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A. Situation du sujet

| Introduction

La recherche clinique est une activité médicale qui vise a améliorer la prise en
charge diagnostique et/ou thérapeutique d’'une maladie ou d’'un état pathologique
chez 'humain. Elle est I'aboutissement de tout un processus de réflexion et de
supposition scientifique, validée par une étape indispensable constitué par la

recherche préclinique.

Cette recherche préclinique, concerne - comme son nom l'indique - toute procédure
expérimentale qui vise a évaluer un moyen diagnostique ou thérapeutique avant de
passer aux essais cliniques chez I’hnumain. Elle est en principe constituée de deux
étapes successives: la recherche fondamentale en «ex vivo», suivie de la
recherche «in vivo » sur des modéles animaux. Cette derniére constitue le pré-
requis indispensable avant d’envisager la possibilité d’'une application a 'homme.
Les résultats de cette phase de recherche serviront de support pour la mise en place

d’études préliminaires avant la mise en oeuvre d’essais cliniques chez ’'homme.

La recherche préclinique doit obéir a des régles méthodologiques, légales et
éthiques trés strictes. La premiere étape constituée par la recherche médicale
fondamentale vise a mieux comprendre le fonctionnement du corps humain ainsi que
I'origine et le mécanisme ou les mécanismes d’action conjoint de ses déréglements
que constituent ses diverses maladies. Le spectre de ce type de recherche est trés
large et il est largement dépendant des autres sciences telles que la biologie
cellulaire et moléculaire, la biochimie, I'histologie, la génétique, la pharmacologie,

etc...

Si le domaine d’étude de la recherche fondamentale est constitué par I'analyse du
fonctionnement normal et pathologique des systémes vivants, cette derniére n’en est
pas moins la source d’applications cliniques plus ou moins directes, ses découvertes
pouvant présider a de nouvelles approches aussi bien thérapeutiques que
diagnostiques. Il en sera ainsi par exemple de la découverte d’'un nouveau marqueur

tumoral pour I'approche diagnostique ainsi que de celle de la dérégulation d’'une voie



cellulaire dont la correction est susceptible d’améliorer le pronostic a long terme

d’'une tumeur évoluée.

A cette étape in vitro indispensable va succéder une étape in vivo également
indispensable dans le contexte légal actuel a tous développements ultérieurs. En
effet les modéles in vitro, qu’il s’agisse de cocultures ou de modeéles tridimensionnels
reproduisant un tissu, tel que la peau par exemple, ne sont pas encore a méme de
prédire les répercussions d'une nouvelle thérapie tant sur le plan de la
pharmacocinétique que de la pharmacodynamie mais aussi de la toxicité a court et

moyen terme sur I'organisme entier.

La pratique d’'une expérimentation in vivo sur I'animal de laboratoire est a I'heure
actuelle strictement contrélée et impose un certain nombre de contrainte. Elle
s’inscrit dans le cadre d’une réglementation européenne (STE numéro 123 du 15 juin
2006 du Conseil de la Communauté Européenne). L’établissement dans lequel
s’effectue I'expérimentation animale doit disposer d’'un agrément précisant les types
d’animaux utilisés dans ces expériences, les protocoles effectués et les soins
apportés aux animaux tout au long de la réalisation du protocole. L’objectif est de
n’utiliser les animaux qu'a bon escient, en nombre réduit avec le minimum de
manipulation douloureuse. Cette approche éthique de I'expérimentation animale a
amené la population scientifique a développer des approches expérimentales
réduisant au minimum nécessaire le nombre d’animaux d’expérience et a développer
des méthodes permettant d’éviter des manipulations douloureuses a ces animaux.
L'utilisation des méthodes d’imagerie du petit animal s’inscrit tout particulierement

dans cette nouvelle vision de I'expérimentation animale.

Il Modéles animaux expérimentaux

Un modéle expérimental tend a élaborer une représentation simplifiée d’'un systéme
biologique qu’il n’est pas possible d’étudier directement pour des raisons éthiques,
techniques ou économiques. En pathologie, le modéle animal joue un réle clé
puisqu’il va permettre a partir de la reproduction d’'une pathologie humaine de tester

des hypothéses sur les causes, les mécanismes et les thérapies de ces maladies.
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Pour garder une démarche rigoureuse, le modéle doit étre soigneusement validé et il
doit notamment répondre a un certain nombre de critéres (Cozzone P, 2002):
1. L’isomorphisme, c'est-a-dire que les symptdbmes observés chez I'animal
doivent étre semblables a ceux observés chez I'humain.
2. Il doit présenter des causes et des mécanismes identiques a ceux observés
chez 'homme, dans la mesure ou ceux-ci sont connus.
3. Il doit répondre de la méme maniére que 'homme aux différents traitements,
aussi bien positivement que négativement.
La limite de I'analogie dépend alors de la posologie qui doit étre adaptée a I'animal
en tenant compte des différences physiologiques avec 'homme (masse corporelle,

débit sanguin, métabolisme hépatique,...) (Cozzone P, 2002)

II-1 Types et modalités d’obtention de modéle animal.

Modeéles spontanés :

Ce sont des animaux qui présentent de fagon naturelle une condition similaire a une
condition humaine. Théoriquement ils sont les plus intéressants pour I'analyse des
mécanismes |ésionnels dans leurs ensemble ; malheureusement ils sont également
tres peu nombreux, comme par exemple des lignées de poulets ou de rats qui
présentent spontanément des états épileptiques trés semblables aux crises
observées chez I'homme (Meunier JM, 1996) Ces crises épileptiques sont

déclenchées par un stimulus visuel ou auditif.

Modeéles construits :

Il s’agit d’animaux chez lesquels les scientifiques reproduisent expérimentalement

une affection ou une maladie par de différentes méthodes.

1. Méthodes lésionnelles

Une atteinte de l'intégrité de I'animal susceptible de provoquer une pathologie sera
réalisée par voie chirurgicale. Ainsi, en ce qui concerne par exemple I'hypertension
artérielle, une ligature de l'artere rénale (modéle de Blalock) provoquera une

stimulation du systéme rénine-angiotensine (Blalock A, 1939). Dans le méme ordre
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d’'idée, une surrénalectomie bilatérale induira une maladie d’Addison, une
ovariectomie bilatérale une ménopause artificielle et une thyroidectomie totale une

hypothyroidie.

2. Méthodes chimiques

La Iésion responsable de la pathologie sera cette fois reproduite a 'aide d’un produit
chimique inoculé a l'animal. Il en est ainsi de la dégénérescence neuronale
progressive de la maladie de Parkinson qui peut étre reproduite par l'injection
localisée au niveau du locus niger d’'un produit neurotoxique. Il en est de méme du
diabete de type | qui peut étre provoqué par injection de streptozotocine, substance
chimique qui endommage les cellules [ des ilots de Langerhans productrices
d'insuline. Il s’avere étre également possible de reproduire certains types de cancer
a l'aide d'un cancérogéne chimique : c'est le cas du carcinome hépatocellulaire,
induit chez le rat par l'administration de diethyl nitrosamine (ou DEN) dit
« génotoxique » (Shiota G, 1999), ou d’inducteurs de la prolifération des
peroxisomes (PPS pour peroxisome proliferator stimulator) comme le clofibrate qui
agissent par l'intermédiaire d’'une mutation génétique au niveau du géne PPAR
(Heindryckx F, 2009).

Les modéles génétiques

Leur obtention repose sur des modifications du patrimoine génétique. Il s’agit d’'un
groupe particulier de modéles expérimentaux pour lequel le code génétique a été
manipulé afin de provoquer la maladie a étudier. Une séquence génétique étrangére
a l'individu a été inséré dans le génome des ces animaux, (modéles knock-in), ou
bien certains génes ont été remplacés ou neutralisés (modéles knock-out). Ces
modeéles permettent I'étude du fondement génétique de certaines maladies, la
susceptibilité ou la résistance a celles-ci, etc...

Ces modéles génétiques ont connu un essor important ces derniéres décennies du
fait d’'une meilleure connaissance du génome de la souris qui présente de
nombreuses homologies avec le génome humain (Arbeit JM, 1999; Bader M, 2000)

et des progres techniques importants dans la manipulation du génome.

Les modéles négatifs
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Ceux ci concernent des animaux résistants a une affection ou a une maladie donnée.
En étudiant les causes de cet état, il est théoriquement possible de trouver des
indices sur l'origine de la résistance a certaines maladies et sur les fondements
physiologiques de cette résistance. A été considéré comme modéle négatif un

modéle de résistance a I'infection au Gonocoque chez le lapin (Conn PM, 2008).

Les modeéles orphelins

Il s’agit dans ce cas particulier de pathologies existant naturellement chez I'animal
mais absentes chez 'homme. Il en a été ainsi de la tremblante du mouton qui n'a eu
pendant longtemps pas d’équivalent chez I'homme avant que [I'encéphalite
spongiforme bovine ne devienne contaminante chez 'homme du fait d’e I'apparition

d’'un variant apte a l'infecter par voie digestive.

lI-2 Expérimentation animale et éthique

Les bases éthiques de I'expérimentation animale proposées par William Russel et
Rex Burch en 1959 sont connues sous le nom de la « régle des 3R » (Russel W,
1959). Il s’agit de :

1. Remplacement: Remplacer I'expérimentation animale aussi souvent que
possible par la modélisation, les cultures cellulaires ou les modéles informatiques.

2. Réduction : Réduire le nombre des animaux mis en jeu dans la mesure du
possible (bibliographie pour éviter les expériences redondantes, mesure simultanée
d’'un maximum de parametres, minimum de statistiques significative).

3. Raffinement: Raffiner les expériences en choisissant des protocoles qui

minimisent le stress et la douleur en améliorant les conditions d’élevage.

Il s’agit d’'une prise en compte de I'animal comme étant un « étre sensible »,
I'ensemble des recommandations, qu’il s’agisse de la regle des 3R ou de la directive
STE n° 123 du ECC, visant a diminuer et le nombre et la souffrance des animaux
utilisés dans la recherche expérimentale. Il convient de remarquer que ces
recommandations éthiques ont amenées a une réduction significative du nombre

d’animaux utilisés en France, puisque la « consommation » s’est réduite de 7 millions
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en 1980 a 2,3 millions en 2004. Il est également notoire que les espéces dites
sensibles (a savoir les chiens, chats et primates) ne représentent qu’une trés faible
proportion (soit 0,4%) de I'ensemble des animaux expérimentaux qui sont constitués
a plus de 90% de rongeurs ou des lapins selon un rapport d’enquéte sur 'année

2004 du Ministére de la Recherche francaise.

Pour de nombreuses études notamment celles qui concernent [I'évaluation
préclinique de certaines nouvelles thérapeutiques, il n'est pas possible de s’affranchir
des études sur modéles animaux. Ceci s’explique essentiellement par des raisons
éthiques et législatives. En effet les études cliniques chez 'homme ne seront
autorisées qu'au vu des résultats d'essais sur les animaux afin de confirmer
I'efficacité du traitement sur un état pathologique, de démontrer sa supériorité par
rapport a d’autres traitements existants et surtout de valider son innocuité en cas
d’utilisation chez 'lhomme.

La phase de I'expérimentation animale dans la recherche préclinique est par ailleurs
indispensable pour vérifier in vivo I'effet rencontré in vitro d’'une molécule et ceci

avant de passer a I'expérimentation chez 'homme.

lll Méthodes d’imagerie chez le petit animal

-1 Généralités : intérét et contraintes de I'imagerie du petit animal

Si I'objectif et la justification d’'une recherche pré clinique sur I'animal de laboratoire
est la validation de nouveaux moyens de diagnostic et/ou de nouveaux traitements, il
faut que l'expérimentateur ait accés aux outils permettant une telle exploration
diagnostique et thérapeutique. Il est évident que ces derniers doivent étre adaptes a
'usage sur les espéces de taille réduite majoritairement utilisées en recherche
comme nous l'avons antérieurement spécifié. Il s’agit donc d’'une mise a I'échelle de
'animal. Ceci est particuliérement vrai pour toutes les méthodes d'imagerie, qui
reposent sur les mémes principes physiques qu’en clinique humaine, mais qui
nécessitent une réduction des appareillages, associée a une augmentation de leur
sensibilité du fait de la réduction drastique de la taille des organes ou structures
analysées. Un des avantages majeurs de l'usage de ces méthodes d’'imagerie est de

permettre de réaliser un suivi longitudinal non invasif, évitant le sacrifice et

14



I'agression physique des animaux. De plus chaque animal est a méme de constituer
son propre témoin ce qui améliore la sensibilité statistique des études effectuées et

en conséquence la validité des résultats obtenus.

lll-1.1 Intéréts des techniques d’imagerie dans la recherche préclinique

e Intéréts éthiques

L’expérimentation animale reste une étape incontournable dans la recherche
préclinique. Sur le plan éthique, la condition indispensable pour conduire une
expérience sur des animaux est de leur éviter toute souffrance inutile. En effet les
animaux sont des étres sensibles et pourvus de capacités cognitives et
émotionnelles. lls sont capables de souffrir. L’expérimentateur a le devoir de
s’assurer que leur santé et leur bien-étre ne sont pas inutilement menacés.

L’imagerie in vivo du petit animal constitue un outil précieux qui permet d’obtenir les
informations nécessaires surtout dans le cadre de suivi longitudinal d’'une affection
ou de l'effet d’'un traitement d’'une maniére non invasive et sans atteinte a l'intégrité

corporelle de I'animal.

e Intéréts économiques

Les techniques ex vivo présentent I'inconvénient majeur du sacrifice de I'animal, ce
qui implique l'utilisation de nombreux animaux dans des procédures longues et
colteuses.

Il faut rappeler que la création d’'un modele animal d’'une pathologie quelconque
nécessite plusieurs semaines, voir plusieurs mois et ceci est d’autant plus vrai s'il
s’agit d’'un modéle transgénique. Les techniques d’imagerie in vivo autorisant comme
nous I'avons deéja dit auparavant la réalisation d’un suivi longitudinal d’'une maladie
ou d'un traitement sur un individu sans porter atteinte a son intégrité, elles vont donc
éviter le sacrifice de ces animaux.

Ce sacrifice constitue a I'évidence une perte de temps et d’argent. En effet outre
'aspect éthique d’'un sacrifice d’'un nombre élevé d’animaux, ce dernier a un co(t
financier que ces animaux aient été produits par le laboratoire ou achetés a un
fournisseur. Il faut également prendre en compte le temps nécessaire pour réaliser

les expériences qu’ils s’agissent de modéles induits, greffés ou transgéniques. C’est

15



ce dernier aspect d’économie de temps, donc de salaire du personnel animalier et
chercheur, qui doit entrer en balance dans [lappréciation du prix et de
'amortissement des dispositifs d'imagerie du petit animal qui restent relativement

chers.

e Intéréts scientifiques

L’exploration répétitive des animaux par imagerie, soit morphologique, soit
fonctionnelle a haute résolution permet I'obtention d’informations anatomiques,
biochimiques, physiologiques, génétiques, pharmacologiques, etc... Tout en
respectant l'intégrité cellulaire des animaux étudiés.

Une telle approche expérimentale ouvre d’énormes perspectives scientifiques dans
les domaines de la biologie du développement, de la physiopathologie des maladies,
de la prévention, du diagnostic précoce et du traitement des cancers. Elle permet
également une visualisation de I'expression des génes notamment par l'usage de
genes rapporteurs codant des protéines fluorescentes (vertes ou rouges) ou des
enzymes dont laction sur un substrat provoquera I'émission d'une lumiére
(luciférase), etc... ainsi que I'évaluation pré-clinique des médicaments. Il est en fait
possible de trouver un nombre indéfini d’applications, lesquelles seraient totalement

inimaginables en I'absence de ces modalités d’imageries.

lll-1.2 Contraintes propres a I'imagerie du petit animal ( Cozzone P, 2002)

L’imagerie du petit animal présente des contraintes spécifiques qui n’autorisent que
rarement une transposition immédiate des techniques d'imagerie médicale utilisées
chez 'lhomme.

La contrainte la plus évidente est liée aux dimensions réduites des structures
étudiées, ce qui impose une amélioration importante de la résolution spatiale (On
entend par résolution spatiale la capacité de discerner sur une image deux structures
petites et proches. Elle dépend de la taille du pixel ou du voxel correspond).
L’obtention d’informations anatomiques chez le rongeur impose d’atteindre une
résolution spatiale de quelques centaines de ym voir méme quelques dizaines de um
lorsqu’il s’agit de la souris. Cette qualité de résolution spatiale obtenue en imagerie

structurelle n’est pas atteinte en ce qui concerne la mesure de paramétres
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fonctionnels cellulaires ou tissulaires. En effet I'imagerie fonctionnelle ne dispose
pour l'instant que de résolutions spatiales de I'ordre du mm (Hume SP, 1998)

Le gain en résolution s’accompagne d'une diminution dramatique de la quantité
d’'information obtenue. En effet si on gagne d’un facteur de 10 en résolution spatiale
dans les trois dimensions, le volume élémentaire analysé (ou voxel) obtenu sera
1000 fois plus petit.

Cette amélioration de la résolution nécessite de mettre au point des systémes de trés
haute sensibilité sans générer un risque pour I'animal. En effet il existe, et ceci plus
particulierement lorsque le dispositif repose sur l'usage de radiations X, un
accroissement de la dose de rayons délivrés. Cet élément de risque pour I'animal
constitue encore le plus souvent le facteur limitant au gain en résolution de I'imagerie
du petit animal.

La derniére contrainte et non des moindres de ce type d’'imagerie est la nécessité
d’anesthésier 'animal. En effet, a I'inverse de 'homme, il est indispensable dans la
majorité des cas d’endormir I'animal pour obtenir I'immobilité pendant I'acquisition de
'image. Or 'usage de I'anesthésie présente différents inconvénients parmi lesquels |l
faut mentionner le risque d’'une perturbation des phénomeénes étudiés en raison de
son origine pharmacochimique (activité cérébrale notamment). De méme son usage
rend impossible toutes les études qui nécessitent la conservation de la conscience
de I'animal (étude du comportement, de la réalisation d’'une tache telle que manger
ou boire, 'apprentissage et la mémorisation tel que dans le parcours d’un labyrinthe,
etc...).

L’animal ne pouvant pas se mettre en apnée, il est indispensable pour éviter les
artéfacts liés aux mouvements respiratoires de réaliser une acquisition synchronisée
avec ces mouvements. L’acquisition d'images se fera donc en méme position
respiratoire a chaque cycle, ce qui aura comme inconvénient de rallonger le temps
d’acquisition. Il en est de méme pour l'imagerie cardiaque, pour laquelle la

synchronisation se fera avec 'ECG.

lll-2 Modalités d’imagerie

Il existe deux grandes familles parmi les diverses modalités d’'imagerie existantes

chez le petit animal. Il est possible de distinguer:
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1) Une premiére modalité, regroupant I'imagerie X, 'échographie et I'imagerie par
résonnance magnétique (IRM). Cette modalité repose sur la détection de signaux
intrinséques a l'organisme étudié : il s’agira de l'atténuation du rayon X par les
différents tissus, de la réflexion des ultrasons, de la détection des propriétés
magnétiques locales.

Il est parfois nécessaire pour améliorer le rehaussement d’un organe, d’une structure
ou d’'un tissu afin de mieux le visualiser d’avoir recours a l'injection d’'un produit de

contraste spécifique.

2) La seconde modalité concerne les techniques qui se fondent sur la détection
aprés injection ou inhalation d’'un traceur spécifique d’une cible biologique. Il s’agit
principalement de l'imagerie nucléaire qui repose sur la détection de molécules
emettrices de photons optiques. Il convient d’y associer I'imagerie par SPECT avec
émission d’'un seul photon ainsi que I'imagerie optique reposant sur la détection de la
fluorescence ou de la luminescence des tissus.

Nous allons passer en revue les techniques d’'imageries les plus répandues a I'heure
actuelle. Nous commenceront par le scanner a rayon X dont l'application aux

tumeurs digestives constitue I'objectif du présent travail de these.

lll-2.1 Le scanner a rayon X ou TDM

Principe de fonctionnement du scanner TDM.

Il s’agit d’'une technique d'imagerie médicale qui consiste a calculer une
reconstruction 3D des tissus a partir d'une analyse tomographique obtenue en
soumettant le sujet au balayage d’un faisceau de rayon X. En général I'émetteur de
rayons X tourne autour du patient en méme temps que le récepteur chargé de
mesurer I'intensité des rayons aprés leur passage au travers du corps. Les données
sont ensuite traitées par ordinateur, qui recomposera les vues en coupe des organes
et pourra réaliser des reconstitutions en trois dimensions de la région étudiée a partir
des coupes 2D.

Il est possible de faire ressortir certains tissus, en particulier les vaisseaux sanguins,

en injectant un produit dit « de contraste » (souvent un complexe de I'iode) qui a la
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propriété de fortement absorber les rayons X et donc de rendre trés visibles les
tissus ou ce produit est présent (qui apparaissent alors hyperdenses).

Aujourd’hui on peut obtenir en quelques secondes, grace aux scanners multi
détecteurs a acquisition spiralée, une exploration trés précise d’un large volume du

corps humain.

Historique et évolution des appareils

Historique

Le principe de la tomodensitométrie repose sur le théoréme de Radon qui décrit
comment il est possible de reconstruire la géométrie bidimensionnelle d’'un objet a
partir d’'une série de projections mesurées autour de celui-ci. Cette méthode peut
étre étendue a la reconstruction de la tomographie interne d’'un objet a partir de la
facon dont les rayons traversant celui-ci sont absorbés suivant leur angle de
pénétration. Toutefois, les calculs nécessaires a cette technique la rendaient
impraticable avant 'avénement des ordinateurs (Pan X, 2008).

Le premier scanner rayon X a été mis au point en 1972 par un ingénieur britannique,
Godfrey Newbold Hounsfield, travaillant dans un laboratoire financé par EMI
(Electronical Musical Instrumental) a partir des travaux publiés quelques années
auparavant par un physicien américain, Allan Macleod Cormack. Ces deux savants
ont ainsi obtenu le prix Nobel de médecine en 1979 pour le « développement de la

tomographie axiale calculée ».

Evolution des appareils

Les anciennes générations séquentielles ne permettaient d’acquérir que des coupes
isolées : le patient était placé sur une table mobile, déplacée sous I'anneau circulaire
(gantry) et immobilisée pour chaque niveau d’acquisition (coupe).

Dans les scanners « spiralés » (ou « hélicoidaux »), I'émission des rayons X et
'acquisition est continue, la table avangant dans I'anneau circulaire a une vitesse
fixée (pitch). La réalisation de I'examen est beaucoup plus rapide (quelques
secondes), et plus facile dans beaucoup de cas (apnée de quelques secondes pour
les examens thoraciques au lieu de plusieurs apnées correspondant a chaque
coupe). La rotation du ou des capteurs est passée de 500 ms a 280 ms sur les

appareils de derniéres générations.
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Le scanner multibarettes associe a la technique hélicoidale un nombre de capteurs
plus important (de 4 barrettes sur le premier modéle datant de 1999, jusqu'a 128
barrettes en 2008) permettant des coupes plus fines et l'accession a la
reconstruction tridimensionnelle de structures de taille réduite (artéres coronaires par
exemple). L'’irradiation est cependant nettement supérieure aux premieres
générations.

Le scanner « double tube » est le premier scanner a double source mettant en
oeuvre une technologie dans laquelle deux sources de rayon X, disposées a angle
droit 'une par rapport a l'autre. Il offre une vitesse d’acquisition (pitch 3,7) et une
résolution temporelle (75 ms) deux fois plus élevée. Ceci est particulierement
intéressant en imagerie cardiaque. En effet la qualité de I'image cardiaque par
tomodensitométrie dépend a la fois de la fréquence et de la régularité des
battements cardiaques. |l est évident que la résolution temporelle atteinte avec le
scanner double source permet d’examiner les patients avec une fréquence cardiaque
élevée. Grace a cette technologie il est actuellement possible d’étudier la fonction
ventriculaire gauche (Brodofel H, 2007 ; Matt D, 2007 ; Seifarth H, 2007 ; Juergens
KU, 2008).

Il est également possible d’utiliser deux tubes a des énergies différentes (double
énergie), ce qui ouvre de nouveaux domaines d’utilisation. Ainsi, comme I'absorption
des rayons X dépend aussi de leurs énergies, le scanner a double source recueillera
deux ensembles de données pour une méme section. Ceci permettra de classifier
différents tissus, rendant possible, par exemple, la différenciation de diverses
catégories de plaques d'athéromes et par conséquence une meilleure identification
des patients a risque. Différents auteurs ont essayé de démontrer l'intérét de cette
méthode afin d'obtenir des images angiographiques de qualité via un traitement
informatique facilité (Oncel D, 2007; McCollough CH, 2007).

Le Scanner TDM du petit animal

Les scanners TDM du petit animal (aussi appelés « micro-scanners » ou microCT)
sont utilisés pour réaliser des études anatomiques structurales des os et des tissus
mous. lls apportent une aide diagnostique de maladies et de Iésions chez les
différents modéles animaux, et permettent de réaliser leurs suivis ainsi que

I’évaluation de leurs réponses aux différentes modalités thérapeutiques.
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Tout les micro-scanners actuellement disponibles reposent sur le méme principe :
une source de rayons X, un détecteur en situation opposée, un convertisseur de
rayons X en signal électronique et un dispositif qui permet soit la rotation du
spécimen a lintérieur d’'un scanner fixe soit la rotation du scanner autour d'un
spécimen fixe.

Etant donné que la résolution spatiale d’un systéme dépend essentiellement de la
focalisation de la source et de la taille des éléments du détecteur, les scanners TDM
pour petits animaux utilisent des émetteurs de rayonnements avec une focale plus
fine. La qualité de I'image obtenue est par la suite améliorée en optimisant les
caractéristiques des caméras du récepteur. Pour atteindre une qualité d’image qui se
rapproche de celle obtenue en clinique il est nécessaire d’avoir une résolution
spatiale d’au moins 10 mm?® par voxel (celle-ci étant de 1 mm?® dans les scanners a
applications cliniques). Ainsi, pour un scanner corps entier du petit animal,
'acquisition d’images prend beaucoup plus de temps et se chiffrera en minutes
versus des secondes pour le scanner en clinique humaine.

Le contraste est modulé par I'importance du flux de rayons X et par la dimension du
récepteur. Les nouvelles générations de micro CT sont munies de tube a rayon X
plus puissant ainsi que de détecteurs plats (Flat panel detectors). La dose
d’irradiation, bien que plus importante avec ces micro-scanners pour petit animal,
reste en deca de la dose pouvant provoquer un dommage tissulaire (Boone JM,
2004). L’animal est exposé a une faible dose d’irradiation (3-45 cGy) qui augmentera
en fonction de la qualité de I'image requise par le type d’étude réalisée. En effet le
scanner TDM du petit animal a un large spectre d’application (Schambach SJ, 2010).
Ainsi, dans le domaine de la rhumatologie, il sera appliqué a I'évaluation du
développement et des maladies osseuses comme |'ostéoporose, a celle des atteintes
ostéo-articulaires comme [larthrite, ainsi qu’a I'évaluation de [efficacité des
thérapeutiques par l'intermédiaire de la quantification de la densité minérale et des
changements architecturaux. Le microscanner pour petit animal peut également
différencier un tissu normal d’'une tumeur, permet de mesurer des volumes tumoraux,
de détecter et de mesurer les métastases et de visualiser I'angiogenése. |l est
également trés efficace dans l'imagerie des pathologies cardio-respiratoires en
permettant la visualisation des voies aériennes, la vascularisation des poumons, les

sténoses des vaisseaux ainsi que I'effet des traitements sur ces pathologies.
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Avantages et inconvénients du Scanner TDM du petit animal

Les avantages sont essentiellement sa rapidité (il faut environ 15 minutes pour
obtenir une image 3D avec une résolution de 50 p) et son codt relativement modeste
par rapport aux autres méthodes d’'imagerie du petit animal.

Ses inconvénients sont essentiellement un faible contraste du tissu mou (sans
administration de produits de contraste), I'existence d'une irradiation relativement
importante et enfin la nécessité de systemes informatiques trés puissants pour
stocker et traiter 'énorme quantité d’information qui demande environ 1 GB par

examen réalisé.

Influence du Scanner TDM petit animal sur I'imagerie clinique

L’expérience du scanner TDM du petit animal a contribué a I'exploration de nouvelles
applications du scanner clinique en proposant de nouvelles perspectives (Ritman EL,
2007).

1. L'augmentation de la résolution spatiale du scanner permet la détection des
unités fonctionnelles basales (BFU) des organes. il s’agit de la plus petite
collection de cellules, comme un lobule hépatique qui se comporte comme un
organe. A une résolution de 10° mm?® par voxel les BFUs peuvent étre

décomptées.

