bioluminescence 

Après induction par injection dans le tibia, le suivi de l’évolution tumorale a été réalisé 

chaque semaine par imagerie de bioluminescence (figure 134).  

 

Figure 134 : Evolution tumorale après injection de cellules PC3M-luc en intra-tibial 

 

Dès le 7e jour post induction les souris sont positives en bioluminescence, la prise de 

greffe est donc effective. L’évolution tumorale est très rapide et dès le 30e jour post induction, 

les souris présentent des tumeurs de taille très importante, environ 3000-4000 mm3 (mesure 

au pied à coulisse le jour de l’autopsie) et doivent être euthanasiées.  
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Imagerie anatomique haute résolution des lésions osseuses 

Afin de déterminer précisément le volume osseux, une imagerie anatomique par 

tomodensitométrie X a été réalisée.  

 

Figure 135 : Visualisation des lésions osseuses par scanner X à J21 

 

Vingt et un jours après injection des cellules au niveau de la tête du tibia, les lésions 

observées au scanner X restent localisées au niveau du site d’injection mais sont nettement 

visibles (figure 135). Ces lésions sont de natures lytiques puisque une perte de tissu osseux est 

identifiée. 

 

Figure 136 : Visualisation des lésions osseuses par scanner X à J32 

 

Après 32 jours, les lésions osseuses ostéolytiques sont très importantes et génèrent des 

fractures osseuses au niveau du péroné (figure 136).  
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La quantification à chaque temps d’imagerie a permis de caractériser l’évolution du 

volume osseux au cours du temps (figure 137). 
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Figure 137 : Comparaison de l’évolution du volume osseux du tibia porteur d’une lésion 

osseuse par rapport au volume osseux du tibia contrôle 

 

Après injection de cellules PC3M-lucC6 directement dans la tête du tibia, le volume 

osseux est stable pendant une quinzaine de jours, sans différence avec le tibia contrôle puis 

diminue très rapidement et après 32 jours, le tibia présente une lyse osseuse très importante 

nécessitant le sacrifice des animaux. Le volume osseux du tibia controlatéral, ayant reçu une 

injection de PBS, reste constant dans le temps. 

 

4.1.3.3.2. La voie intra-cardiaque 

 

Suivi de la prolifération métastatique par bioluminescence 

Après injection des cellules au niveau du ventricule gauche, un suivi de la dissémination 

métastatique a été réalisé par imagerie de bioluminescence (figures 138 et 139). 
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Figure 138 : Evolution de la dissémination métastatique après injection de cellules PC3M-

lucC6 en intracardiaque dans le ventricule gauche 

 (souris face antérieure) 
 

 

Figure 139 : Evolution de la dissémination métastatique après injection de cellules PC3M-

lucC6 en intracardiaque dans le ventricule gauche 

 (souris face posterieure) 
 

Lorsque les cellules PC3M-lucC6 sont injectées au niveau du ventricule gauche, la prise 

de greffe est beaucoup plus lente, 20 jours post-induction seulement 30% des souris sont 

positives. Il faut attendre 30 jours post-induction pour que l’ensemble des souris soient 

positives en bioluminescence.  

 

Imagerie anatomique à haute résolution des lésions osseuses 

Afin de compléter les informations de la bioluminescence (imagerie de la croissance 

tumorale), une imagerie anatomique à haute résolution a donc été réalisée. 
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Figure 140 : Les différentes métastases osseuses observées après induction intracardiaque 

 

Les images obtenues par tomodensitométrie X présentent une bonne concordance avec 

celles obtenues par imagerie de bioluminescence. En effet, les signaux de bioluminescence 

présents au niveau des épaules, de la mandibule et des pattes antérieures sont représentatifs de 

métastases osseuses PC3M-lucC6 ostéolytiques, comme nous le confirment les images 

obtenues par tomodensitométrie X (figure 140). 

 

Etude de la balance ostéolyse/ostéogénèse par tomoscintigraphie d’émission monophotonique 

Afin d’étudier la fonction métabolique de l’os et de valider la nature ostéolytique des 

métastases osseuses obtenues après injection de cellules PC3M-luc, nous avons choisi 

d’utiliser comme traceur le Méthylène DiPhosphonate (MDP).  

 

Comme décrit dans la littérature et mis en pratique dans les services de Médecine 

Nucléaire des hôpitaux, l’imagerie du métabolisme osseux a été réalisée 1 heure après 

administration de 99mTc-MDP par imagerie TEMP couplée au scanner X afin faciliter la 

localisation des lésions (figure 141).  
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4.1.4. Discussion 

 

Selon l’objectif recherché, deux sites d’injection des cellules tumorales sont envisageables 

pour obtenir des lésions osseuses.  

La méthode par injection directe dans la tête osseuse du tibia est de technicité relativement 

simple et entraîne l’apparition rapide de lésions très ostéolytiques, avec un rendement de prise 

de tumeur de 100%, mais du fait d’une croissance de la tumeur primaire trop rapide, ce 

modèle ne permet pas d’obtenir des métastases à distance et n’est donc pas représentatif de la 

dissémination métastatique observée chez l’homme. Il peut toutefois être utilisé en première 

intention dans le cas de screening de molécules par exemple. La voie intracardiaque est la 

seule voie d’administration, pour les cellules PC3, qui permet de garantir l’obtention de 

métastases osseuses avec une localisation et une cinétique de croissance plus représentative de 

la pathologie humaine. En effet, 20 jours après injection des cellules, les premières métastases 

osseuses apparaissent avec des localisations différentes (mandibule, vertèbres, 

articulations…) représentative des sites de métastases osseuses observés lors d’un 

adénocarcinome prostatique chez l’homme (Hess, et al., 2006). Par ailleurs, l’amélioration de 

la procédure d’induction par mesure du signal de pression intraventriculaire avant l’injection 

des cellules a permis d’améliorer le nombre d’animaux présentant des métastases inclus dans 

les lots expérimentaux.  

L’imagerie anatomique par TDM X permet de confirmer la présence des lésions osseuses 

visualisées par imagerie de bioluminescence, mais surtout d’évaluer le statut du volume 

osseux et de qualifier la nature des lésions. Par contre, compte tenu de la résolution du 

scanner X (CT120) utilisé au cours de ce travail, l’analyse des lésions au niveau de la 

microarchitecture osseuse est impossible mais pourrait être réalisée sur les prélèvements 

osseux ex vivo avec d’autres types d’appareils dédiés. Enfin, l’imagerie du métabolisme 

osseux par injection de 99mTc-MDP est particulièrement intéressante dans le cas de lésions 

ostéocondensantes qui sont plus difficilement détectables par TDM et permet ainsi de signer 

la nature des lésions osseuses. 

Ces modèles de métastases osseuses (par injection intra-osseux et intra-cardiaque) nous 

ont permis de mettre en place et de valider de nouveaux outils pour la détection, la 

caractérisation et la quantification des lésions osseuses observables dans de nombreux 

modèles orthotopiques de cancer. Toutefois, l’utilisation combinée de ces trois modalités 

d’imagerie n’est pas obligatoire pour les études d’évaluations précliniques. En effet, la 
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bioluminescence et la scintigraphie sont des modalités d’imagerie qui vont permettre de 

visualiser précocement et au niveau du corps entier les sites métastatiques avec une sensibilité 

supérieure au scanner X. Celui-ci pose par ailleurs des problèmes méthodologiques lorsqu’il 

s’agit de générer un grand nombre de coupes jointives pour une détection corps entier. 

Cependant, dans le cas de tumeurs osseuses avérées, le scanner X s’impose comme étant la 

seule modalité d’imagerie permettant de quantifier avec précision le volume de perte osseuse. 

Ainsi, dans le cas d’études précliniques avec des modèles animaux bioluminescents, la 

scintigraphie au MDP ne semble pas indispensable puisque la bioluminescence permet de 

détecter les foyers métastatiques et que le scanner X permet de qualifier et de quantifier les 

lésions osseuses. Cependant, pour des modèles non bioluminescents, et chez l’homme, la 

scintigraphie au MDP est nécessaire à la détection précoce et corps entier des métastases, et 

doit être associée en cas de positivité, au scanner X afin de signer avec précision l’étendue de 

la lésion osseuse. Une autre modalité d’imagerie par fluorescence 3D, moins contraignante 

que la scintigraphie (absence de radioactivité) va probablement s’imposer dans les prochaines 

années en imagerie préclinique, en permettant une imagerie du remodelage osseux par 

utilisation de phosphonates fluorescents dans le proche infrarouge du type de l’Osteosense® 

(Figueiredo, et al., 2008), dont le mécanisme de liaison à l’os est identique au MDP. 

 

Dans le cas de modèles de cancer de la prostate de nombreuses applications sont 

possibles, notamment pour la caractérisation de la physiopathologie de nouvelles lignées 

cellulaires. C’est le cas de la lignée IGR-CaP1 (Chauchereau, et al., 2011), provenant d’une 

tumeur humaine de cancer de la prostate localisé et qui présente un fort remodelage osseux. Il 

en est de même pour l’évaluation du comportement de lignées cellulaires modifiées 

génétiquement telles que les cellules LNCaP et PC3 surexprimant la connexine 43 (jonction 

intercellulaire de type gap, impliquées dans le processus de cancérogenèse), sur la 

dissémination métastatique (Lamiche, et al., 2012). L’évaluation ne s’arrête pas simplement 

aux métastases de carcinomes prostatiques mais peut être étendue à d’autres types de cancers 

métastatiques, et par exemple à des modèles de tumeurs mammaires. Ces modèles pouvant 

être obtenus par injection de cellules 4T1 (Pulaski and Ostrand-Rosenberg, 2001) ou MCF-7 

(Fong, et al., 2010) par exemple, vont générer des métastases de nature ostéolytiques qui 

pourront être évaluées par les méthodes mise en œuvre au cours de cette thèse. Enfin, d’autres 

applications sont envisageables, notamment dans le cas de tumeurs primaires osseuses, afin 

d’évaluer précocement de nouvelles stratégies thérapeutiques. Par exemple, l’équipe de F. 
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Rédini cherche à évaluer, sur un modèle murin d’ostéosarcome, les effets précoces sur le 

métabolisme osseux, d’une chimiothérapie (ifosfamide) associée à deux agents inhibiteurs de 

la dégradation osseuse (l’acide zolédronique et les siRNAs ciblant la cytokine Rankl). Ces 

deux bithérapies ont déjà démontrées une activité anti-résorptive sur des modèles 

d’ostéosarcomes (Heymann, et al., 2005, Rousseau, et al., 2010). Dans ce cas, il peut être 

intéressant de disposer d’indicateurs précoces de la réponse au traitement et l’imagerie 

fonctionnelle de la balance ostéolyse/ostéogénèse présente tout son intérêt. 

