, -
sz s JNIVERSITE DE STRASBOURG
o pcp

ECOLE DOCTORALE

ECOLE DOCTORALE Physique et Chimie-Physique (ED 182)
IPHC UMR7178

T H E S E présentée par :

Nastassja Muller

soutenue le : 9 septembre 2019

pour obtenir le grade de : Docteur de I'université de Strasbourg

Discipline/ Spécialité : Physique et Ingénierie

Caractérisation par imagerie par Tomographie
par Emission de Positons de la réponse
tumorale apres traitement de I’hépatocarcinome
chez le petit animal : chimiothérapie,
protonthérapie et potentialisation

THESE dirigée par :
Pr. LAQUERRIERE Patrice

RAPPORTEURS :
Pr. BORDENAVE Laurence

Pr. KARCHER Gilles

Professeur des Universités, UNISTRA, Strasbourg

Praticien Hospitalier-Professeur Universitaire,
CHU, Bordeaux

Praticien Hospitalier-Professeur Universitaire,
CHU, Nancy

AUTRES MEMBRES DU JURY :

Dr. BRASSE David

Directeur de recherche, IPHC, Strasbourg






Remerciements

Jaimerais tout d’abord remercier mon directeur de thése, Patrice Laquerriere, pour m’avoir
initialement proposé de participer a cette grande aventure, et du le temps qu’il m’a accordé pour
mener a bien ce travail, m’aiguiller, me conseiller et me rappeler de penser différemment, un peu
moins comme un clinicien mais plus comme un chercheur.

Je tiens a remercier David Brasse, pour son accueil au sein de I'équipe d’imagerie moléculaire du
Département de Radiobiologie et d’'Imagerie Moléculaire de I'IPHC et pour m’avoir permis de réaliser
mon travail de thése en paralléle du projet rpPET, pour les débats d’idées parfois soutenus mais
m’ayant permis d’élargir mon champ de réflexion, et pour avoir accepté de faire partie de mon jury de
these.

Jexprime également ma gratitude au Professeur Bordenave et au Professeur Karcher, pour m’avoir
fait I’'honneur de participer a mon jury de thése.

Je souhaite remercier particulierement Patrice Marchand, Lionel Thomas et Bruno Jessel sans qui toute
la partie expérimentale de ce travail n’aurait pas été possible, merci pour ce qu’ils m’ont appris et pour
leur disponibilité.

Merci aux membres de la plateforme CYRCE et particulierement a Monsieur Michel Pellicioli, pour avoir
coordonné les irradiations protons.

Merci également aux autres membres du DRHIM pour leur aide, leur accueil et leur bonne humeur :
Marc Rousseau, Frederic Boisson, Virgile Bekaert, Christian Finck, Marie Vanstalle, Jean-Michel
Gallone, Ali Ouadi, Nicolas Chevillon.

Jadresse mes remerciements au Docteur Gerlinde Lang-Averous, Praticien Hospitalier du
Département de Pathologie du CHU de Strasbourg, pour avoir accepté de réaliser les études
anatomopathologiques de ce travail.

Je remercie également I'Institut National de lutte contre le Cancer, partenaire du projet rpPET.

Merci aussi au Docteur Didon-Poncelet Anne, chef du service de Médecine Nucléaire du Centre
Hospitalier de Haguenau, pour m’avoir soutenue dans ce projet malgré le temps pris en paralléle de
mon travail Hospitalier.

Merci au Docteur Clémentine Abt pour la relecture appliquée de ce manuscrit.

Merci a mes proches qui ont fait de moi ce que je suis, et qui m’ont soutenue dans mes choix.






Table des Matieres

Liste des principales @abréViations........ccuuieiiiiiii ettt e e e et ae e e e era e e e e eabe e e e eearaeeaens 11
Index des FIgUres et TaBIEAUX .....cuuii ittt e e et e e e et ae e e e eabaeeeseabeeeeeensaeeaeans 13
INEEOTUCTION ..ttt sttt e s e e s bt e e s abeesabe e e bbeesabeeesabeesabeesabeeennbeesnbeeennes 17
I.  Imagerie par Tomographie par Emission de POSItONS .......ccccviiiiciiieiiiiiie e 19
1. Principes de la Tomographie par émission de POSItONS.......cc.eeeeeiiiieiiiiiee e e 19
O O 4 [ Tl o TT o] a1V o [T TR 19
1.1.1 Conditions ChrONOIOGIGUES.....cciiueiieeiiiiee ettt e s e e s aaee s 19

1.1.2 (@oT Yo [ uToT oI =0T 0 g T<] A g Lo [V =TSP 20

1.2.  Résolution spatiale : [imites PhYSIQUES .....c.uveiiiiiiieeciie e 21
1.2.1 Libre parcours moyen du POSItON........cvciiieiiciiiee ettt e e saee e 21