2. L’amélioration du contraste permet :

a. De quantifier la néo-vascularisation: elle se manifesterait par une
augmentation du contraste tissulaire qui serait due au remplissage de ces
nouveaux vaisseaux par le produit de contraste injecté dans la circulation
(Ly T, 2003 ; Goh V, 2008).

b. D’évaluer lintégrité endothéliale. Son altération se manifesterait par une
augmentation de l'opacification et le retard du lavage (« washout ») du
produit de contraste des tissus.

c. De détecter une accumulation pathologique de métaux comme le fer et le
calcium dans la paroi artérielle en cas d’hémorragie ou de dommage

tissulaire.
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lll-2.2 L’échographie

Principe

L’imagerie ultrasonore échographique repose sur la capacité des ondes mécaniques
a se propager dans les tissus biologiques mous et se réfléchir aux interfaces des
milieux d’impédances différentes. Le transducteur ultrasonore, qui transmet et recoit
les ultrasons doit étre couplé a la surface de la zone a imager par un milieu
autorisant la propagation des ultrasons (gel, eau,...). L’'analyse des échos, et la
présentation de leurs amplitudes sous la forme d’intensité dans une image,
permettent de construire une coupe anatomique dans un plan, dénommé « mode A »
(la dimension latérale de I'image est déterminée par la largeur de la sonde et la
profondeur dans l'image est liée a la distance de la propagation de l'onde). La
vitesse des ultrasons dans les milieux biologiques et les temps de traitement des
signaux autorisent une imagerie en temps réel. La résolution de I'image est liée a la
fréquence d’émission des ultrasons. Des résolutions comprises entre 1 mm et 30 ym
sont accessibles pour des fréquences comprises entre 3 et 80 MHz. L’atténuation
des ultrasons dans les tissus mous est d’autant plus forte que la fréquence est
élevée, ce qui explique qu’il est impossible d’obtenir de trés fines résolutions pour les
organes profonds.

Les techniques ultrasonores Doppler offrent la possibilité d’obtenir des informations
sur la vitesse des tissus en mouvement (valves cardiaques, sang). Les vitesses sont
recueillies par I'analyse de la variation fréquentielle entre les ondes émises et regues
lorsque celles—ci rencontrent une cible en déplacement. Ces données sont
superposables a limagerie anatomique et permettent une estimation de Ia
vascularisation et une analyse fonctionnelle de l'appareil cardiovasculaire. Aux
fréequences utilisées dans limagerie chez I'homme, ces techniques permettent
I'évaluation de flux dans les vaisseaux ayant un diameétre supérieur a environ 200
pgm.

Il existe différents types d'appareil: Doppler continu (émission permanente d'un
faisceau d'ultrasons), Doppler pulsé (bréves impulsions ultrasonores), Doppler
couleurs (Doppler pulsé muni d'un systeme de codage couleurs, le sens et la vitesse

du flux sanguin étant représentés par une couleur).
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Le transducteur constitue I'élément déterminant de la résolution et du rapport signal
sur bruit des systemes d’imagerie ultrasonore. Les appareils d’échographie
conventionnelle dédiés a I'homme fonctionnent a des fréquences ultrasonores
comprises entre 3 et 15 MHz, pour des résolutions de 1 a 0,1 mm.

Le développement de transducteur haute fréquence (jusqu’a 100 MHz) a rendu
possible la biomicroscopie ultrasonore aux sites peu profonds. En effet chez le petit
animal, notamment la souris, des systémes ultrasonores avec des sondes haute
fréquence de 20 a 60 MHz permettent une imagerie haute résolution (80 a 30 ym)
avec une profondeur d’exploration de 15 a 5 mm.

La parfaite innocuité des systémes d’imageries ultrasonores, leur caractére non
invasif et la possibilité d’obtenir une imagerie dynamique en temps réel leur ouvrent
un grand champ d’applications chez le petit animal, avec toutefois pour I'instant, une
prédilection pour l'étude de la fonction cardiovasculaire et pour le suivi du

développement embryonnaire.

L’échographie cardiaque

L’échographie cardiaque est potentiellement une des principales applications de
I'échographie haute résolution chez le petit animal. En effet, chez le rat, I'utilisation
des échographes dits « cliniques » permet d’avoir une image jugeée le plus souvent
satisfaisante. Mais chez la souris, les limites de ce type d’appareil en terme de
résolution spatiale sont parfois atteintes (notamment pour la mesure du diamétre de
'anneau aortique ou de I'épaisseur de la paroi du ventricule gauche, du septum inter
ventriculaire ou du mur postérieur). Cest donc dans cette application que
I'échographie a haute résolution trouve tout son intérét.

Le choix de I'appareillage se fera en fonction de ce qui est privilégié par 'opérateur.
Si le doppler couleur est jugé indispensable pour I'étude, notamment pour
I'estimation du débit cardiaque en incidence apicale, un échographe « clinique » sera
préféré. Par contre, si I'on privilégie la mesure des parametres en coupes para
sternales de grand axe, un échographe a haute résolution devrait étre préféré, en
raison de sa trés haute précision lors de I'acquisition du mode Temps — Mouvement,
dénommeé aussi « Mode B », mais aussi de la mesure de I'épaisseur du septum inter
ventriculaire, du mur postérieur et de la fraction de raccourcissement du ventricule

gauche. Le gain apporté par un appareil de haute résolution peut également étre
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appréciable lorsqu’il s’agit d’évaluer la fonction cardiaque sur des souris de quelques
jours (Zhou YQ, 2005).

Etude du développement embryonnaire

L’échographie est aussi une des modalités de choix pour I'étude du développement
embryonnaire. L’emploi d’échographes de haute résolution permet d’obtenir des
niveaux de détail anatomique comparables a ceux obtenus chez 'lhomme.

Ainsi avec des sondes a 60 MHz, il est possible d’observer I'implantation et la
formation des embryons chez la souris a E 7,5 et de compter les embryons de
maniere fiable (Zhou YQ, 2002). Il est possible d’évaluer la viabilité des embryons
a E 8,5 lorsque le coeur commence a battre (Zhou YQ, 2003), d’étudier certaines
caractéristiques du placenta (Akirav C, 2005) ou de suivre le développement des
cavités cérébrales. L’échographie 3D apporte quant a elle de nombreuses
informations et peut étre utilisée chez la souris lors du développement foetal. D’'une
maniére générale, le développement de I'embryon peut étre suivi de maniere précise
et répétée, ceci permettant d’'identifier les étapes d’apparition de malformations.
L’échographie doppler du cordon est réalisable et permet la mesure de paramétres

hémodynamiques au niveau de chaque embryon (Renault G, 2006).

En cancérologie

L’échographie reste encore, malgré la légereté de son instrumentation et son faible
coat, d’'un usage marginal. Une des principales limites de la technique est liée a la
diminution de la pénétration des ultrasons avec I'augmentation de leur fréquence.
Ainsi au-dela de 80 MHz, la technique est limitée a I'étude de structures superficielles
comme I'ceil par exemple. De méme I'étude de la croissance tumorale est pour le
moment limitée a des tumeurs bien visibles en mode B conventionnel. Des études
ont pu étre réalisées pour évaluer la croissance tumorale (Jouannot E, 2006) mais
cette approche est limitée car elle se cantonne a la dimension de la tumeur ou a
I'étude de sa macro vascularisation. Elle ne permet pas d’en évaluer la perfusion
tissulaire comme cela peut étre le cas avec les échographes cliniques (Krix M, 2003 ;
lordanescu |, 2002 ; Lucidarme O, 2006 ; Rouffiac V, 2006). En outre elle ne
permettra pas de voir les tumeurs isoéchogénes en mode B fondamental, aspect qu’il

est possible de rencontrer dans le foie notamment.

25



Des agents de contraste ultrasonore ont été développés dans le but d’améliorer la
qualité des images des tissus vascularisés. Ces agents sont des microbulles de gaz
encapsulées, de dimension proche de celle des globules rouges (diametre compris
entre 2 et 10 um). lls sont injectés dans le systéme vasculaire et ne diffusent pas
dans les tissus. En raison de leur importante différence de densité et de
compressibilité avec les tissus biologiques, ces microbulles rehaussent 'intensité du
signal ultrasonore rétrodiffusé. De plus, elles possedent une réponse harmonique
plus importante en intensité que les tissus. Leur visualisation, méme dans de petits
capillaires, devient possible par I'étude de ce signal. Des séquences d'imagerie
reposant sur cette détection sont désormais disponibles sur des nombreux
échographes cliniques et utilisées pour I'évaluation quantitative de perfusion et de
microcirculation.

Les systemes de haute résolution ne proposent pas pour linstant de mode
d’'imagerie dédiée pour visualiser de maniére spécifique et sensible le produit de
contraste ultrasonore. Ceci tient en partie a la difficulté de concevoir des
transducteurs ayant une largeur de bande suffisante pour recevoir des harmoniques
a hautes fréquences. La solution passe par ['utilisation de modes subharmonique et
ultra-harmonique (Goertz DE, 2005 et 2006), mais également par ['utilisation de
produits de contraste adaptés spécifiquement aux hautes fréquences. En effet les
produits de contrastes ultrasonores utilisés en clinique sont optimisés pour des
fréquences allant de 1-7 MHz, et ne sont pas nécessairement optimaux pour des
fréquences au dela de 30 MHz. Des travaux sont donc menés aussi bien sur la
conception des produits de contraste ultrasonore que sur les modes d’'imageries de
contraste a haute fréquence.

Enfin le passage d’une acquisition 3D vers une acquisition 4D a haute résolution (ou
3D temps réel) est un enjeu comparable a ce qu’il peut étre en échographie clinique.
Des développements sont en cours pour accélérer I'acquisition d’'un volume 3D et

tendre vers le temps réel.

Enfin le développement d’agents ciblés se fixant sur des récepteurs particuliers ouvre
la voie a limagerie moléculaire (Korpanty G, 2005). Les recherches actuelles
s’emploient également a encapsuler non seulement un gaz mais un médicament a
l'intérieur de ces microbulles (Zhao YZ, 2005). Les microbulles combineraient alors

une fonction d’agent de contraste et de vecteur thérapeutique. Leur destruction

26



locale par une onde de forte puissance acoustique permettrait de délivrer ce
médicament a de forte concentration et de facon trés locale, limitant ainsi les effets
indésirables sur les autres tissus.

Outre leur coat modéré, les systémes ultrasonores présentent I'avantage d’étre peu
encombrants et facilement déplagables au sein d’'une animalerie. De plus, leur

utilisation répétée ne présente aucun risque pour les animaux.

lll-2.3 L’imagerie par résonance magnétique (IRM)

Principe de fonctionnement

L’'imagerie par résonance magnétique nucléaire est une technique d’imagerie
médicale d’apparition récente (début des années 1980) permettant d’avoir une vue
2D ou 3D d’une partie du corps. Elle est basée sur le principe de la résonance
magnétique nucléaire (RMN)

L’IRM exploite le fait que les noyaux de certains atomes possédent un moment
magnétique de spin. C'est en particulier le cas de I'atome d’hydrogéne 'H qui est
présent en grande quantité dans les molécules qui composent les tissus biologiques
comme l'eau (H?0) et les molécules organiques.

Ainsi les atomes du tissu que l'on veut étudier sont placés dans un champ
magnétique constant et trés intense (quelques Teslas pour les appareils d'IRM
actuels, soit environ 60 000 fois supérieur au champ magnétique terrestre), ce qui
provoquerait I'alignement de leurs spins. Ces mémes atomes seront par la suite
soumis a une onde électromagnétique oscillante d’'une fréquence bien particuliére
dite fréquence de résonance ou fréquence de Larmor. En effet, pour que le champ
oscillant puisse avoir un effet notable sur les atomes, il faut qu'il entre en résonance
avec ceux-ci. Autrement dit, il faut que sa fréquence soit ajustée au « mouvement de
rotation » de ces spins. Le choix de la fréquence de Larmor permet donc de cibler
quels atomes qui seront alors imagés en fonction de lintensité du champ
magnétique.

Le retour a la position d’équilibre engendra un signal électromagnétique « dit de
précession », qui est mesuré au moyen d'une antenne réceptrice. Il est donc
possible, en appliquant une combinaison d’ondes électromagnétiques a haute

fréequence sur une partie du corps, et en mesurant le signal réémis par certains
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atomes (comme I'’hydrogéne) de déterminer la composition chimique et donc la
nature des tissus biologiques en chaque point du volume imagé.

L’IRM peut aussi apporter des informations fonctionnelles (IRMf), en se basant, par
exemple sur I'aimantation de I'hémoglobine contenue dans les globules rouges
désoxygénés du sang (imagerie BOLD, Blood Oxygenation Level Dépendent).
L’oxyhémoglobine qui est présente dans les globules rouges oxygénés posséde un
moment diamagnétique et ne sera donc pas active en IRM. Mais lorsque 'oxygéne
est consommé par les tissus, 'hémoglobine prend progressivement la forme de
désoxyhémoglobine qui posséde un moment paramagnétique et visible en IRM.
Récemment le développement de produits de contraste pour 'lRM a rendu possible
la mesure de nombreux parameétres biologiques. Certains agents de contraste sont
non spécifiques et améliorent par accumulation passive et d’une fagon globale le
contraste des bordures d’un tissu par rapport a un autre. lls permettent également
d’évaluer d’'une maniére semi quantitative le volume vasculaire, la perméabilité des
capillaires et le flux sanguin (Gillies RG, 2002). D’autres plus spécifiques sont ciblés

pour un antigene ou activés par une protéine particuliére (Lyons SK, 2005).

L’IRM du petit animal

Pour I'imagerie de la souris, la résolution de I'lRM a d{ étre adaptée a la taille des
structures a imager. Par rapport a 'homme, le volume élémentaire a été divisé par
10000, pour atteindre des dimensions caractéristiques de l'ordre de quelques
dizaines de micromeétres. Cette résolution spatiale a pu étre atteinte en utilisant des
gradients de champ magnétique plus importants ainsi que des champs magnétiques
trés intenses (de 3 a 10 teslas) réalisant une IRM dite a trés haut champ. Ainsi, des
résolutions de 25 um pour des organes isolés et de 110 ym pour la souris entiére ont
pu étre atteintes in vitro. La réduction du volume de mesure engendre une réduction
dans le rapport signal sur bruit. Sur I'animal vivant, une durée d’acquisition de trois
heures permet I'obtention d'images dont la résolution est comprise entre 110 et 160
pm.

Bien que 'IRM mette en jeu des énergies tres faibles, respectant ainsi l'intégrité des
tissus et des cellules, le contraste spontané des tissus mous est relativement bon et
permet de distinguer les organes sans aucun produit de contraste, a I'exception du
foie (Aprahamian M, 2004). Cependant une meilleure détection des tissus a été

observée chez la souris en injectant un produit de contraste exogéne qui modifie la
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susceptibilité locale du milieu en s’y accumulant. Les ions de gadolinium, de
manganése et de fer composent typiquement la base des principaux agents de
contraste. Ces agents peuvent étre, entre autres, des marqueurs de I'angiogénése
utiles dans des études de cancérologie ou des marqueurs des plagues amyloides
pour les études concernant la maladie d’Alzheimer. La technique d’imagerie BOLD
permet aussi I'étude de la vascularisation des tumeurs chez la souris (Thomas CD,
2004) en utilisant un carbogéne.

Les résolutions offertes par les nouveaux appareils ont multiplié les applications
potentielles de I'IRM chez les petits animaux de laboratoire. L'IRM, en tant
gu’imagerie anatomique et fonctionnelle, est devenue I'une des plus prisées pour
limagerie haute résolution des souris porteuses de tumeurs ou d’anomalies
anatomiques. Le cerveau, le cceur, les poumons et les reins font parties des organes
couramment étudiés (Moats R, 2000). L'IRM permet aussi de dimensionner et de
localiser les tumeurs ou leurs métastases tout en visualisant le phénotype des

individus en 3D.

Les réserves qui pourraient étre formulées a ce jour a I’encontre de I'IRM

Le prix de l'installation d’'une IRM de petit animal reste pour le moment prohibitif. En
effet le prix de I'aimant dépasse les 2 millions de dollars et il demande en outre une
considérable structure de maintenance avec des techniciens, des physiciens, et de
programmeurs.

La durée d’acquisition des images constitue le deuxieme facteur limitant son usage.
L'IRM reste une méthode d’'imagerie relativement longue. Les temps d’acquisition
s’étalonnent entre une demi-heure (Lederlin M, 2006) et plus de 4 heures (Choquet
P, 2009).

L’imageur a IRM fournit une énorme quantité d’information, bien supérieure a celles
fournies par le scanner, en une courte durée, ceci peut submerger les investigateurs
et les ordinateurs. Le traitement et 'analyse des informations vont engendrer par
conséquence des dépenses et une complexité supplémentaires.

Enfin, s’il est clair que 'augmentation de l'intensité du champ améliore la SNR et par
conséquence la résolution du systéme, son influence sur I'animal expérimental reste

inconnue.
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lll-2.4 Le scanner par émission de positron PET-SCAN

Principe de fonctionnement

La tomographie par émission de positron (TEP) utilise les positrons (anti-particule
associée a I'électron qui posseéde une charge électrique élémentaire positive, mais
de méme spin et de méme masse que I'électron) qui une fois émis ont un parcours
moyen de quelques millimétres dans les tissus humains. En percutant un électron du
milieu, une réaction d’annihilation électron-positron se produit et donne naissance a
deux photons gamma (chacun d’énergie 511 Kev) qui sont émis dans 2 directions
diamétralement opposées. La technique d’'imagerie TEP est basée sur la détection
de ces photons par des détecteurs disposés en couronne.

Le PET-Scan (pour Positron Emission Tomography) constitue une technique
d'imagerie qui s'intéresse plus au fonctionnement d'un organe qu'a sa structure. Tout
comme la scintigraphie. Elle repose sur l'administration d'un traceur qui émet une
radioactivité (rayonnement ) par injection ou par inhalation, dont la distribution dans
I'organisme sera détectée grace a un scanner particulier. Les isotopes utilisés sont
de demi-vie tres bréve (de quelques minutes a quelques heures). Lors de leur
désintégration radioactive, ils émettent un positon (ou positron pour les auteurs
anglo-saxon).

Le principe du PET-Scan repose sur la détection simultanée (détection en
coincidence) de ces DEUX photons. Les détecteurs du PET-Scan sont disposés en
couronne, réalisant un véritable "anneau de détecteurs" autour du sujet aptes a
détecter les photons émis a 180° I'un de l'autre. lls transformeront les photons
gamma en photons lumineux via des scintillateurs reliés a des photomultiplicateurs
permettant la détection d’un trés faible nombre de photons.

Les photons émis a 180° I'un de l'autre étant détectés par des cristaux opposés,
I'endroit précis de l'annihilation se trouve donc sur la ligne rejoignant ces cristaux.
Grace a l'enregistrement de ces "lignes" dans les différentes directions, le systéme
informatique du PET-Scan calcule I'endroit précis ou s'est produite I'annihilation, et
donc la présence du traceur au niveau des tissus.

Le principe de fonctionnement du PET-Scan lui confere une multitude d’applications
dont la plus importante est sans doute la possibilité de marquer des molécules
organiques (métabolites, médicaments) a l'aide d’isotopes radioactifs tels que le

carbone (''C) , I'azote (''N), 'oxygéne ('°0), le fluor (*®F), le Gallium (°®Ga), ou I'iode
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(***1), et d'obtenir ainsi I'opportunité¢ de les suivre dans lorganisme & des
concentrations extrémement faibles dites « a I'état de traces », c'est-a-dire sans effet
biologique (Gambhir SS, 2002).

Le PET-Scan en oncologie

Le "FDG (2-18F- fluoro-2-déoxy-D-glucose) est la molécule la plus souvent utilisée
en clinique. Il s'agit d'une molécule de glucose dont I'un des groupements hydroxyle
(OH), en position 2, a été remplacé par un atome de fluor radioactif (*°F). Les cellules
canceéreuses sont dotées d’un métabolisme plus actif que les cellules normales et
consomment beaucoup plus de glucose et absorbent donc le "®FDG. Comme ce
dernier n'est pas métabolisable, il restera plus longtemps que le glucose dans la
cellule (cancéreuse ou non). Plus les cellules cancéreuses seront agressives et plus
elles se multiplieront rapidement, plus elles capteront du "*FDG.

La spécificité du PET-Scan dans le diagnostic de cancer n’est pas absolue. En effet
laugmentation du métabolisme du glucose peut aussi s'observer au cours de
processus infectieux ou inflammatoires, ou sur des cellules au métabolisme
particulierement actif comme les cellules cérébrales ou musculaires. A linverse,
certaines tumeurs malignes peuvent n'avoir qu'une faible consommation de glucose.
Il s’agit notamment de tumeurs nécrotiques ou de tumeurs de bas grade. Ainsi la

spécificité de détection tumorale par le "®FDG n’est donc pas absolue.

Le PET-Scan du petit animal

Actuellement les PET-Scan dédiés au petit animal utilisent en régle générale des
cristaux de petite taille (1-2 mm) couplés a un systéme de photomultiplication (PMT)
pour améliorer leur résolution intrinséque.

La résolution des PET-Scan dotés de systémes cristaux/PMT commercialisés a
'heure actuelle peut atteindre 1 mm. Leur sensibilité est de 2 a 3 %, ce qui
correspond a une limite de détection de quelques picoMoles de traceurs. En théorie
la résolution d’'un systéme peut étre améliorée en diminuant la taille des cristaux qui
forment le récepteur. Le probleme réside dans le fait qu’il est techniquement trés
difficile de diminuer les dimensions des cristaux en deca d’un certain seuil sans les

endommager.
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D’autres alternatives ont été proposées et sont en cours d’évaluation telle que la
fusion des cristaux et leur remplacement par un systéeme de réception en phase
solide. Un des modéles les plus prometteurs est fabriqué en Cadmium, Zinc et
Telluride (CdZnTe). La sensibilité du PET-Scan constitue un critére trés important de
sa performance, en particulier afin de diminuer la dose du traceur radioactif et partant
de [lirradiation résultante. Cette derniere est une des limitations actuelles de
I'utilisation du PET-Scan chez le petit animal surtout en cas de suivis longitudinaux
ou les doses substantielles d’irradiation pourraient influencer les résultats.

Le PET-Scan peut étre utilisé chez la souris pour visualiser les distributions spatiales
et temporelles de marqueurs avec un échantillonnage temporel rapide. Dans ce
contexte, il représente un outil unique pour la compréhension du déroulement des
processus biologiques dans le temps et chez le méme animal. En effet, seul cette
technique permet de suivre, aux décours d’un examen, les variations de distribution
d’'un marqueur moléculaire a des concentrations dites de traces. La possibilité de
marquer un nombre trés important de molécules permet d’appréhender les
processus biologiques dans leur ensemble en quantifiant leur pharmacodynamie ou
leur pharmacocinétique.

Les temps d’acquisition d’'une image peuvent étre extrémement courts (de I'ordre de
la seconde) lors des séquences d’imagerie dynamique du coeur pour des examens
qui durent au total quelques dizaines de minutes (Schelbert HR, 2003).
Malheureusement, le marquage de molécules requiert des installations considérables
(nécessité d’'un cyclotron pour produire les radiotraceurs) rendant leurs disponibilités
faibles. Certains radiotraceurs comme le '"®FDG possédent une demi vie suffisante
pour étre utilisés hors des centres de production. Etant limitée a une résolution de
l'ordre de 2 mm, le micro-PET-Scan, est parfois associé a une autre technique
d’'imagerie fournissant une meilleure résolution afin de disposer par superposition

des repéres anatomiques (IRM, micro-CT).

PET-Scan Versus IRM fonctionnelle

Aujourd'hui I''RM fonctionnelle a remplacé le PET-Scan sur les tumeurs cérébrales.
En effet, du fait d'une moindre résolution, le PET-Scan repére moins précisément les
structures cérébrales sollicitées que I'IRM. Elle est utilisée par le neurochirurgien

préalablement a certaine intervention afin de localiser des zones cérébrales actives.
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L'IRM fonctionnelle a I'avantage d'étre un examen de 2 a 5 fois plus rapide que le
PET-Scan, non invasif, sans produit de contraste et précise au millimeétre prés. Le
PET-Scan, par contre, a une faible résolution mais dispose d’'un avantage sur I'lRM
(son seul vrai d’ailleurs) qui est d'étre accessible a tous, aux porteurs de stimulateur

cardiaque par exemple.

I-2.5 SPECT (TEMP)

Principe

Le SPECT, sigle pour Single Photon Emission Computed Tomography (en frangais
Tomographie d’Emission MonoPhotonique ou TEMP), est une technique d’'imagerie
nucléaire tomographique basée sur la scintigraphie. Le SPECT fournit une
information fonctionnelle et permet de réaliser des images en 3D des organes et de
leur métabolisme. Son principe ressemble a celui du PET-scan mais cette fois en
« single photon » a partir d’'un radio-isotope (dit radio-pharmaceutique) émettant un
rayonnement gamma et non pas un positron lequel s’annihile en émettant deux
photons gammas de haute énergie en direction opposée et qui seront détectés
simultanément (on parle dans ce cas de détection en coincidence).

Le SPECT utilise donc un traceur de radioactivit¢ gamma. Un photon gamma est
émis lors de la désintégration des noyaux instables du radio-traceur. L'obtention
d’'une image repose sur la détection de ce photon par des caméras ultrasensibles
similaires a celle utilisées en PET, au travers de cristaux et appareillages
électroniques spécialement dédiés. Des collimateurs, installés devant ces caméras,
sélectionnent les photons selon leur angle d’incidence, la direction d’émission des
photons étant retrouvée du fait de la géométrie des collimateurs. L’image obtenue
est initialement la projection de la répartition dans I'espace du radio-pharmaceutique
sur le détecteur. Les systémes d’imagerie se composent de plusieurs caméras
montées sur un plateau rotatif permettant de recueillir plusieurs projections
simultanément.

La dimension non fournie par I'imagerie SPECT est la profondeur d’émission du
photon que les techniques de tomographie permettent de retrouver grace a différents
algorithmes de reconstruction. Les isotopes couramment utilisés en SPECT

comportent, entre autres, des éléments comme le Technétium (*™Tc), l'indium (**°In)
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1231 131)). Typiquement, ces isotopes sont rattachés chimiquement a des

ou liode (
molécules d’intérét biologique, comme des anticorps, des médicaments, des

hormones ou des métabolites.

Le SPECT du petit animal ou imagerie microSPECT

Bien que I'imagerie scintigraphique des traceurs monophotoniques ait largement fait
ses preuves en clinique humaine, son usage en imagerie de I'animal de laboratoire
reste paradoxalement moins développé, notamment en comparaison avec la PET-
Scan. Cette méthode d’imagerie comporte pourtant de nombreux avantages, tels que
la sensibilité, la disponibilité de nombreux radioéléments pharmaceutiques a demi-vie
plus ou moins longue, la possibilité de réaliser une imagerie multi-isotope, ainsi
gu’une quantification absolue et relative a travers les nouveaux traitements d’images
disponibles.

En imagerie scintigraphique monophotonique du petit animal, le compromis entre
résolution spatiale et sensibilité est le point critique. Il faut en effet chercher a
minimiser l'activité radioactive totale du radioélément administré (c’est a dire en
prenant en compte non seulement I'activité de I'échantillon utilisé exprimée en curies
ou en becquerels, mais aussi sa période), mais tout en maintenant un taux de
comptage suffisant pour garantir une bonne résolution spatiale et un bon contraste
d’'image, ainsi q‘'une durée d’examen la plus courte possible. En d’autre terme il faut
a la fois augmenter la sensibilité tout en garantissant la meilleure résolution spatiale
possible.

Cette résolution spatiale est déterminée d'une part par la longueur et le diamétre des
tubes du collimateur et d’autre part par la distance entre le sujet et le détecteur. Il est
ainsi possible d’obtenir chez la souris par une diminution de la taille des collimateurs
et par une multiplication de leur nombre des résolutions inférieures a 1 mm avec des
sensibilités acceptables (Constantinesco A, 2007). L'imagerie microSPECT bénéficie
en effet de plusieurs avancées technologiques nouvelles particulierement
performantes visant a améliorer la résolution spatiale au niveau de parameétres tels
que la multiplication du nombre de caméras ou l'utilisation de collimateur a ouverture

codée tels que le « multi-pinhole plan » ou le « multi-pinhole cylindrique »,......

Champs d’application de I'imagerie préclinique microSPECT
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La sensibilité de la SPECT est significativement plus faible que celle du PET, rendant
difficile le suivi en temps réel des processus transitoires (« tracking » anglo-saxon)
aux décours d’'un examen. Pour cette raison, la plupart des études sur le petit animal
seront statiques, rapportant la distribution quasi stable sur toute la période d’analyse
du radiotraceur dans I'organe étudié. L’imagerie compléte d’un organe de souris dure
typiquement une heure.

Comme la demi vie de certains radiotraceurs est largement supérieure a ce délai (6
heures pour le Technétium 99m) et peut méme atteindre plusieurs dizaines de jours
(60 jours pour I'lode 125) elle autorise d’une part leur utilisation hors des centres de
production ainsi que la réalisation d’'une imagerie séquentielle permettant de cerner
une évolution tempo-spatiale du traceur sans accroitre I'activité radioactive totale
subie par I'organisme du petit animal.

Les champs d’application de I'imagerie préclinique par SPECT incluent entre autres
des possibilités d’étude des interactions ligands-récepteurs sur des périodes longues
de plusieurs heures a plusieurs jours. En effet cette capacité d’analyse de cinétiques
lentes mais aussi plus rapides est obtenue grace aux améliorations instrumentales,
laquelle portent sur la sensibilité ainsi que la possibilité de réalisation d’imagerie
simultanée de plusieurs compartiments biologiques marqués avec des isotopes
différents. Actuellement I'imagerie cérébrale avec le suivi de la dopamine, I'imagerie
de l'expression de géne ou limagerie cardiaque constituent les domaines de
prédilection de I'imagerie du petit animal par SPECT (Acton PD, 2003 ; Auricchio A,
2003).

Couplage de I'imagerie SPECT avec d’autres modalités

La faible résolution des informations anatomiques obtenue avec le SPECT (autour
de 1 mm) peut étre compensée par I'emploi de systemes intégrant un scanner a
rayon X ou une IRM. L'image moléculaire sera alors superposée apres recalage a
'image anatomique.