 

Ainsi, les méthodes d’injection de cellules et de caractérisation des métastases que nous 

avons développées présentent un intérêt pour la compréhension des processus métastatiques et 

permettraient de contribuer au screening in vivo puis à la validation de l’efficacité de 

nouvelles thérapies sur la prévention ou le traitement des métastases osseuses.  
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4.2.  Imagerie à haute résolution de la vascularisation 

 

Le dernier développement que nous présentons consiste à réaliser une imagerie 

anatomique ex vivo de l’architecture vasculaire en mettant au point une méthode permettant 

de réaliser une empreinte du réseau vasculaire grâce à une résine radio-opaque. L’intérêt de 

cette technique et de pouvoir quantifier de manière très précise les effets de nouvelles 

molécules anticancéreuses sur la réorganisation de la vascularisation tumorale. 

 

4.2.1. Etude bibliographique 

 

4.2.1.1. Casting de la vascularisation 

 

La méthode de « Casting de la vascularisation » que nous allons nommer plus simplement 

« Cast » est une méthode qui permet de reconstruire la structure tridimensionnelle des 

vaisseaux sanguins des organes et des tissus par injection d’une résine dans la circulation 

(Konerding, et al., 1999). L’ajout d’un composé radio-opaque dans la formulation de la résine 

rend possible la visualisation des vaisseaux « castés » par TDM X (Meyer, et al., 2007).  

Cette méthode est souvent suivie d’une étape de corrosion permettant d’éliminer les tissus 

entourant les vaisseaux. Les échantillons peuvent ensuite être analysés par Microscopie 

Electronique à Balayage, technique qui est la plus décrite (Verli, et al., 2007). Dans notre cas, 

l’injection d’agents de contraste permet de rendre les vaisseaux radio-opaques et ainsi de les 

différencier des tissus grâce au scanner X, cette méthode permettant de s’affranchir de l’étape 

de corrosion et des artefacts susceptibles d’être induits par ce processus. 

A l’origine, les résines utilisées étaient à base de produits naturels tels que la gélatine, la 

colle ou l’amidon. Avec les avancées réalisées dans le domaine de la chimie, de nouvelles 

résines synthétiques, permettant de reproduire avec plus de précisions l’architecture vasculaire 

ont été développées. Ces résines sont de faible viscosité afin de perfuser les petits vaisseaux et 

présentent, après durcissement, une élasticité et une résistance suffisantes pour limiter les 

risques de déchirures lors de la dissection (Meyer, et al., 2007). 
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La mise en œuvre de résine radio-opaque également de faible viscosité va permettre 

d’obtenir des échantillons pouvant être analysés par TDM X afin de générer des images haute 

résolution de l’architecture vasculaire. 

 

4.2.1.2. Effet d’un traitement à la dexaméthasone sur l’architecture vasculaire 

 

Dans le modèle de gliosarcome 9L chez le rat les effets thérapeutiques de la 

dexaméthasone, en particulier sur l’inhibition de l’angiogenèse et de la croissance tumorale, 

ont été décrits il y a plusieurs années (Folkman and Ingber, 1987).  

Plusieurs mécanismes permettant d’expliquer les effets anti-angiogéniques de la 

dexaméthasone ont été caractérisés. 

D’une part, il a été démontré que la dexaméthasone diminuait significativement l’activité 

de l’activateur tissulaire du plasminogène dans le surnageant des cellules 9L in vitro (Wolff, 

et al., 1993). Cette observation suggère que la dégradation protéolytique de la matrice 

extracellulaire est inhibée, ce qui contribue à son effet anti-angiogénique.  

D’autre part, de nombreuses études ont démontré que la dexaméthasone avait un effet 

direct sur les molécules solubles impliquées dans l’angiogenèse, et plus spécifiquement, 

qu’elle entrainait une diminution de l’expression de VEGF, in vitro et in vivo avec une 

diminution de 15 % de son expression dans des tumeurs sous cutanées de gliosarcome 9L et 

C6 (Machein, et al., 1999).  

Depuis la caractérisation de ces mécanismes, des études ont montré des effets significatifs 

de la dexaméthasone sur la vascularisation des tumeurs 9L induites en orthotopiques 

(Badruddoja, et al., 2003, Darpolor, et al., 2011). C’est pourquoi nous avons choisi ce modèle 

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 cast, des rats Lewis femelles âgés de 6-7 

semaines (150-250g) (Charles River) ont été utilisés.  

Pour l’étude de cast de tumeurs de gliosarcome 9L et l’évaluation de l’effet 

antiangiogénique de la dexaméthasone, 10 rats Fisher F344 mâles (Charles River) de 8 

semaines ont été inclus dans le protocole. 

Afin d’induire les tumeurs, 10 rats Fisher F344 ont été anesthésiés avec de l’isoflurane 

(1,5%-2%). Une aiguille a été insérée sous la peau (flanc gauche) et 150 µl d’une solution 

contenant 3 millions de cellules 9L en phase exponentielle de croissance ont été injectés 

(Bansal, et al., 2008, Ngoc Trinh, et al., 2011). 

 

4.2.2.2. Traitement à la dexaméthasone 

 

Une fois les tumeurs ayant atteint un volume suffisant (700 mm3), soit environ 20 jours 

post-induction, les animaux ont été répartis en 2 groupes de 5 animaux en fonction de la taille 

des tumeurs afin d’obtenir des lots homogènes : 

•  Groupe 1 : Témoin, solvant de la dexaméthasone (eau ppi) 

•  Groupe 2 : Dexaméthasone à la dose de 3 mg/kg/jours. 

Les animaux ont été traités à la dose de 3 mg/kg/jour durant 5 jours consécutifs. Le 

schéma thérapeutique ainsi que les doses de dexaméthasone ont été choisis à partir des 

données retrouvées dans la littérature (Darpolor, et al., 2011). 24h après le dernier traitement, 

les animaux ont été anesthésiés puis castés selon la procédure décrite ci-dessous. 
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4.2.2.3. Formulation de la résine 

 

Afin de réaliser « l’empreinte » de la vascularisation, l’élément principal est la résine. La 

résine utilisée est une résine de faible viscosité à base de PU4ii (polyuréthane) (VasQtec) 

(Krucker, et al., 2006). Pour permettre la visualisation des vaisseaux castés par 

tomodensitométrie X, il est nécessaire d’ajouter à la formulation de la résine un agent de 

contraste iodé. L’iode va atténuer le faisceau de rayons X et permettre de différencier la 

vascularisation des tissus. L’agent de contraste iodé que nous avons utilisé est le Lipiodol 

Ultrafluide (Guerbet, France) dont la teneur en iode est de 480 mg/ml (Meyer, et al., 2007). 

La résine PU4ii est composée d’un pigment bleu permettant de suivre facilement sa diffusion 

dans tous les organes. Ainsi notre résine « finale » injectée aux animaux a été préparée en 

mélangeant le lipiodol et la résine PU4ii dans de l’EthylMethylKetone. 

Juste avant l’administration à l’animal, un durcisseur est ajouté à la préparation, ce 

mélange devant ensuite être utilisé dans les 20 minutes afin de maintenir une viscosité 

suffisamment faible et permettre une bonne diffusion dans les petits vaisseaux. 

 

4.2.2.4. Méthode de casting de la vascularisation 

 

L’animal préalablement anesthésié avec du pentobarbital (i.p. 60 mg/kg) est placé en 

décubitus dorsal, une incision au niveau du sternum est réalisée et la cage thoracique est 

ouverte afin de dégager le cœur du péricarde. Un cathéter est ensuite inséré au niveau du 

ventricule gauche, jusqu’à l’aorte.    

Dans un premier temps, une solution héparinée (1%) de Krebs Henseleit est administrée 

via le cathéter afin d’éliminer tout le sang de la circulation. L’animal est alors prêt à recevoir 

la résine. La perfusion est réalisée à un débit de 4 ml/min. La diffusion de la résine est suivie 

grâce à l’augmentation graduelle de la coloration bleue de l’animal (figure 142).  
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Figure 142 : injection de la résine  

(Illustration Sabine Freiermuth) 
 

Une fois l’animal totalement perfusé, un délai de 24h est nécessaire afin que la résine 

durcisse. Les organes cibles sont ensuite prélevés et conservés dans du formol 4% à 

température ambiante afin d’être imagés au scanner X. 

 

4.2.2.5. Acquisitions et quantifications par tomodensitométrie X 

 

4.2.2.5.1. Les protocoles d’acquisition 

 

Afin d’optimiser la qualité des images, plusieurs protocoles d’acquisition ont été 

développés.  

Pour cela, il est indispensable de tenir compte des capacités de calcul et de stockage de 

l’appareil afin de ne pas générer des données trop volumineuses qui poseront des problèmes 

de reconstruction. Un des éléments le plus limitant est le tube à rayons X, dont l’échauffement 

ne doit pas dépasser 60% en cours d’acquisition. Sachant que les paramètres tels que le temps 

d’exposition, la tension, l’intensité et le nombre de projections ont un impact direct sur 

l’augmentation de température du tube, il a été nécessaire de moduler ces paramètres avec 

précaution. 

Les différents protocoles que nous avons créés pour l’acquisition 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 (µm) 50,3 50,3 25,2 

Tableau 7 : Protocoles d’acquisition créés pour le cast 

 

Les paramètres que nous avons fait varier sont : le nombre de vues, le nombre de 

projections moyennées, le binning et le temps d’exposition. Les protocoles d’acquisitions mis 

en place ont permis d’obtenir des images avec une résolution théorique de 50 ou 25 µm.  

 

4.2.2.5.2. Traitement de l’image et quantification 

 

Afin d’obtenir des informations quantitatives relatives à la vascularisation, le logiciel 

iMorph, développé par E. Brun et J. Vicente au sein du laboratoire IUSTI de Marseille a été 

mis à notre disposition (Brun and Vicente, 2010, Brun, et al., 2009). 

iMorph est un logiciel pour l’analyse d’image tridimensionnelle. Il permet la 

caractérisation morphologique des milieux poreux et du matériel cellulaire. 

Le logiciel effectue une étude morphologique à l’échelle micrométrique qui permet une 

classification locale des voxels afin d’identifier les formes telles que les plaques et les tubes. 

Particulièrement décrites dans l’analyse des travées osseuses, ces formes (plaques et tubes) 

sont retrouvées au niveau de la vascularisation. Enfin, le logiciel fournit une description 

topologique en générant des graphiques des phases solides et liquides. 
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Binarisation des images 

La première étape du traitement de l'image qui est aussi l’une des plus importantes est la 

binarisation de l’image. Cette étape consiste à séparer tous les pixels de l’image en deux 

classes, généralement représentées par des pixels blancs (1) et des pixels noirs (0). Dans les 

deux cas, un seuil a été défini de manière à séparer les objets d’intérêt (les vaisseaux) du bruit 

de fond (tissus). 

 

 

Figure 143 : Détermination du seuil de binarisation 

 

 

Figure 144 : Binarisation d’une image 

A : Image en niveau de gris (rein) ; B : Image binarisée (noir et blanc) 
 

 

Analyse granulométrique 

Une fois l’image binarisée, une analyse granulométrique a été réalisée. Cette méthode 

permet de quantifier la distribution en taille des objets ou particules présents dans l’image. 