1.2.2 CONNBANITE ...ttt st nreesree s 22

1.3, POSE-EraitemMENt ... s 22
131 Reconstruction tomographigQUe ........ccoccuiieiiiiiie e 22

13.2 Correction d’atténuation et de diffusion .........cccceeieeiiiiiiniineeeeeee 22

133 Correction d’attenNUAtioN ........cooiiiiiiii e e 22

134 Correction du diffUS@...........ooiiiiiee e 23

1.35 Correction dU tEMPS MO ....uiii e e e e e sbre e e saraee s 23

1.4,  PrinCipes DIOIOZIQUES.....cocociiiie e e e e e et e e et a e e e e ara e e e ennaeeas 23

1.5, QUANTIICATION ittt ettt 24
1.5.1 Standardized Uptake Value (SUV) ...ttt 24

152 Correction de 1a déCroiSSANCE .....cocuieiiieitiiriiiee et 24

153 Effet de volume Partiel ... 25

2. Métabolisme glucidiqUe : TBF-FDG.......c.ccvevereereerecreeteetecteeeeese et ereeteeses e s eaeeseereereeseesenseneens 25
2.1, PhySiOpatholOgIE .....ciiieiiiieicec et e 25

2.2.  Excrétion physiologique et pieéges diagnoStiQUES .......cccueeeeeiiiieeiiiiie e 27

25 TR Vo Vo [ Tor- 1 ToY o ISl o g Tolo] o} ={To [T =Ly 28

T )11 =T =Y dTo o e = = I TSRS 28
3.1, PhySiOpatholOZIE ...ooiiiiiiie e e e 28

3.2.  Excrétion physiologique et pieéges diagnoStiQUES .......cccueeeeriiiieeiiiiee e 30

I TR Ve [ Tor=Y 4 o] g oY g Yole] [o =4 o [N 13PTSR 31

4. AULIES TracUIS TEP .o 31

[I.  Carcinome héPatOCRIIUIAINE ......cccuviiiiiiie ettt e e et e e e eta e e e eebaaeaens 33
O =Y o 1o [T a1 o] Fo - =T RSP PP 33



N - T U 5 e [ o £ UL PSP PPPSR 33

B O I ol [ o To 1 IO PSRN 33
2.2, HEPALItES VIFAIES ...ttt et et e e et e e e et e e e e e ate e e e e nree e e ennnes 34
2.3.  Carcinogénes environnementaux et ChimigQUES .......cccecvieeiiiiiieeciieee e 34
2.4, Troubles MEtADOIIGUES......cocciiii et be e e e s e e e 34
R 1< o1 1 - V= < ST STRRRPPPRR 34
N b 1 =Y ={ g Lo 1) f (ol PP PSP PPPPPPPPPPPN 35
4.1. Diagnostic anatomopatholOGIQUE .........cccuiiiiiiiiiicceee e e 35
4.2, DiagnoStiC NON INVASIT...ccciiiiiiiciiie e e s e s st e e e ssnbaeeessnbaeeesans 35
5. Bilan d’exXtension iNitial .........cueeiiiiiiiie e e 36
6. TratEMENTS oot e 37
6.1.  Traitements CUIAtifs ...oooiiiiiiiiiie e 38
6.1.1 LA FESECTION ..ottt 38
6.1.2 La transplantation hEPatiQUe .......ccueeiieciii i 38
6.1.3 TraitemMeENts PEICUTANES .....viiiiii et tee ettt e e e e et e e teeesaseesseeesneeesnneeans 39

6.2.  Traitements Palliatifs........coiiiiiiii e 39
6.2.1 TraitemMENTS IOCAUX c..eeruvieiiiiieeet ettt s 39
6.2.2 TraitemMeENts SYSTEMIQUES ...ccccuveie et ettt ettt e e et e e et ae e e e eabae e e e nreeeeeanes 40

7o SUPVEIIIANCE ettt ettt sht e e st e e s be e e sabeesabbe e beeesabeesnteesareenas 41
8. IMOTEIE MUIIN ittt e st e e sbb e e st e e s bt e e sabeesabeeebeeesabeeenteenareenas 42
oY u o] a1 d o =T =T o1 ISP 43

1. Protonthérapie aspects PhYSIQUES .......c.ueeiiiiiiiee et e et e e are e e e aaee e e eanes 43
1.1, LeS rayonnements iONISANTS ..cceeuuuiiiiieie ittt et e e e s e e e e e s ee s 43
1.2.  Interaction des rayonnements avec 1a Matiere.......cccoovveeeie i 43
121 Notion de POUVOIr A ArTEt ....cuveeeeiiiiee et e e e bee e e 43
1.2.2 Notion de transfert d’énergie linéique (TEL) d’'une particule chargée...................... 44