Couplage SPECT avec CTScan (ou TEMP/TDM)

Le développement du couplage SPECT-CTscan est une conséquence logique du
succés antérieur du PETScan, la premiére de ces techniques d’'imagerie hybrides.
Dans ce cas également, lI'information fonctionnelle du SPECT est complétée par le
couplage avec le CTscan qui apporte l'information anatomique et morphologique

correspondante. Ces deux modules étant tomographiques, ils permettent une
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imagerie tridimensionnelle, avec des vues en coupes de l'activité fonctionnelle
cellulaire dans les 3 plans de I'espace.

Ce CT scanner est comparable a ceux utilisés dans les services de Radiologie mais
n'est utilisé ici que pour optimaliser l'imagerie SPECT. Il differe des CT
classiquement utilisés en Radiologie par un plus bas débit de rayonnements X émis.
Une autre différence est qu’en principe, aucun produit de contraste radiologique n’est
utilisé-injecté.

L’information fournie par le module CT est triple:

1) localisation anatomique exacte de la modification fonctionnelle détectée par le
SPECT

2) forme et dimensions de la zone lésionnelle

3) “structure” de celle-ci (par exemple du caractére ostéolytique ou ostéoblastique,
ostéo-condensant de lésions squelettiques). Ces avantages cliniques différeront

suivant le type d’examen SPECT.

Couplage SPECT avec MRI (ou TEMP/IRM)

Le couplage SPECT/IRM est beaucoup moins fréquent. Il fait en effet
systématiquement appel a des installations IRM a haut et méme trés haut champs,
susceptibles d’interagir fortement avec les détecteurs nucléaires. La technologie et
I'environnement de I'lRM haut champ constituent ainsi les freins a leurs emplois en
routine en imagerie préclinique multimodale.

Il est actuellement admis que l'utilisation d’appareils IRM dédiés a bas champ est
une solution qui permet l'intégration en ligne et céte a cdte des deux modalités avec
une résolution spatiale des images IRM largement adaptée a la fusion de repéres

anatomiques avec les informations fonctionnelles de la SPECT.

l1l-2.6 L’imagerie optique

Principe

L’'imagerie optique utilise les propriétés de la lumiére quelle soit visible, ultra-violette
ou infra-rouge pour réaliser une imagerie in vivo. Tous ces divers types de lumiéeres
sont constituées d’ondes électromagnétiques de nature double, a la fois ondulatoire
(caractérisée par une longueur d’onde) et corpusculaire (photon). En tant que telle,

elle est apte a pénétrer les tissus vivants et a y parcourir un trajet qui dépendra de sa
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longueur d’onde, du pouvoir d’absorption du tissu traversé et des phénoménes de
réflectance, de diffusion (scattering des auteurs anglo-saxons) et d’anisotropie
(variations de ces parametres en fonction de la direction). A I'évidence I'utilisation de
'imagerie optique ne peut concerner que des tissus d'épaisseur réduite du type
épithélium et muqueuse.

Mais ce type d’imagerie a connu ces dix dernieres années un développement
particulierement important en biologie du vivant. Ainsi I'imagerie directe de cellules
vivantes est devenue un outil fondamental pour étudier des processus biologiques.
De plus, les avancées technologiques dans le domaine de la bio-imagerie avec le
développement de caméras CCD (pour charged couple device) ultrasensibles a trés
haute résolution rendent aujourd’hui possible la détection de photons directement in
vivo chez le petit animal. Mais les tissus vivants constituent un milieu trés fortement
diffusant : en conséquence la lumiére va emprunter des trajets au hasard et donner
une image diffusée et floue qu’elle soit captée directement aux travers des tissus par
diffusion ou indirectement par réflexion.

Malgré ces restrictions, les techniques d’'imagerie optique offrent la possibilité d’'un
suivi spatio-temporel en temps réel de processus biologiques de maniére non
invasive, directement au sein d’'un organisme vivant. Les deux modalités d’imagerie

optique du petit animal les plus en vue sont la bioluminescence et la fluorescence.

Imagerie en bioluminescence

Principe

La réaction chimique de bioluminescence apte a produire de la lumiére est souvent
observée dans le milieu marin: bactéries annélides (vers marins), mollusques,
dinoflagellés (grosses cellules), poissons.... Quelques exemples existent aussi dans
le milieu terrestre, la luciole ou vers luisant étant sirement 'exemple le plus connu et
le plus étudié d’entre tous. Dans ce dernier exemple la production de lumiére est liée
a la réaction entre un catalyseur enzymatique (la luciférase) et un substrat (la
luciférine).

L’imagerie par bioluminescence repose sur la capacité a utiliser le géne codant pour
la luciférase (géne Luc) comme un gene marqueur. Ce gene Luc est inséré dans un
autre géne dont l'activité est 'objet de I'étude. Si celui si est actif, le géne marqueur
(aussi appelé rapporteur) sera aussi transcrit et traduit, synthétisant alors de la

luciférase. Cette enzyme, en présence de luciférine et d’ATP, sera responsable d’une
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émission de photons. Ces photons pourront étre captés par des caméras a haute
sensibilité et retranscriront l'activité du géne étudié. Le géne de la luciférase peut
étre, par exemple, transfecté dans des cellules cancéreuses qui pourront produire de

la lumiére en présence du substrat, lequel devra étre fourni par voie exogéne.

Imagerie par bioluminescence chez le petit animal

Le systeme d’'imagerie par bioluminescence est composé d’'une caméra CCD haute
sensibilité qui est placée dans une chambre noire d'imagerie. Cette caméra est reliée
a un ordinateur équipé d’un logiciel dédié. Avant I'acquisition proprement dite, une
photographie du sujet est prise pour y superposer ultérieurement les données
recueillies par la caméra, aprés injection intraveineuse du substrat de la réaction : la
luciférine.

Les dispositifs actuels d’imagerie recueillent des informations de projections 2D.
Toutefois des systémes 3D sont en cours de développement, utilisant soit plusieurs
cameéras, soit déplacant la caméra autour de I'animal. La sensibilité de la caméra est
un facteur essentiel et elle est optimisée pour la détection d’'un nombre trés faible de
photons grace a un photomultiplicateur. Afin d’éviter le bruit de fond, I'animal est
positionné dans une chambre noire empéchant toute entrée de lumiére extérieure.
De plus, pour diminuer le bruit électronique, les éléments CCD sont refroidis a basse
température (autour de -100°C). Les champs de vision de la caméra et sa résolution
permettent I'imagerie d’animaux de petite taille. Les appareils commerciaux existant
sur le marché offrent des champs de vision large (environ 25 cm) permettant
I'imagerie de plusieurs souris ou rats avec une résolution d’environ 3-5 mm. Les
temps d’acquisition sont assez rapides et dépendent de I'application. En oncologie,
la détection de tumeurs sur un corps entier de souris se fait typiquement avec des

durées maximum d’acquisition de 3 minutes.

La bioluminescence a été largement utilisée chez la souris pour I'évaluation de la
transcription ou pour l'analyse de lactivité de promoteurs dans des processus
d’expression de genes ou de protéines (Contag CH, 2002). En cancérologie, la
croissance tumorale, ainsi que le développement de métastases, peuvent étre
étudiés aprés injection de cellules transfectées avec de des génes exprimant la

luciférase comme gene rapporteur (Sarraf-Yazdi S, 2004). De la méme maniere,
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I'effet d’'un agent thérapeutique sur la croissance tumorale peut étre étudié (Jenkins
DE, 2003).

Cette technique présente I'avantage d’étre relativement rapide a mettre en ceuvre
(temps d’acquisition court), relativement peu colteuse par rapport aux autres
techniques et représente une alternative non ionisante a I'imagerie PET qui permet,

elle aussi, de suivre 'activité d’un géne.

Les limites de Iimage par bioluminescence

Il faut signaler certaines limitations dans la diffusion de cette technique. En effet,
concernant la résolution de ce type d’imagerie, elle est certes susceptible de
visualiser la réponse de quelques cellules dans un milieu de culture avec une
résolution d’environ 60 pym. Mais la résolution chez I'animal est fortement altérée
(entre 3-5 mm) en raison des effets d’atténuation et de diffusion qui interviennent au
niveau des tissus traversés. Ces mémes effets rendent la quantification délicate sur
des tissus non superficiels. Enfin la transfection de cellules cibles in vivo par le géne

de la luciférase requiert une haute technicité.

Imagerie en fluorescence

Principe

L’'imagerie par fluorescence repose sur la capacité de certaine molécules a absorber
de la lumiére a une longueur d’onde donnée puis a en réémettre a une longueur
d’'onde légérement plus élevée. La molécule fluorescente (dite fluorochrome,
chromophore ou fluorophore) atteint un niveau d’énergie supérieur, dit « état
excité », lorsque elle absorbe I'énergie d’'un photon (lumiére d’excitation) et retrouve
son état stable par I'’émission d’'un photon (lumiere d’émission). Il existe un grand
nombre de fluorochromes (protéines, cristaux, colorants synthétiques) qui sont
chacun caractérisés par leur spectre d’excitation et d’émission de lumiére. Le
fluorophore peut étre une protéine exprimée directement au sein des cellules,
comme dans le cas de la GFP (Green Fluorescent Protein), ou peut étre une petite
molécule organique greffée sur un composé d’intérét (molécule « tagée »).

L’imagerie par fluorescence offre ainsi la possibilité de suivre en temps réel, de fagon
non invasive, la biodistribution de drogues au sein d’'un organisme ce qui représente
un atout considérable pour I'évaluation et I'amélioration de nouvelles molécules

thérapeutiques. De plus, avec le développement de sondes fluorescentes
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spécifiques, il devient possible de cibler des récepteurs et d’imager des processus
biologiques.

Les toutes premiéres études de microscopie a fluorescence furent réalisées sur des
composeés naturellement fluorescents, sans excitation lumineuse adjuvante. L'essor
de I'imagerie en fluorescence est du, d’une part au développement des techniques
de couplage d’anticorps a des particules fluorescents, et d’autre part, a la découverte
des protéines fluorescentes (notamment la green fluorescent protein), nécessitant
cette fois l'utilisation d’une excitation lumineuse monochromatique dans la zone
d’absorption du chromophore (généralement réalisée avec un laser).

Il excite actuellement deux approches d’'imagerie par fluorescence. Une directe qui
consiste a intégrer dans la cible un rapporteur génétique codant pour une protéine
fluorescente et une autre, indirecte, utilisant une sonde fluorescente qui se fixe a la

cible.

Imagerie par fluorescence et expérimentation animale

Longtemps réservées a une utilisation in vitro, les applications de microscopie
fluorescente in vivo se sont rapidement développées. L'implantation de chambre
optique sur le dos de l'animal a permis de réaliser les premiéres études in vivo a
haute résolution.

L’apparition des fibres optiques a permis ensuite I'exploration microscopique des
tissus in situ par endoscopie. Avec I'apparition de capteurs CCD ultrasensibles aux
faibles sources de lumiére, de nouvelles applications corps entier sont apparues
avec des résolutions macroscopiques. L'animal est placé dans une chambre noire.
La source d’excitation qui est constituée par un laser qui balaye le corps de I'animal,
excitant le fluorochrome. Ce dernier émet une lumiére qui est captée au travers de
filtres par une caméra CCD hautement sensible. Le signal regu est ensuite analysé
pour reconstruire une image. De nombreux systémes existent et permettent d'obtenir
soit des images planes par projection (en réflectance ou en transillumination), soit
une image tomographique (dite FMT pour fluorescent microscopic tomography).
Comme pour la bioluminescence (souvent les 2 modes sont couplés sur le méme
dispositif) les appareils commerciaux offrent un champ de vue large (environ 25 cm)
permettant I'imagerie de plusieurs souris ou rats avec une résolution comprise entre

1 et 10 mm. Les temps d’acquisition dépendent du nombre de pixels acquis dans la
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zone d’intérét. Typiquement, I'image d’une tumeur portée par une souris requiert une

durée d’acquisition de l'ordre de 5 minutes en FMT.

Utilisation en oncologie

L’imagerie par fluorescence a révolutionné la compréhension de la biologie en
permettant de visualiser plusieurs phénoménes, notamment ceux impliqués dans le
cancer tels que la mobilité des cellules cancéreuses, l'invasion, les processus de
métastases ou encore I'angiogenése. Par exemple la GFP est couramment utilisée
pour suivre la croissance de tumeurs (implantées dans les poumons, la prostate, le
cerveau, le pancréas, le sein ou encore les ovaires), et pour suivre le développement
des métastases (Yang M, 1999). L'utilisation d’autres protéines fluorescentes telles
que la RFP (Red Fluorescent Protein) autorise des co-marquages et donc 'étude de
plusieurs processus en méme temps. Ces études peuvent aussi étre réalisées en
utilisant des anticorps fluorescents qui vont cibler les cellules cancéreuses. De cette
maniére, il sera possible de suivre I'expression d’'un géne d’intérét au cours d’un
traitement ou d’étudier la présence de récepteurs dans différentes lignées cellulaires
(Hilger 1, 2004).

Des sondes activables (la fluorescence est activée uniquement lorsque la cible a été
atteinte par la sonde) sont désormais disponibles et permettent de détecter
précocement et précisément les métastases (Ogawa M, 2009).

Il reste néanmoins un certain nombre de facteurs limitant I'utilisation de I'imagerie par
fluorescence. La premiére est liée a I'absorption et/ou a la diffusion de la lumiéere
dans des tissus profonds, absorbants ou diffusants tels que les poumons ou le foie.
Ces limites peuvent étre surmontées en ayant recours a la chirurgie pour accéder a
ces organes: on parle alors de microscopie intra-vitale. Cependant, avec les
développements instrumentaux récents (tomographie de fluorescence 3D, analyse
spectrale,...) ainsi que les sondes spécifiques appropriées (notamment dans le
proche infra rouge), il deviendra possible de cibler des récepteurs spécifiques et
d'imager des processus biologiques plus en profondeur. Il faut aussi noter que
'absorption par des peaux pigmentées est plus importante (il est donc préférable de
travailler sur des souris nudes ou des souris épilées). La diffusion des photons au
sein des tissus et les mouvements de I'animal durant la prise d'image limitent la

résolution spatiale de cette technique. La quantification du signal reste complexe et
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nécessite 'emploi d’algorithme puissant pour ne pas étre perturbée par le bruit de
fond (autofluorescence des tissus) et les phénoménes d’atténuation.
L’ensemble des applications et limites des modalités d’imagerie des petits

animaux est résumé au niveau du tableau 1.
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IV Le carcinome hépatocellulaire

IV-1 Contexte clinique et thérapeutique

IV-1.1 Généralités

L’incidence du carcinome hépatocellulaire (CHC) est en perpétuelle augmentation
dans les pays occidentaux. Ainsi aux états unis elle est passée de 1,4 pour 100 000
habitants pour la période de 1976-1980 a 2.4 dans les années 90 (El-Serag HB,
1999). Actuellement, il constitue le cinquiéme cancer en terme de fréquence et la
troisieme cause de mortalité par cancer.

Le pronostic du carcinome hépatocellulaire reste trés sombre. En effet plus que 80%
des cas seront diagnostiqués a des stades avancés correspondant a des tumeurs
non résécables ou métastatiques. Méme pour des cancers pris en charge a des
stades précoces, 50% vont présenter une récidive dans les 2 ans.

Malgré les efforts prodigués, son traitement systémique reste inefficace, ainsi qu’en
attestent d’une part un trés faible taux de réponse tumorale et d’autre part 'absence
de bénéfice en terme de survie. Cette situation a rendu la communauté médicale
sceptique a I'égard du traitement systémique du carcinome hépatocellulaire, et ceci
pendant trés longtemps, jusqu'a l'avénement de nouvelles voies telles que
notamment des thérapeutiques ciblées ayant fait leurs preuves dans la prise en
charge d’autres tumeurs. Cette lueur d’espoir dans la prise en charge potentielle de

ce type de cancer a suscité un regain d’intérét pour le carcinome hépatocellulaire.

Plusieurs facteurs vont contribuer a accroitre les difficultés a développer un
traitement efficace du carcinome hépatocellulaire :

1) L’hétérogénéité cellulaire, 'une des caractéristiques fondamentales du carcinome
hépatocellulaire, est due a une variabilité des étiologies et des facteurs de risque de
ce cancer ce qui impliquerait plusieurs voies de carcinogenése.

2) La cirrhose hépatique, qui constitue le facteur de risque le plus fréquent du
développement d’'un cancer hépatocellulaire, va compliquer le tableau clinique et
'évolution médicale. Elle provoquera en effet une hypertension portale, un
hypersplénisme avec séquestration plaquettaire, des varices oesophagiennes et de

saignements digestifs, une hypo albuminémie, etc..., tous ces facteurs auront en
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outre pour conséquence l'altération de la pharmacocinétique des médicaments. Le
choix de I'agent cytotoxique ainsi que la détermination de la posologie optimale en
seront influencés.

3) Le carcinome hépatocellulaire est connu pour exprimer le géne MDR-1 (multidrug
resistant gene) (Kuo Mt, 1992; Huang M, 1999). Ce qui constituerait un des
mécanismes de sa résistance a la chimiothérapie (Huang M, 1999).

4) Les eétudes cliniques contrélées sont de maniere générale perturbées par
I'agressivité de cette tumeur qui rend difficile la définition d’'un point limite pour I'étude

et est a I'origine des controverses concernant les cohortes de témoins appropriées.

IV-1.2 Carcinome hépatocellulaire et chimiothérapie

Bien qu’'une multitude d’études contrdlées aient été réalisées utilisant la plupart des
classes de chimiothérapie disponibles, il n’existe pas a I'heure actuelle d’évidence
gu’un traitement ou une combinaison de traitement soit particulierement efficace
dans le traitement du carcinome hépatocellulaire. En effet les taux de réponse sont
faibles et de courte durée. Plus important encore, le gain en terme de survie aprés
une chimiothérapie reste a démontrer.

En monothérapie, la doxorubicine reste I'agent le plus utilisé dans le traitement du
carcinome hépatocellulaire. Malgré des études initiales faisant état de réponses du
moins encourageant (Johnson PJ, 1978), les études ultérieures ont été décevantes
et n‘ont pas pu confirmer les données initiales. En effet, dans une grande étude
contrélée portant sur 109 cas, aucun effet bénéfique de la doxorubicine n'a été
démontré (Sciarrino E. 1985). En outre, dans une compilation de plusieurs études
rassemblant 475 patients traités par doxorubicine pour un carcinome hépatocellulaire
de stade avancé, seuls 16% d’entre eux avaient présenté une réponse au traitement
et ceci avec une survie moyenne de 3 a 4 mois (Nerenstone SR, 1998). Dans le
méme temps, ce traitement est associé a de multiples effets secondaires d’ordre
hématologique ou gastro-intestinal. Ainsi 63% des patients traités par doxorubicine
vont présenter une neutropénie, 17% une neutropénie fébrile, 24% une
thrombopénie, 13% une élévation des enzymes hépatiques et 7% une diarrhée (Yeo
W, 2005).

L’epuribicine, un 4’ epimer de la doxorubicine a été pressenti comme ayant une
meilleure efficacité dans le traitement du carcinome hépato-cellulaire avec une plus

faible morbidité. Mais cette amélioration n’a pas pu étre confirmé (Hochster
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HS,1985 ; Dobbs NA, 1994 ; Shiu W, 1986). Certains antimitotiques tels que le
cisplatine, le 5-Fluorouracile (5-FU), le mitoxantrone, I'étoposide et la fludarabine
n’ont pas réussi a démontrer une efficacité notable. D’autres plus récents tels que le
paclitaxel, lirinotecan, la gemcitabine, la capecitabine et la doxorubicine pégylée
liposomale (Caelyx®, Schering Plough) ont été étudiés avec de résultats
relativement médiocres (Chao Y,1998 ; Halm U, 2000 ; O’Reilly EM, 2001 ; Yang TS,
2000 ; Fuchs CS, 2002 ; Patt YZ, 2004 ). Enfin, parmi les nouvelles drogues le
Nolatrexed, un nouvel inhibiteur de la synthése de la thymidylate, et le T138067, un
inducteur de Il'apoptose n'ont pas montré une supériorité par rapport a la
doxorubicine (Mok TS, 1999 ; Stuart K, 1999).

IV-1.3 Carcinome hépatocellulaire et polychimiothérapie

De multiples combinaisons thérapeutiques ont été essayées. Méme si certaines
d’entre elles présentent des taux de réponses relativement bons, la plupart de ces
protocoles n’ont pas été validés par des études randomisées de phase Il et cela en
raison naturellement de I'hétérogénéité de la maladie et des biais de sélection des
malades. En conséquence la signification clinique de ces combinaisons reste a
démontrer. De plus la combinaison de plusieurs agents cytotoxiques comportera
'accumulation de leurs effets indésirables dont résultera une augmentation de la
morbidité du traitement.

L’association gemcitabine et oxaliplatine (protocole Gemox) constitue actuellement
'une des plus validées dans cette indication. Taieb et coll. lui ont trouvé un taux de
réponse a 19% dans le traitement de 'adénocarcinome hépatique de stade avancé,
et ceci avec une toxicité acceptable (Taieb J, 2003).

Les résultats les plus impressionnants concernant un traitement combiné ont été
observés avec un protocole associant de I'interféron-a, de la doxorubicine et du 5-FU
(protocole PIAF) (Leung TW, 1999). Ce protocole avait donné dans une étude
réalisée a Hong Kong un taux de réponse a 26%. Environ la moitié des malades
inclus dans I'étude ont vu le taux de leur alpha-foetoprotéine (AFP) évalué avant le
début du traitement chuter de 50%. Une diminution de taille des tumeurs est
intervenue pour 9 des 50 patients inclus, tumeurs qui sont devenues résécables.
Pour 4 d’entre elles, les piéces opératoires montraient 'absence de tout résidu
tumoral. Malheureusement une autre étude plus récente (Yeo W, 2005) qui

comparait la réponse a la doxorubicine en monothérapie a ce traitement combiné, n’a
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pas retrouvé de différences significatives entre les 2 bras ni en terme de réponse
tumorale au traitement avec 10,5% versus 20,9% respectivement ni en terme de
survie avec 6,83 mois versus 8,67 mois respectivement. A noter que la morbidité liée
au traitement était significativement plus importante en cas de traitement selon le
protocole PIAF.

Il est donc admis pour linstant qu’il n'existe pas un seul traitement ou une
combinaison médicamenteuse qui puisse étre défini comme étant le traitement

standard du carcinome hépatocellulaire.

IV-1.4 Carcinome hépatocellulaire et thérapeutiques moléculaires ciblées
L’amélioration de la compréhension des bases moléculaires des mécanismes de
'oncogenése dans le CHC ainsi que l'arrivée de nouveaux traitements ciblés ont
permis la réalisation d’essais cliniques avec certains d’entre eux sur des carcinomes
hépatocellulaires de stade avancé.

La premiere voie de thérapeutique moléculaire utilisée repose sur des études qui ont
mises en évidence I'importance du récepteur de I'Epidermal Growth Factor (EGFR),
et plus particuliéerement de I'Epidermal Growth Factor 1 humain (EGFR/HER-1), de
ses ligands EGF et du transforming growth factor alpha (TGF-a) dans I'oncogenése
du carcinome hépatocellulaire. Certains études ont méme évoqué d’éventuels réles
autocrine, paracrine et endocrine de TGF-a et du EGFR/HER-1 dans la prolifération
du CHC chez 'homme (Yamaguchi K, 1995). L’Erlotinib, un EGFR antagoniste, est
un inhibiteur de la tyrosine kinase administré par voie orale (Tarceva®, Genetech inc.,
South San Francisco, CA). Il a fait I'objet dans un premier temps de 2 études
cliniques qui ont démontré son innocuité malgré une faible efficacité en cas de CHC
de stade avancé (Philip PA, 2005 ; Thomas MB, 2005). Ces résultats préliminaires
plutét satisfaisants n’ont malheureusement pas pu étre reproduits au niveau des
études ultérieures (Zhu AX, 2006).

La deuxiéme voie thérapeutique moléculaire testée repose sur l'inhibition de la néo-
angiogenése. Le CHC est en effet une tumeur vascularisée avec surexpression du
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) et augmentation de la densité micro-
vasculaire ou « Micro Vessel Density » des auteurs anglo-saxons (Yamaguchi R,
1998). De plus, I'importance de la surexpression du VEGF est associée a une
diminution de la survie (Chao Y, 2003 ; Jeng KS, 2004) ce qui en fait donc une cible
thérapeutique potentielle dans le CHC. Le Bevacizumab (Avastin®, Genetech inc.)
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est un anticorps monoclonal recombinant humanisé anti VEGF. Il s’est imposé
comme alternative thérapeutique dans plusieurs cancers (Huwirtz H, 2004) : en plus
de son effet antiangiogénique, il améliore la réponse a la chimiothérapie. En effet, la
réduction de la vascularisation tumorale diminue la pression interstitielle au sein de la
tumeur ce qui permet une meilleure diffusion de la chimiothérapie (Jain RK, 2001,
Willett CG, 2004). Des études préliminaires ont démontré dans certains cas
sélectionnés de CHC l'innocuité de ce traitement malgré de modestes résultats en
terme de traitement du CHC (Schwartz JD, 2006 ; Zhu AX, 2006). Dans une autre
étude de phase I, le Bevacizumab a été associé au protocole Gemox (gemcitabine
et I'oxaliplatine) dans le traitement de CHC de stade avancé. Une telle association a
eu une activité antitumorale modérée avec un taux de réponse a 20%, une médiane
de survie globale de 9,6 mois et une médiane de survie sans progression de 5,3
mois (Zhu AX, 2006).

Tout derniérement le Sorafenib, un nouvel agent thérapeutique moléculaire inhibiteur
de transduction par blocage de la voie des MAPkinases, a montré des résultats
prometteurs dans une large étude de phase Il portant sur 137 patients (Abou-Alfa G,
2006). Dans cette étude, 5 patients ont présenté une réponse partielle et 49% des

patients une prolongation de survie (SD ou survival delay) d’au moins 4 mois.

En conclusion, l'incidence du carcinome hépatocellulaire est en augmentation. |l est
découvert dans plus de 80% des cas a des stades avancés et donc non résécable.
La chimiothérapie conventionnelle est trés peu efficace dans la prise en charge du
carcinome hépatocellulaire, ce qui a découragé la communauté médicale pendant
des décennies. Actuellement 'avénement de nouvelles thérapies ciblées a provoqué
un regain d’intérét pour ce cancer. En effet 'efficacité de ces médicaments dans
d’autres indications telles que le cancer du rein constitue une lueur d’espoir dans la
prise en charge du carcinome hépatocellulaire. |l va de soi que la validation de ces
traitements dans la prise en charge de ce cancer nécessiterait une démarche

expérimentale rigoureuse avant une I'application chez ’homme.

IV-2 Modéles animaux de CHC

Le pronostic relativement sombre du carcinome hépatocellulaire, son hétérogénéite,

'absence de moyen de dépistage ou de diagnostic précoce, et de moyens
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thérapeutiques efficaces ont fait de son traitement un défit majeur. Il est primordial
d’essayer de comprendre les différents mécanismes de carcinogenése. Dans cette
optique, les modeles animaux s’averent indispensables, et ils constituent souvent les
seuls moyens disponibles pour tester la tolérance et 'efficacité de nouveaux agents
anticancéreux avant de passer aux essais cliniques chez 'lhomme. En fonction du
mode de l'induction de la tumeur, il excite plusieurs modéles animaux de carcinome

hépatocellulaire.

IV-2.1 Modeéles de carcinome hépatocellulaire chimiquement induits

Il s’agit de modéles obtenus par I'exposition de I'animal a certains produits chimiques
connus pour induire un carcinome hépatocellulaire. L’avantage de ces modéles
chimiquement induits est la similitude de leur histoire naturelle avec le processus de
carcinogenese observé chez 'homme avec la séquence lésion inflammatoire avec
foyer de nécrose hépatique — fibrose cicatricielle avec cirrhose — puis foyers
d’adénome et enfin adénocarcinome.

Ce type de modéles est susceptible de permettre lidentification de substances
chimiques potentiellement carcinogenes pour ’'homme et d’établir une relation entre
I'exposition a un carcinogéne et les modifications génétiques qui en découlent et qui
seraient a l'origine de la carcinogenése. Par contre ces modeles ont comme
principaux inconvénients, outre un risque toxique pour l'investigateur, de dépendre
du sexe, de I'age et du terrain génétique du petit animal en ce qui concerne le
développement du CHC, rendant difficlement prévisible en terme de réussite et de
programmation la survenue de la tumeur.

Il existe deux classes principales d’agents chimiques considérés comme inducteurs

de CHC chez le petit animal.

Les composés génotoxiques

Ces substances provoquent des dommages au niveau de la structure méme de
I’ADN, en association avec des composés dits « promoteurs » qui induisent apres
induction par un composé génotoxique I'expansion clonale des cellules pré-
néoplasiques. L’hépatocarcinogéne le plus utilisé chez la souris est le
diethylnitrosamine (ou DEN), agent alkylant de I'ADN (Shiota G, 1999) en
combinaison avec le phénobarbital comme agent promoteur (Heindryckx F, 2009).

Des doses importantes et répétées de DEN sont nécessaires chez la souris pour
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induire I'hépatocarcinogenése en raison des mécanismes de réparation de I'ADN
(Teoh NC, 2008). Il faut remarquer que ces agents sont également capables

d’induire des CHC chez le rat.

Les composés non génotoxiques ; les inducteurs de prolifération de peroxysomes
(PPS)

Cet autre type d’agents inducteurs de perturbation génétique (dont les principaux
représentants sont le méthylclofenapate, le ciprofibrate, le fenofibrate, le clofibrate et
le Wy-16,643) active I'hépatocarcinogenése par le biais des récepteurs nucléaires
des inducteurs de proliféeration de peroxysomes alpha (PPARa). Particuliérement
présents au niveau du foie, ces derniers vont a leur tour activer plusieurs génes
impliqués dans la prolifération cellulaire et I'apoptose. Les PPs sont également
responsables d’'une activation transcriptionnelle des oxydases peroxysomales, ce qui
entraine un stress oxydatif cellulaire et par conséquence aboutit a une mutation
geneétique. Ainsi, 'hépatocarcinogenése n’apparaitra qu'aprés une longue période de

latence, en réponse a une exposition répétitive et a long terme a ces xénobiotiques.