La granulométrie est l’étude de la distribution statistique des tailles de particules. Cette 

méthode d’analyse s’inspire de l’analyse granulométrique à base de tamisages successifs 
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employée en géologie qui consiste à faire passer des éléments de tailles différentes au travers 

de tamis de mailles croissantes. En analyse d’image, les tamis sont remplacés par une 

succession d’ouvertures morphologiques (diamètres d’ouverture), et la masse des particules 

par le volume des pixels de l’image. La transposition de la granulométrie au traitement de 

l’image en appliquant des familles d’ouvertures successives de tailles croissantes est appelée 

granulométrie par ouverture. 

 

Les résultats obtenus lors de l’analyse granulométrique avec le logiciel iMorph sont 

exprimés en occurrences et en diamètres d’ouverture. 

Par exemple : 

Diamètre (µm) Occurences 

50 µm 113 

100 µm 225 

150 µm 468 

 

Dans cet exemple, cela signifie qu’il y a 225 voxels dans l’image qui possèdent un 

diamètre de 100 µm (± 25 µm).  

 

Grâce au logiciel iMorph, la distribution (en pourcentage) des vaisseaux dans des classes 

de diamètres de 50 µm a été déterminée. Cet outil va donc nous permettre de quantifier 

l’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) permettent d’obtenir des images avec 

une résolution de 50 µm. Pour FHR2, par rapport à FHR1 la résolution spatiale a été 

améliorée par augmentation du nombre de vues, mais le bruit de fond a été augmenté 

(diminution du gain) et la sensibilité diminuée (diminution du nombre de projections 
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moyennée). Ces deux protocoles permettent d’obtenir des images de bonne qualité avec des 

temps d’acquisition raisonnables (environ 30 minutes par champ de vues) 

Le protocole CAST permet quant à lui d’obtenir une résolution de 25 µm et génère des 

images de très haute résolution, mais avec un temps d’acquisition considérable (2h par champ 

de vue). Ce protocole, dont la résolution spatiale et la sensibilité sont améliorées, a l’avantage 

de présenter un faible bruit de fond et donc d’améliorer le rapport signal sur bruit. 

Après comparaison des acquisitions réalisées avec ces 3 protocoles, nous avons choisi 

d’utiliser le protocole CAST, qui malgré ce temps d’acquisition très long permet de mieux 

visualiser les petits vaisseaux.  

 

4.2.3.2. Détermination de la reproductibilité des acquisitions 

 

Afin d’évaluer la reproductibilité de notre technique de Cast et des méthodes d’acquisition 

et de quantification, il nous a fallu choisir un organe permettant de représenter correctement 

les différents diamètres des vaisseaux observés dans une tumeur. Pour cela, nous avons choisi 

les reins. Ceux-ci ont été castés, imagés puis quantifiés.  

Sachant que pour un même rat la répartition en taille du réseau vasculaire est similaire, 

nous avons pu confronter les résultats obtenus pour les deux reins d’un même animal.  

La figure 145 présente les reins droit et gauche d’un rat, après acquisition avec le 

protocole CAST et après reconstruction. Les images sont représentées en MIP (Maximum 

Intensity Projection). 

 

 

Figure 145 : Cast de reins de rat 

A : rein droit ; B : rein gauche 

A B 
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Le diamètre des vaisseaux a été mesuré grâce au logiciel iMorph. Les résultats obtenus 

sont représentés sous forme d’histogramme du pourcentage de vaisseaux dans chaque classe 

de diamètre avec un intervalle de 50 µm.  

 

Figure 146 : Répartition des vaisseaux en pourcentage selon leurs diamètres 

 

Ce graphique montre que la majorité des vaisseaux (20%) ont un diamètre compris entre 

100 et 150 µm. 

 

Afin de simplifier l’analyse des résultats pour la suite des études, les valeurs obtenues ont 

été réparties selon 3 classes : 

•  Petits vaisseaux : diamètres < 150 µm. 

•  Vaisseaux moyens : diamètres entre 150 et 500 µm. 

•  Gros vaisseaux : diamètres > 500 µm. 

Six reins de rats ont été analysés et la répartition des vaisseaux quantifiée. Les résultats 

obtenus sont présentés dans le tableau suivant. 

 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 µm 27.3 % 26.9 % 38.1 % 38.5 % 30.4 % 31.2% 

150 µm< x< 500 µm 58.3 % 51.4 % 45.8 % 49.9 % 48.2 % 51.1 % 

>500 µm 14.5 % 21.7 % 16.1 % 11.6 % 18.2 % 19.8 % 

Tableau 8 : Répartition des vaisseaux selon 3 classes de diamètres 
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Pour les deux reins d’un même animal, la répartition en pourcentage de vaisseaux d’une 

même classe sont globalement similaires. 
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Figure 147 : Comparaison de la répartition des vaisseaux des deux reins  

selon trois classes de diamètre 

Les résultats correspondent à la moyenne ± SEM (n=3). (Test t de student) 
 

Pour les deux reins d’un même animal, la répartition en pourcentage de vaisseaux d’une 

même classe sont similaires. 

 

4.2.3.3. Imagerie de la vascularisation à proximité de l’os 

 

Sachant que de nombreuses tumeurs et métastases sont localisées à proximité ou bien au 

niveau des os dans des situations où la vascularisation est souvent contrainte, nous avons 

essayé de réaliser une imagerie Cast du réseau vasculaire au niveau de la colonne vertébrale. 

La colonne vertébrale est constituée des vertèbres, de la moelle épinière ainsi que de la 

vascularisation entourant la colonne. La densité de l’os étant très proche de celle de l’agent de 

contraste (lipiodol) et donc de la vascularisation que nous cherchons à visualiser, il a été 

nécessaire de diminuer la densité de l’os. Pour ce faire, une décalcification de la colonne à 

l’EDTA 10%  a été réalisée.  

La figure 148 montre deux coupes transversales d’une colonne vertébrale avant et après 

décalcification, acquises en TDM X avec le protocole CAST. 
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Figure 148 : Coupe transversale de colonne de rat en niveaux de gris, avant et après 

décalcification (seuillages identiques) 

A : avant décalcification, B : après décalcification 
 

Après incubation dans l’EDTA 10% durant 10 jours, la densité de l’os a significativement 

diminuée. En effet, après cette décalcification, la périphérie des vertèbres (partie la plus 

dense) a disparu et les travées osseuses ne sont plus discernables. 

L’effet de la décalcification est également bien visible sur les colonnes vertébrales 

entières (figure 149). 

 

Figure 149 : Colonne vertébrale de rat castée, avant et après décalcification. 

Image MIP. A : colonne avant décalcification ; B : colonne après décalcification 
 

Au vu de ces résultats encourageant, il semble que la méthode de décalcification à 

l’EDTA nous permette de nous affranchir de la densité de l’os et qu’à terme il soit possible de 

s’intéresser à la vascularisation de tumeurs osseuses. 

A B 

A B 
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4.2.3.4. Evaluation des effets d’un traitement sur la vascularisation tumorale 

 

Le but de cette phase de mon travail était donc d’évaluer le potentiel du cast pour 

quantifier les effets de la dexaméthasone sur la vascularisation de tumeurs de glioblastome 

humain 9L, induites en sous cutanée chez le rat (n=5).  

 

Impact du traitement à la dexaméthasone sur la croissance tumorale 

Les tumeurs ayant été induites par voie sous cutanée, le volume tumoral a pu être 

déterminé par mesure au pied à coulisse. Il a été mesuré avant traitement et a permis de 

randomiser les animaux. 

L’évolution du volume tumoral suite aux traitements à la dexaméthasone est représentée 

par la figure 150. 
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Figure 150 : Evolution du volume tumoral avec ou sans traitement à la dexaméthasone  

Les résultats correspondent à la moyenne ± SEM (n=5). *: p < 0.5 (Test de Mann Whitney) 
 

 

Pour les animaux du groupe contrôle, l’évolution tumorale est de 278% en 7 jours (temps 

entre mesure avant et après traitement). Pour les animaux traités à la dexaméthasone durant 5 

jours consécutifs à la dose de 3 mg/kg, une diminution de 50 % du volume tumoral est 

observée après 7 jours de traitement.  
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Impact du traitement à la dexaméthasone sur la vascularisation tumorale 

Afin d’évaluer l’effet du traitement à la dexaméthasone sur la vascularisation tumorale, les 

tumeurs « castées » ont été imagées au scanner X. L’architecture vasculaire des animaux 

témoins et traités est visualisée sur la figure 151. 

 

 

Figure 151 : Visualisation de l’impact d’un traitement à la dexaméthasone  

A : Tumeur contrôle ; B : Tumeur traitée à la dexaméthasone. Images MIP. 
 

Les images obtenues au scanner X permettent de révéler l’impact du traitement sur le 

réseau vasculaire. En effet, lors d’un traitement à la dexaméthasone, de nombreux vaisseaux 

tumoraux ont été supprimés et la densité vasculaire est nettement plus faible. Au contraire, le 

réseau vasculaire de la tumeur contrôle est riche et continu.   

 

Un histogramme de répartition en pourcentage de vaisseaux selon les 3 classes de 

diamètres retenues a pu être établi grâce au logiciel iMorph (figure 152). 

 

A 

B 
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Figure 152 : Répartition des vaisseaux tumoraux en pourcentage selon 3 classes de diamètres 

Les résultats correspondent à la moyenne ± SEM (n=5).  
 *: p < 0.5; **: p < 0.01 (Test de Mann Whitney) 

 

Suite au traitement à la dexaméthasone, les vaisseaux de diamètres supérieurs à 500 µm 

ont pratiquement disparu à la faveur des vaisseaux de petits diamètres (0-150 µm) qui ont 

augmenté de 10 % par rapport au groupe contrôle. Les vaisseaux de diamètres intermédiaires 

(150µm - 500µm) restent dans les mêmes proportions, que les tumeurs soient traitées ou non à 

la dexaméthasone. 

 

4.2.4. Discussion 

 

Cette méthode de casting de la vascularisation, par injection de résine radio-opaque dans 

le réseau vasculaire via l’aorte, permet d’obtenir une empreinte tridimensionnelle de la 

vascularisation chez le rat. Elle offre la possibilité de générer des prélèvements de taille 

relativement petite pouvant être imagés par des systèmes de tomodensitométrie X à haute 

résolution. 

Dans notre cas, de part l’utilisation d’un scanner X dédié au petit animal (CT120), il a été 

nécessaire d’optimiser les protocoles d’acquisitions afin d’obtenir des images présentant une 

haute résolution (25 µm) avec un bruit de fond limité. Le protocole créé (protocole CAST) 

non compatible avec l’imagerie in vivo car avec un temps d’acquisition très long (> 2h), 

permet de réaliser des images 3D d’échantillons ex vivo avec une résolution suffisante pour 
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l’analyse et la caractérisation des vaisseaux par un logiciel d’analyse morphologique tels 

qu’iMorph. 

Ce logiciel, grâce à la méthode « d’analyse granulométrique d’ouverture » détermine la 

répartition des diamètres des vaisseaux en pourcentage, au sein d’un échantillon. L’étude 

comparative des reins d’un même animal a ainsi validé le modèle de casting de la 

vascularisation, tant au niveau de la reproductibilité de l’obtention des échantillons ex vivo 

suite à l’injection de résine, que de l’acquisition et de l’analyse des images.  

L’étude des effets de la dexaméthasone sur la vascularisation des tumeurs de 

glioblastomes 9L a mis en évidence la possibilité de déterminer l’impact d’un traitement sur 

l’architecture vasculaire et notamment sur la distribution du diamètre des vaisseaux. 

 

La mesure histologique de la densité vasculaire constitue la démarche classique mais elle 

est limitée par le recours à des prélèvements susceptibles d’altérer la vascularisation tumorale 

et la tumeur elle-même. De plus, elle ne permet pas d’étudier la vascularisation fonctionnelle. 

Pour cela, une méthode non invasive, l’échographie Doppler, permet d’apporter des 

informations morphologiques précises sur les vaisseaux péri- et intratumoraux ainsi que des 

informations fonctionnelles telles que la vélocité des flux vasculaires. Cette modalité 

d’imagerie in vivo permet de détecter des vaisseaux supérieurs à 100 µm. Même si 

l’utilisation de microbulles contribue à augmenter cette limite de détection, l’hyper 

perméabilité des néovaisseaux entraine par l’effet EPR une diffusion de ces agents de 

contrastes, et empêche la détection et la quantification de diamètres inférieurs à 100 µm. 

Actuellement, aucune modalité in vivo ne permet de détecter avec précision l’architecture des 

microvaisseaux, la résolution des appareils, alors insuffisante, nécessite la mise en œuvre de 

ruptures technologiques permettant de réaliser des acquisitions suffisamment courtes, peu 

irradiantes, et de haute résolution (<50 µm) compatibles avec les études in vivo. D’autre part 

les mouvements naturels de l’animal (respiration, battements cardiaques) entrainent un flou 

dans les images qu’il est difficile de supprimer à ce niveau de résolution peu compatible avec 

les possibilités actuelles de la synchronisation sur l’ECG et la respiration. 

Ainsi, les méthodes ex vivo et notamment la méthode de casting de la vascularisation 

représente une bonne alternative, car elle permet de reconstruire l’architecture 3D ce qui est 

impossible en histologie et grâce à l’injection de résine, la vascularisation alors figée n’est pas 

altérée lors du prélèvement de l’organe.  
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Cette méthode de casting de la vascularisation permet de réaliser des images 

tridimensionnelles à haute résolution du réseau vasculaire, et grâce aux méthodes d’analyses 

morphologiques et plus particulièrement d’analyses granulométriques, d’évaluer l’effet d’une 

thérapie sur l’architecture du réseau vasculaire. Cet outil pourrait par exemple être appliqué 

dans le cas d’évaluation préclinique de l’impact de nouvelles molécules anti-angiogéniques 

sur la réorganisation de la vascularisation. L’utilisation d’un microCT dont la résolution est 

proche du micromètre (µCT50, Scanco Medical, Suisse et SkyScan, Bruker) rendrait possible 

la distinction des vaisseaux d’un diamètre inférieur à 50 µm et pourrait être envisagée pour 

des études futures, notamment sur des modèles murins.  

   

 

 

 

 

 

 

 �



 

� �����

 

�
 

 

 

 

�
 

�
 

!�A��AA���������CE��

 �



 

Discussion générale� �����

 

Lors de cette thèse qui s’est déroulé en collaboration entre le Centre d’imagerie du Petit 

Animal (CIPA), au CNRS d’Orléans et le Centre de Recherches Biologiques (CERB) à 

Baugy, différentes modalités d’imageries ont été appliquées à plusieurs modèles 

orthotopiques de cancer chez le petit animal dans le but d’apporter de nouveaux outils pour 

l’oncopharmacologie comme pour des études plus fondamentales sur le biologie des tumeurs 

primaires et des métastases. 

La majeure partie de ce travail a été concentrée sur le développement et la validation de 

modèles animaux de cancer dont la croissance tumorale et la dissémination métastatique ont 

été évaluées par imagerie de bioluminescence. L’avantage de ces modèles 

« bioluminescents » est de permettre un suivi longitudinal et quantitatif du même animal, ce 

qui permet de diminuer le nombre d’animaux utilisés et d’améliorer la pertinence des résultats 

au regard des effets attendus en clinique dans le cadre d’une recherche translationnelle. 

 

Deux modèles murins de cancers fortement représentés chez l’homme ont été développés : 

•  Modèle de cancer du colon : obtenu après injection de cellules de carcinome 

colorectal HCT116-luc au niveau du caecum, ce modèle dont l’évolution de la tumeur 

primaire et le pattern de dissémination métastatique (au niveau du foie, des reins, de la rate, de 

l’estomac et des poumons) sont cohérents avec les observations faites chez l’homme 

(Gubitosi, et al., 2009) a été évalué. Pour cela, l’effet d’un traitement de référence dans le 

cancer colorectal, le 5-Fluorouracile, a été testé dans une démarche de validation visant à 

préciser la sensibilité de la technique vis-à-vis de la réponse tumorale. Plusieurs doses ont été  

expérimentées et celle de 20 mg/kg, pour laquelle aucun signe de toxicité n’a été observé, a 

permis d’obtenir une inhibition de la croissance tumorale et de la dissémination métastatique 

en concordance avec les effets décrits dans la bibliographie (Gil-Ad, et al., 2008, Jin, et al., 

2009) et pourra être utilisée comme substance de référence pour l’évaluation de nouvelles 

stratégies thérapeutiques.  

Ce modèle de carcinome colorectal HCT116-luc permet un suivi longitudinal de la 

prolifération tumorale et de la dissémination métastatique. Même s’il est difficile de 

discriminer les métastases in vivo à un stade avancé du cancer sans mettre en œuvre une 

correction de l’image, l’évaluation précise de l’activité lumineuse totale émise par les seules 

métastases en s’affranchissant de la bioluminescence de la tumeur primaire peut être 

considérée comme un marqueur quantitatif de la prolifération tumorale. La précision pourrait 

d’ailleurs être encore affinée par l’application d’une technique de correction spectrale pour 
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estimer l’absorption des photons de bioluminescence pour chaque foyer avant de réaliser la 

somme des émissions individuelles (Pesnel, et al., 2011). Cette technique qui impose 

cependant de tripler le nombre d’acquisitions par incidence alourdie donc considérablement le 

protocole en réduisant le débit des animaux explorés. Elle est de ce fait réservée à des 

situations pour lesquels l’objectif tend vers une quantification quasiment absolue du processus 

biologique.  

 D’autres modalités d’imagerie pourraient présenter un intérêt, notamment dans le cas de 

modèles animaux non bioluminescents afin de détecter les foyers tumoraux, par exemple, par 

scanner X ou bien par scintigraphie en utilisant du 18F-FDG, qui même s’il n’est pas très 

spécifique reste très utilisé pour la détection des tumeurs malignes dont le métabolisme 

glucidique est augmenté. Enfin, dans le cas d’études des aspects physiopathologiques du 

cancer, tels que l’hypoxie, l’angiogénèse ou l’apoptose, des sondes moléculaires spécifiques 

peuvent être mises en œuvre en fluorescence ou scintigraphie. Celles-ci permettront d’évaluer 

les effets de nouvelles stratégies thérapeutiques sur ces processus fortement impliqués dans le 

développement des tumeurs et dans la résistance aux traitements. 

 

•  Modèle de cancer du pancréas : obtenu après injection de cellules d’adénocarcinome 

pancréatique ductal MIA PaCa2-luc au niveau du pancréas, ce modèle présente des 

caractéristiques physiopathologiques similaires à celles observées lors du cancer du pancréas 

chez l’homme. D’une part, les métastases ont été retrouvées au niveau du foie, des intestins, 

du diaphragme, du péritoine, de la rate et des reins, sites similaires à ceux observés lors d’un 

adénocarcinome pancréatique chez l’homme (Saif, et al., 2011). D’autre part, l’hypoxie, 

caractéristique des tumeurs du pancréas humain (Koong, et al., 2000), a pu être mise en 

évidence au sein des tumeurs. Ainsi, suite à l’observation d’une perte du signal de 

bioluminescence (imagerie dépendant de l’O2 et de l’ATP) au niveau de la tumeur primaire 40 

jours après induction tumorale, il a été démontré in vivo par une imagerie TEP au 64Cu-ATSM 

la présence de zones hypoxiques. Ces observations ont été confirmées par immuno-

histochimie, sur coupe de tumeurs, grâce à un marquage avec un anticorps anti-pimonidazole. 

Chez l’homme, l’hypoxie, en particulier dans le cas d’adénocarcimome ductal, est une des 

causes de mauvais pronostic (Koong, et al., 2000) et jouerait un rôle déterminant dans la 

résistance aux radio- et chimio-thérapies (Blouw, et al., 2003).  

Dans le but d’évaluer de nouvelles stratégies thérapeutiques, la gemcitabine a été choisie 

comme molécule de référence. Celle-ci a montré un effet inhibiteur sur la prolifération 
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tumorale à la dose de 200 mg/kg en corrélation avec les données bibliographiques (Katz, et 

al., 2003).  

Ce modèle est désormais opérationnel pour l’évaluation de nouvelles formulations telles 

que les nanoparticules et de stratégies innovantes telles que les plasmas froids fibrés. 

Toutefois, selon le but recherché, il est nécessaire d’adapter le schéma expérimental. Le suivi 

doit être inférieur à 40 jours dans le cas d’études d’efficacité nécessitant une quantification 

précise et répétée de l’évolution tumorale et plus particulièrement de la croissance de la 

tumeur primaire par bioluminescence. Dans le cas d’évaluation des effets sur la prolifération 

métastatique ou sur la résistance au traitement due au caractère hypoxique de la tumeur les 

études doivent être plus longues, et d’autres modalités d’imagerie, indépendante du 

métabolisme (O2 et ATP), comme l’imagerie de l’expression des intégrines �v�3 et �v�5 en 

fluorescence proche infrarouge 3D ou en TEP peuvent être mis en œuvre afin de réaliser un 

suivi quantitatif de l’évolution tumorale. Dans tous les cas, la mesure du volume tumoral en 

fin d’étude permet de confirmer les résultats.  

 

Une autre partie importante de mon travail de thèse a été l’évaluation d’une nouvelle 

thérapie ciblée par plasma froid fibré, le plasma gun, sur le modèle orthotopique 

d’adénocarcinome pancréatique MIA PaCa2-luc. Dans le cas de cancer du pancréas non 

opérable, notamment lors d’une atteinte de canaux biliaires et pancréatiques, un traitement 

ciblé par photothérapie dynamique a montré une certaine efficacité (Topazian, et al., 2012). 

Cependant, compte tenu des effets secondaires liés à ce traitement (photosensibilisation, 

brûlures), la mise en œuvre d’une nouvelle thérapie, utilisant la même modalité d’application 

(cathétérisme) pourrait permettre d’améliorer le rapport bénéfice/risque. 