IV-2.2 Modeles obtenus par xénogreffes dérivées de CHC humain

Ces modeéles tumoraux utilisent des lignées cellulaires issues de CHC humain tels
que HepG2, Hep3B, SMMC-7721, HuH7. Ces cellules tumorales doivent étre injectés
ou des fragments de tissu peuvent implantés chez des souris ou des rats immuno-
déprimés. Il s’agit soit de rats ou de souris athymiques (nudes) déficientes en
lymphocytes T soit de souris atteintes d'immunodéficience combinée sévere (SCID).
Le développement d’'une tumeur intervient au niveau du site d’implantation qui est
souvent soit sous-cutané (xénogreffe ectopique) soit directement dans le foie
(xénogreffe orthotopique).

Les modeles ectopiques sont en général plus faciles a obtenir et a suivre, avec une
croissance souvent rapide, mais ils sont moins appropriés aux investigations in vivo
du fait qu’ils ne sont pas dans I'environnement hépatique. De ce fait il est impossible
d’évaluer linteraction entre la tumeur et I'héte (angiogenése, invasion vasculaire,
développement de tumeurs secondaires,...). Les xénogreffes orthotopiques sont plus
utilisées dans I'évaluation in vivo de la biodisponibilité, de la pharmacocinétique et de
la toxicité des agents anticancéreux lors d'évaluation en phase pré-clinique

précédant tout essai clinique.
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Dans ces modeéles obtenus par xénogreffe, le processus naturel de la carcinogenése
qui se caractérise par une expansion rapide de certains clones cellulaires dotés
d’avantages sélectifs va étre contourné. De ce fait la greffe tumorale ne sera pas
identique a la tumeur originale. Il est également important de noter que les
phénotypes tumoraux et la réponse aux agents cytotoxiques peuvent varier
remarquablement en fonction des lignées cellulaires utilisées. Tester l'efficacité d’un
médicament sur des tumeurs issues de plusieurs lignées cellulaires devient donc
obligatoire. Il est également utile de rappeler qu'en testant certains médicaments
antiangiogéniques et en immunothérapie, les résultats doivent étre interprétés avec
précaution en raison des différences existant entre le systéme vasculaire et
immunitaire chez 'homme et chez la souris.

En raison du nombre réduit de lignées cellulaires de CHC humain immortalisées et
disponibles sur le marché, des modéles dit « syngéniques » développés chez les
animaux immunocompétente sont trés fréquemment utilisés. Les résultats obtenus
avec ces lignées sont encore plus difficiles a extrapoler pour une application
humaine.

Ainsi, les inconvénients majeurs liés aux modéles de CHC obtenus par xénogreffes
sont : un taux élevé de rejet de la tumeur, un nombre insuffisant de lignées cellulaires
disponibles, une faible clonicitée des tumeurs obtenues. Mais I'inconvénient le plus
important reste lié a I'imprévisibilité de l'efficacité des agents anticancéreux étudiés

sur le CHC humain.

IV-2.3 Modéles de CHC génétiquement générés chez la souris

En cancérologie, la sourie constitue I'un des modeéles animaux les plus utilisés. En
effet, outre les avantages liés a la petite taille et la facilité d’entretien, le génome de
la souris est entierement séquencé et sensiblement similaire au génome humain. De
plus, on dispose actuellement d'outils performants pour manipuler le génome de cet
animal ce qui ouvre la porte a une multitude d’applications.

Les modeles de souris geénétiquement modifies pour générer des CHC sont
particulierement utilisés pour explorer le réle dans le développement du carcinome
hépatocellulaire d’un géne spécifique, d’'une interaction de différents génes (de

croissance, d’apoptose, de prolifération, d’angiogenése, etc...), ainsi que leurs
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interactions avec un carcinogéne spécifique du foie ou un virus aux décours les

différents étapes du processus de I'hépatocarcinogenése.

Souris génétiquement modifiées par virus

Les premiers modéles de souris transgénique décrits exprimaient des virus (virus
simien vacuolisant 40 ou SV40, antigéne T56 du virus polyome (Cullen JM, 1993),
gene de la protéine X du VHB (Yu DY, 1999), géne de la protéine core du VHC
(Moriya K, 1998) dirigés vers le foie par le promoteur du VHB, par un
promoteurs/améliorateur constitutif du foie (antithrombine, albumine ou alpha 1
antitrypsine) ou par un promoteur inductible (métallothionéine de la souris).

Les souris transgéniques exprimant les protéines des VHB et VHC (souris exprimant
la protéine X du VHB, la protéine core du VHC ou exprimant les antigenes du VHB
sont sujets de désaccords, quelques auteurs rapportant un développement spontané
du CHC (Yu DY,1999; Moriya K, 1998) et d’autres rapportant seulement une
augmentation de la sensibilité au développement du CHC aprés injection du DEN et
non un développement spontanée de la tumeur (Zheng YY, 1997 ; Kawamura T,
1997). Les souris transgéniques exprimant les virus de I'hépatite offrent bien sir la
possibilité d’examiner les mécanismes moléculaires du développement du CHC dans

le contexte d’une infection hépatique chronique, une inflammation et une fibrose.

Souris génétiquement modifiées par oncogéene

Des souris transgéniques surexprimant des oncogénes spécialement au niveau du
foie ont été générées et I'hépatocarcinogenése a été observé dans quelques
modeéles. Le plus souvent la surexpression d’un seul oncogéne n’est pas efficace
(Harada N, 2002) et les modeles transgéniques du CHC récapitulent souvent les
altérations en deux passages majeurs : albumine + c-myc, metallothionéine1 + TGF
alpha (Thorgeirsson SS, 1996) ou c-myc + E2F163, béta caténine + H-ras (Harada
N, 2004).

Des résultats prometteurs ont été publiés avec ces modéles ainsi qu’avec d’autres
modeéles de souris conditionnés. |l s’agit de souris transgéniques qui surexpriment
des facteurs de croissance (TGF alpha, EGF, PDGF, FGF), ou sont défectueuses en
protéines fonctionnelles (alpha 1 antitrypsine), ou encore avec des antioncogénes

infrmés (PTEN, APC) ou enfin des souris knock-out pour des enzymes essentielles
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comme la glycine N-méthyltransférase qui assure la stabilité génétique par la
régulation de la méthylation de ’'ADN (Heindryckx F, 2009).

Ces divers modeles sont utilisés pour étudier les implications des diverses altérations
génétiques possibles (mutation, délétion ou surexpression d’'un gene donné) sur
I’hépatocarcinogenése, mais leur utilisation pour le développement de médicaments

n’a pas encore été décrit.

IV-3 Spécificité de I'imagerie structurale du CHC chez le petit animal

IV-3.1 Micro-CT et CHC chez le petit animal

A linstar de l'imagerie des tumeurs hépatiques en clinique humaine, il est
indispensable pour un bon rehaussement du parenchyme hépatique d’administrer
un produit de contraste. Celui ci doit répondre chez le petit anomal a 2 critéres
essentiels : d’'une part un tropisme hépatique et d’autre part un temps d’élimination
assez long. En effet la durée d’acquisition d’'une imagerie corps entier d’'un rat ou
d’une souris au micro-CT est d’environ 10-15 minutes (12 minutes en moyenne). Les
produits de contraste iodés d’'usage habituel chez 'homme ont donc un temps
d’élimination trop rapide.

Le carcinome hépatocellulaire étant en principe une tumeur trés vascularisée, un
rehaussement vasculaire s’avere de grande utilité pour mieux le contraster afin de le
mettre en évidence. Il est donc indispensable dans cette optique d’utiliser outre un
produit a tropisme hépatique un second produit a tropisme vasculaire. Deux produits
de contraste sont donc a utiliser pour un bon contraste hépatique et tumoral
(Weichert JP, 2000). Les doses, les modalités d’administrations et le délai a

respecter avant 'imagerie sont a adapter a I'espéce animale étudiée.

IV-3.2 IRM et CHC chez le petit animal

L’'imagerie des tumeurs hépatiques par IRM nécessite souvent (sauf avec les
imageurs les plus puissants) l'administration de gadolinium, ou de sels de
gadolinium, produit de contraste le plus étudié et le plus utilisé chez 'lhomme. En
effet 'image obtenue sans injection de sels de Gadolinium est en général de
mauvaise qualité, permettant a peine de dessiner les contours de la glande
(Aprahamian M, 2004).
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La dose de gadolinium a injecter et le délai avant imagerie sont a adapter a I'espéce

animale étudiée.

IV-3.3 Echographie et CHC chez le petit animal

Bien que peu utilisée dans cette application, 'échographie aurait une sensibilité de
90% environ dans la détection de lésions de plus de 7 mm de grand axe, 75% pour
les lésions de 3-7mm. Cette sensibilité ne dépasse pas les 25% pour les tumeurs de
taille inférieure a 3 mm.

La sensibilité de I'échographie dans la détection de Iésions tumorales hépatiques de
petit volume augmenterait avec l'utilisation de sonde de haute fréquence. Le taux de
détection de lésions de taille inférieure @ 3 mm atteindra 50% en usant de sonde de
6-18 MHZ (Echevarria Uraga JJ, 2009).

L’échographie sert également dans le traitement des hépatomes chez les rats pour
guider les injections intra tumorales (Zardi EM. 2007). L’intérét de I'échographie dans
le suivi longitudinal des tumeurs de petites tailles reste a prouver en raison du
manque de reproductibilité des mesures. En effet celles ci sont opérateur
dépendantes : en effet I'image obtenue dépend d'une part de I'expérience de
I'opérateur et d’autre part de la position de la sonde d’ultrasons lors de I'acquisition

de l'image.

V L’adénocarcinome pancréatique

V-1 Contexte clinique et thérapeutique

IV-1.1 Généralités

En France, l'incidence du cancer du pancréas est presque inchangée depuis une
vingtaine d’année. Elle est estimée a environ 3000 nouveaux cas par an (Mirty E,
2001). Ce chiffre place ce cancer au 4°™ rang de fréquence des cancers digestifs,
derriere les cancers du colon, de l'estomac et de l'cesophage. Dans les pays
occidentaux y compris la France, le taux de mortalité du cancer du pancréas est
identique a son incidence (Hariharan S, 2008) soulignant ainsi sa gravité. En effet, le
seul traitement potentiellement curatif est la chirurgie, or au moment du diagnostic,

seuls 10 a 20% des tumeurs sont résécables, ne permettant aux patients opérés

53



qu'une survie de l'ordre de 10% a 5 ans (Gudjonsson B, 1987). Enfin, tous stades
confondus, seulement 2% des patients sont vivants 5 ans apres le diagnostic

Devant un pronostic aussi péjoratif, deux attitudes se sont longtemps opposées :
I'emploi de chimiothérapies "agressives" et souvent toxiques réservées a des
patients dont ['état général est encore conservé ou l'abstention thérapeutique,
attitude qui était plus couramment privilégiée.

Actuellement, la place de la chimiothérapie dans ce cancer réputé chimio-résistant
est prouvée et les essais pour apprécier la place de nouvelles molécules ou

I'association de la chimiothérapie avec la radiothérapie sont maintenant nombreux.

V-1.2 Adénocarcinome pancréatique et chimiothérapie

Bénéfice de la chimiothérapie palliative

De nombreuses études étaient en faveur de l'abstention thérapeutique a la fin du
XXM siécle. Si bien qu'en 1995 Lionetto et Coll. concluaient, dans une revue de la
littérature sur 27 études publiées entre 1980 et 1993, a l'absence de traitement
standard et a la nécessité d'études randomisées bien conduites avec comme bras de
référence des soins palliatifs seuls (Lionetto R, 1995). D’autres auteurs étaient
toutefois en faveur d’'une chimiothérapie systématique. Ainsi, Palmer et Coll.
publiaient une étude portant sur 43 patients et comparant dans un bras une
chimiothérapie associant 5FU, adriamycine et mitomycine C a I'abstention
thérapeutique dans l'autre bras. La survie était significativement plus importante dans
le bras traité (8 mois versus 3,5 mois) (Palmer K, 1994). Glimelius et Coll. ont
également montré un bénéfice significatif de la chimiothérapie sur la survie (6 mois
versus 2,5 mois) mais aussi sur la qualité de vie des patients (38% versus 10%) en
employant un questionnaire de qualité de vie validé (EORTC-QLQ- C30) dans un
essai comportant 90 patients randomisés entre un bras avec chimiothérapie (5 FU et
acide folinique * étoposide) et un bras de soins palliatifs seuls (Glimelius B, 1996). Si
l'intérét de réaliser une chimiothérapie palliative est donc actuellement quasi acquis,

le choix du traitement & administrer reste sujet a discussion.

Chimiothérapies conventionnelles : 5FU et cisplatine
L’adénocarcinome du pancréas est en principe peu sensible a la chimiothérapie. Sa
chimiorésistance fait intervenir différents mécanismes (géne MDR, glutathion S

transférase, etc...). Le 5 FU, peu influencé par ces mécanismes de résistance, a été
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'antimitotique le plus étudié et il donnait jusqu'a récemment les meilleurs taux de
réponse objective. Ceux-ci restaient néanmoins trés modestes, de l'ordre de 15%,
avec une meédiane de survie courte, de l'ordre de 3 mois. Les tentatives de
potentialisation ou de modulation du 5 FU n'ont pas montré d'avantage en terme de
réponse objective ou de survie (Lionetto R, 1995).

Le cisplatine (ou CDDP) a longtemps été jugé inefficace dans le cancer du pancréas.
Mais en 1993, Wils et Coll. ont montré dans une étude de phase Il bien conduite une
réponse objective de 17% (Wils J, 1993). Aussi, du fait de I'existence d'une forte
synergie in vitro entre le 5 FU et le cisplatine, leur association a été évaluée. Les
différentes études de phase Il réalisées montrent des taux de réponse objective
concordants de l'ordre de 20% avec une médiane de survie d'environ 8 mois (André
T, 1996). Enfin, une étude de phase Ill portant sur 207 patients et comparant
cisplatine plus 5 FU en perfusion continue au 5 FU seul (administré en bolus) a été
publiée sous forme d'abstract (Rougier P, 1999). L'association 5 FU-CDDP était
meilleure en terme de réponse relative (10% versus 0%) et de survie sans récidive
(19% a 6 mois versus 4%). Mais la différence de survie a 1 an n'était pas significative
(17% versus 9%, p = 0,08). Il est a souligner que les résultats ont été analysés en
intention de traiter et que prés de 40% des patients n'ont pas regu de traitement ou
moins de 2 cycles en raison d'une progression de la maladie. Par ailleurs, le bras de
I'association était plus toxique. Cette association semble donc intéressante mais en
sélectionnant les patients capables de supporter une telle chimiothérapie (Rougier P,
1999).

Les nouvelles drogues

L’utilisation de "nouvelles drogues", semble avoir légerement amélioré le pronostic
de I'adénocarcinome du pancréas. Le docetaxel, un inhibiteur de la dépolymérisation
des micro-tubules a permis d'obtenir dans une étude de phase Il un taux de réponses
objectives de 20% (Rougier R, 1994).

Mais cest surtout la gemcitabine (Gemzar®), précurseur d’un anti-métabolite
resultant de la transformation par un géne endogéne (cytidine kinase) qui semble
actuellement donner les résultats les plus intéressants en terme de "bénéfice
clinique" malgré un faible taux de réponse objective. Ainsi par exemple, Burris et
Coll., dans une étude de phase lll, ont comparé chez 126 patients l'effet de

I'administration de gemcitabine a celle de 5 FU seul a faible dose et en bolus
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hebdomadaire. L'objectif principal de I'étude portait sur le "bénéfice clinique" selon un
score cependant non validé. Ce "bénéfice" était obtenu chez 24% des patients dans
le bras gemcitabine et 5% dans le bras 5 FU seul. La médiane de survie était
discretement augmentée dans le bras gemcitabine (5,65 versus 4,41 mois, p =
0,002). La survie a 1 an était plus importante (18% versus 2%). Par contre, le taux de
réponse objective n'était pas différent (5.4% versus 0%) (Burris H, 1997). Cet essai
souligne la difficulté d'apprécier l'efficacité de la chimiothérapie dans ce type de
cancer : en effet, malgré la différence en terme de survie et d'amélioration probable
de la qualité de vie, il n'existait qu'une faible réponse objective et une amélioration
des symptbmes a la fois chez les répondeurs mais aussi les non répondeurs
(Glimelius B, 1996; Burris H, 1997).

V-1.3 Adénocarcinome pancréatique et traitements en émergence

Gemcitabine, traitement de référence

Au vu des résultats obtenus au niveau de ces études, le Fluorouracil (5-FU), qui était
considéré pendant des décennies comme étant la chimiothérapie de référence du
cancer du pancréas localement avancé, a été relayé par la gemcitabine. En effet
depuis 2007 le FDA a approuvé la gemcitabine comme chimiothérapie de premiére
ligne dans le traitement du cancer du pancréas localement avancé ou métastatique
(Jia LI, 2009).

Il est trés important de noter qu’entre I'introduction de la gemcitabine et ce jour il n'y
a pas eu de modifications notables dans le traitement de I'adénocarcinome du
pancréas. En effet plusieurs associations thérapeutiques utilisant la gemcitabine ont
été testées, mais malheureusement aucune n’avait prouvé sa supériorité par rapport

a la gemcitabine utilisée en monothérapie.

Les traitements en émergence

C’est en effet le constat pour les traitements moléculaires ciblées tels que l'erlotinib,
le cetuximab, le bevacizumab,...qui bien qu’ils aient démontrés une efficacité dans le
traitement d’autres cancers restent peu efficaces dans le traitement du cancer du
pancréas, exception faite de I'association erlotinib et gemcitabine qui laisse espérer
de meilleurs résultats en ce qui concerne la réponse tumorale et |la survie par rapport

a la gemcitabine en monothérapie (Moore MJ, 2007).
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Enfin, I'association radiothérapie et chimiothérapie en situation palliative comme
alternatif thérapeutique chez des patients en bon état général proposée dans les
derniéres décennies (Moertel C, 1969; Moertel C, 1981; GITSG, 1988) semble
revenir partiellement (notamment aux Etats-Unis). En situation adjuvante par contre,
les études concluent a un bénéfice minime de ce traitement malgré une bonne
tolérance. Il ne s’agit donc pas d’'un standard dans la prise en charge du cancer du
pancréas jugeés resécables (Klinkenbijl J, 1999).

D’autres modalités d’association radio-chimiothérapie sont actuellement en cours

d’évaluation.

V-2 Modéles animaux d’adénocarcinome pancréatique

Pendant longtemps I'absence de modéle animal approprié a constitué un obstacle a
la compréhension de I'adénocarcinome du pancréas. En effet 'étude de ce cancer
de pronostic relativement sombre avec moins de 5 % de survie a 5 ans tout stade
confondu, rend le développement de modéles animaux indispensable afin de
découvrir d'une part de nouvelles méthodes diagnostiques (nouveaux marqueurs
tumoraux) afin de réaliser un diagnostic précoce de ce cancer découvert la plupart du
temps a des stades avancés, donc inaccessible a un traitement chirurgical, et de
permettre d’autre part le développement de nouvelles voie thérapeutiques et ceci
plus particulierement pour les stades avancés, jugé inopérables et relevant pour

I'instant de la seule chimiothérapie.

IV-2.1 Modeéles d’adénocarcinome pancréatique chimiquement induits

Plusieurs produits chimiques ont la capacité de provoquer un adénocarcinome du
pancréas chez les animaux exposés. Parmi les plus connus: le Dimethyl
benzathracine (DMBA) (Wendt L, 2007) et, I'ethylnitrosoguanidine (Kamano T, 1988).
Ces produits carcinogénes manquent toutefois de spécificité, ce qui rend la
probabilité de développer d’autres cancers au niveau d’autres organes relativement
élevé. Des pistes pour améliorer la spécificité et le rendement de ces modéles
chimiques ont été suggérées. Il a ainsi été proposé la réalisation d’une
pancréatectomie subtotale dans le but de stimuler la prolifération des cellules
pancréatiques ou la perfusion directe de ces carcinogénes dans le canal

pancréatique.
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Ces produits chimiques provoqueraient une inflammation suivie d’'une hyperplasie,
d’'une atypie cellulaire et d’'une dysplasie au bout de trois mois. Un cancer invasif du
pancréas est obtenu apres environ 6 mois d’exposition. A 10 mois, 39% des souris
exposees au DMBA auraient développé un cancer invasif du pancréas (Wendt L,
2007). Ce modele est trés intéressant dans le sens ou il récapitule I'évolution
tissulaire de I'état normal a I'état cancéreux. Il permet donc I'étude des modifications
morphologique et moléculaire sous-jacentes au développement de 'adénocarcinome

invasif du pancréas.

V-2.2 Modéles d’adénocarcinome pancréatique obtenus par xénogreffes

Il peut s’agir de modéles syngéniques ou de modéles hétérogéniques. Lorsqu’ils sont
réalisés en position orthotopique, ils nécessitent une laparotomie médiane. L’apport
de cellules tumorales peut étre effectué soit par injection des cellules tumorales dans
le tissu glandulaire, soit par implantation de fragments de tumeurs de I'ordre de 1
mm?. Lorsque les cellules sont issues d’une lignée développée sur la méme souche
de souris (Panc02-H1-7 par exemple pour des souris de souche C57BI6) (Wang B,
2001), on parlera de modéles orthotopiques syngéniques. Ces modeéles permettent
I'obtention de tumeurs assez bien vascularisées (alors que la tumeur est faiblement
vascularisée chez 'hnomme). Lorsque les cellules sont issues d’une autre souche de
souris (Panc Tu 1) (Alves F, 2001) ou d’origine humaine (Panc 1 ou 2, MiaPaCa 2 ou
Capan 1 ou 2), on parlera de modeéles orthotopiques hétérogéniques. lls doivent étre
réalisés chez des souris immunodéprimées.

D’autres modéles syngéniques et hétérogéniques ont été obtenus par inoculation
sous cutanée. L’évolution du cancer inoculé en position orthotopique est similaire a
celle rencontrée chez 'homme avec extension locale, invasion ganglionnaire et
péritonéale et métastases hépatiques (Mutter D, 1999). Les cancers obtenus apres
inoculation sous-cutanée ne sont eux par contre en général pas associés a une

invasion et ne donnent pas de métastases (Sipos B, 2003).

V-2.3 Modeles d’adénocarcinome pancréatique génétiquement générés chez la
souris
Le cancer du pancréas se situe parmi les mieux caractérisés au niveau génétique.

Chez 'hnomme le développement d’'un carcinome pancréatique exocrine a été relié a
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I'activation de 'oncogéne K-ras et a I'inactivation de multiples génes suppresseurs de
tumeurs incluant p53, DPC4, p16, etc.. (Schneider G, 2003).

L’activation de I'oncogéne K-ras constitue une premiere étape indispensable (bien
gu’insuffisante) dans le développement du cancer du pancréas chez 'lhomme. Sur le
plan expérimental, le premier modéle animal de cancer du pancréas a été rapporté
en 2003, par la seule activation de cet oncogéne (Schneider G, 2003). Ce modéle ne
représente pas a l'identique le développement du cancer du pancréas chez 'lhomme
puisque la seule activation de Kras provoquerait au mieux un cancer in situ du
pancréas.

Un modéle animal de cancer invasif de cancer du pancréas a été obtenu par
l'activation d'oncogénes tels que Kras ou TGF alpha simultanément avec
l'inactivation de génes suppresseurs de tumeurs tels que TGFBR2, DC4, ou TP53,
... (Siveke JT, 2007).

V-3 Spécificité de I'imagerie structurale de 'adénocarcinome du pancréas chez

le petit animal

V-3.1 Micro-CT et adénocarcinome du pancréas chez le petit animal

A ce jour |l n'existe pas dans la littérature d’études traitant de la place éventuelle du
Micro-CT dans l'imagerie du pancréas sain ou porteur d’'un adénocarcinome en
position orthotopique. Cette place parait pourtant évidente au vu des résultats de
notre travail présenté dans la suite de cette thése.

Bien que I'adénocarcinome du pancréas, contrairement au CHC, soit en principe peu
vascularisé, il est indispensable pour un bon rehaussement du parenchyme
pancréatique d’administrer un produit de contraste qui doit avoir, a linstar de
'imagerie des tumeurs hépatiques chez le petit animal, un temps d’élimination assez

long

V-3.2 IRM et adénocarcinome du pancréas chez le petit animal

L’IRM est un moyen tres performant de diagnostic et de suivi d’'adénocarcinome du
pancréas chez les rongeurs. Dans un modéle orthotopique d’adénocarcinome de
pancréas chez la souris, I'IRM a permis la mise en évidence trés précoce des

tumeurs, dés le premier jour aprés inoculation, ce qui correspond a une volume de
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12 mm?® (He Z, 2000). Il doit s’agir en fait de la localisation du site d’injection des
cellules ou des fragments tumoraux greffés.

Les tumeurs pancréatiques sont en principe identifiables avec une bonne précision
sur les séquences standards. L'utilisation du produit de contraste (Gadolinium)
permettra de mettre en évidence des zones d’hétérogénéités intra-tumorales (Grimm
J. 2003)

V-3.3 Echographie et adénocarcinome du pancréas chez le petit animal

Le pancréas, étant un organe rétro péritonéal, son exploration ultrasonographique
pourrait étre génée par la présence d’air dans le tube digestif. Pourtant, I'échographie
permet, en principe, une étude rapide, peu onéreuse, et assez complete du
pancréas. Son domaine de prédilection reste d’abord I'évaluation des Iésions
inflammatoires (pancréatites) et kystiques du pancréas.

Si 'imagerie par Micro-CT et par IRM permettent d’évaluer le pancréas, méme en
présence d'air dans le tube digestif, leur manque de disponibilité, leurs colts et la
nécessité d'une anesthésie sont susceptibles de limiter leurs utilisations routiniéres

aux dépens de I'échographie surtout avec I'’évolution considérable de celle-ci.
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B. Etudes expérimentales du carcinome hépato-cellulaire et de

I’adénocarcinome pancréatique chez le rat

L’analyse de I'état actuel de la recherche pré-clinique, aussi bien en ce qui concerne
celle réalisée au sein des laboratoires publiques que celle effectuée dans les
laboratoires privés, met en évidence I'existence d’un conflit entre les nécessités de la
réalisation d’'une étude pré-clinique fiable en terme de prédictibilité du potentiel d’'une
nouvelle approche thérapeutique et/ou diagnostique et les impératifs actuels
grandissants de I'éthique en expérimentation animale.

Il apparait clairement dans la revue générale que nous avons réalisée au chapitre
précédent que ['utilisation des techniques d'imagerie constitue une bonne solution a
ce dilemme. Elle doit permettre de réaliser a la fois une étude fiable, tout en
réduisant considérablement le nombre d’animaux utilisés. En effet, il est mentionné
dans un rapport de [I'Opecst (Office Parlementaire d’Evaluation des Choix
Scientifiques et Technologiques) publié au deuxiéme trimestre de 'année 2010 que
'usage de l'imagerie peut aboutir a une réduction du nombre d’animaux utilisés
pouvant atteindre jusqu’'a 90% ! (Lejeune M, 2010).

Dans le domaine que constituent les cancers hépatiques et pancréatiques et qui est
celui qui nous intéresse plus particulierement, une analyse impartiale de la situation
montre qu’il reste a I'évidence a trouver un ou des traitements efficaces pour ces
deux types de pathologies grevées d’'une mortalité inacceptable. Il existe en effet
pour ces deux cancers encore beaucoup a découvrir en ce qui concerne aussi bien
les mécanismes de la carcinogenése que les moyens de leur prise en charge. Toute
amélioration de cette situation repose sur le triptyque : élucidation des mécanismes
moléculaires impliqués dans la carcinogenése et la croissance tumorale, existence
de modéles tumoraux animaux fiables, et enfin possibilité de tester de nouvelles
voies de traitement sur les dits modéles.

Pour notre part, le but de notre travail de these a été de réaliser la démonstration de
'apport de I'imagerie du petit animal dans I'exploration de tumeurs hépatiques et
pancréatiques ainsi que dans leur suivi longitudinal aux décours de leur évolution,
afin de réaliser « a moindre frais » aussi bien en termes de vies animales que de

colt de fonctionnement une étude préclinique valable d’'une drogue anti-cancéreuse.
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| Apport de I'imagerie structurale par micro scanner X dans I’évaluation pré-
clinique de chimiothérapies ducarcinome hépatocellulaire sur greffe

orthotopique chez le rat ACI

I1-1 Introduction

La réalisation de ma thése s’est effectué dans un laboratoire situé dans I'enceinte de
'IRCAD (Institut de Recherche contre les Cancers Digestifs), structure privée a but
non lucratif qui avait acquis un dispositif d’imagerie du petit animal constitué par un
microscanner. Ce choix avait été effectué sur la base d’arguments financiers, mais
aussi de performance de l'appareillage, tout en tenant compte du fait que les
responsables du département d'imagerie ainsi que les manipulateurs disposaient
d’'une expérience clinique avec une pratique courante de I'imagerie par scanner.
Notre premiére observation lorsque nous nous sommes intéressés a l'imagerie des
tumeurs sur le petit animal de laboratoire par microscanner a été de constater que s'il
existait une littérature relativement abondante sur I'imagerie hépatique (Weichert JP
1995 et 2000 ; Bakan DA, 2001 ; Weber SM, 2004 ; Almajdub M, 2007 ; Graham KC,
2008 ; Suckow CE, 2008 ; Willekens 1, 2009), il existait de fait trés peu de travaux
évaluant de nouveaux traitements (Trubenback J, 2000 ; Li X, 2002). Il nous est alors
apparu intéressant d’évaluer la place du microscanner dans cette derniére indication.
Pour ce faire il nous a fallu tout d’abord établir une procédure reproductible et
itérative dépourvue de nocivité pour I'animal d’expérience. Cette procédure devait
avoir pour objectif d’'optimiser les paramétres expérimentaux (tels que modéle animal
procédure d’'imagerie, détermination des volumes tumoraux, suivi longitudinal, etc...)
avant d’introduire des traitements a évaluer.