Le plasma gun a montré des effets significatifs sur l’inhibition de la croissance cellulaire 

in vitro ainsi que sur la croissance tumorale in vivo. Afin d’augmenter les effets obtenus, la 

gemcitabine qui a démontré des propriétés radiosensibilisantes sur les cellules tumorales 

humaines et murines (Cardillo, et al., 2002, Lawrence, et al., 1996, Shewach and Lawrence, 

1996) a été administrée en complément du traitement au plasma gun. Les effets obtenus on  

montré une augmentation de l’inhibition de la prolifération tumorale lors du traitement en 

bithérapie. Compte tenu de ces résultats très encourageants, il est envisagé d’augmenter la 

dose de plasma délivrée, notamment par augmentation de la fréquence, dans la limite de 

tolérance par les tissus sains, afin d’améliorer l’effet antitumoral. 
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Le plasma gun, bien toléré chez l’animal avec les paramètres mis en œuvre dans nos 

études, pourrait permettre à terme, de traiter chez l’homme des tumeurs localisées et 

difficilement opérables, notamment dans le cas d’atteinte des canaux biliaires et pancréatiques 

comme lors d’une Tumeur Intracanalaire Papillaire Mucineuse du Pancréas (TIPMP). 

D’autres champs d’applications en oncologie sont envisagés, notamment dans le cas de 

récidives colorectales ou lors de plages de dysplasie pulmonaire ou à la jonction oesophago-

gastrique.  

 

Enfin, la dernière partie de cette thèse a consisté à optimiser des techniques afin de 

caractériser et d’évaluer de nouvelles stratégies thérapeutiques.  

•  Modèle de métastases osseuses : suite à l’injection intracardiaque au niveau du 

ventricule gauche, les cellules de carcinome prostatique PC3M-luc, colonisent les sites 

osseux, et génèrent des métastases osseuses de type ostéolytiques. Chez la souris, 

l’administration intra-cardiaque ne présente pas de difficulté majeure mais le ciblage 

spécifique du ventricule gauche, permettant d’atteindre la circulation systémique, est 

particulièrement délicat entrainant un nombre limité d’animaux susceptibles de présenter des 

métastases osseuses. Un certain nombre de sujet étant par ailleurs porteurs de foyers 

péricardiques ou médiastinaux qui introduisent une variabilité et donc une dégradation de la 

sensibilité des études en onco-pharmacologie. Cette voie d’administration est la seule 

permettant de garantir l’obtention de métastases osseuses avec des localisations (mandibule, 

vertèbres, articulations…) et une cinétique de croissance assez représentative de la pathologie 

humaine (Hess, et al., 2006). L’amélioration de la procédure d’induction par mesure du signal 

de pression intraventriculaire avant l’injection des cellules a permis d’augmenter le nombre 

d’animaux présentant des métastases et de réduire la variabilité inter-individuelle. Après 

injection de macroagrégats d’albumine marqués au 99mTc, nous avons pu, par imagerie 

scintigraphique, corréler la distribution des cellules dans l’organisme à l’onde de pression 

intra-ventriculaire mesurée. Une pression intra-ventriculaire systolique de 110 mmHg 

correspond ainsi à une injection au niveau du ventricule gauche alors qu’une pression 5 fois 

plus faible (20 mmHg) correspond à une injection dans le ventricule droit.  

D’autre part, nous avons cherché à déterminer la domiciliation des cellules PC3M-luc 

après administration dans le ventricule gauche, le but étant de disposer d’un moyen de 

déterminer les éventuelles niches tumorales de façon précoce pour appréhender la biologie de 

la métastasie. En effet, la comparaison de la domiciliation initiale des cellules à la 
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localisation finale des métastases est un élément essentiel dans la compréhension du 

processus métastatique et pour cela il est nécessaire de déterminer la corrélation ou non entre 

les observations précoces et les sites métastatiques avérés. Pour cela, les cellules PC3M-luc 

ont été marquées à l’111In afin d’être suivies en TEMP durant 96 h. Les résultats obtenus 

n’ont pas permis de répondre à cette question, car l’ 111In libre s’est fixé au niveau de sites 

osseux (articulations). De nouvelles études doivent être réalisées, par exemple par co-

injection de DTPA, puissant chélatant de l’Indium, à faible dose en complément de 

l’administration des cellules PC3M-luc marquées à l’111In comme préconisé dans d’autres 

méthodes de marquage. Cela permettrait d’améliorer l’élimination par voie urinaire de 

l’indium libre et limiterait ainsi sa fixation hépatique et osseuse via sa liaison à la 

transferrine. Un marquage des cellules PC3M-luc par d’autres marqueurs tels que des 

fluorochromes IR par exemple est également envisageable pour rendre possible le suivi de la 

domiciliation sur des temps plus long (15 jours) et sans fixation osseuse du fluorochrome 

libre. Quelques marqueurs ont été développés et on peut citer une carbocyanine lipophile 

fluorescent dans le proche infrarouge, DiR, qui permet de marquer directement les 

membranes cellulaires (Kalchenko, et al., 2006) mais avec des artefacts possibles liés aux 

échanges de lipides entre cellules (trogocytose). Un dérivé NHS fluo (VivoTag 680®) qui 

permet de marquer les cellules par fixation covalente à des composants cellulaires après 

internalisation (Swirski, et al., 2007) est une alternative particulièrement séduisante tant 

qu’elle n’impacte pas sur les propriétés physiologiques des cellules marquées. 

Enfin, des paramètres tels que le délai d’apparition des métastases après induction, la 

nature ostéolytique ou ostéocondensante des lésions ont été évalués par différentes modalités 

d’imagerie. L’imagerie de bioluminescence nous a permis de déterminer le temps de prise de 

greffe (30 jours pour le modèle PC3M-luc) et les principaux sites de métastases osseuses 

(tibia et mandibule). La TDM a confirmé les observations faites en bioluminescence et a 

permis de caractériser et de quantifier avec plus de précisions les lésions ostéolytiques. Enfin 

l’imagerie TEMP du métabolisme osseux, par injection de 99mTc-MDP a confirmé le caractère 

ostéolytique des métastases osseuses PC3M-luc et offrira une alternative pour une détection 

corps entier des foyers en absence de suivi des cellules par imagerie de l’expression génique 

(bioluminescence ou fluorescence infrarouge d’une protéine rapporteuse).  

Ce modèle, nous a permis de valider 3 modalités d’imagerie permettant la détection et la 

caractérisation des métastases osseuses. La bioluminescence et la scintigraphie au MDP pour 

la détection précoce des métastases et le scanner X pour la caractérisation et la quantification 
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précise du volume osseux. Ces modalités d’imagerie pourront ainsi être appliquées à tous les 

modèles murins de cancer présentant des métastases au niveau de l’os, qu’elles soient 

ostéocondensantes, ostéolytiques ou mixtes. 

 

•  Imagerie haute résolution du réseau vasculaire par casting de la vascularisation. 

Cette méthode permet de visualiser par scanner X, la structure tridimensionnelle des 

vaisseaux suite à l’injection de résine radio-opaque dans le réseau vasculaire. Par une 

optimisation des protocoles d’acquisition nous avons réussi à acquérir des images de haute 

résolution (25 µm) pouvant être analysées grâce à un logiciel d’analyse d’images du type 

iMorph (J. Vicente, IUSTI, Marseille) fournissant des informations quantitatives et 

statistiques.  

D’autres méthodes peuvent être envisagées pour la visualisation ou la quantification de la 

vascularisation. Le réseau vasculaire peut ainsi exploré in vivo, par angiographie ou 

échographie doppler microbulles mais dans ce cas, les résolutions obtenues (environ 100 µm) 

ne permettent pas de quantifier les microvaisseaux, à l’origine de la néovascularisation. La 

quantification peut être réalisée in vitro par la mesure histologique de la densité vasculaire, 

mais cette technique est limitée par le recours à des prélèvements susceptibles d’altérer la 

vascularisation tumorale et la tumeur elle-même et elle ne permet pas d’étudier une 

vascularisation fonctionnelle. Ainsi le Cast qui préserve la structure tridimensionnelle des 

vaisseaux et de la tumeur semble une alternative intéressante pour la visualisation et la 

quantification des effets de nouvelles thérapies sur la vascularisation.    

Cette technique d’imagerie ex vivo de la vascularisation permet de générer des données 

compatibles avec des logiciels d’analyses d’images jusqu’alors uniquement utilisés dans les 

domaines de physique des matériaux. Le logiciel (iMorph) nous a permis de déterminer les 

caractéristiques morphologiques des échantillons tels que la répartition des diamètres des 

vaisseaux dans des classes de 50 µm. Pour la suite des études, il peut être envisagé d’étudier 

d’autres paramètres, tels que la tortuosité, caractéristique de la désorganisation de 

l’architecture vasculaire de la tumeur. En effet, il a été démontré, lors d’un traitement anti-

angiogénique, une réorganisation du réseau vasculaire, notamment par normalisation de la 

vascularisation (Jain, 2005). Cette réorganisation va conduire au rétablissement des 

caractéristiques d’une vascularisation tissulaire « normale » dans la tumeur, par disparition 

des capillaires immatures, et régularisation de l’architecture des autres vaisseaux modifiant 

ainsi la tortuosité.  
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Cette méthode d’imagerie à haute résolution de la vascularisation permettrait d’évaluer 

précocement les effets d’une nouvelle molécule sur la réorganisation du réseau vasculaire et 

représente une alternative à l’histologie en complément des explorations fonctionnelles, 

moléculaires ou anatomiques de l’imagerie in vivo.  

 

A travers ces exemples, nous pouvons appréhender l’intérêt de l’imagerie pour le 

développement et la validation de nouvelles thérapies anticancéreuses. Hormis son intérêt 

majeur qui est de diminuer le nombre d’animaux, une des règles principales en 

expérimentation animale (Règle des 3R), l’imagerie préclinique permet d’évaluer l’efficacité 

et d’aborder les mécanismes d’actions de nouvelles stratégies thérapeutiques avec une grande 

précision.  

Les modalités d’imageries précliniques, de plus en plus perfectionnées permettent 

aujourd’hui de détecter des foyers tumoraux inférieurs aux millimètres, et les sondes utilisées, 

de plus en plus spécifiques, permettent d’explorer des mécanismes moléculaires bien précis 

impliqués dans des phénomènes tels que l’apoptose, l’hypoxie, l’angiogenèse, les activités 

protéasiques et le métabolisme osseux. L’arrivée prochaine de la tomographie moléculaire de 

fluorescence infrarouge à haute résolution et l’imagerie optoacoustique vont contribuer à 

élargir la palette des explorations in vivo qui rendent désormais incontournable l’imagerie en 

onco-pharmacologie et en recherche préclinique translationnelle. 
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NOVELTY and IMPACT 8 

This paper describes the effects of a fibered non thermal plasma alone or in combination with 9 

gemcitabine for the treatment of pancreatic carcinoma in a murine orthotopic model. 10 

This is the first paper to report the in vivo antitumor effect of a non thermal plasma jet 11 

(plasma gun). 12 
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ABSTRACT  1 

Pancreatic tumors are the gastrointestinal cancer with the worst prognosis in humans and 2 

with a survival rate of 5% at 5 years. Nowadays, no chemotherapy has demonstrated efficacy 3 

in terms of survival for this cancer. Previous study focused on the development of a new 4 

therapy by non thermal plasma showed significant effects on tumor growth for colorectal 5 

carcinoma and glioblastoma. To allow targeted treatment, a fibered plasma (Plasma Gun) was 6 

developed and its evaluation was performed on an orthotopic pancreatic carcinoma model 7 

using a MIA PaCa2-luc bioluminescent cell line. The aim of this study was to characterize 8 

this pancreatic carcinoma model and to determine the effects of Plasma Gun alone or in 9 

combination with gemcitabine. During a 36 days period, quantitative BLI could be used to 10 

follow the tumor progression and we demonstrated that plasma gun induced an inhibition of 11 

MIA PaCa2-luc cells proliferation in vitro and in vivo and that this effect could be improved 12 

by association with gemcitabine possibly thanks to its radiosensitizing properties. 13 



 

 
 

1. Introduction 1 

Developments in plasma physics make possible to use Non Thermal Plasma (NTP) in cancer 2 

research. Indeed, the first demonstration of plasma antitumor activity has been brought on 3 

subcutaneous tumors submitted to exposure via a large surface probe [1], the plasma being 4 

delivered in close vicinity of the powered electrode. Recently, improvements in fibered 5 

plasma generation allowed a propagation inside long, flexible and small capillaries using gas 6 

flow as low as few sccm. This new NTP source, so called Plasma Gun [2], is one of the large 7 

variety of plasma jets exhibiting unique features for biomedical applications, mainly 8 

endoscopic administration and in situ treatment of a variety of tumors. 9 

 Pancreatic tumors are one of the most lethal types of cancer. Treatments depend on the 10 

diagnosis stage, and are mainly based on a tumor resection followed by ionizing radiation and 11 

chemotherapy such as gemcitabine (2’2’-difluorodeoxycytidine). Despite these therapeutic 12 

approaches, only about 5% of the patients are still alive 5 years after being diagnosed. In this 13 

context, localized treatments such as photodynamic therapy are currently under investigations. 14 

Photodynamic therapy uses light emission at a specific wavelength combined with a 15 

photosensitizing agent in order to generate reactive oxygen species (ROS) in the treated area. 16 

For this purpose, specific agents are needed to target the tumor and to avoid systemic side 17 

effects such as those associated to sun exposure of the patient. Based on the exploitation of 18 

ROS properties, Plasma gun is a potential alternative for a loco regional treatment with a 19 

priori  limited side effects. NTP is an ionized gas (air or noble gas) sustained by a pulsed 20 

electric discharge. It is known to have an antitumor effect in vitro on various cell lines and in 21 

vivo on heterotopic xenograft tumors [3]. This cold excited gas (<40°C) contains free charges 22 

(electrons, ions), free radicals, excited molecules and can be delivered through capillaries to 23 

induce ROS generation in a localized site. Indeed, in a previous study, an increase in mice 24 

survival was observed with NTP on U87 human malignant glioma and melanoma heterotopic 25 



 

 
 

xenografts [3; 4; 5]. This antitumor effect was demonstrated to be associated to ROS 26 

generation in the vicinity of the cells, leading to DNA damages, cells cycle arrest and finally 27 

apoptosis induction with limited side effects to healthy tissues [4; 6].  28 

In a context of translational research and considering the ability of plasma gun to deliver in 29 

situ exposure to a tumor, a bioluminescent orthotopic pancreatic tumor was developed to 30 

allow a longitudinal non-invasive follow up of tumor growth in a clinically relevant animal 31 

model. In human, the most common pancreatic cancer is ductal adenocarcinoma [7], 32 

developing within the exocrine part of the pancreas and characterized by a severe tumor 33 

hypoxia [8] inducing a resistance against chemo- and radiation therapies [9]. In this goal, 34 

among other pancreatic tumor cell lines, the MIA PaCa2 cell line appeared quite relevant for a 35 

preclinical approach. The effects of plasma gun applied directly on primary pancreatic tumors 36 

were compared to gemcitabine as a reference drug [10]. Moreover, considering the 37 

radiosensitizing properties of gemcitabine [11], the potential interest of an association with 38 

plasma was investigated. 39 

We first documented the NTP and gemcitabine antitumor efficacy in vitro on MIA PaCa2 40 

cells, and then we evaluated these treatments in vivo. So, a luciferase stable transduction of 41 

MIA PaCa2 cells was done to allow tumor growth monitoring by in vivo bioluminescence 42 

imaging (BLI). Interests and limitations of BLI, an imaging modality dependent of cells 43 

metabolism and proliferation, were considered more especially in the context of this hypoxic 44 

tumor. 45 



 

 
 

2. Materials and Methods 1 

��� Drugs and Chemicals 2 

Gemcitabine was purchased from Sigma (Sigma-Aldrich, Lyon, France) and dissolved in 3 

sterile NaCl 0,9%. DMEM medium, fetal bovine serum, horse serum, L-glutamine (2mM), 4 

penicillin (50 IU/ml), and streptomycin (50 µg/ml) were from VWR (VWR International 5 

S.A.S, France). All other chemicals were from Sigma. 6 

 7 

��� Culture of MIA PaCa2 cells 8 

The MIA PaCa2 pancreatic cancer cell line was obtained from the American Type Culture 9 

Collection (Rockville, MD). Cells were maintained in a humidified incubator at 37°C in 5% 10 

CO2 with Dulbecco modified Eagle medium (DMEM) supplemented with 10% heat-11 

inactivated fetal bovine serum, 2,5% horse serum, 1% L-Glutamine and 1% penicillin and 12 

streptomycin. 13 

��) Generation of luciferase expressing MIA PaCa-2 cells 14 

To allow bioluminescence imaging (BLI), the MIA PaCa2 cell line was stably transducted 15 

with firefly luciferase encoding lentiviral particles as previously described [12]. Briefly, 16 

HEK293FT cells (Human Embryonic Kidney cells optimized for viral production) were 17 

transfected with 3 µg of the optimized packaging mix from ViraPower Lentiviral Expression 18 

System (Invitrogen Life Technologies, Cergy-pontoise, France), 9 µg of pLNT-LucF [12; 13] 19 

and 0,9µg of the pFG12 [14] which encode the luciferase and the Enhanced Green 20 

Fluorescent Protein (EGFP), respectively. Virus-containing supernatants were harvested 48 hr 21 

post-transfection and concentrated 60-fold by ultrafiltration. To generate stably modified 22 

pancreatic adenocarcinoma cells, 10 000 MIA PaCa2 cells were seeded in wells of a 96-well 23 

plate in 100 µl medium and infected 24 hr later with 50 µl virus containing supernatant, 24 

corresponding to 250 EGFP viral units per cell. After 2 weeks, EGFP expression level was 25 



 

 
 

quantified by flow cytometry. In addition, luciferase activity was measured for varying 26 

numbers of cells in a 96-well optical bottom plate (NUNC, Dominique Dutscher, Issy les 27 

Moulineaux, France) with 50 µl of lysis substrate buffer from the ‘Steady-Glo Luciferase 28 

Assay System’ (Promega) in each well. Light measurements were carried out in duplicate by 29 

spectrophotometry (VICTOR plate reader, Perkin Elmer, Woodbridge, ON, Canada) for 10 s 30 

and results were corrected for background luminescence from parental cells. 31 

 32 

��0 Animals and orthotopic tumor induction 33 

Female Swiss nude mice (Charles River Laboratoires France - L’Arbresle, France) were 34 

acclimated for 5 days in the laboratory before experimentation. 35 

Animals were housed in plastic cages inside a controlled ventilated rack with free access to 36 

water and food ad libidum. All experiments were performed in accordance with national 37 

animal care guidelines (EC directive 86/609/CEE, French decree no 87-848). Tumor 38 

xenografts, plasma treatment and BLI were carried out under general anesthesia obtained with 39 

2,5% isoflurane in air (Aerrane®, Maurepas, France). 40 

For tumor orthotopic xenografts, abdomens were prepped with betadine solution. A 1-cm 41 

wide incision was made in the left upper quadrant of the abdomen. The tip of pancreatic tail 42 

was gently grasped and pancreas/spleen were externalized in a lateral direction to be fully 43 

exposed. To improve injection reproducibility, a micromanipulator and a stereomicroscope, 44 

were used, the needle being inserted into the tail of pancreas and positioned in the pancreatic 45 

head region. 2.106 MIA PaCa2-luc cells in 50 µL PBS were slowly injected using a 27-gauge 46 

needle. The spleen was then returned to the appropriate position in abdomen, and skin and 47 

peritoneum closed with 5-0 vicryl sutures. The animals were then placed on a warming 48 

blanket until they recovered from anesthesia.  49 

All along the study, body weight was followed as an indicator of the health status.  50 



 

 
 

 51 

��� Gemcitabine and NTP treatment 52 

For in vitro assays, MIA PaCa2 cells (5x104) were seeded in 24- or 96-well plates 24 hr 53 

before gemcitabine or NTP treatment that was performed in open air, 2 mm above the surface 54 

of the medium (500 µl) containing adherent cells. Gemcitabine was dissolved directly in the 55 

medium at different doses (1-200 nM).  56 

Concerning in vivo studies, four days after surgical implantation of MIA PaCa2-luc cells, 57 

mice were randomized according to bioluminescence and assigned into 4 groups of 8 mice 58 

each. The first group was negative control (CTRL) and did not receive treatment but vehicle 59 

(saline) and helium gas flow alone required for plasma. Mice in the second group (GEM) 60 

received every 5 days gemcitabine via the dorsal tail vein at a dose of 200 mg/kg. Dosing was 61 

performed during 20 days (5 treatments). 62 

In the third group (NTP) mice received Plasma Gun three times, at a repetition rate of 2 kHz 63 

during 10 min every 10 days, this protocol having previously shown a good tolerance by 64 

healthy pancreatic tissue. During all treatment procedures, anesthetized mice were placed on a 65 

temperature regulated silver plate, pancreas of the mice were externalized thanks to a surgical 66 

procedure and at that time, caliper measurement was done. Either the helium flow alone or the 67 

plasma was delivered through the capillary tip positioned at a distance of two millimeters 68 

above the tumor during 10 minutes (Figure 1a).  69 

In the last group, mice received a NTP/GEM combined treatment. Mice received gemcitabine 70 

24 hr before NTP exposure. The therapeutic schedule was the same for gemcitabine alone and 71 

NTP alone groups (i.e. every 5 days for gemcitabine, every 10 days for NTP) (Figure 1b). 72 

At day 36 post induction, mice were euthanized and the tumor size measured with a caliper, 73 

volume (V in mm3) being calculated using the formula for an ellipsoid V=4/3pi(a/2*b/2*c/2). 74 

a, b, c being the full length of the three axes. 75 



 

 
 

 76 

��' Bioluminescence Imaging (BLI) 77 

BLI allows real-time and non-invasive imaging of tumor evolution. BLI is based on detection 78 

of photon released through chemical reactions catalyzed by luciferase and depending on ATP 79 

and O2. As a consequence, BLI intensity is closely related to tumor activity and size at the 80 

time the tumors are in aerobic conditions. During tumor growth, metabolism shifts towards 81 

hypoxia and the bioluminescence as a biomarker becomes no more relevant. 82 

BLI mice imaging was performed before the first treatment (D3) and then weekly during 83 

treatment using the IVIS-luminaII imaging system (Caliper Life Sciences, Roissy, France). 84 