Pour créer notre modéle tumoral nous avons suivi la procédure décrite par
Trubenback et Coll. (Trubenback J, 2000), car nous disposions déja au laboratoire
d’'une expérience avec la lignée cellulaire MH3924A, greffée chez le rat Agouti
souche ACI des laboratoires Harlan. En ce qui concerne la posologie des produits de
contraste et leur mode d’administration, nous avons trés rapidement constaté que
celles recommandées par le fournisseur et décrites dans la littérature (Weichert JP
1995 et 2000 ; Bakan DA, 2001 ; Weber SM, 2004) n’étaient pas compatible avec

I'obligation de la préservation du bien-étre animal. En effet, les rats soumis a ce type
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de protocole présentaient au minimum un syndrome de surcharge volumique suivi
d’insuffisance hépatique plus ou moins grave entrainant la mort dans un nombre non
négligeable de cas. Les images obtenues étaient certes de trés bonne qualité, mais |l
était exclu de répéter de maniére séquentielle une telle procédure. Il nous a donc
fallu établir une nouvelle procédure. Enfin, disposant d’'un protocole fiable et
reproductible sur le plan de I'imagerie hépatique normale et tumorale, nous avons
cherché a valider les mesures des volumes des tumeurs en comparant celles issues
des images scanner a celles obtenues a 'autopsie.

Une fois réalisées toutes ces mises au point, nous nous sommes proposés de tester
des chimiothérapies existantes et déja appliquées chez 'homme afin de valider

l'intérét d’'une approche préclinique basée sur I'imagerie.
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1.2 Article n° 1
Apport de I'imagerie structurale par micro scanner X dans I’évaluation
pré-clinique de chimiothérapies du carcinome hépatocellulaire

sur greffe orthotopique chez le rat ACI

(Sous presse dans Bulletin du Cancer)
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Résumé

L’évaluation préclinique de traitements tels que la chimiothérapie nécessite une
expérimentation animale, soumise a des exigences éthiques strictes (réduction du nombre
d’animaux et de la douleur). L’imagerie du petit animal doit permettre un suivi longitudinal
d’une progression tumorale sur le méme animal et ceci sans douleur.

Le but de I’étude est de valider 1’'usage de cette imagerie par un suivi longitudinal d’un
carcinome hépatocellulaire (CHC) afin de démonter I'intérét de cette approche dans
I’évaluation in vivo de la réponse tumorale a différentes thérapeutiques.

Un modele de CHC chez le rat ACI par greffe orthotopique de la lignée MH3924A a été suivi
par microscanner (puscan) Imtek/Siemens avec produits de contraste (Fenestra® LC/VC). Les
procédures permettant un rehaussement optimal du foie et une mesure fiable des volumes
tumoraux au pscanner ont été validées. Trois protocoles d’évaluation thérapeutique par suivi
longitudinal au pscanner ont été réalisés. Chacun comportait trois groupes testant une
chimiothérapie (gemcitabine, gemcitabine-oxaliplatine ou sorafenib) versus deux groupes
témoins (placebo et doxorubicine). La comparaison a été réalisée sur les volumes tumoraux,
les médianes de survie et les survies actuelles.

Il existait une corrélation significative entre volumes mesurés par puscan et autopsie. Une
réduction significative des volumes tumoraux et une prolongation significative de la survie
actuelle ont été observées apres traitement par sorafenib et non par gemcitabine seule ou
associée a I’oxaliplatine. Ces résultats sont en accord avec les données cliniques disponibles
pour ces diverses thérapeutiques.

En conclusion I’imagerie du petit animal par pscan constitue une méthode non invasive, fiable

et reproductible dans 1’évaluation préclinique de médications antitumorales.
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Abstract

Animal experimentation is a prerequisite for preclinical evaluation of treatments such as
chemotherapy, it’s strictly regulated with the purpose the number of experimental animal as
well as their endurance. Small animal imaging should provide a painless longitudinal follow
up of tumor progression on a single animal.

The aim of the study is to validate small animal imaging by microscanner (pscan) in
longitudinal follow up of a hepatocellular carcinoma (HCC) and to demonstrate its interest for
in vivo evaluation of tumor response to different therapeutics.

An HCC model achieved by orthotopic graft of the MH3924A cell line in ACI rats was
followed using a Imtek/Siemens microscanner (uscan) with contrast agents (Fenestra®
LC/VC). The procedures giving the optimal enhancement of the liver as well as a reliable
determination of tumor volumes by pscan were validated. Three protocols for therapeutic
assessment through pscan longitudinal follow up were performed. Each consisted in three
groups testing a chemotherapy (gemcitabine, gemcitabine-oxaliplatine or sorafenib) versus
two control groups (placebo and doxorubicine). Comparison was done on tumor volumes,
median and actual survivals.

There was a significant correlation between tumor volumes measured by pscan and autopsy.
Treatment by sorafenib, at the contrary of gemcitabine alone or with oxaliplatine, resulted in a
significant reduction in tumor volumes and prolongation of actuarial survival. These results
are consistent with available clinical data for these diverse therapeutics.

In conclusion small animal imaging with pscanner is a non invasive, reliable, and

reproducible method for preclinical evaluation of antitumor agents.
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Introduction

Le carcinome hépatocellulaire (CHC) est le 6™ cancer au monde par ordre de fréquence. En
Europe occidentale son incidence est de 8 nouveaux cas pour 100 000 habitants. Son
pronostic reste sombre, avec un taux de survie de 3 & 5 %, ce qui lui confére le rang de 3™
cause de mortalité par cancer [1].

L’exérese chirurgicale de la tumeur constitue le traitement de référence qui correspond au
meilleur pronostic. Cette méthode reste cependant peu accessible puisque le diagnostic du
CHC n’est posé dans 60% des cas qu’a des stades avancés, au dela de tout traitement
chirurgical [2]. Dans ces cas la chimiothérapie conventionnelle est considérée comme la seule
alternative thérapeutique bien qu’elle soit treés peu efficace [3].

Dans ce contexte de nouvelle voies thérapeutiques seront a considérer, parmi lesquelles les
traitements moléculaires ciblés [4] et la thérapie génique [5] sont actuellement a 1’étude.
L’utilisation de mod¢le animal dans le cadre des études précliniques reste incontournable pour
le développement et 1’évaluation in vivo de ces nouvelles thérapeutiques.

L’imagerie du petit animal par le biais d’un micro scanner dédi¢ et une technique en
émergence qui permet de réaliser un suivi longitudinal d’animaux porteurs de tumeurs,
d’apprécier et de quantifier la croissance tumorale, et d’objectiver la réponse des tumeurs aux
différents traitements. Cette technique permet en paralléle de réaliser un suivi de la survie
actuelle des ces animaux du fait du caractére non invasif de cette examen [6-8].

L’usage de modeles ectopiques (sous cutanées) de CHC accessibles a un examen externe est
certainement le systéme tumoral le plus couramment utilisé du fait de sa simplicité. Une telle
approche est toutefois moins appropriée a une évaluation de ’efficacité thérapeutique d’un
nouveau principe actif en raison de 1’absence d’environnement hépatique rendant impossible
I’évaluation de D’interaction avec le micro-environnement tumoral ainsi que celle des
interactions hote-tumeur en termes de néo-angiogénese, d’invasion vasculaire, de
développement de tumeurs secondaires, etc... Les modeles orthotopiques, dans lesquels le
CHC est greffé au niveau du tissu hépatique permettent a I’inverse de conserver le micro-
environnement tumoral ainsi que le potentiel métastatique de ce type de tumeur [9]. Il est
donc en conséquence plus adapté aux études expérimentales précliniques. Le suivie de ces
tumeurs hépatiques profondes constituent ainsi une indication idéale de 1’'usage des moyens

d’imagerie du petit animal tels que le scanner, I’'IRM et 1’échographie.
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L’objectif du présent travail était d’appliquer 1’imagerie par microscanner au suivi
longitudinal d’un mod¢le orthotopique de CHC chez le rat afin de comparer la réponse de ce
type de tumeur a différentes thérapeutiques dans le but de démontrer I’intérét de cette
approche diagnostique par imagerie dans 1’évaluation in vivo de la réponse tumorale a un

traitement donné.

Matériels et méthodes

Modeéle syngénique de carcinome hépatocellulaire

La lignée cellulaire originelle d’hépatome de Morris (MH3924A, Germain Research Center
cell Library, Heidelberg, Germany) obtenue chez la rat noir agouti aprés administration de
carcinogene [10,11] a été cultivée dans du milieu RPMI enrichi avec 20% de FCS, 100pg/ml
de Pénicilline et de Streptomycine (Invitrogen Life Technologies, Cergy Pontoise, France).
Cette lignée induit des tumeurs hépatiques bien a moyennement différenciées [11] et de
croissance rapide [12].

Ces tumeurs sont greffées en position orthotopique au niveau du foie de rat ACI selon la
procédure décrite précédemment par Tritbenback et al [12]. En résumé, 2.10° cellules
MH3924A suspendues dans 100 pl de milieu de culture sont injectées en sous capsulaire, en
dedans du ligament triangulaire, dans la partie gauche du lobe médian du foie extériorisé par
une laparotomie médiane sus-ombilicale. L’inoculation est réalisée sous anesthésie générale
par inhalation d’une mixture de 3% d’isoflurane (Forene®, Abott, Rungis, France) dans
I’oxygene (1 litre/mn). L’analgésie est assurée par une injection locale de xylazine (Rompun®,
Bayer, Leverkusen, Germany, 2mg/Kg). Selon cette procédure, la progression tumorale reste
limitée pendant 6 a 9 semaines au lobe de foie injecté. Des localisations secondaires au niveau

du lobe controlatéral surviennent tardivement et le décés du rat intervient entre la 7°™ et la
11°™ semaine a la suite d’une invasion hépatique compléte, sans évidence de localisations
patiq plete,

secondaires a distance [12].

Imagerie in vivo par micro scanner

L’imagerie a été réalisée par un micro-scanner cathodique : micro CAT-II (Imtek/Siemens
Medical Solutions, Malvern, PA, USA) avec une source de rayons X de 80 kVp et un courant
a ’anode de 500 pA. L’acquisition de I’image, centrée sur la région hépatique a 1’aide d’une

image radiographique de face et de profil, se fait sur un mode intermittent respectant des
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fenétres respiratoires pour éviter les artefacts liés au changement de position des organes
abdominaux au cours de la respiration. L’image 3D est constituée de 512x512x416 Voxels sur
les axes X,Y,Z respectivement (la taille du Voxel étant de 0.131x0, 131x0,162 mm).
L’acquisition, est réalisée en une douzaine de minutes par une rotation sur 360° du couple
émetteur/récepteur.

Les données acquises par le microscanner (LCT) sont lues a 1’aide du logiciel Cobra V.4.1-4
(Exxim computing corporation, Knoxville, TN, USA) et reconstruites en une image 3D a
I’aide du logiciel Amira (Amira Advanced Visualisation, Data analysis and Geometry

Reconstruction v.3.1, San Diego, CA, USA).

Animaux d’expérience

Cent vingt six rats ACI, males, (Harlan, Indianapolis, IN, USA) (8 semaines d’age, 120-150 g
de poids corporel), gardés sous une luminosité cyclique et a température constante (22+/-2°c),
sans restriction alimentaire ou hydrique, ont été¢ utilisés dans de cette étude. Ce travail
comportait plusieurs €tapes successives incluant d’abord une mise au point de protocole
d’administration des produits de contraste, puis une validation des mesures de volume tumoral
par pscanner et enfin une démonstration de I’intérét de I’approche en suivi longitudinal dans
les études pré-clinique des chimiothérapies anti-CHC. L’affectation a chacun des protocoles
sus mentionnés est précisée aux niveau des tables I et II.

L’expérimentation a été conduite en accord avec les recommandations de la directive

européenne STE 123 du 15 Juin 2006.

Dose et mode d’administration des produits de contraste

L’¢étude de la mise au point de I’utilisation des produits de contraste a été réalisée sur un total
de 20 rats ACI (Table I). Deux types de produits de contraste distribués par ART Advanced
Research Technologies Inc, (Montreal Canada) ont été utilisé pour contraster les tissus mous :
Fenestra® LC 4 tropisme hépatique et Fenestra® VC a tropisme vasculaire [13,14]. Le dosage
recommandé par le fabricant (1 ml de chacun des produits de contraste par 100 g de poids)
[14] étant 4 fois supérieur au volume maximal admis par les bonnes pratiques
d’expérimentation européenne [15], un volume total de 500 pl du mélange des 2 produits par
100 g de poids corporel a été utilisé. Une dose trop élevée de Fenestrage®™ est en effet
responsable, outre le risque d’cedéme pulmonaire par surcharge vasculaire, d’une insuffisance

hépatique avec perturbation biologique et ictere.
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Dans un premier temps, afin de déterminer la composition du mélange LC/VC permettant un
rehaussement optimal du parenchyme et des vaisseaux hépatiques, différents ratios de LC
versus VC: 3/1, 2/2,1/3, et 0/4 ont été testés sur 12 rats par injection intraveineuse 1 heure
avant I’imagerie par pCT (Table I, protocole 1).

Dans un deuxiéme temps, une fois déterminée la composition idéale en produits de contraste,
la cinétique d’¢limination et la durée de vie de ces produits dans I’organisme des rongeurs a
¢été réalisé sur 4 rats (Table I, protocole 2) par un suivi scannographique sur une durée de 5
jours. Enfin, afin de simplifier la procédure, nous avons testé le potentiel de la voie intra
péritonéale d’administration. Pour ce faire, une administration unique du mélange des
produits de contraste a été réalisée par voie intraperitonéale sur 4 rats 6 heures avant puscanner
(Table I, protocole 3). Enfin, une injection du seul produit de contraste a tropisme hépatique a
été réalisée sur 4 rats 6 heures avant le scanner (Table I, protocole 3), suivie d’une injection
intraveineuse du produit de contraste a tropisme vasculaire 1 heure avant la réalisation de

I’imagerie.

Comparaison du volume tumoral mesuré in vivo au scanner et apres autopsie

Les 16 animaux utilisés pour valider les mesure de volume tumoral par uCT (Table I,
protocole 4) ont subis une greffe de carcinome hépato-cellulaire (CHC) en position
orthotopique dont la prise a été confirmé par un controle pCT une semaine apres 1’inoculation
intra hépatique. Les CHC apparaissant au pCT comme une zone hypodense enchéssée dans le
lobe hépatique gauche, il est possible de les mesurer dans les 3 dimensions (longueur L,
largeur 1 et hauteur h) sur I’image 3D apres reconstruction. Le volume tumoral est ensuite
calculé selon la formule d’une hémi- ellipsoide (V= (L x I x h)I1/6).

Les 16 rats inclus dans 1’étude ont ét¢ soumis 1’imagerie scanner entre 1 et 5 semaines apres
greffe orthotopique puis immédiatement euthanasiés aprés 1’imagerie. Les tumeurs ont été
disséquées et mesurées a 1’aide d’un pied a coulisse selon leur trois dimensions et le volume
calculé¢ selon la méme formule que pour I’image scanner. Les deux méthodes ont été
comparées en termes de variance et I’existence d’une corrélation entre les deux types de
mesure a été recherchée par le test paramétrique de Pearson, du fait de I’absence de différence
entre les variances. Les études statistiques ont été réalisées par le logiciel Instat 2.00
Macintosh software (Graph Pad Software, San Diego, CA). Cette comparaison de deux
techniques réalisée par régression linéaire a été complétée par une étude de concordance

selon Bland et Altman appréciant I’écart entre les valeurs obtenues.
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Evaluation de protocoles de chimiothérapies

Les 90 rats utilisés pour évaluer des protocoles de chimiothérapie du CHC ont subis une
greffe en position orthotopique dont la prise a été confirmé par un contrdle pCT une semaine
aprés ’inoculation intra hépatique avant inclusion dans un des protocoles expérimentaux
décrits ci-apres.

Trois études successives, portant chacune sur 30 animaux, ont été réalisée, appréciant I’impact
d’un protocole de chimiothérapie par un suivi longitudinal de I’évolution tumorale en
imagerie pscan récurrente et par survie actuelle des animaux. Dans chaque protocole, résumé
au niveau de la Table II, I’efficacité d’un agent antitumoral donné a été évalué en
comparaison avec des animaux témoins recevant soit chaque semaine un placebo en (500 pl
de tampon PBS intra péritonéal) soit de la doxorubicine toute les 2 semaines (750 pg/Kg
intraveineuse, Pharmachemie BV, Haarlem, Pays Bas) jusqu’a une dose totale de 3 mg/Kg.
Pour le premier protocole testé (Efficacité thérapeutique de la Gemcitabine vs Doxorubicine
et placebo) les animaux du groupe « gemcitabine » ont regu en intraveineux une injection de
Gemzar® (Lilly —France) a la dose 50 mg/kg tous les 3 jours pour une dose totale de 100
mg/kg (Table II, Protocole 1).

Pour le deuxiéme protocole testé (Efficacité thérapeutique du gemox vs Doxorubicine et
placebo), les animaux du groupe « Gemox » ont recu une association de Gemzar®, a la dose
50 mg/kg tous les 3 jours pour une dose totale de 100 mg, et d’Oxalyplatine (Eloxatine®,
sanofi-synthelabo, Le Plessis Robinson, France) a une dose de 10 mg/kg par injection
intraveineuse toutes les 2 semaines pour une dose totale de 20 mg/kg (Table II, protocole 2).
Pour le dernier protocole testé¢ (Efficacité thérapeutique du Sorafenib vs Doxorubicine et
placebo) les animaux du groupe « Sorafenib » ont recu per os du Nexavar® (Bayer Healthcare
AG, Loos, France) a la dose de 10 mg/Kg/24h dans de I’eau de boisson a une concentration
de 4 mg/ml d’eau, en continu sur une durée de 2 mois correspondant a une dose totale de 600
mg/kg (Table II, protocole 3).

Le suivi scannographique systématique a été poursuivi pour chaque protocole tant qu’il y
avait au moins 6 rats vivants dans chaque groupe témoins ou chimiothérapie (soit sur 5
semaines). Aprés chaque examen de la tumeur par pCT, le volume tumoral a été calculé pour
tous les animaux. La moyenne des volumes tumoraux obtenus a 3 et 5 semaines a été
calculées pour chaque groupe expérimental. Les résultats ont été¢ exprimés pour chaque étude
par comparaison avec les volumes moyens des groupes témoins correspondants aussi bien
«placebo» que «doxorubicine » et comparées a 1’aide d’un test de Student non pairé. Le suivi

de la survie individuelle a été poursuivi jusqu'au point limite constitué soit par une altération
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sévere de 1’état clinique (prostration, pelage négligé, ascite abdominale) ou I’affirmation au
contrdle scanner d’une invasion de 90% de la glande hépatique. La survie moyenne des
individus de chaque groupe a été calculée et les survies actuelles entre les différents groupes
expérimentaux ont été comparées par un test de log-Rank. L’affirmation d’une réponse a la
chimiothérapie a ét¢ appréciée d’une part sur 1’observation d’une diminution significative du
volume tumoral par rapport aux groupes témoins (aussi bien placebo que doxorubicine) et

d’autre part en terme de survie actuelle des animaux.

Résultats

Dosage et mode d’administration du produit de contraste

Les meilleurs images de foie tumoral ont été¢ obtenues en utilisant un mélange a concentration
égale des deux produits de contraste, I'un & tropisme parenchymateux (Fenestra® LC) et
I’autre & tropisme vasculaire (Fenestra® VC) a la dose de 250 pl/100 g de poids corporel pour
chacun d’eux. En effet un ratio de 3 vol de LC pour 1 vol de VC donne un trés bon contraste
de la glande hépatique mais ne permet pas de visualiser les vaisseaux hépatiques (Fig. 1). Il
existe alors un risque de les confondre avec une petite tumeur. A 1’inverse 3 vol de VC versus
1 seul de LC ne donne qu’une trés médiocre visualisation de la masse hépatique. Il est de
méme si ’on utilise que le seul contraste vasculaire. En conséquence, nous avons utilis¢ un
mélange vol/vol a la dose de 500 pl/100 g de poids en injection intraveineuse.

L’analyse de la cinétique des produits de contraste a donc été réalisé avec un mélange de 250
ul/100g de chacun d’eux (Table I, protocole 2). Cette étude a montré que le rehaussement des
vaisseaux €tait maximum entre 1 et 3 heures apres injection (Fig. 2a et Fig. 3). Par contre
celui du parenchyme hépatique et splénique s’intensifiait avec le temps, avec un maximum a
48 h, et persistait pendant 120 heures (Fig. 2a et Fig. 3a). L’opacification de la voie biliaire
principale et du tube digestif était observé environ 24 heures apres 1’injection du produit de
contraste (Fig. 2b et Fig. 3b). Le rehaussement du cortex rénal, observé 120 h apres
I’injection, constituait la dernicre étape de cette cinétique (Fig. 2b et Fig. 3b).

L’usage d’une injection unique de 500 pul/100 g de poids corporel du mélange LC/VC par
voie intraveineuse 1 h avant I’examen n’étant pas exempt d’effet secondaire du type
insuffisance hépatique transitoire, nous avons apres tests défini un protocole
d’administration associant une injection par voie intra péritonéale du produit de contraste a

tropisme hépatique 6 heures avant le scanner et une injection par voie intraveineuse du
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produit & tropisme vasculaire juste une heure avant ’examen (Table I, protocole 3). Cette
approche nous a permis d’espacer dans le temps les injections sans altérer la qualité du
contraste hépatique tout en réduisant de moitié le volume de I’injection intraveineuse,

diminuant ainsi les effets secondaires de ces agents.

Comparaison du volume tumoral mesuré in vivo au scanner et aprés autopsie

Les volumes tumoraux mesurés entre 1 et 5 semaines apres greffe ont permis d’établir une
corrélation linéaire entre les mesures par scanner et celles réalisées a 1’autopsie de 1’animal
(Fig. 4a). Celle ci est significative (R? = 0,998, P< 0,001). Il convient toutefois de remarquer
que, comme le montre le diagramme selon Bland et Altman, les valeurs mesurées au scanner
¢taient majoritairement (10 cas sur 16 étudiés) 1égérement inférieures a celles mesurées en ex
vivo (Fig. 4b). Tous les animaux de I’étude ont présenté une tumeur diagnostiquée au scanner,
tumeur confirmée a 1’autopsie. Cette observation suggere une valeur prédictive positive du
scanner de 100% en terme de diagnostic dans notre modele d’injection orthotopique chez le

rat ACI.

Suivi de la progression tumorale par uscanner récurant

Un microscanner initial, réalisé une semaine apres la greffe tumorale orthotopique, a confirmé
la présence d’un carcinome au niveau du site d’injection sous la forme d’un petit défect
siégeant dans la partie centrale du lobe médial gauche (Fig. 5). Cette tumeur a
progressivement augmenté de taille d’un contrdle scannographique a 1’autre, occupant entre 5
et 9 semaines selon les traitement appliqués la totalit¢ du lobe médial. L’envahissement
progressif du lobes latéral gauche et/ou du lobe latéral droit constitue le point limite de
I’expérimentation, entrainant I’euthanasie de I’animal entre 4 et 8 semaines en I’absence de
traitement efficace. Un traitement par chimiothérapie (Doxorubicine et Sorafenib au niveau de

la Fig. 5) prolongera peu ou prou la survie de I’animal

Evaluation de protocoles de chimiothérapies : effets sur la croissance tumorale

La comparaison des volumes tumoraux des animaux traités par antimitotiques (gemcitabine,
Gemox ou Sorafenib) avec ceux des groupes d’animaux témoins recevant soit un placebo, soit
le traitement de référence par doxorubicine a été réalisée a 3 et 5 semaines. La comparaison a
7 et 9 semaines s’est avéré impossible en raison d’un nombre d’animaux survivants trop faible

pour réaliser une analyse statistique.
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Il n’existait a 3 et & 5 semaines aucun ralentissement de la croissance des tumeurs traitées par
gemcitabine ou Gemox par comparaison aux témoins recevant un placebo (Fig. 6 a,b). La
progression tumorale était par contre plus rapide qu’avec un traitement par doxorubicine (Fig.
6 c,d). Ainsi, la taille tumorale moyenne a 3 semaines était de 25 a 30% supérieure selon
I’antimitotique utilisé (non significatif) et de 60% supérieure a 5 semaines d’évolution
(P<0.05 et 0.01 selon I’antimitotique).

En ce qui concerne le sorafenib, la comparaison avec les témoins traités par placebo (Fig. 6
a,b) révele un trés important ralentissement de la croissance tumorale aussi bien a 3 semaines
(-45%, P<0.05) qu’a 5 semaines (-70%, P<0.01). De fait, le sorafenib s’avere plus efficace
que le traitement de référence, puisque la comparaison avec la doxorubine (Fig. 6 ¢,d) montre
un ralentissement de -30% a 3 semaines (non significatif) mais surtout a 5 semaines (-45%,

P<0.05).

Evaluation de protocoles de chimiothérapies : effets sur la survie actuelle

Le traitement par gemcitabine, aussi bien seul (Fig. 7 a) qu’associé a I’oxaliplatine (Fig. 7 b)
n’a entrainé, avec une médiane de 45 et 47 jours (versus 42,5 et 48 jours chez leurs témoins
placebos respectifs) aucune amélioration de la survie des animaux traités. Par contre,
comparées au traitement standard par doxorubicine dont la médiane de survie était de 54
jours), les médianes de survie sous les traitements par gemcitabine et Gemox engendrent des
survies significativement plus réduites. A I’inverse, le sorafenib (Fig. 7 ¢), avec une médiane
a 73 jours améliorait significativement la survie des animaux traités, aussi bien par rapport au
placebo (P<0.001) qu’a la doxorubicine (P<0.01).

La comparaison des survies dans les différents groupes expérimentaux a 1’aide du test de Log
Rank permet d’aboutir aux mémes conclusions. Gemcitabine et Gemox n’affectent pas la
survie actuelle des animaux traités et s’avere nettement moins performant que la doxorubicine
(P<0.001). A I’inverse, le sorafenib améliore trés significativement la survie aussi bien par

rapport au placebo (P<0.001) qu’ a la doxorubicine (P<0.001).

Discussion

La démonstration d’une réponse thérapeutique par une étude préclinique sur I’animal de
laboratoire constitue a 1’heure actuelle, avec les études toxicologiques, un pré-requis

indispensable a toute application clinique chez ’homme. En ce qui concerne la recherche de
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nouvelles thérapeutiques anti-cancéreuses [’utilisation de modeles dit « autochtones »
(modeles tumoraux développant spontanément des tumeurs) ou, a défaut, de modéles
orthotopiques (dans lesquels la tumeur est greffée in situ au niveau de son organe de
référence) permet de se rapprocher plus ou moins bien de I’évolution des tumeurs chez
I’homme. Mais 1’usage aux fins d’évaluation de ces modeles tumoraux se heurte de facto a
deux obstacles pratiques majeurs. Le premier probléme est qu'une tumeur comme le CHC,
située dans un organe profond, reste inaccessible a une évaluation clinique. Ainsi,
I’expérimentateur ne dispose d’aucune information sur la taille et la croissance de la tumeur.
La seule issue pour accéder a cette tumeur hépatique sera alors de réaliser un sacrifice
séquentiel des animaux d’expérience, démarche qui nécessite un nombre trés élevé
d’individus pour obtenir une conclusion exploitable sur le plan statistique. Le deuxiéme
probléme rencontré, cette fois avec les modeles autochtones dans lesquels le CHC se
développe spontanément, est 1’ignorance de la présence ou non d’une tumeur au moment de
I’initiation du traitement. Il apparait donc particulierement essentiel avec ce nouveau type
prometteur de modele tumoral de disposer d’une approche permettant d’affirmer la présence
d’une ou plusieurs tumeurs intra-hépatiques et de pouvoir mesurer leur taille au fil de leur
évolution avec ou sans traitement. L’imagerie par microscanner du petit animal permet
d’obtenir ces informations par un examen indolore, non invasif et reconductible. C’est ce type
d’approche que nous avons testé¢ sur un modele de greffe orthotopique de tumeur hépatique
chez le rat ACI.