Each mouse was intraperitoneally injected with luciferin potassium salt (Promega, France) at 85 

a dose of 100 mg/kg and imaged after 5 minutes. Animals under gaseous anesthesia were 86 

placed on a temperature controlled warm bed (37°C) inside the dark box of a high sensitivity 87 

CCD camera cooled to -90°C. Acquisition settings (binning and duration) were set up 88 

depending upon tumor activity. Region of interest (ROI) was drawn manually around the 89 

tumor area, and the light (photons/sec) emitted from the ROI was measured using Living 90 

Image software (Caliper Life Sciences, Roissy, France). 91 

 92 

��� Cell growth assay 93 

The cytotoxicity of NTP and Gemcitabine was investigated using MTT assay and BLI. 94 

Briefly, cell viability was determined by measuring 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-95 

diphenyltetrazolium bromide (MTT) dye absorbance by living cells. Cells were seeded in 96 96 

well culture plates and incubated overnight before being treated with NTP or Gemcitabine. 97 

After a 48 hr incubation period, a MTT solution (2.5 mg/ml in PBS) was added to the culture 98 

medium, and cells were incubated for 4 h. Formazan crystals resulting from MTT reduction 99 

by viable cells were dissolved by the addition of an equal volume of solubilizing solution 100 



 

 
 

(10% SDS in DMSO/acetic acid 99/1) in each well. The absorbance of formazan was 101 

measured at a wavelength of 570 nm. 102 

For in vitro BLI imaging, cells were seeded in 24 well culture plates and incubated overnight 103 

before being treated with NTP or gemcitabine. After a 48 hr incubation period, 300 µg/ml 104 

luciferin potassium salt (Promega, France) were added in each well and the BLI was 105 

measured after 5 min incubation at 37°C using IVIS-lumina II imaging system (Caliper Life 106 

Sciences, Roissy, France). BLI intensity expressed in photons/sec in each well was 107 

normalized to the non-treated cell level. 108 

 109 

��. Necropsy and pimonidazole assay 110 

Pimonidazole as a 2-nitroimidazole compound is reductively activated at low-oxygen 111 

concentrations. Pimonidazole adducts bind to cell molecules that possess free thiol groups 112 

then accumulate in vivo and indicates tissue hypoxia directly at the cellular level. 113 

Hypoxyprobe® (pimonidazole) was obtained from the Natural Pharmacia International, Inc. 114 

(Research Triangle Park, NC) and was dissolved in 0,9% saline solution at a concentration of 115 

120 mg/ml. Each animal received 120 mg/kg Hypoxyprobe® i.p. one hour prior to be 116 

sacrificed. Hypoxic accumulation of pimonidazole was determined by immunohistochemistry.  117 

 118 

��� Immunohistochemistry 119 

Tumors were embedded in Tissue Tek and frozen sections fixed with 4% paraformaldehyde 120 

in PBS for 15 min at room temperature. After being washed with PBS, slices were incubated 121 

in 5% FBS (Invitrogen) and 0,1% Triton-X (Sigma-Aldrich) to inhibit nonspecific binding of 122 

antibodies. Primary antibodies were applied, and sections were incubated overnight at 4°C. 123 

The primary antibodies used were anti-luciferase rabbit polyclonal (1:100, Abcam, 124 

Cambridge, UK) and anti-pimonidazole mouse monoclonal (1:100, Hypoxyprobe, HPI, Inc., 125 



 

 
 

USA). Slices were then washed with PBS, FITC conjugated anti-mouse IgG and TRITC 126 

conjugated anti-rabbit IgG (1:500) were added and the tissue sections were incubated for 60 127 

min at room temperature. Slices were coverslipped with DAPI mounting medium and 128 

visualized on a ZEISS LSM 510 Meta confocal microscope equipped with Axiovision 129 

software (CARL, ZEISS SAS, Le Pecq, France). 130 

 131 

���# Data analysis 132 

Results are expressed as means ±SEM. Statistical significance was determined by Mann-133 

Whitney test. LD 50 was determined according to the Hill slope method (GraphPad Prism 5.0, 134 

La Jolla, CA). Differences were considered significant at p values <0,05. 135 



 

 
 

3. Results 1 

)�� NTP and Gemcitabine present a significant antitumor effect in vitro 2 

Lentiviral particles were used to transfer the firefly luciferase and EGFP genes to MIA PaCa2 3 

cells. Two weeks after viral transduction, flow cytometry analysis showed that 100% of virus-4 

treated MIA PaCa2 cells expressed EGFP (data not shown), indicating homogenous 5 

modification of cells. In vitro analysis of the luciferase activity revealed a 250 fold increase 6 

for virus-treated MIA PaCa2 cells (MIA PaCa2-luc cells) compared to parental cells (data not 7 

shown).  8 

The impact of the transduction with firefly luciferase expressing viral particles on cell growth 9 

in vitro was assessed during 96 hours and revealed no difference between both cell lines 10 

(MIA PaCa2 and MIA PaCa2-luc cells), figure 2a. Moreover, evaluation of treatment 11 

responses on non transduced and transduced cells was realized using gemcitabine. The cell 12 

viability and metabolism assays showed no modification of the two cells lines responses 13 

(Figure 2b). Using BLI, both treatments (NTP and gemcitabine) present a significant 14 

antiproliferative effect on pancreatic cells and the IC50, as determined using Hill slope 15 

method, was 9 s and 10 nM for NTP and gemcitabine respectively (Figure 3). Combined 16 

treatment NTP/Gemcitabine (5 nM) lead to an IC50 of 4 s. Considering the interesting 17 

antiproliferative potential of NTP and gemcitabine on MIA PaCa2-luc cells, the antitumor 18 

evaluation of these treatments was done in vivo on orthotopic xenografts.  19 

 20 

)�� Bioluminescence limitations are linked to the hypoxic characteristics of MIA 21 
PaCa2-luc tumors.  22 

Before assessing the antitumor effect of gemcitabine and NTP treatments, we needed to 23 

characterize the orthotopic tumor model induced with MIA PaCa2-luc cells. Considering 24 

weight and tumor volume, no significant difference in tumor growth was observed at D36 25 

between the groups of nude mice that received parental or transduced cells (figure 4). Next, 26 



 

 
 

transduced cells were used for assessment of tumors BLI intensity from D10 to D48 (figure 27 

5). An increase of BLI intensity was observed from D10 to D36 reflecting tumor growth, but 28 

a decrease of BLI intensity was observed from D42. This evolution of light emission which is 29 

not in accordance with the progression of tumor volume could be associated to several 30 

mechanisms including either a loss of luciferase gene expression or hypoxia, since BLI is an 31 

imaging modality strictly dependent upon cells metabolism.  32 

To visualized the persistence of luciferase protein in the tumor cells, mice were euthanized on 33 

D48 and tumor excised to perform immunohistochemistry with an anti-luciferase antibody. 34 

As displayed in figure 6a, all cells presented a positive labeling of luciferase on the whole 35 

tumor section. To localize hypoxic cells in the tumors, a pimonidazole adducts staining was 36 

performed leading to a positive immunosignal in the center and the periphery of the tumor 37 

(figure 6b). From these observations, the assessment of primary tumor growth with 38 

quantitative BLI was considered as not relevant beyond 36 days after tumor induction.  39 

 40 

)�) Gemcitabine reduces tumor proliferation.  41 

The gemcitabine antitumor efficacy was tested in vivo on orthotopic pancreatic tumors 42 

induced with MIA PaCa2-luc cells. BLI results are presented in figure 7a. In the group 43 

treated with saline and gas flow (CTRL group), an increase of BLI was observed along the 44 

weeks while in the group treated with gemcitabine (GEM group) a stabilization of BLI was 45 

obtained from D17. The observed antitumor effect was confirmed by caliper measurements at 46 

the end of the study (D36). Volumes of non-treated tumors were 80 mm3 as compared to 50 47 

mm3 for treated tumors (figure 7b). Tumor weights lead to similar results with 96 mg and 76 48 

mg respectively (figure 7c). At D36, the volume difference between gemcitabine-treated and 49 

non-treated tumors was significant (p<0,01) whereas the weight difference was not 50 

significant.  51 



 

 
 

 52 

)�0 NTP treatment produces a greater effect than Gemcitabine on tumor growth. 53 

NTP and gemcitabine antitumor effects were then compared on MIA PaCa2-luc cell-induced 54 

pancreatic tumors. Results obtained from BLI imaging performed once a week are presented 55 

in figure 7a. In the CTRL group, an increase of BLI was observed, while in the group treated 56 

with NTP (NTP group) a highly significant stabilization was induced by the treatment 57 

(p<0,001 at D30). The observed antitumor effect was confirmed from caliper measurements. 58 

At D36, volumes of non-treated tumors were 80 mm3 as compared to 16 mm3 for treated 59 

tumors (figure 7b). Tumor weights showed similar variations with 96 mg and 42 mg 60 

respectively (figure 7c). So NTP was shown to be more effective than gemcitabine 200 61 

mg/kg. 62 

 63 

)�� The combination gemcitabine/NTP enhances the antitumor effect. 64 

By inhibiting the DNA synthesis, gemcitabine has been shown to enhance the cytotoxic 65 

activity of radiation [11]. Our next goal was then to test the combined effects of NTP and 66 

gemcitabine treatments to enhance the antitumor effect without increasing toxicity. When 67 

combining NTP and GEM, BLI intensity was significantly lower than CTRL group (Figure 68 

7a). At D36, a significant difference of tumor volumes was observed for the group treated 69 

with the bitherapy (NTP+GEM group) (6 mm3) as compared to CTRL group (80 mm3). 70 

Similar results were obtained for tumor weights with 12 mg for NTP+GEM group and 96 mg 71 

for CTRL group (Figure 7c). 72 

When comparing NTP+GEM and NTP groups, a significant difference of tumor weights, 12 73 

mg and 42 mg respectively, was observed at D36 (p=0,03). This observation shows that the 74 

plasma gun antitumor effects are increased by 33% when it is associated with gemcitabine 75 

(figure 7c). 76 



 

 
 

4. DISCUSSION 1 

This experimental work reports that plasma gun, alone and more especially in combination 2 

with gemcitabine, induces a significant reduction of tumor growth in a mouse orthotopic 3 

model of human pancreatic cancer. 4 

Tumor of the exocrine pancreas mainly ductal adenocarcinoma, the most common form of 5 

pancreatic cancer [7], is rarely curable and has an overall survival rate of less than 5%. 6 

Moreover, chemotherapy and radiotherapy are ineffective in most cases, so new therapeutic 7 

approaches and in vivo models offering high predictivity for translational research are 8 

necessary. In this context, we evaluated a new antitumor strategy based on non-thermal 9 

plasma which allows a local treatment. Indeed, NTP can be applied at the end of a small 10 

catheter and has demonstrated significant antitumor activity on various cell lines in vitro 11 

including colorectal and melanoma cells [3; 15; 16; 17]. This antitumor activity is related to a 12 

major cell death induction resulting from high rate generation of ROS in the vicinity of the 13 

cells [3; 18]. With the Plasma Gun, the ROS are mainly produced at the capillary outlet where 14 

energy transfer occurs between the helium plasma and the ambient air. 15 

This local treatment allows to avoid systemic side effects because only adjacent tissue of the 16 

tumor are exposed. Moreover, some studies showed a major sensitivity of tumor cells as 17 

compared to healthy tissues [6; 16]. This targeted effect could be explained by a better ROS 18 

tolerance of normal cells than tumor cells which have a higher basal level of ROS [19]. 19 

In our study, we investigated initially in vitro effects of gemcitabine and/or NTP on a 20 

representative cell line of ductal adenocarcinoma. An activity of gemcitabine in agreement 21 

with previous results [20; 21; 22] and a significant effect of NTP were observed. Given these 22 

encouraging results in vitro, and considering the good tolerance of plasma [15], we further 23 

investigated the potential antitumor properties of NTP treatment in vivo. Trying to provide 24 

more pertinent preclinical data, we have developed our approach in a context of translational 25 



 

 
 

research using a relevant tumor model and a clinically based treatment strategy. The first 26 

requirement was the development of an orthotopic pancreatic tumor model in mouse with 27 

mainly metastatic potential [23; 24] and hypoxic component [25], thus closely mimicking the 28 

pathophysiology of human pancreatic cancer [26]. Despite the different morphology of human 29 

and mouse pancreas similar patterns of metastasis were observed in agreement with published 30 

data [26]. Indeed, at late times (D45) 70% mice exhibited spleen, peritoneum metastasis and 31 

few foci in liver, kidney, stomach, intestines and diaphragm (data not shown), supporting a 32 

preservation of cells properties following transduction. To date, a powerful and widely used 33 

imaging modality in oncopharmacology for orthotopic tumors is BLI, an imaging based on a 34 

gene expression dependent upon metabolism (O2 and ATP). In aerobic conditions, 35 

bioluminescence intensity is closely dependent upon cell number and correlates with cell 36 

proliferation [27; 28]. In this study, our data showed a decreased bioluminescence beyond 37 

D36 in the control group, leading to two hypotheses: either loss of luciferase gene expression 38 

or hypoxic areas in the tumor. An anti-luciferase immunolabelling confirmed the presence of 39 

luciferase protein in the whole tumor. However, antipimonidazole immunolabelling revealed 40 

hypoxia both at the center and at the periphery of the tumor. This suggests that hypoxia is 41 

involved in the observed reduction of the bioluminescent signal. This hypoxia pattern was 42 

already reported in a preclinical model of pancreatic tumor [29] as well as in human 43 

pancreatic cancers which are characterized by a low oxygen tension [29]. The decrease of BLI 44 

along the tumor growth associated to the progression of hypoxia is an important limitation to 45 

consider for a relevant therapeutic drug evaluation that requires quantitative imaging. So, use 46 

of BLI for a longitudinal study of the primary tumor must be considered only during the time 47 

it is proportional to tumor size (<36 days for the present study). If it is necessary to document 48 

later stages for the primary tumor, other imaging modalities such as 18F-FDG PET with 49 

satisfactory sensitivity [30], but a moderate specificity [31] is an alternative to get quantitative 50 



 

 
 

data since scintigraphy with 111In-pentetreotide or other biomarkers such as VIP [32] and 51 

bombesine [33] appear not to be efficient quantitative modalities in mice models. Another 52 

strategy could be the use of 3D infrared fluorescence imaging of integrins (�v�3 and �v�5) 53 

that are overexpressed by both tumors and neo-endothelium [34]. However quantitation in 3D 54 

infrared fluorescence still requires some technological improvements. So, considering that our 55 

study can be achieved within the 36 days period and since it was possible to perform tumor 56 

size measurement at each treatment times, bioluminescence was considered as a suited 57 

modality to provide quantitative data. At the end of the study (D36), bioluminescence values 58 

were compared with tumor weights and volumes to confirm that at this time bioluminescence 59 

can be still considered as a relevant biomarker of tumor proliferation. 60 

When NTP is applied directly on the tumor, a significant antitumor activity is obtained. 61 

Previous studies have showed such an in vivo antitumor effect of plasma on subcutaneous 62 

tumors [1; 4; 5] only. This paper reports for the first time a high antitumor activity of fibered 63 

plasma on an orthotopic model. We have previously reported that plasma antitumor activity 64 

was linked to a high rate generation of ROS in the vicinity of the cells and an apoptosis 65 

induction [3]. To improve NTP antitumor activity, recent in vitro studies suggest the potential 66 

interest of the combination of NTP with chemotherapy. Indeed, a beneficial effect of the 67 

combination of cyclophosphamide with NTP has been reported even if mechanisms involved 68 

are still not elucidated [6]. We chose to associate NTP treatment to gemcitabine, a classically 69 

used chemotherapy for pancreatic tumor. 70 

This association could be of valuable interest because in addition to its cytotoxic effect, this 71 

nucleoside analogue is a potent radiosensitizer of rodent and human tumor cells, including 72 

pancreatic tumors [35; 36; 37]. It has been hypothesized that gemcitabine could induce 73 

Deoxyadenosine Triphosphate (dATP) depletion and cause an accumulation of MIA PaCa-2 74 

cells in early S phase [38] as a result of the inhibition of DNA synthesis, which may play a 75 



 

 
 

role in enhancing radiosensitivity [11]. These mechanisms associated to the effect of NTP on 76 

cell cycle, especially the multiphase cell cycle arrest observed after treatment [3; 39; 40], 77 

could increase the antitumor activity via an activation of the apoptotic pathway. We report 78 

here that gemcitabine administered 24h before NTP allows to reduce the tumor proliferation. 79 

This administration schedule was previously shown to be the most efficient in a context of 80 

radiotherapy [41]. Under the conditions used for our experiments, and in comparison with 81 

NTP group, a 33% decrease in tumor weight was obtained by combined therapy. As 82 

previously observed in radiotherapy, this improvement of antitumor activity using 83 

Gemcitabine/NTP combination may be the result of a modulation of cell cycle facilitating 84 

difluoro-dCTP incorporation in DNA [42]. 85 

In conclusion, our results suggest that fibered NTP could be a new therapeutic strategy 86 

against tumors, more especially when used in combination with antitumor drugs. The 87 

excellent tolerability and the effectiveness of NTP towards MIA PaCa2-luc cells in vivo, 88 

together with the ability to deliver NTP via a small capillary open new interesting 89 

perspectives for loco-regional or in situ applications more especially in the case of intraductal 90 

papillary mucinous tumors of the pancreas. Other applications are considered such as 91 

colorectal recurrences and bronchopulmonary or Barrett’s esophagus high grade dysplasias. 92 

Optimization of the NTP delivered dose to enhance the effects of the Gemcitabine/NTP 93 

combination then translation from orthotopic model in mice to dogs with spontaneous 94 

pancreas tumors is our next goal. For such a project, fibered plasma applications will be 95 

associated to interventional imaging using a near infra red fluorescence probe targeting 96 

integrins that are overexpressed by tumor foci. 97 
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Développement de stratégies d’imagerie multimodalités pour la 
pharmacologie des agents anticancéreux 

 
Résumé :  

L’imagerie préclinique dans le domaine de la cancérologie est en plein essor. Elle permet grâce à des modèles animaux 
représentatifs de cancers humains de comprendre les mécanismes de développement des pathologies et d’évaluer 
l’efficacité thérapeutique d’un nouveau traitement. 
Le principal objectif de ce travail a été de développer deux modèles orthotopiques de cancer (pancréas et colon) et 
d’évaluer des traitements de références ainsi qu’une nouvelle stratégie thérapeutique par plasma froid fibré appelée 
Plasma Gun. Les 2 modèles de cancers développés ont montré une bonne représentativité vis-à-vis des cancers humains, 
avec l’apparition de métastases à distance et la présence de zones hypoxiques. Le 5-fluorouracile pour le modèle 
orthotopique de carcinome colorectal HCT116-luc et la gemcitabine pour le modèle d’adénocarcinome pancréatique 
MIA PaCa2-luc ont induit à faible dose des effets discrets pouvant être mis en évidence grâce aux modalités 
d’imageries mises en œuvre. Après validation de nos démarches expérimentales une nouvelle stratégie thérapeutique, le 
Plasma Gun, a été évaluée et a montré des effets significatifs sur l’inhibition de la croissance tumorale. 
Le second objectif de ma thèse a été de mettre en œuvre des outils pour l’induction et la caractérisation des métastases 
osseuses ainsi que pour l’imagerie haute résolution de la vascularisation. D’une part, les métastases osseuses obtenues 
par injection de cellules PC3M-luc en intracardiaque ont été évaluées et quantifiées grâce à différentes modalités 
d’imagerie (bioluminescence, scintigraphie et scanner X). D’autre part, la réalisation d’une imagerie haute résolution de 
la vascularisation a été possible grâce à la technique de casting qui permet de recréer la structure 3D de l’architecture 
vasculaire suite à l’injection d’une résine dans la circulation.  
Les développements réalisés lors de cette thèse ont ainsi permis d’apporter des outils pour l’évaluation préclinique de 
nouvelles thérapies anticancéreuses. 
 
Mots clés : Imagerie du petit animal, cancérologie, modèles orthotopiques, Cast, Plasma Gun. 

 Development of multimodal imaging strategies for the pharmacology 
of anticancer agents 

 

Summary :  

Preclinical imaging in oncology is booming. It allows, using representative animal models of human cancers, to 
understand the mechanisms of development of pathologies and to assess the therapeutic efficiency of a new treatment. 
The main objective of this work was to develop two orthotopic models of cancer (pancreas and colon) and to assess on 
them the reference treatments as well as a new therapeutic strategy by non thermal plasma so called Plasma Gun. The 
two cancer models developed showed good representation in relation to human cancers, with the appearance of distant 
metastases and hypoxia. 5-fluorouracil for the HCT116-luc orthotopic model of colorectal carcinoma and gemcitabine 
for the MIA PaCa2-luc pancreatic adenocarcinoma model, have induced discrete effects at low dose wich can be 
detected thanks imaging modalities. After validation of our experimental steps, a new therapeutic strategy, Plasma Gun 
was evaluated and showed significant effects on tumor growth inhibition. 
The second objective was to carry out tools for the induction and the characterization of bone metastases and for high 
resolution imaging of the vasculature. On the one hand, bone metastases obtained by injection of PC3M-luc cells 
intracardially, was evaluated and quantified with different imaging modalities (bioluminescence, scintigraphy and 
Computed Tomography). And the other hand, the achievement of a high resolution imaging of vascularization, was 
possible by the casting method that restores the 3D structure of the vascular architecture following injection of a resin in 
the circulation.  
Developments makes during this thesis are new tools for preclinical evaluation of novel anticancer therapies. 
 
Keywords : Small animal imaging, cancerology, orthotopic model, Cast, Plasma Gun.  
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