L’imagerie par microscanner de tumeurs hépatiques chez le petit animal fait I’objet d’un
nombre croissant de publications [16-19]. Ce type d’examen se heurte toutefois a une
importante toxicité du produit de contraste, notamment en ce qui concerne le Fenestra. En
effet, la dose préconisée par son fabricant [20], dose nécessaire a 1’obtention d’un examen de
bonne qualité - va générer une hypervolémie avec son cortége d’insuffisance cardiaque droite,
puis d’cedéme pulmonaire aigué€ susceptible de conduire au déceés de I’animal [21]. A ce
probléme s’ajoute une toxicité hépatique avec insuffisance hépato-cellulaire responsable d’un
nombre non négligeable de déces différés. Ceci nous a amené a réduire les doses de produits
de contraste dans notre étude. La perte de contraste radiologique résultant de la réduction des
doses a été corrigée par I’utilisation d’une voie « retard » par injection intra-péritonéale suivi
d’une injection intraveineuse juste avant I’examen. Cette stratégie a permis d’obtenir des
images hépatiques de trés bonne qualité, tout en évitant les problémes toxiques observés dans
notre expérience avec les doses recommandées. Il convient de remarquer que la cinétique de

prise de contraste par les organes pouvant varier d’une souche animale a ’autre, ainsi qu’entre
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les especes de rongeurs utilisés en expérimentation animale [22] une adaptation du protocole
d’injection pourrait s’avérer nécessaire avec d’autres modeles animaux. Il existe d’autre part
sur le marché un deuxieme produit de contraste, ’Exia 160 qui donne une rehaussement
beaucoup plus rapide du foie [23]. Etant beaucoup plus concentré en iode, il est administré a
dose réduite et il est donc susceptible de remplacer le Fenestra LC. Ce produit ne contraste
toutefois pas les vaisseaux et ne réduit pas le risque d’insuffisance hépatique transitoire liée a
une concentration ¢élevée d’iode.

L’imagerie par microscanner nous a donc permis de suivre la croissance tumorale apres greffe
orthotopique par imagerie récurrente. Comme décrit dans la littérature [24], la validité des
volumes tumoraux mesurés grace aux images scanner a ¢t¢ confirmée par confrontation a
ceux obtenus a I’autopsie. Nous avons ainsi pu constater que 1’évolution tumorale du Morris
Hepatoma que nous avons observée était tout a fait comparable a celle décrite dans la
littérature [12].

Afin d’illustrer la place de 1’imagerie hépatique du petit animal dans 1’analyse du potentiel
antitumoral de substances pharmacologiques émergentes, nous avons testé a 1’aide de notre
modele I’incidence sur la taille tumorale et sur la survie actuelle de trois médicaments déja
utilisés en pratique clinique chez des patients atteints de CHC [25,26]. Nous avons comparés
ces trois traitements (gemcitabine seule ou associée a 1’oxaliplatine et sorafenib) donnant des
réponses objectives variables, au traitement par doxorubicine qui constitue le traitement
systémique du CHC le plus évalué. Les résultats obtenus ont été également comparés pour
chacune de ces trois études avec un groupe témoin traité par placebo. Le suivi longitudinal de
ces divers groupes par le biais de I’'imagerie a permis de quantifier la réponse thérapeutique en
terme de progression du volume tumoral en conservant une évaluation en terme de survie
grace au caractére non invasif du suivi par imagerie. Les résultats de ces trois études sont
concordant avec les données cliniques, confortant la pietre efficacité de la gemcitabine aussi
bien seule qu’en association a 1’oxaliplatine et mettent en évidence une action significative du
sorafenib en terme de réduction de la croissance tumorale et de prolongation de la survie. Il
convient de remarquer la reproductibilité des résultats de ce suivi longitudinal au niveau des
groupes témoins aussi bien placebo que doxorubicine lors des trois études successives
rapportées dans ce travail.

Ainsi ’'usage de I’imagerie permet d’évaluer de maniére fiable, reproductible, indolore, et non
invasive toutes nouvelles approches antitumorales sur un néoplasme détectable par cette
technique. Cette nouvelle méthode d’investigation expérimentale s’inscrit dans le cadre de

I’éthique de I’expérimentation animale puisqu’elle réduit le nombre d’animaux d’expérience
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tout en conservant la significativit¢é des résultats obtenus. Il en est de méme en ce qui
concerne la prise en compte du bien-étre animal puisqu’il s’agit d’une méthode non
douloureuse. Il existe toutefois un risque d’irradiation inhérent a ’'usage du pscanner, estimé
selon la littérature a 2 cGray pour un examen de 12 mn pour le rat [27]. Une telle dose de
rayons est dépourvu de tout effet toxique mais elle est susceptible de moduler la croissance
tumorale lorsque des examens rapprochés sont réalisés. Il conviendrait donc soit d’espacer les
examens au pscanner soit d’utiliser une imagerie du petit animal dépourvue de risque
d’irradiation tels qu’IRM ou échographie.

Le modéle orthotopique utilisé dans cette étude ne reproduit pas I’histoire naturelle du CHC
chez ’homme qui se développe majoritairement dans un contexte d’atteinte cirrhotique [28].
Il s’agit en effet d’une greffe tumorale sur foie sain. De plus, du fait de son caractére
homogene de carcinome peu différenti¢, il ne refléte pas la diversité anatomo-pathologique
du carcinome humain. Ces restrictions ne portent toutefois pas préjudice a la validité de notre
démonstration de la fiabilité du suivi en ligne chez I’animal. En effet une telle approche peut
étre réalisée aussi bien sur des modeles tumoraux humanisés (greffe orthotopique sur la souris
immunodéprimée) que sur des modeles de souris génétiquement modifiés présentant une

hépatocarcinogenése spontanée.
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Figures, tableaux et 1égendes

LC:VC =31 _ LC:VC =22

LCVC=1:3 e

Figure 1. Aspects du rehaussement du contraste du parenchyme hépatique et de sa
vascularisation selon divers ratios des produits de contraste hépatique (Fenestra® LC) et
vasculaire (Fenestra® VC). Les coupes axiales de 1’abdomen ont été réalisées sur des rats en
décubitus dorsal. Les meilleures images en terme de qualité et d’équilibre de contraste ont été
obtenues avec un mélange des deux produits a la dose de 250 pl/100 g de poids corporel pour

chacun d’eux.
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24 h 48 h 120 h

Figure 2. (a,b) Cinétique temporelle de 1’évolution des rehaussements des divers organes
abdominaux sur des coupes coronales récurrentes entre 1 et 120 h aprés injection IV d’une
mixture des 2 produits de contraste. (a) Coupes passant par la veine cave caudale et 1’aorte
abdominale (fleches blanches) mettant en évidence un rehaussement croissant du parenchyme
hépatique qui atteint son maximum a 48 h et persiste pendant 120 h aprés injection des
produits de contraste. Le rehaussement tardif des reins évoque une élimination urinaire
différée. (b) Coupes passant par la voie biliaire principale mettant en évidence une présence
prolongée (120 h) des produits de contraste dans les canaux biliaires (fleches noires). Un
rehaussement concomitant du tube digestif évoque une circulation entéro-hépatique de ces

produits.
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Figure 3. (a,b) Evolution quantitative de ’intensit¢ du contraste au niveau abdominal en
fonction du délai injection-acquisition. L’étude a été réalisée a I’aide du logiciel d’analyse
d’image ImageQuantTL, version 5.1 (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA). L’intensité du
signal a été mesuré sur des coupes coronales de la cavité abdominale effectuées entre 1 et 120
h apres injection des produits de contraste. Les valeurs obtenues, exprimées en unités
arbitraires, ont ét¢ normalisées entre elles par rapport a I’intensité mesurée sur la méme
surface au niveau de 1’os. Le contraste diminue en fonction du temps au niveau des vaisseaux
tout en augmentant progressivement au niveau des organes tels que le foie, la rate (en a) ou

I’intestin (en b) ainsi qu’au niveau de la bile et du rein (en b).
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Figure 4. (a,b) Comparaison du volume tumoral mesuré in vivo au scanner et apres autopsie.
Cette comparaison a été réalisée d’une part par une étude de corrélation par test parametric de
Pearson (a) et d’autre part par une étude de concordance selon Bland et Altman appréciant
I’écart entre les valeurs obtenues (b). L’analyse de corrélation a mis en évidence 1’existence
d’une régression linéaire significative et 1’é¢tude de concordance a montré que les valeurs
mesurées au scanner étaient le plus souvent (environ 60% des cas) 1égérement inféricures a

celles mesurées a 1’autopsie.
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Figure 5. Exemples représentatifs de suivis longitudinaux de tumeurs greffées en position
orthotopique au niveau du lobe médial droit du foie traitées respectivement par placebo,
doxorubicine et sorafenib. Un microscanner a été réalisés toutes les deux semaines jusqu’au
sacrifice de 1’animal. Le points limite, constitué¢ par 1’existence d’une tumeur occupant au
moins 70 % du volume hépatique est constaté entre 4 et 11 semaines selon les traitements

réalisés.
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Figure 6. Evaluation de protocoles de chimiothérapies : effets sur la croissance tumorale.

L’effet des traitements par Gemcitabine, Gemox, ou Sorafenib a ét¢ évalu¢ a 3 semaines et a

5 semaines par comparaison avec le volume tumoral d’animaux traités par placebo (a,b) et

seul le traitement par Sorafenib a entrainé une réduction significative de la croissance

tumorale. La comparaison a été également effectuée avec le volume tumoral d’animaux traités

par doxorubicine (¢,d). Les traitements par Gemcitabine seule ou en association avec

I’oxaliplatine se sont avérés significativement moins efficaces que la doxorubicine. Seul, le

traitement par Sorafenib a amélioré le ralentissement de la croissance tumorale. * P<0.05, et

** P<0.01
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Figure 7. Evaluation de protocoles de chimiothérapies : effets sur la survie actuelle. Les
courbes de survie sont représentées selon Kaplan-Meier. (a) Survie des animaux traités par
gemcitabine par comparaison avec des témoins traités par placebo et par doxorubicine. 10
animaux par groupe ont ¢té¢ suivi sur une période de 68 jours. Ce traitement n’a entrainé
aucune amélioration ni de la survie actuelle, ni de la médiane de survie. (b) Survie des
animaux traités par 1’association gemcitabine/oxaliplatine par comparaison avec des témoins
traités par placebo et par doxorubicine. 10 animaux par groupe ont été suivi sur une période
de 77 jours. Cette polychimiothérapie n’a entrainé aucune amélioration ni de la survie
actuelle, ni de la médiane de survie. (¢) Survie des animaux traités par sorafenib par

comparaison avec des témoins traités par placebo et par doxorubicine. 10 animaux par groupe
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ont été suivi sur une période de 88 jours. Ce traitement a entrainé une amélioration
significative de la survie actuelle aussi bien par rapport au placebo (P<0.001) que par rapport
a la doxorubicine (P<0.001), mais aussi de la médiane de survie par rapport a ces deux

groupes témoins.

Table 1
Protocoles d’étude des doses, ratios et voies d’administration des produits de contraste

Protocole de validation des mesures des volumes tumoraux au pCT

Nombre d’animaux | Fenestra | Fenestra Voie Délai
LC VC d’administration |avant pCT
Protocole n° 1 : Définition du meilleur ratio Fenestra LC versus VC
8 rats 2 rats 375 ul 125 ul Intra veineuse 1h
2 rats 250 ul 250 ul Intra veineuse lh
2 rats 125 ul 375 ul Intra veineuse lh
2 rats - 500 pl Intra veineuse lh

Protocole n° 2 : Cinétique des contrastes dans I’organisme des rongeurs

4 rats - 250 pl 250 ul Intra veineuse l1h
Protocole n° 3 : Comparaison des voies d’administration
8 rats 4 rats 250 ul 250 ul Intra péritonéale 6h
4 rats 250 pul - Intra péritonéale 6h
- 250 pl Intra veineuse 1h
Protocole n° 4 : Validation des mesures de volume tumoral au uCT
16 rats - 250 pul 250 pul Intra veineuse lh
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Table 2
Protocoles d’études pré-clinique de chimiothérapie du carcinome hépato-cellulaire

par suivi longitudinal

Nombre d’animaux

Drogue

Dose

Mode

Administration
Fréquence & Intervalle

Dose totale

Protocole n° 1 : Efficacité thérapeutique de la Gemci

tabine versus Doxorubicine et placebo

30rats | 10 rats Tampon PBS 500 ul Intra péritonéale | x 3 | 7 jours 1,5 ml
10 rats Doxorubicine | 750 ug/Kg | Intraveineuse | x 4 | 14 jours | 3 mg/Kg
10 rats Gemcitabine 50 mg/Kg | Intraveineuse | x 2 | 3 jours | 100 mg/Kg

Protocole n° 2 : Efficacité thérapeutique du Gemox versus Doxorubicine et placebo

30rats | 10 rats Tampon PBS 500 ul Intra péritonéale | x 3 | 7 jours 1,5 ml
10 rats Doxorubicine | 750 ng/Kg | Intra veineuse | x 4 | 14jours | 3 mg/Kg
10 rats Gemcitabine 50 mg/Kg | Intraveineuse | x 2 | 3jours | 100 mg/Kg

+ Oxalyplatine | 10 mg/Kg | Intraveineuse | x 2 | 14 jours | 20 mg/Kg

Protocole n° 3 : Efficacité thérapeutique du Sorafenib versus Doxorubicine et placebo

30rats | 10 rats Tampon PBS 500 ul Intra péritonéale | x 3 | 7 jours 1,5 ml
10 rats Doxorubicine | 750 ng/Kg | Intra veineuse | x 4 | 14jours | 3 mg/Kg
10 rats Sorafenib 10 mg/Kg Per os x 60 | continu | 600 mg/Kg

Pour chaque protocole, les divers traitements ont été initié 2 semaines apres la réalisation
d’une greffe orthotopique, la présence d’une tumeur ayant été confirmée au préalable par un
examen au pscanner (a J7). Les controles scannographiques ont été réalisés toutes les deux
semaines (J21, J35, J49, etc...).
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1.3 Commentaires

Ce travail liminaire a notre thése nous a dans un premier temps permis d’établir un
protocole d’administration des produits de contraste compatible d’'une part avec le
confort de I'animal et d’autre part avec des images de bonne qualité de la glande
hépatique. Cette adaptation concernait les doses de chacun des produits de
contraste, avec une réduction de 75% du volume préconisé par les fournisseurs. Elle
a également entrainé une modification des voies d’administration. En effet, nous
avons exploré l'efficacité de la voie intrapéritonéale, dont la cinétique d’absorption
est en principe calquée sur la voie intra-veineuse avec un petit retard d’absorption et
une réduction partielle de la biodisponibilité. Cette voie IP a donnée entre nos mains
un trés bon résultat si I'on respectait un délai d’au moins 6 heures avant la réalisation
du scanner. De plus, cette approche évite une surcharge brutale du volume circulant,
du fait justement de sa cinétique d’absorption retardée. Le volume injecté par voie IV
lorsque I'on souhaite visualiser la vascularisation hépatique, est considérablement
réduit, évitant outre la surcharge hémodynamique le risque fréquent d’éclatement de

la voie veineuse du fait du caractére extrémement visqueux de la solution injectée.

La deuxieme observation concernait la validité des mesures de volume obtenues de
maniéere non invasive avec le microscanner. |l existait en effet une concordance entre
ces mesures et celles obtenues a l'autopsie en mesurant les dimensions de la
tumeur aprés dissection. |l est vrai que la méthode la plus précise pour mesurer un
volume est celle utilisant 'immersion de la tumeur, avec mesure du volume d’eau
déplacé. Mais celle consistant a mesurer la tumeur dans ses 3 dimensions a
'autopsie reproduisait exactement celle utilisée au scanner et permettait ainsi de
mieux apprécier la fiabilité. La méthode par immersion constituerait a I'évidence la
méthode de choix pour valider des mesures de volume a partir de la détermination
du nombre de pixels présents au niveau d’une reconstruction 3D de la tumeur a partir
des données scanners. Cette méthode plus lourde, nécessitant 'usage de logiciels
relativement complexes et d’ordinateurs a mémoire vive plus importante, n’a pas été

utilisée dans notre étude.

Notre étude a également permis d’établir la reproductibilité du modéle tumoral utilisé.

Cette reproductibilité concerne en premier la réussite de la xénogreffe, puisque sur
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des animaux jeunes (C’'est a dire agés de 2 mois au début de I'expérience) nous
n’avons connus aucun échec. Il convient de remarquer que cette constatation n’est
plus vraie dés que l'on travaille avec une population plus agee, le taux d'échec
augmentant parallélement a I'age.

Il existe aussi une reproductibilité manifeste en ce qui concerne la progression
tumorale. En effet la survie dans les groupes témoins (placebo et doxorubicine),
reste inchangée dans les trois expériences difféerentes au cours desquelles ces deux
groupes ont été comparés aux résultats obtenus aprés divers traitements (par
gemcitabine, selon le protocole Gemox ou par sorafenib).

Les résultats de ces 3 études pré-cliniques sont en accord avec les connaissances
concernant les traitements actuels du carcinome hépatocellulaire et soulignent la
valeur prédictive d’une telle approche par imagerie du petit animal. Il convient
toutefois de remarquer qu’il faut impérativement sélectionner rigoureusement le
modéle tumoral utilisé, la pathologie ciblée et le type de médicament a tester. Ainsi,
d’'un point de vue anecdotique, nous en avons fait 'expérience avec le bevacuzimab
(ou Avastin® de chez Roche) qui représentait dans le projet initial de I'étude publiée
ci-dessus I'approche anti-angiogénique par inhibition du VEGF. Nous avons constaté

une absence totale d’efficacité de ce produit sur notre modéle tumoral (Fig 1).

—e—— Control —— Gemox + Avastin ——O—— Gemox

1.0 1= = =

rvie

0.5 1

Index de su

0.0 -

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 jours
Sujets a risque

Témoins 0 10 10 10 10 5 4 1 0 0 o
Gemox+ 45 190 10 9 9 5 3 2 0 o o0
Avastin

Gemox 10 10 10 10 10 7 4 1 0 0 0

Fig 1 : Comparaison des courbes de survie apres traitement par Gemox seul ou en

association avec de I’Avastin
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Or il s’agit d’un traitement qui a donné des résultats lors d’essais cliniques et dont
I'utilisation est maintenant intégrée dans des protocoles de chimiothérapie du CHC.
Nous avons alors réalisé que le bevacizumab est un anticorps monoclonal humain,
bien qu’il ne soit pas spécifié s'il s’agit d’'un anticorps strict. Afin de confirmer
'absence de croisement avec le VEGF de rat, nous avons réalisé des études par
Western Blot et par immuno-précipitation sur des extraits cellulaires de MH3924A qui
se sont avérées négatives. A 'évidence il ne s’agissait pas du bon modele tumoral
pour explorer le potentiel de ce monoclonal. Il nous aurait fallu utiliser dans ce cas un

modéle de tumeurs humaines xénogreffées chez la souris Nude !
La deuxieme étape de notre thése consistait a appliquer cette méthode d’étude pré-

clinique a une médication totalement nouvelle afin d’en explorer les effets éventuels

sur le carcinome hépatocellulaire. Ce travail a fait 'objet de I'article présenté ci-aprés.
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Il Etude de I’efficacité sur le carcinome hépato cellulaire d’une nouvelle drogue

par suivi longitudinal par microscanner X

I1-1 Introduction

Il est incontestable que l'utilisation des médications anti-angiogéniques dans le CHC
est une des voies actuelles de traitement. Le principe de cette approche est de facto
de mettre en hypoxie une tumeur bien vascularisée ou d’aggraver une hypoxie
tumorale pré-existante. Qu’en est-il pour le CHC et quelles sont les implications de

I’hypoxie sur ce type de tumeur ?

lI-1.1 Hypoxie et CHC

Hypoxie et carcinogenese du carcinome hépatocellulaire

En général I'hypoxie est responsable de la suppression de la prolifération cellulaire.
Ainsi, in vitro, dans les cellules épithéliales mammaires (lignée MMEC), les
fibroblastes (Hs68 et WA38), les cellules de carcinome cervical (HeLA) ainsi que
dans les cellules du cancer du sein (HTB-30) une hypoxie sévere serait a I'origine
d’'un arrét du cycle cellulaire dans la phase G1/S (Box AH, 2004). Les cellules de
CHC, par contre, n'ont pas d’arrét du cycle cellulaire au niveau de G1/S en rapport
avec une hypoxie séveére (Box AH, 2004). Bien au contraire I'hypoxie stimule la
croissance de I'CHC par lintermédiaire de I'expression de I'hexokinase II, une
enzyme participant a la génération de 'ATP (Gwack GY, 2005).

L’hypoxie augmente la production de certains facteurs de croissance cellulaire telle
que « I'insuline like growth factor Il » apte a stimuler la croissance tumorale (Kim KV,
1998). Outre son réle dans I'adaptation a I’hypoxie, des données récentes ont décrit
un éventuel réle de I' HIF-1 (pour Hypoxia Inducible Factor) dans la modulation de
'apoptose au niveau des CHC (Piret JP, 2002). En effet 'HIF-1 dispose d’'un effet
protecteur contre I'apoptose en raison d’une sur-expression d’'une protéine anti-
apoptotique (MCF1) qui bloque lI'apoptose des cellules de CHC soumises a une
hypoxie sévere (Piret JP, 2005). En plus I'hypoxie augmente par le biais de
I'expression HIF-1alpha I'expression du VEGF qui est connue pour avoir un réle dans
l'inhibition de I'apoptose par modulation du rapport Bax/Bcl2 (Baeck JH, 2000).
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Donc, en conclusion I'hypoxie induit la prolifération tumorale, inhibe la différentiation
et 'apoptose au niveau du CHC ce qui pourrait avoir pour conséquence de participer

a sa carcinogeneése.

Hypoxie, progression tumorale et angiogénese

Le CHC est une tumeur hypervascularisée. L’angiogenése joue un rble trés important
dans sa progression (Sun HC, 2004). L’hypoxie est responsable de la stimulation des
facteurs angiogéniques tels que l'insuline like growth factor Il et le VEGF. (Kim KV,
1998), ou le facteur induit de I'hypoxie (HIF-1) présent dans les territoires tumoraux
en hypoxie et qui joue un rdle trés important dans I'expression du VEGF,
'angiogenése et la croissance tumorale (Maxwell PH, 1997). De surcroit, I'hypoxie
inhibe I'expression de suppresseurs tumoraux tel que le facteur Von Hippel et la
protéine P53 (Xue Y, 2006).

L’hypoxie constitue donc une cause majeure d’hypervacularisation tumorale (Kim
KR, 2002). En pratique clinique la survie sans récidive des patients ayant un taux
elevé d’HIF-1alpha est significativement plus courte par rapport aux groupes de
faible expression (Wada H, 2006), ce qui peut conférer a I'hypoxie des perspectives

dans les traitements du CHC.

Hypoxie et métastases

Bien que le mécanisme exacte du développement de métastases dans les
carcinomes hépatocellulaires reste peu élucidé, il est admis que le VEGF (Xiong ZP,
2004) et le I'insuline like growth factor Il (Song BC, 2001) exprimé sous l'influence de

I'hypoxie seraient des facteurs favorisant le développement de métastases.

Hypoxie, chimiorésistance et radiorésistance

L’hypoxie serait par lI'intermédiaire de I'HIF-1 a l'origine de la chimiorésistance du
CHC : en effet celle-ci est due d’une part a I'inhibition de I'apoptose et d’autres part a
'expression du géne de la résistance aux drogues ou MDR1 (Zhu H, 2005). Par
ailleurs ce facteur serait également a l'origine de I'expression de génes responsables

de la radiorésistance (Williams KJ, 2005).
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En résumé: L’hypoxie joue un rOle bien particulier dans le carcinome
hépatocellulaire. Elle va en effet induire la prolifération tumorale, I'angiogenése, le
développement de métastases. De plus, elle inhibe d'une part la différenciation
cellulaire au sein méme de ce cancer et d’autre part 'apoptose. Elle serait enfin un
des éléments favorisant la chimio- et la radio-résistance chez ce cancer. Il est donc

licite de la considérer comme une cible prioritaire dans le traitement de ce cancer.

1I-1.2 Effets de la modification de I’effecteur allostérique de ’lhémoglobine

L’oxygénation des tissus résulte de la libération de I'oxygéne fixé sur I’'hémoglobine
lors du passage du sang dans les poumons. La structure de 'hémoglobine dans les
globules rouges est celle d’'un tétramére dont le centre est occupé par une molécule

appelée effecteur allostérique (Figure 2).

Coeur allostérique

oy-globine

B,-globine

p,-globine a.,-globine

Heme

Fig 2 : Structure du tétramere d’hémoglobine regroupant 4 molécules d’hémoglobine
associant un noyau tétrapyrolique appelé héme (en vert) a une globine alpha (en

bleu) ou béta (en rouge) appariées autour du cceur allostérique.

L’affinité de ce tétramére pour I'oxygéne va étre régulée par le type d’effecteur

allostérique occupant le centre de cet agrégat. On entend par effecteur allostérique
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une molécule qui se fixe sur un site allostérique entrainant un changement de
configuration ayant pour conséquence soit une augmentation (effecteur positif), soit
une diminution (effecteur négatif) d’'une activité enzymatique. En ce qui concerne
I’lhémoglobine humaine, I'effecteur allostérique est le 2,3 diphosphoglycerate ou 2,3
DPG (Figure 3). Il diminue I'affinité de la molécule de dioxygéne pour I'hnémoglobine
qui se détache plus facilement et peut étre délivrée en plus grande quantité aux
tissus. Chez les oiseaux, I'effecteur allostérique est I'inositol hexakis phosphate ou
IHP qui réduit encore plus laffinité du dioxygéne pour I'hémoglobine. Cette
particularité permet de libérer la quasi-totalité de I'oxygeéne fixé, permettant a ces
animaux de voler a tres haute altitude avec des pressions d’oxygéne atmosphérique

faibles.

(2.3 dotocno. II: IHP II: ITPP
E)-glycerale) (myo-Inositol Hexakis Phosphate) (myo-Inositol Tri Pyro Phosphate)
Fig 3: Structure chimique des effecteurs allostériques naturels (DPG et IHP) ou

synthétique (ITPP).

Cette capacité de relarguer plus d’'oxygéne dans les tissus en hypoxie par le
changement de l'effecteur allostérique est susceptible d’applications thérapeutiques.
En effet, une telle approche permettrait de traiter des déficits en oxygénation
tissulaires tels que ceux observés dans le bas débit vasculaire par sténoses ou par
insuffisance cardiaque. Mais les tentatives de substitution du 2,3 DPG par I'lHP ont
été infructueuses, la membrane de I'érythrocyte étant imperméable a ce dernier et
nécessitant l'usage de liposomes (Gersonde K, 1979) ou d’électroporation
(Briggemann U, 1995) pour pénétrer le globule rouge et occuper le coeur
allostérique a la place du 2,3 DPG. De telles méthodes étant non applicables chez
’lhomme, une amélioration de la pénétration transmenbrabaire a été recherchée en

modifiant la structure de I'HP afin d’augmenter sa polarité. La molécule obtenue,

97



l'inositol trispyrophosphate ou ITPP, s’est avéré capable de pénétrer dans le globule
rouge (Fylaktakidou KC, 2005).

Le potentiel en pratique clinique de ce nouvel effecteur allostérique devait étre alors
exploré par diverses études aussi bien in vitro que pré cliniques sur des modéles
animaux (Kieda C, 2006 ; Sihn G, 2007 ; Biolo A, 2009). Pour notre part, nous nous
sommes interrogés sur les retombées au niveau de la progression tumorale d’'une
amélioration de l'oxygénation: I'I'TPP faciliterait-il ce processus ou a linverse
réduirait-il le développement tumoral en combattant les effets de I'hypoxie ? Nous
avons donc testé ce produit sur le modele syngénique de CHC chez le rat dont nous

disposons et que nous avons validé antérieurement pour répondre a cette question.
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11.2 Article n°® 2

Enhanced oxygen release by Red Blood Cells to tumors leads to

HIF-1a suppression and eradication of early hepatoma in rats

(soumis a 'European Journal of Cancer)
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Abstract

BACKGROUND & AIMS: Myo-inositol trispyrophosphate (ITPP), a synthetic, cell-
permeant allosteric effector of hemoglobin, increases the regulated oxygen-releasing capacity
of Red Blood Cells (RBCs), leading to suppression of the hypoxia-inducible factor 1o (HIF-
la) and to down-regulation of hypoxia-inducible genes such as VEGF. As a consequence,
tumor growth is markedly affected. METHODS: The effect of weekly intravenous injection
of ITPP on a syngenic rat hepatocellular carcinoma (HCC) model in orthotopic position was
compared to control and to animals subjected to conventional Doxorubicin chemotherapy.
The longitudinal evaluation of HCC was performed by microCT imaging and the cellular and
molecular changes were evaluated by histology and western blotting analysis of HIF-1a.,
VEGF and caspase-3 gene expression in tumor and surrounding liver. Hematologic impact of
the treatments was evaluated by sequential blood sampling for blood cell count and
determination of P50 (oxygen partial pressure for a 50% oxygen saturation of hemoglobin).
RESULTS: The follow-up of HCC evolution by microCT revealed a high potency of ITPP
for tumor growth inhibition allowing long-term survival and even cure of almost all the
treated animals. The P50 value of hemoglobin in circulating RBCs underwent a shift of
approximately 30% following ITPP injection leading to a significant increase of the intra-
tumoral oxygen partial pressure. Under these conditions HIF-la was strongly decreased,
VEGF expression was down-regulated and apoptosis was induced in HCC and surrounding
liver cells, as indicated by Caspase-3 expression. ITPP did not affect hematologic parameters
during treatment. CONCLUSION: The observations of in vivo tumor eradication suggest a
significant clinical potential of ITPP in cancer therapy.

Key words: allosteric effector | apoptosis | hepatocellular carcinoma | hypoxia inducible gene
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Introduction

Hypoxia plays a major part in various diseases with far-reaching and often lethal
consequences. Decreased oxygen partial pressure (pO;) brings about modifications in cell
functioning, increasing hypoxia-inducible factor-1a (HIF-1a), switching on different genes
and changing cell fate.

In the domain of physiological pO, in the organism, normal red blood cells (RBCs) release up
to a maximum of 25% of the oxygen (O,) bound by hemoglobin. Any affection decreasing the
blood flow, as vessel narrowing or weakening of heart pumping capacity, reduces the amount
of O, delivered in the tissues, as blood flow reduction cannot be compensated by an increased
O,-release capacity by “normal” RBCs.

Replacement by physical methods of 2,3 disphosphoglycerate (2,3 DPG) by inositol
hexaphosphate (IP6) in the RBC’s hemoglobin, led to significant shifts of the oxyhemoglobin
dissociation curve towards higher pO, values, i.e. to lowering the affinity of hemoglobin for
0, and increasing O,-releasing capacity by RBCs.! However, IP6, a polyanion at neutral pH,
cannot cross the plasma membrane of the RBCs. A new allosteric effector, inositol
trispyrophosphate (ITPP), cross this plasma membrane, shifting the oxyhemoglobin
dissociation curve towards higher pO, values, allowing the induction of enhanced pO; in cells
and tissues under hypoxia.’

Indeed, human RBCs “loaded” with ITPP inhibit the hypoxia-induced angiogenesis
reproduced in vitro with human capillary endothelial cells expressing HIF-lo and VEGF
under hypoxia.’ Accordingly, levels of HIF-1a and VEGF were dramatically reduced or even
suppressed and angiogenesis was inhibited.’ Thus, we hypothesized that ITPP treatment can
reduce tumor hypoxia and that the restoration of higher O, tension in a normally hypoxic

tumor might reduce tumor progression in vivo.
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Among tumors in which angiogenesis plays a major role, liver cancer is the most prevalent
cancer with over 665,000 annual new cases worldwide.* The 5-year survival rate of
individuals is only 9% in the United States, marking this malignancy as the second most lethal
cancer after pancreatic adenocarcinoma.’ We tested the hypothesis of the anti-tumor potential
of ITPP on a syngenic tumor model in rats with an orthotopic hepatocellular carcinoma
(HCC), whose evolution under treatment was followed by micro Computed Tomography
(LCT). The effect of the administration of ITPP on survival, tumor reduction and histology,

HIF-1a levels and other target genes of hypoxia were assessed.

Materials and Methods

Synthesis of ITPP and intravenous conditioning

The allosteric effector of hemoglobin, ITPP, was obtained according to previous reports”. Inositol
hexaphosphate dodecasodium salt (Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) was transformed
into its pyridinium salt via perprotonation. Heating the latter with dicyclohexylcarbodiimide (Sigma-
Aldrich) gave the ITPP pyridinium salt. Cation exchange through a Dowex Marathon C Na' resin
column (Sigma-Aldrich) yielded the hexasodium salt ITPP-Na in high purity and yield.> For
intravenous injection, to compensate calcium binding, an aqueous solution of ITPP-Na was mixed
with CaCl, (CaCl:ITPP molar ratio = 0.75) for a final concentration of 300 mg of ITPP/ml. The pH

was adjusted to 7.35-7.40 by NaOH addition.

Syngenic tumor system: orthotopic graft of MH3924A cancer cells in ACI rats

Forty two ACI male rats (Harlan, Indianapolis, IN, 180 g) were housed in standard conditions
(cycled light, at 22 + 2°C, unrestricted access to a balanced pellet diet and water). Animal

experiments were performed according to the directives of the European Community Council

(STE number 123 of June 15, 2006). The MH3924A cell line (gift of the German Cancer
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Research Center cell library, Heidelberg, Germany), originally induced by dietary
administration of carcinogen in ACI rats,”® grew in RPMI-1640 medium supplemented with
20% FCS, 100 pg/ml of penicillin and streptomycin (Invitrogen-Life Technologies, Cergy
Pontoise, France). This cell line grows rapidly in ACI rat giving a mid-differentiated HCC,’
corresponding histologically to a stage II-III of Edmunson-Steiner with hepatocyte-like cells
without distinct trabecular pattern and with a larger nuclear:cytoplasm ratio.Tumors were
implanted according to Triibenback et al’. Rats breathed mixture of 3% isoflurane (Forene®, Abbott,
Rungis, France) in O,. Analgesia was achieved by intra-muscular injection of xylazine hydrochloride
(Rompun®, Bayer, Leverkusen, Germany, 2 mg/Kg). The left medial lobe was protruded out from a
small midline laparotomy and protected by a sterile non-woven swab to prevent peritoneal sowing. An
inoculum of 2.10° cells in 100 pl of RPMI medium was injected in the parenchyma using a 500-pl
syringe (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) with an inserted 27.5 gauge needle. Hemostasis was
achieved at needle removal by a gentle compression with a hemostatic swab (Surgicel”, Johnson and
Johnson Medical Ltd, Gargrave, UK) removed before internalization of the lobe. Tumor progression
was restricted to the injected lobe for 6 weeks. Involvement of the other lobes appears to be a late

event and death occurred 7-11 weeks post implantation, without obvious lung metastasis at autopsy.’

MicroCT liver imaging

Images were obtained with a microCAT-II pCT (Siemens Medical Solutions, Malvern, PA)
using a 80 kVp X-ray voltage, a 500 pA anode current under a respiratory-gated acquisition of
free breathing animals to avoid change in abdominal organ position. The 3D reconstructed
image, with 512 x 512 x 416 voxels of 0.131 x 0.131 x 0.162 mm along the respective X, Y and Z-
axis, includes the whole liver area. This image corresponds to a cube of 6.7 x 6.7 x 6.7 cm (i.e. the
original size of the rats).

Two polyiodinated triglyceride contrast agents were used for contrast-enhanced computed
tomography,® trade-named Fenestra® LC for liver contrast and Fenestra® VC for persistent vascular

contrast (Advanced Research Technologies Inc, Montreal, Canada). They were injected in sequence
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with at first an intraperitoneal application of the LC agent (250 nl/100g of body weight) followed by

an intravenous injection of the VC agent (250 pl/100g) just before imaging.

Experimental design

Monitoring of liver cancer was carried on 42 ACI rats bearing an orthotopic HCC as established
through uCT detection 7 days after tumor cells grafting. One third of the animals were randomly
assigned to a control group (physiological saline), the second third to a group treated with intravenous
Doxorubicin® (750 pg/Kg each 2 weeks up to a total amount 3 g/Kg) and the last third to a group
treated by intravenous ITPP (500 mg/Kg weekly). Two animals were killed in each group, 10 days
after treatment start, for sampling. The left medial lobe was removed and the tumor was dissected
from the surrounding liver. The center of the tumor was divided from the margins and the liver in
close contact with the tumor from the rest of the lobe. All samples were frozen for molecular analysis.
Two other animals were sacrificed in each group, after a 5S-week evolution and tumor samples fixed in
formaldehyde and dehydrated in ethanol for histology. Light microscopy studies were conducted on
Hematoxyline-Eosine stained sections. Blood was sampled in heparinized Eppendorf tubes (day 0, 14
and 35) for RBC and platelet numerations, determination of hemoglobin rate and hematocrit, as of P50
value measurements of the hemoglobin.

Progression of HCC was followed by recurrent pCT at 2-week intervals until the lethal outcome of the
rats. The tumors, visualized as a black defect were measured three-dimensionally at right angles on the
coronal, axial and sagittal planes. The resultant length (x), width () and depth (z) were used to
determine the volume of the tumor according to the formula of a hemiellipsoid: V=7/6(x.y.z). Mean
tumor size were calculated for each group and statistically compared and plotted for each time point of

investigation, as long as 6 animals per experimental group remained alive.

Three dimensional (3D) reconstruction and visualization of liver and tumors from CT scans

The liver with its tumor was reconstructed from pCT 2D-slice pictures with 3D virtual-reality

proprietary software developed at IRCAD.” This original software uses a SGI Octane II
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computer station with a R12000 processor at 400 MHz and 1 GB of random-access memory.
It detects, delineates, and models all the normal and pathological intra-abdominal structures,
encoding them in specific colors. The resulting 3D models were then viewed using surface
rendering through proprietary software, 3D VSP (Virtual Surgical Planning).'"’ Besides
visualization, this software allows viewing structures in transparency and provides the volume

from the number of pixels included in the structure.

Hematology

RBC and platelet counts, hematocrit and hemoglobin rate were determined on 500 pl of
freshly drawn blood using an automated biochemical multiparametric device (Biochime
ADVIA 160, Siemens, Cergy Pontoise, France). For rats, the normal amount of RBCs is in
the range of 7.2-9.6 x 10" cells/l'' and platelets are in the range of 800-900 x 10°/1."?

Hematocrit is included between 35-45% and the amount of hemoglobin between 12-18 g/dl."!

Determination of the P50 of hemoglobin

The P50 of hemoglobin (i.e. the pO, at which half of the hemoglobin is saturated with O,)
was measured with a HEMOX™ Analyzer (TCS Scientific, New Hope, PA). Blood (50ul)
was added to the measurement cuvette of the analyzer containing 3 ml of Hemox buffer and
10 pl of Anti-Foaming agent (all from TCS Scientific) and thermally equilibrated at 37°C.
The percentage of O, blood saturation was constantly recorded and the results plotted and
stored using Chart software (AD Instruments, Colorado Springs, CO). Sample was first gently
bubbled with air until a 100% O, saturation was obtained, then with nitrogen until O,
saturation reached zero and finally reoxygenated with air. Recorded saturations and pO;
values were plotted providing the sigmoidal O, equilibrium curve. Three P50 measurements

were made on each sample.
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HIF-1a, VEGF and Caspase-3 Western blotting

Tissue samples from tumors and livers were grinded in a RIPA lysis buffer with protease inhibitor
cocktail (Roche, Reinach, Switzerland). Protein samples (10 pg) were size separated by SDS-PAGE in
10% acrylamide gels and transferred to nitrocellulose membrane (Protran BA 85, Schleicher and
Schuell, Dassel, Germany). Membranes were blocked for 3 h at room temperature (Tris buffer saline
plus 10% skim milk and 0.1% Tween) before an overnight incubation at 4°C with four kinds of
antibodies (Calbiochem, Merck biosciences, Fontenay sous bois, France) recognizing rat proteins: 1)
rabbit polyclonal antibodies (anti VEGF Ab-4) for vascular endothelial growth factor, dilution of
1:200; 2) mouse monoclonal antibodies (H1a67) for inducible factor 1o (HIF-1a), dilution of 1:200;
3) rabbit polyclonal antibodies for Caspase-3, dilution 1:200; 4) mouse monoclonal antibodies (Ab-1
JL A20) for B-actin, dilution 1:10,000. Membranes were then probed for primary antibody with anti-
rabbit (1:10,000) or mouse (1:15,000) peroxidase conjugates (Calbiochem) and the resulting
complexes visualized by autoradiography (Amersham Pharma Biotech, Orsay, France) and stored as
TIF files for semi-quantitative determination with the image analysis software ImageQuantTL, version
5.1 (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA). Signal intensity, expressed in arbitrary units, was
measured for each band using the ImageQuant volume integration tool. The relative mean values of
the corresponding controls bands were used to standardize the results and the VEGF, HIF and
Caspase-3 protein levels were expressed as a ratio of these proteins to the corresponding [(-actin

products.

Statistical analysis

Mean and standard error of the means were calculated. Data of the in vivo investigations were
analyzed using the ANOVA test for mean comparison and with the Student-Neumann-Keuls
test for multiple comparisons. A difference between the values was considered significant
when P<0.05. Instat 2.00° Macintosh software (GraphPad Software, San Diego, CA) was

used. P-value <0.05 was considered to be statistically significant.
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Results

pCT imaging follow up revealed the potency of ITPP for HCC growth inhibition

An Imtek pCT was used for imaging orthotopically implanted HCC in ACI rats with
polyiodinated triglycerides (Fenestra® LC and VC) as contrast agents for enhancement of the
liver and surrounding organs. The HCC appears as a black defect within the contrasted gland.
This non-invasive method was helped by an innovative method of 3D reconstruction and
visualization of livers and tumors from CT scans (Fig 1). The evolution of the HCC treated
with conventional chemotherapy (adriamycin) or ITPP vs. placebo was assessed by recurrent
uCT at 2-week interval over 3 months (Supplementary Fig 1,2 and 3).

Progression of the tumors in control animals (Fig 1 and supplementary Fig 1) led to full liver
involvement and death within 7 to 9 weeks. Doxorubicin, administered intravenously at two-
week intervals, only delayed tumor evolution, most of the animals dying between 7 and 12
weeks (Fig 1 and supplementary Fig 2). In comparison, weekly injection of ITPP induced a
strong inhibition of the HCC growth within two weeks (Fig 1 and supplementary Fig 3). This
treatment was arrested five weeks after tumor grafting. The cure was successful, with
complete tumor eradication for 9 of 10 ITPP-treated animals as confirmed by their survival
(Fig 2). In comparison, Doxorubicin was found to be significantly less efficient: it delayed
only animal death, with one exception (Fig 2).

Recurrent uCT imaging provides also information on tumor volume evolution for each
animal. Volume was calculated from the formula of a hemi-ellipsoid. The three dimensions of
the tumor were measured at right angles on the coronal, axial and sagittal planes of the
reconstructed CT scan. In this way, recurrent non-invasive determinations of tumor volumes
could be done in the three experimental groups (Fig 3A). The efficacy of ITPP treatment was
confirmed by the results of tumor volume evolution. A highly significant difference (p<0.01)
was observed between Doxorubicin and ITPP-treated animals from the 3™ week of follow up.
There was no significant difference at this date between Doxorubicin-treated animals and

controls.
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The effect of an ITPP treatment was confirmed also by a histological examinations of
samples collected at the 5™ week of evolution (Fig 3B) that provided evidence of a
restoration of the normal liver architecture. The microscopic images revealed the classical
trabecular pattern of the hepatic lobule with rows of small-sized hepatocytes with a normal
nucleus to cytoplasm ratio. These liver plates were separated by venous sinusoids. On the
contrary, control displayed the characteristic aspect of a moderately differentiated HCC
with a complete disappearance of trabecular pattern of the hepatic lobule, a disorganized
architecture composed of hepatocyte-like cells with increased nuclear to cytoplasm ratios
and cell pleiomorphism. Under Doxorubicin treatment, these abnormalities of the cells
were still present, with increased nuclei but some signs of cell injury such as distention or

picnotic figures could be observed (Fig 3B).

ITPP treatment provides an increase of oxygen availability

Substitution of 2,3 DPG by ITPP as allosteric effector of hemoglobin affects the P50 value as
it modifies hemoglobin’s affinity to O,. P50 was determined on blood from control and ITPP-
treated animal with a HEMOX™ Analyzer that displays the sigmoidal O, equilibrium curve.
An average shift of 25-30% towards the higher oxygen partial pressures of the
oxyhemoglobin dissociation curve (corresponding to higher pO, value) was observed after
intravenous injection of ITPP (Fig 4). This effect corresponds to a prompt oxyhemoglobin

desaturation providing an increase of O, delivery to hypoxic tissues.

ITPP treatment depresses HIF-1a. and VEGF expressions and induces apoptosis in HCC
As ITPP increases O, bioavailability in tumors, it can be expected that its administration will

decrease HIF-1o levels and consequently inhibit the expression of so-called ‘“genes of
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hypoxia”, such as the VEGF."” The occurrence of a rapid tumor regression with ITPP
treatment argues for a rapid death mechanism such as apoptosis induction. Therefore, we
checked also the expression of caspase-3 that is assumed to be the “central executioner” of
apoptosis.'* The levels of HIF-1a, VEGF and Caspase-3 expression in HCC and surrounding
normal liver were assayed by Western Blot - analysis on samples from 2 rats from each
experimental group 10 days after treatment start (Fig 5, left panel). Results were expressed as
ratios to the constitutive expression of B—actin (Fig 5, right panel). The HIF-1a level was
drastically depressed by ITPP treatment, not only for the tumor itself but also for liver tissues
either in close contact with the tumor or in its further vicinity (Fig 5 and 6), suggesting that
tumor environment is also influenced by suppression of hypoxia. In marked contrast, high
levels of HIF-la were present in controls or Doxorubicin-treated animals. The strongest
expression was found in tumors from Doxorubicin-treated animals, in the surrounding liver
for controls (Fig 5 and 6). The expression of VEGF, one of the genes regulated by HIF-1a,
was accordingly almost abolished by ITPP treatment, while control and Doxorubicin-treated
animals revealed high amounts of this protein in HCC and more particularly in surrounding
liver tissues (Fig 5 and 6). Reduced levels of VEGF protein brings about a reduction of the
amount of new vessels in ITPP-treated tumors in which HIF-1 induced angiogenesis was
nearly abolished. In this context, the investigation of the expression status of the key apoptotic
enzyme Caspase-3 revealed the enhanced expression of its two isoforms under ITPP-
treatment (Fig 5, left panel). The presence of Caspase-3 was not observed in controls and was

comparable in animals treated with Doxorubicin (Fig 5 and 6).

ITPP treatment did not affect hematologic parameters
Evolution of hematologic parameters of blood from the animals was evaluated for the

different treatments using an automated biochemical multiparametric device. The HCC
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progression affected hematologic parameters in controls from the 2™ week of evolution with a
15% reduction (NS) of the amount of RBCs as well as of hemoglobin (Table 1) and a 40%
increase (also NS) in reticulocytes for RBC renewal. Doxorubicin treatment affected
hematologic parameters, more particularly, the platelet content (-54%, P<0.001) and inhibited
also bone marrow renewal of RBCs with a drastic drop in reticulocyte content of the blood (-
83%, P<0.001). In contrast, these hematologic parameters were not significantly affected by
the long-term treatment with ITPP in comparison with control values at the same period of

investigation.

Discussion

This study reveals the remarkable effect of chronic administration of ITPP on HCC at an early
stage of its evolution in ACI rats. It clearly inhibited tumor growth leading to the eradication
of early HCC as shown by pCT imaging and by the survival of the animals. This potent anti-
tumor effect could be the result of the inhibition of angiogenesis following an increased
oxygen delivery as already observed in vitro on endothelial cells using the same allosteric
effector — ITPP — of hemoglobin in RBCs.? Indeed, the depressed HIF-1o. content of HCC
under ITPP treatment strongly suggests that ITPP suppresses hypoxia in tumors. Such a
restoration of normal oxygen partial pressure by ITPP in the Morris hepatoma was also
observed on some rats via Clark electrode (data not shown). This effect was anticipated, since
the cellular level of the oxygen-sensitive HIF-1a transcriptional activator is a function of
oxygen pressure.”> Remarkably, ITPP administration strongly reduced HIF-1a. levels not only
in hepatic tumor, but also in surrounding liver cells at more distance sites, suggesting this
treatment influences the tumor environment as well.

It is known that almost one hundred genes related to tumor growth are regulated by HIF-1."

Among these numerous targets is a group of genes promoting vascular development,
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remodeling and quality, including particularly VEGF. Thus, HIF-1a suppression must result
in a downregulation of VEGF in tumors under ITPP treatment. This is exactly what we found
in HCC and surrounding cells. The resulting inhibition of angiogenesis, also observed in ovo
using the same allosteric effector in RBCs,'® can explain the observed tumor regression.

The possibility that tumor metabolism might have been fueled by restoration of normal
oxygen partial pressure facilitating tumor progression is not sustained by our experiment.
Because tumor nutrient supply depends on the blood flow and this flow is reduced due to
angiogenesis inhibition under ITPP treatment, the resulting imbalance between oxygen and
nutrient supplies induces apparently a starvation state for the tumor. Further impediments to
tumor growth may be related to the reduced presence of the group of hypoxia-inducible target
genes that alter glucose metabolism such as hexokinase, pyruvate kinase, glyceraldehyde
phosphate dehydrogenase or glucose transporter-1,3 genes.!” This dual ITPP effect with
increased oxygen and reduced nutrient concentrations appears sufficient for reduction of
tumor growth and may result in serious tumor injury with induction of apoptosis and/or
necrosis in tumor cells. Moreover, the absence of HIF-1 reduces also the expression of the
group of hypoxia-inducible target genes involved in cell proliferation and survival such as
IGF2 or TGFP."” Other pathways involved in tumor progression that are upregulated by HIF-
1"° may also be inhibited by ITPP treatment.

In the present study ITPP enhanced the expression of caspase-3, a central marker of
apoptosis,'* in the HCC and the surrounding liver tissue. The occurrence of apoptosis after
ITPP and Doxorubicin treatments was confirmed by the observation of PARP cleavages (data
not shown). The induction of apoptosis at the level of the tumor can result from a default of
nutrients as suggested previously. Other mechanisms are possible such as the inhibition of
expression of other hypoxia genes under the control of HIF-1. There is mounting evidence that

HIF-1a, the oxygen sensitive subunit of HIF-1, not only stimulates tumor growth by
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upregulating genes that are involved in cellular energy metabolism but also provides protection
against cell death.' It is well known that HIF-lo. can initiate apoptosis by inducing high
concentrations of proapoptotic proteins, such as BNIP3, and can cause stabilization of p53."
However, during hypoxia, anti-apoptotic proteins, such as [AP-2, can be induced, whereas the
proapoptotic protein Bax can be down-regulated'® or upregulated through cross talk with
EGF." During hypoxia, an intricate balance exists between factors that induce or counteract
apoptosis, or even stimulate proliferation. The occurrence of an ischemia/reperfusion injury at
the commencement of the treatment of HCC with ITPP might contribute also to the anti-tumor
activity seen in our study. This syndrome induces also apoptosis trough the increased release of

C 10 20
free oxygen radicals.

Conclusion

The present investigation on a rat tumor model of hepatocarcinoma indicates that an increase in
oxygen partial pressure in the tumors is induced by intravenous administration of ITPP, an
allosteric effector of hemoglobin taken up by the circulating RBCs. This effect leads to a
suppression of HIF-1a expression and cellular accumulation and consequently to a drastic drop
of VEGF, inhibiting tumor angiogenesis and reducing the nutrient supply to the tumor. Chronic
administration of ITPP also exerts a powerful anti-tumor effect through enhanced caspase-3
expression and apoptosis induction. Liver tumor disappearance is linked to down regulation of
hypoxia-inducible target genes. Moreover, the animals treated with ITPP showed no evident
safety issues, raising the strong possibility of the use of ITPP as a potential therapy, either alone
or in combination with other anti-cancer agents (e.g. chemotherapy, radiotherapy, biologic

therapy), for the clinical treatment of human cancers.
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Figures and Legends
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Figure 1: Representative follow-up of liver tumor evolution using recurrent pCT
imaging showing eradication of orthotopically implanted Morris Hepatoma in ACI rats
by ITPP treatment. Livers and tumors (indicated by white arrows in 2D slices) were
reconstructed from the corresponding 2D DICOM pictures using a 3D virtual-reality software
in control-, Doxorubicin- and ITPP-treated animals. The resulting 3D structures were then
viewed using surface rendering through another software, allowing visualization of the tumors
in transparency within the hepatic glands. The volumes of each tumor could be also
determined from the number of pixels included in the 3D structures and expressed as a ratio

of the initial volume as illustrated in the correlated graph. Chemotherapy with Doxorubicin
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(750 pg/kg at 2-week intervals) induced only a retardation in tumor growth, while ITPP (500

mg/Kg each week) inhibited completely tumor growth within 3 weeks.

1

0.8 -

e
-]
.

Survival index
o
-

0.2 A

0

0
Nb at risk
Ctri(@)10

Doxo(m)10
ITPP(0)10

Figure 2

10
10

10
10

20
10

10
10

30
10

10
10

40

10
10

90 100 days

0 0
1 1
9 9

Figure 2: Survival of tumor-bearing animals showing eradication of orthotopically

implanted Morris Hepatoma in ACI rats by ITPP treatment. Animals were treated

intravenously by ITPP (n=10), Doxorubicin (n=10) or serum saline (n=10). Animal survival

was monitored over a period of 100 days and is represented as Kaplan-Meyer curves with the

actual numbers of animals in each group. Doxorubicin prolonged somewhat animal survival,

but tumor regression was achieved only with ITPP treatment.
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Figure 3: Antitumor effect of ITPP on orthotopically implanted Morris Hepatoma in
ACI rats. (A) Tumor volumes were measured as a function of time by pCT scanning and are
presented as means with SEM bars. ITPP-treatment induced a drastic reduction of tumor
volume in comparison with Doxorubicin-treated animals (P<0.01 since the 3" week of follow
up). There was no significant difference at this date between the tumor volumes of animals
treated with Doxorubicin and controls. (* : p<0.05, ** : p<0.01, *** : p<0.001). (B)
Histological aspect (H&E staining) of normal liver and hepatocellular carcinoma after a 5-
week evolution corresponding to the end of ITPP treatment. The microscopic image revealed
the classic aspect of a poorly differentiated HCC in control with a loss of the normal
trabecular structure of hepatic lobules and an increased nuclear to cytoplasm ratio in the
hepatocyte-like cells. Under Doxorubicin treatment, these histological abnormalities were still
present, but there was evidence of cell injury with cell distention and picnotic figures at the
level of some nuclei. At the opposite, under ITPP treatment, the hepatic lobules exhibited an
almost normal architecture with a trabecular pattern of row of hepatocytes, the majority of

them looking small-sized. Scales correspond to 50 um.
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Figure 4: Increased oxygen bioavailability in tumors with ITPP treatment.
Oxyhemoglobin dissociation curves for rat whole blood with or without ITPP supply revealed
an increased oxygen release. Oxygen saturation is expressed as a function of pO, and the
resulting sigmoid curve is called Barcroft curve. The dissociation curve of oxyhemoglobin
underwent a “right shift’’ after ITPP supply. This shift is expressed as the difference between
P50 values of ITPP-treated blood (open circles) and control blood (filled circles). It reflects
the decreased affinity of hemoglobin for oxygen and was of more than 30 % in this

representative data.
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Figure S5: ITPP depresses HIF-1a and VEGF expressions and induces apoptosis in HCC.
Representative western blots of HIF-1a, VEGF and Caspase-3 and the corresponding [-actin
in control-, Doxorubicin- and ITPP-treated animals, showing protein expressions in the
centers of the tumors (rows 1, 5, and 9) and in their peripheries (rows 3, 7 and 11) as in their
surrounding livers, at distance of the tumors (rows 2, 6 and 10) and in close contact with them
(row 4, 8 and 12). Samples are collected 10 days after the beginning of treatments with either
saline (control), Doxorubicin or ITPP. The blots were quantified and normalized against [-
actin. Analyses of samples coming from two different animals of each group were performed
in duplicates. In contrast to control- and Doxorubicin-treated animals, HIF-1 o and VEGF
were missing after ITPP treatment whilst Caspase-3 was strongly expressed under both,

Doxorubicin and ITPP treatment.
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Figure 6: Schematic maps of normalized expression of HIF-1a, VEGF and Caspase-3 in
tumors and surrounding livers, 10 days after the beginning of treatments with saline
(control), Doxorubicin or ITPP. Expressions were quantified in samples from the left or
right medial lobe of the liver, in close contact with the tumor and at the periphery as from
samples of the center and the margins of the tumor. Normalized contents against actin are
expressed according to an increasing color scale in magenta for HIF-1a, in blue for VEGF
and in yellow for Caspase-3. HIF-la strongly expressed in tumor and surroundings
originating from controls, is slightly less abundant under Doxorubicin treatment except at the
level of the tumor and is almost absent with ITPP. VEGF expression, also absent under ITPP
treatment, is maximum in the surroundings for saline or Doxorubicin treatment. Caspase-3
expression, absent in controls, culminates at the level of the tumor under Doxorubicin and in

the surrounding under ITPP treatment, respectively.
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Supplementary figure 1
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Supplementary Figure 1: Longitudinal evaluation of tumor evolution using recurrent pCT
imaging showing the progression of orthotopically implanted Morris Hepatoma in 10 ACI rats
without treatment. The tumor, originally implanted in the left or right part of the medial lobe,
invaded progressively the whole lobe between 3 and 5 weeks. Two weeks later, the tumor
expended to the whole liver, giving several secondary tumors and reducing the functional liver

to a thin layer.
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Supplementary figure 2
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Supplementary Figure 2: Longitudinal evaluation of tumor evolution using recurrent nCT
imaging showing the progression of orthotopically implanted Morris Hepatoma in 10 ACI rats
treated with Doxorubicin (IV injection of 750 pug/Kg at 2-wk interval) up to a total amount of 3
g/Kg. Chemotherapy delayed tumor progression in some cases (rats n° 1, 2, and 9) and even

stopped tumor growth in one case (rat n° 5).
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Supplementary figue 3
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Supplementary Figure 3: Longitudinal evaluation of tumor evolution using recurrent pCT
imaging in 10 ACI rats with an orthotopically implanted Morris Hepatoma under ITPP
treatment (IV injection of 400 mg/Kg each week). After a initial shrinkage, present 3 weeks
after tumor induction in all animals, the tumors disappeared after 4 weeks of treatment except
in one case (rat n° 10). In this particular exception, the tumor escaped to ITPP action after an
initial shrinkage and regrowth with an early unexplained animal death occurring before a full

liver involvement as confirmed at the autopsy.
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I1.3 Commentaires

Ce travail montre que I'amélioration de I'oxygénation d’'un carcinome hépatocellulaire
de stade précoce chez le rat réduit son développement, vraisemblablement en
combattant les effets de I'hypoxie. En effet, I'expression de I'HIF-1alpha est
totalement inhibée, induisant en cascade une importante réduction de I'expression
du VEGF et partant de la néo-vascularisation. La disparition de quasiment toutes les
tumeurs en l'espace de 5 semaines constatée dans ce travail, couplée a une
stimulation de l'apoptose, n’a pour l'instant pas d’explication satisfaisante liée
directement a l'inhibition de I’hypoxie. On aurait pu s’attendre plutét a une stagnation
de la prolifération tumorale plutét qu’'a une régression de celle-ci.

Une confirmation que la destruction tumorale est liée a un autre phénoméne que la
normalisation de I'hnypoxie a été obtenue dans une expérience ultérieure que nous
avons réalisée sur ce méme modeéle tumoral. Le méme protocole thérapeutique a été
utilisé (placebo, doxorubicine et ITPP) avec les méme doses de produits, la seule
différence étant que ces divers traitements ont débuté trois semaines aprés
limplantation tumorale (versus une semaine). A ce stade les tumeurs étaient plus
volumineuses (en moyenne 500 mm?® versus 100 mm?® a 1 semaine).

Nous avons alors constaté que la disparition compléte de tumeur n’est retrouvée que
dans un seul cas (Figure 4) alors que tous les autres animaux vont développer un
CHC qui sera responsable de leur décés avec comme action thérapeutique une
simple prolongation de la survie (Figure 5). Il convient de remarquer que dans cette
situation, la doxorubicine n’a plus aucun effet sur la progression tumorale (Figures 4
et 5).

Ainsi, il nous est possible de suggérer que dans I'expérience précédente, I'effet de
I'I'TPP s’apparente plutot a une inhibition de I'expansion de la greffe tumorale. Notre
hypothése est que la correction de I'hypoxie va contrecarrer le développement de la
greffe métastatique a laquelle s’apparente notre modéle orthotopique au tout début

de son histoire naturelle.
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Fig 4 : Suivis longitudinaux représentatifs de la progression du CHC dans les
différents groupes expérimentaux, avec un traitement débutant sur des tumeurs
apres 3 semaines de latence. Un seul animal présente une disparition complete de la
tumeur apres 5 semaines de traitement avec de I'lTPP par voie intraveineuse chaque
semaine jusqu’a normalisation de l'aspect scannograhique.
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Fig 5 : Comparaison des courbes de survie apres traitement par ITPP intraveineux
chaque semaine débutant 2 semaines aprés création du CHC. La survie est
comparée a celle des témoins et a celle obtenue avec la doxorubicine.
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Ayant montré la place de I'imagerie par microscanner dans les études pré cliniques
de médications visant le carcinome hépatocellulaire, nous nous sommes alors
attaché a une autre pathologie pour laquelle les études précliniques sont également
d’'une importance majeure pour comprendre d’'une part la pathogénie et d’autre part

ouvrir des orientations thérapeutiques. Il s’agissait de 'adénocarcinome du pancréas.
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lll Apport de I'imagerie structurale par micro scanner X dans I’évaluation pré-
clinique de chimiothérapies de I’'adénocarcinome pancréatique sur greffe

orthotopique chez le rat Lewis

I11-1 Introduction

S'’il existe un type de cancer pour lequel il est vraiment crucial d’améliorer nos
connaissance aussi bien en terme de cancérogenese que de prise en charge
thérapeutique, c’est bien du cancer du pancréas qu’il s’agira. En effet, comme nous
'avons précisé au niveau du chapitre introductif, aucune amélioration n'a été
observée au niveau de sa prise en charge depuis l'introduction de la Gemcitabine en
1997. Il s’avére donc particulierement important de promouvoir une recherche
précisant de maniére exhaustive les mécanismes de promotion et de progression de
ce cancer afin de définir de nouvelles cibles thérapeutiques. Dans cette optique,
I'utilisation de modéles expérimentaux est indispensable.

Les modéles actuellement disponibles sont majoritairement des tumeurs induites in
situ soit par des carcinogénes soit par des altérations génétiques. Concernant les
tumeurs obtenues par greffes de cellules tumorales pancréatiques, les plus
représentatifs de la réalité clinique sont les modéles orthotopiques. Dans tous ces
cas de figures, I'exploration de ces tumeurs en situation rétro-péritonéale passe soit
par le sacrifice de I'animal, soit par une méthode d'imagerie adaptée. En effet |l
convient de remarquer que I'approche échographique sera perturbée par la présence
de gaz et de liquide aux niveaux des anses intestinales et du colon. L’'imagerie
optique est bridée par d’'une part sa faible résolution ainsi que par la situation
profonde de la glande pancréatique. Quant a l'imagerie fonctionnelle, elle souffre
aussi pour l'instant d’'une résolution médiocre. Ainsi les deux méthodes qui semblent
étre le plus adaptées a I'exploration in situ de I'adénocarcinome pancréatique sont
'IRM et le microscanner. En ce qui concerne I'IRM, seules deux études sont
disponibles pour I'instant (Grimm J, 2003 ; Montet X, 2006) et ont nécessité l'usage
de produit de contraste. Pour le microscanner aucune étude de ce type n’est
retrouvée a ce jour dans la littérature.

Disposant au laboratoire d'un modéle orthotopique d'un adénocarcinome

pancréatique de phénotype canalaire chez le rat Lewis (Mutter D, 1999), il nous ait
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apparu intéressant d’appliquer I'imagerie par microscanner au suivi de son évolution
de maniére non invasive, afin de valider l'intérét de cette approche sur ce modéle
tumoral. Du fait de I'absence d’information sur I'aspect scannographique du pancréas
chez les rongeurs, Il nous a fallu dans un premier temps le localiser au niveau des
coupes. L'utilisation de la procédure décrite au niveau de notre premier article (Table
1, protocole n°3) associant une injection IP du produit de contraste hépatique 6
heures avant a une injection IV du produit de contraste a tropisme vasculaire juste
avant I'imagerie nous a permis d’obtenir des images avec un bon contraste des
organes abdominaux associé a une opacification satisfaisante des vaisseaux. |
devenait dés lors possible, grace a lidentification des artéres et des veines
spléniques, de délimiter la glande pancréatique. Il nous était alors loisible de réaliser

I’étude non invasive de notre modéle d’adénocarcinome chez le rat.
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lll.2 Article n° 3

Structural imaging of pancreas in rat using micro-CT:

application to a non invasive longitudinal evaluation

of pancreatic ductal carcinoma monitoring

(Article soumis a Molecular Imaging and Biology)
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Abstract

Purpose

Perform a longitudinal non invasive monitoring of rat pancreatic ductal adenocarcinoma
(PDAC).

Procedure

Orthotopic PDAC developed in adult Lewis rat was detected and monitored with microCT
after contrast enhancement. MicroCT tumor measurement was compared to actual size at
autopsy in 12 rats. Gemcitabine treatment of PDAC was monitored at 2-week intervals until

endpoint (liver metastasis or ascitis) in 10 rats versus 10 controls.

Results

Normal pancreas was identified on CTscan after contrast enhancement. MicroCT had a 100%
positive predictive value in the detection of orthotropic PDAC. Regression analysis showed a
linear correlation between pCT tumor measurement and direct measurements at autopsy.
Longitudinal evaluation of tumor progression showed as expected a reduced tumor growth

and a prolonged survival under gemcitabine treatment.

Conclusion

MicroCT is a cost-effective mean for preclinical study of PDAC saving time, animals, while
respecting animal welfare. It provides an efficient tool in anticancer drug research and

development.
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Introduction
In Europe pancreatic ductal adenocarcinoma has an incidence of approximately 10 per
100,000 population per year. Unfortunately, numbers for incidence and mortality are still
practically identical for this cancer which signifies how devastating is its prognosis [1].
Progress in treatment options of this deadly disease has still not been achieved. Thus, animal
models are crucially needed for better understanding of its pathogenesis and to explore new
potential therapeutic targets [2].
Classically, the detection of orthotopic, chemically-induced or genetic models of tumors, or
the monitoring of their development as the evaluation of emerging therapeutics, need animal
sacrifice to obtain a single accurate measurement of tumor size. This is time, animal and
money consuming. Structural imaging technologies such as micro-computed tomography
(LCT) have the potential to become invaluable tools in this tumoral evaluation. Besides being
a non invasive method of follow up, it will increase data reliability as each animal will remain
its own control all over the longitudinal evaluation of tumor evolution, reducing the number
of animals needed for confidence.
Computed tomography constitutes the current “standard” for evaluation of tumor size and
spread in clinical setting because of its undeniable superiority compared to simple palpation
estimate [3]. As a result, radiological evaluation of the tumors during clinical trials of
anticancer pharmaceuticals has evolved into a surrogate marker of therapeutic response [4].
However, at present implementation of sequential pCT as a measurement tool remains still
relatively rare in small animal studies [5-8]. Further more until now, no data concerning its
use for pancreatic imaging in animal models have been reported in the literature.

The present study aimed to evaluate at first the reliability of pCT in identification of
normal pancreas in a rat model, then pancreases bearing an orthotopic pancreatic ductal

adenocarcinoma (PDAC). Tumor detection and tumor size determination were subsequently
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assessed. Afterwards the potential of pCT for longitudinal evaluation of tumor evolution was
investigated on this tumor model through its actual monitoring under appropriate

chemotherapy for PDAC (gemcitabine).

Materials and Methods

Orthotopic tumor models

All animal experiments were performed according to the directives of the European
Community Council (STE number 123 of June 15, 2006) for animal use and care. Thirty two
Lewis rats (Janvier, Le Genest Saint Isle, France) (7 weeks old; minimum weight 180 g) were
used for this experiment. Implantation of the ductal tumor cells [9] was performed under
laparotomy as described by Mutter et al. [10]. Surgical and imaging procedures were
performed on rats breathing a mixture of 3% isoflurane (Forene®™, Abbott, Rungis, France) in
pure O,. Analgesia was achieved by a concomitant intra-muscular injection of xylazine
hydrochloride (Rompun®, Bayer, Leverkusen, Germany, 2 mg/kg) for surgery. The endpoints
for survival experiments consisted in either clinical evidence of animal suffering (e.g.
prostration, bad-grooming, abdominal distension consistent with a hemorrhagic ascitis,
anaemia revealed by conjonctival and mucosal bleaching) or imaging evidence of ascitis and

presence of liver metastasis.

Image acquisition and reconstruction

The images were acquired on the microCAT-II (Siemens Preclinical Solutions, Knoxville,
TN) at 80 kVp with an anode current of 500 pA, under respiratory-gated acquisition of free
breathing animals [8]. Reconstructions were performed using a filtered back-projection

algorithm (Cobra, Version 4.1-4, Exxim, Knoxville, TN). Final 3D data visualized with the
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Amira software (Version 3.1, TGS, San Diego, CA) provided an image with a size of 512 x

512 x 416 voxels (e.g. a cube with a side of 6.7 cm, as voxel size was 131 x 131 x 162 um).

Dosage and kinetics of enhanced-contrast agents

The ITG contrast enhancers for uCT, trade-named Fenestra® liver contrast (LC) and vascular
contrast (VC) both from Advanced Research Technologies (Inc., Montreal, Canada), [11-13]
at a dose of 0.5 ml/100 g. Half of this dose was administrated as LC product by an intra-
peritoneal route 6 hours before, and then the second half as VC product by intravenous route
just before imaging, according to a procedure previously described [14]. Such a protocol
allows contrast enhancement of abdominal organs (such as liver, gut, spleen and kidneys) and

vessels allowing recognition of the pancreatic gland by the identification of its vessels.

Validation of tumor measurement accurracy

The validation of tumor size measured with pCT imaging was carried out on 12 Lewis rats
bearing an orthotopic PDAC. Final 3D data visualized with the Amira software showed the
tumors as a non contrasted area within the pancreas. Tumor volumes were computed from
three-dimensional measurements according to the formula of a hemi ellipsoid. The individual
actual size of the genuine PDAC tumors was established by caliper measurement at autopsy
of animals included in the study on the dissected tumor, confirmed as a PDAC by histological
analysis. The resulting ex vivo volumes were compared with their corresponding in vivo

measurement.

Longitudinal evaluation of pancreatic tumor evolution
Twenty Lewis rats carrying PDAC were used for assessments of uCT ability to perform

reliable follow up and the behavior of this tumor. An initial determination of tumor size was
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carried two weeks after implantation in the pancreatic tail, as previously determined [10].
Then animals were randomly affected to either a control group (n=10) without any treatment
or a group treated by conventional chemotherapy (n=10).where animals received two
consecutive injections of 50 mg/Kg of gemcitabine (Gemzar, Lilly France, Fegersheim,
France) at days 14 and 16 post tumor implantation corresponding to a total of 100 mg/Kg.
Micro-CT imaging was performed at two-week intervals for determination of tumor volume

as long as six animals remained alive in each experimental group.

Statistical analysis

A potential difference between data of the in vivo and ex vivo size measurement was tested
using a one-way analysis of variance followed by a parametric Student’s unpaired t test,
Bartlett’s test indicating homogeneity of variance. Difference between the values was
considered significant when P<0.05. Correlations between gross and CT determinations of
tumor volume were tested using a parametric Pearson test, as variances were not significantly
different. Correlation was considered significant when P<0.05. Potential difference in tumor
volume evolution resulting from chemotherapy was tested by a parametric Student’s unpaired
t test. The survival curves were generated using the Kaplan-Meier method, and the differences
between the curves were assessed by the log-rank test. A P-value < 0.05 was considered to be
statistically significant. Instat 2.00 Macintosh software (GraphPad Software, San Diego, CA)

was used.

Results

Pancreatic and tumor recognition after contrast enhancement
The pancreas can be visualized using a two steps injection of at first the hepatic contrast agent

intraperitonealy 6 hours before followed by an equal dose of vascular enhancer just before
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imaging. MicroCT imaging after contrast administration allows a clear identification of the
pancreas among the well-contrasted surrounding organs (Fig 1). It looks like a flat structure
expanded on coronal slices (Fig 1a) between the duodenum loop and the spleen (delineated by
dotted curves). The same aspect delineated by dotted curves is observed on axial slices (1b)
The pancreas, situated in dorsal position behind the stomach, is elongated between the right
lateral lobe of the liver and the spleen. On sagittal slices (Fig 1¢), the corpus of the gland is in
close contact with the dorsal face of the stomach and the apical pole of the kidney (dotted
curves) and the tail is attached to the porta of the spleen (black arrows). Two milestones of
pancreas edges are constituted dorsally by the spleen vein (left panel of Fig 1a, white arrows)
and apically by the spleen artery (left panel of Fig 1b, white arrows). Identification of these
vessels contributes in pancreas recognition. Tumors, initiated in the tail, were identified two
weeks later close to the spleen (white arrows in right panels of Fig 1) under the aspect of

small black holes in the enhanced pancreatic parenchyma.

pCT allows tumor diagnosis and accurate volume determination

The individual actual size of the genuine PDAC tumors established by caliper measurement at
autopsy of the animals included in the study (n=12) were compared with their corresponding
in vivo determinations. A perfect linear correlation was observed between the two methods
(Fig 2a). There was no case of false negative or positive tumor recognition with pCT. H&E-
stained tumor sections (Fig 2b) showed a well-differentiated carcinoma with some mitotic

figures and a ductal pattern.

Longitudinal evaluation of PDAC revealed the efficiency of gemcitabine treatment

Tumors were monitored on 20 Lewis rats bearing an orthotopic PDAC assessed by pCT two

weeks after induction, as illustrated in Fig 3a (tumor is delineated by a white dotted curve).
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Monitoring of PDAC growth was then performed by recurrent nCTs at two-week intervals.
The pancreatic tail was fully invaded within 6 weeks, the tumor pressing on the surrounding
organs, making its way to local invasion (white arrows in right panel) and metastasis. At this
stage, most of the control animals were already euthanazied, as their CT scans had revealed
the occurrence of one of the experimental endpoints illustrated in Fig 3b. These end points are
at first the evidence of local extension (white arrows) involving stomach and gut, then of an
ascitis disjointing liver lobes with a liquid lamina, and/or liver metastasis with vessel stricture.
The potential for preclinical pharmacological studies of the longitudinal evaluation of tumor
progression by imaging was tested on 10 rats treated with gemcitabine by comparison with 10
controls. Tumor volumes were measured over the survival period and means with statistical
differences were calculated as for HCC, as long as six animals remained alive in both
experimental groups. The monitoring of PDAC revealed a significant retardation in tumor
growth (Fig 3c¢) and a significant improvement in actual survival using gemcitabine

chemotherapy (Fig 3d).

Discussion

Structural imaging of visceral organs of small animals offers currently the ability to perform a
longitudinal evaluation of their pathologies and to carry out conclusive preclinical studies on a
potential therapeutic benefit. This emerging experimental method allows to explore transgenic
mice, in which spontaneously arising tumor develop at unpredictable times, as orthotopically
implanted tumor models to perform size monitoring over time without animal sacrifice.
Besides improving animal use and welfare, structural imaging increases experimental safety,
as each animal, monitored over time, can provide tumor dimensions over multiple time points.
Since the animal need not be sacrificed in order to measure the tumor, the number of animals

needed for any given trial would be reduced.
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Small animal imaging technologies have been already extensively applied for liver
imaging using pCT [3-6, 11-13, 15-18] or MRI [19-22] at a lesser degree, but not for pancreas.
Only two MRI studies for pancreatic tumor detection in mice are available in the literature
[23,24] and the present study is at our knowledge the first report on pancreas imaging using
uCT in rodents. A concern for this purpose was the deleterious effects of current pCT contrast
enhancers. Their recommended dosages [5,7,8] provide well-enhanced imaging of the
abdominal content, but were found to be too high, [25] inducing systemic overload more or
less responsible for pulmonary oedema [26] and heart failure [27]. Moreover, in our hands
[14] these contrast enhancers, containing iodinated triglycerides [5,7,8] induces a failure in
liver functions consistent with biological disturbance (increased serum transaminases and
bilirubin) and clinical jaundice (yellowish staining of the sclera and emission of brown
urines). A first set of experiments has determined the dose, the composition and the route of
administration of contrast enhancers adapted to animal welfare and providing a satisfying
organ and vessel enhancement [14]. Moreover, this two-step strategy, associating the
peritoneal and vascular routes resulted in an optimal accuracy in tumor detection in our study
with no false-negative readings even for very small pancreatic tumors.

This accuracy in small tumor detection [5,7,8,12,17,18,21] is an advantage of using uCT
[21] for longitudinal evaluation of tumors. However, MRI using magnetic fields is assumed to
be an harmless imaging procedure [19-24] even if newly controversial,[28,29] whilst pCT, an
X-ray-based approach, raises concerns about immunological and general physiological
changes that might affect the experimental outcome [30]. Indeed, if the irradiation level (2.5
cGy for 10 mn acquisition with an Imtek pCT in rats) [31] is far away from sub-lethal doses,
[17,31-32] it can transiently damage the support of genetic information [33]. It is well known

however from clinical trials that PDAC is extremely radioresistant, [34] and the analysis of
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clinical features in our experiment revealed that the growth of the experimental PDAC was
not affected by recurrent pCT imaging [10].

As already observed, rodent pancreas has been poorly investigated using non invasive
imaging methods in vivo. Two MRI studies using gadolinium described pancreatic tumor
detection in mice [19,20]. Visualization of the pancreas, which is in rodents a flat and thin
lobular gland expended between duodenum and spleen, needs serial thin adjacent slices of the
upper part of the abdomen (1-mm thickness or less). A careful screening of these slices,
sustained by a good knowledge of rodent abdominal anatomy, allows its identification. This
identification is helped by the recognition of splenic vessels delineating the pancreatic edges.
Then, the detection of even a very small pancreatic tumor become possible, allowing its
management since an early stage.

The longitudinal evaluation of tumor progression can be carried out on a small group of
experimental animals in which each animal constitutes his own control throughout the
experiment. The power of this methodology was demonstrated in the current study on PDAC,
by the longitudinal evaluation of conventional gemicitabine chemotherapy. The ability of non
invasive imaging to provide new criteria for experiment endpoints is also of interest. Imaging
end-point for PDAC as early signs of ascitis, liver metastasis, and vessel or bowel strictures
can be easily determined. These imaging features are detectable before any clinical evidence,

anticipating the observance of animal pain that constitutes until yet the experimental endpoint.

Conclusion

In conclusion, uCT appears to be, as other imaging procedures, a new cost-effective mean of
tumor monitoring, saving time and more particularly animal welfare and expend. Small
animal imaging can improve the screening and comparison of emerging therapeutics, by

providing all valuable information in a single experimental set up.
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I11.3 Commentaires

Cette derniére étude portant sur le suivi longitudinal de ['adénocarcinome
pancréatique chez le rat par microscanner montre la faisabilité de cette méthode
d’investigation en pratique pré-clinique. Ce résultat, obtenu avec un modeéle
orthotopique, est a notre avis parfaitement transposable aux autres modéles
d’adénocarcinomes du pancréas, qu’il s’agisse de tumeurs chimio-induites ou
d’origine génétique (« autochtonous models » pour les auteurs anglo-saxons). Dans
ces derniéres situations, il sera nécessaire d’identifier un processus tumoral
survenant de maniére aléatoire au niveau du pancréas, alors que dans le modele
orthotopique, nous connaissions au préalable 'emplacement de la greffe. Il faudra
donc scruter de maniére scrupuleuse la totalité de la glande au niveau de 'ensemble
des coupes : c’est dans cette situation que les repéres que constituent veine et
artere spléniques se révéleront particulierement utiles. Il va sans dire qu’une
excellente connaissance de I'anatomie abdominale des rongeurs est indispensable
au décodage de scanners abdominaux dés lors que I'on s’intéresse au pancréas qui
est un organe particuliérement diffus chez cette espéce.

Il s’agit, a notre connaissance, de la premiere étude du pancréas de rat réalisée par
microscanner. Cette approche permet une découverte trés précoce des tumeurs du
fait de I'excellente résolution de ce mode d'imagerie. Nous n’avons en effet observé
aucun faux positif dans les diagnostics de tumeurs au niveau de la queue du
pancréas, diagnostics contrbélés par autopsie et étude histologique systématique lors
de la validation de la mesure du volume tumoral par microscanner.

Nous avons enfin pu mettre en évidence - outre I'économie du nombre d’animaux
nécessaire a une étude préclinique et outre 'amélioration du bien-étre animal par
'usage d’'une méthode non invasive - un nouvel avantage de cette méthode de suivi
longitudinal. Il consiste en la définition de nouveaux « points limites » expérimentaux
obtenus a partir des seules images, avant tout signes cliniques. Il s’agit de
'apparition d’'une ascite ou/et de métastases hépatiques. Ces signes prémonitoires
d’'une souffrance animale imminente doivent conduire a I'arrét de I'expérience, et ceci

avant tout signe objectif observable au niveau de I'examen clinique.
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C. Conclusion et perspectives

| Conclusion

La science du vivant, la médecine et l'industrie pharmaceutique ne peuvent
actuellement pas se passer de l'expérimentation animale. En effet les petits
mammiféres, notamment le rat et la souris, jouent aujourd’hui un rdle trés important
dans la recherche biomédicale. lls se sont imposés comme des modéles
fondamentaux dans la recherche moléculaire, toxicologique et pharmacologique.
L’évaluation des modifications physiologiques et du phénotype des petits animaux
reste cependant problématique. Pendant longtemps, cette évaluation a été réalisée
principalement par la dissection de I'animal, suivi d’'un examen des tissus. Cette
méthode destructive qui implique [l'utilisation de nombreux animaux dans des
procédures longues et colteuses empéche le suivi du méme animal dans le temps.
Ainsi par exemple, les effets de modifications génétiques ne sont pas toujours
connus d’avance : un suivi chez I'animal s’avére donc indispensable pour cerner
'ensemble de la phénoménologie.

L’imagerie in vivo du petit animal constitue un outil précieux qui permet d’obtenir ce
type d’informations d’'une maniére non invasive ; ceci s’avére particulierement vrai
en ce qui concerne le suivi longitudinal d’'une affection ou de l'effet d’'un traitement.
Elle permet en effet l'obtention d’informations anatomiques, biochimiques,
physiologique, génétiques, pharmacologiques, etc... tout en respectant l'intégrité
cellulaire et tissulaire des animaux étudiés. Une telle approche expérimentale ouvre
d’énormes perspectives scientifiques dans les domaines de la biologie du
développement, de la physiopathologie des maladies, de la prévention, du diagnostic
précoce et du traitement des cancers.

Toutes les techniques d’'imagerie présentent des avantages et des inconvénients.
Elles restent cependant complémentaires les unes des autres et apportent des
informations de nature différente sur les processus biologiques. Dans un contexte
d’étude en oncologie, chacune de ces modalités présente un intérét, mais il est
important de bien adapter la technique a objectif de I'étude. L'IRM se révele
particulierement indiquée dans I'évaluation anatomique et vasculaire des tumeurs
profondes cérébrales. Le micro-CT semble elle étre adapté a I'imagerie des cancers

des os car elle offre la meilleure résolution sur cet organe. L'utilisation de produit de
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contraste étend les applications du micro-CT a la visualisation des cancers des tissus
mous, dans lesquels sa relative vitesse d’acquisition et sa précision diagnostique
présentent un intérét non négligeable. L’étude de [l'action d'une molécule
thérapeutique marquée par un radiotraceur peut se faire en utilisant des systémes de
micro-TEP ou de micro-SPECT. L’imagerie ultrasonore permet I'étude anatomique et
vasculaire de tumeurs abdominales peu profondes en temps réel. Enfin, I'imagerie
optique permettra d’explorer des mécanismes biochimiques et moléculaires sur un
animal de trés petite taille en évitant le recours a des produits radioactifs. Il s’agira
essentiellement de localiser et de suivre le devenir d’'une molécule fluorescente ou
de suivre dans le temps I'expression d’un géne rapporteur.

Cette thése a consisté a démontrer la pertinence du micro-CT dans le suivi
longitudinal et la prise en charge de cancers hépatiques et pancréatiques par le biais
de modéles orthotopiques. Nos conclusions peuvent s’étendre aux autres modeéles
de tumeurs hépatiques et pancréatiques existants. Cette méthodologie pourrait

participer a I'évaluation de thérapeutiques émergeantes pour ces types de cancers.

Il Perspectives

Nous sommes pour notre part convaincu que l'application de limagerie par
microscanner peut étre étendue a I'exploration d’autres cancers. Il s’agit notamment,
en ce qui nous intéresse, des modéles de tumeurs ovariennes chez le petit animal.
Ce type de cancer a développement intra-abdominal, est relativement agressif et de
mauvais pronostic. |l existe en effet, concernant le cancer de I'ovaire, un manque
cruel de recherche aussi bien sur les bases de son oncogenése que sur son
diagnostic précoce et sa prise en charge thérapeutique.

Nous souhaitons donc réaliser un programme de recherche sur des modeéles de
tumeurs ovariennes chez le petit animal. L’objectif de notre projet serait de réaliser
sur ces modéles tumoraux des études précliniques de thérapies émergentes ainsi
que des hypothéses thérapeutiques innovantes, aux fins d’'une éventuelle application

clinique.

1.1 Les modéles tumoraux susceptibles d’étre développés

L’'usage de deux modéles murins est envisageable a I'heure actuelle :
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- Soit un modéle chez le rat Fisher 344 utilisant une lignée cellulaire NuTu-19.
Ce modéle nécessite une collaboration avec le Dr Attila Major, du CHU de
Genéve qui posséde cette lignée dont il est co-inventeur.

- Soit un modéle sur la souris Nude immunodéprimée utilisant une lignée
ovarienne d’origine humaine surexprimant I'antigéne carcino-embryonnaire.
Ce modele nécessite pour sa part une collaboration avec le Dr André
Pellegrin, directeur d’'une unité 'INSERM a Montpellier qui est le créateur de

cette lignée.

Ces deux types de tumeurs devront étre greffés en position orthotopique chez la
femelle jeune adulte (ratte ou souris) au niveau de l'ovaire. Plus que la greffe de
fragments tumoraux, il devrait s’agir d’'une injection de cellules tumorales in situ en
raison de la petite taille de I'organe receveur. Il nous faudra trouver la taille optimum
de l'inoculum tumoral, évitant un ensemencement péritonéal du fait de fuite cellulaire
par un excédent de volume et permettant un taux de réussite compatible avec un
protocole expérimental fiable. La voie d’abord chirurgical la moins traumatisante est a
nos yeux une approche postérieure de I'espace sous-péritonéal, comme dans les

castrations ou les surrénalectomies.

1.2 Les moyens d’évaluation de la réponse tumorale
lls seront d’'une part non invasifs par l'utilisation de méthodes d'imagerie du petit
animal et d’autre part par I'utilisation aprés sacrifice de I'animal des méthodes de

biologie cellulaire et moléculaire.

Méthodes d’imagerie non invasive
Nous pourrions avoir accés pour réaliser ce projet a 3 types de méthodes d’imagerie
du petit animal :

- Le microscanner abdominal utilisant un produit de contraste dédié marquant
les organes et les vaisseaux disponibles dans les locaux de I'IRCAD, en
collaboration avec le département d'imagerie du Pr Luc Soler.

- L’IRM abdominale avec ou sans gadolinium (avec Ilnstitut de Physique

biologique, Hépital Civil, Dr Patrick Poulet)
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- L’imagerie optique avec un fluorophore couplé a 'ACE ou une photosensibilité
du type protophorphyrine (avec l'Institut de Physique biologique, Hbpital Civil,
Dr Patrick POULET)

Ces approches permettraient de suivre en ligne aussi bien la progression tumorale
que le développement de la carcinose péritonéale. Elles offrent aussi I'opportunité de
réaliser en parallele (comme dans nos études antérieures) une étude de survie
actuelle, avec des points limites expérimentaux aussi bien cliniques (prostration,
altération de I'état général) que par imagerie (présence d’ascite, métastases

hépatiques).

Meéthodes de biologie cellulaire et moléculaire

Des animaux seront en paralléle sacrifiés en séquence a fin de préléevements pour
études histologiques, immuno-histochimiques et biologiques permettant de mettre en
évidence I'expression de divers genes cibles tels que génes angiogéniques et/ou de

la cascade apoptotique ainsi que de la cascade des MAPkinases).
Une fois ce modeéle original au point, nous I'appliquerons dans un premier temps a

I'étude des médications anti-angiogéniques afin d’apprécier leur éventuel intérét en

matiére de carcinomes ovariens.
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