1.3, Cas particulier des ProtONS.......cccueieiiiiiie et eceee et et e e e e e b e e e s sataeeesabaeeeenaaees 44
2. Protonthérapie aspects DIiOlOGIGUES.......ccuiiii ittt ettt e e sbaee e 45
2.1. Interaction des rayonnements ionisants avec le vivant........cccccevieeeeiiieee e 45
211 INtEraction INAIrECEE .......ei i 46
2.1.1.1  Laradiolyse de AU .....iicceiiii ittt 46

2.1.2 INEEraCtioN dIr@CEE .. .ciiieiieiiee e s 48

2.2.  Effets biologiques des rayonnements ioNiSants.......cccocvveeiiiiieeeiiieeeesiieee e eseee e 48
2.2.1 Mort cellulaire apres irradiation ........coocueeiiiciiee e 48

D2 2 W R Y/ [ Y o o - [ g V<Y o 1Y Y PSPPSR 49
2.2.1.2  MOrt Par @POPLOSE ..o 49



A e T Vo 11 1 4 [ Y=Y LU PR 50

2.2.1.3.2. VOIE EXIINSEOUE....eeiiiteieeeetieee ettt e eetteeeeett e e e eeteeeeeeabaeeeesssseaesassseeeesseeeeannseeeas 50

2.2.1.3  Lamort par aUtOPNAZIE ..ceeiee e 50

222 La SUNVIE CRITUIATIE ... e e 50
2.2.2. 1 L2 SBNESCENCE ...uteeuteettestte it et ettt e bt e sb e sbe e s bt e e at e ettt e e bt e sbeesheesateeat e et e e teeneenree s 50
2.2.2.2  Mutation et CanCArISATION .....cccveiiiiiiiiieeiee e 51

2.3.  Notion d’Efficacité Biologique Relative (EBR) ......cc.eeeeeiiiieiciieeeeciee et 51
2.4, Casde I'irradiation ProtoN........eciciiee e 52
24.1 BB R e 52
24.2 LESIONS A PADN ...ttt ettt s s 52
24.3 JAY o] o) o 1Y ISR P PP PPPRPOPPUPPRPRPRPPIRt 53
2.4.4 ANGIOZENESE ...veeieiiiiie ettt e ettt e e ettt e e st e e e st e e e e et e e e e e abeeeeabbeeeesbseeesannseeeeasraeeeannees 53
245 INFIAMIMATION 1ot s e e e e 53

V. Matriel €1 METNOUES .......ooviiiieiieee ettt e 55
B |V oo 1= [T O OSSP PU PP 55
1.1, MOEIE TUMOIAL. ittt ettt s bt sttt e be e b e nbee 55
1.2 MOEIE @NIMAl...iiiiiiiiiiii et 56

R | - T1=10 0 1=1 0L P PP PP PR OPP ST PPPRRTN 56
D B @ o 115 0 1o d = =Y PRSP SP 56
2.2, Protonthérapie : ProdUCTION ......cccuiii it e et e e e et e e e e eanes 56

3. IMABEIIE TEP o ———— 58
4. Confrontation a I'anatomopatholOZi.......c.uueiiiiiiiiiiiiiii e 59
5.  Protocoles d’ eXpérimentation.........ccuueeiiiiiiiiiiiie et e e 60
5.1.  Protocole chimioth@rapi©.......cccceciiie i 60
5.2, Protocole protonthérapie.. ... ciiee ittt e 60
5.3.  Protocole potentialisation chimio-protonthérapie.........ccccecviieiiiiiiecciiee e 61

6. Traitement deS AONNEES ....cocuiiiuiiiiieie ettt ettt sttt e beennee 62
6.1. Logiciel de traitement des données et parametres étudiés ........cccceeeeeeeeccieeecccieee e, 62
6.2, SEatiSHIQUES oo 64
Vo RESUITATS ¢t ettt st ettt e b et 65
1. VOlUMES tUMOIAUX MESUIES ....eoiuiiiiietieteeteeeite ettt et et esbeesbeesaee st e bt ebeebeenbeesbeesaeesaeesaneenee 65
2. BBF-FDG oottt R et R et R et e R et R et e Re b st et e s et e ne et enenseneetens 66
2.1, Groupe CONrale AU BBF-FDG .......ccveiiireeieceeeeeeee ettt ettt ste st steeeesae et enaesreeneenre 66

D A =T To T o 5 =12 s Vo 1 P PRSP 66

B T @ o 115 01 Te 1 d g = = o L PRSP 67
231 SUVM@X ettt sttt et b e s b s bt sae e sttt e b e s be e s aeesaeeeaees 67



2.3.2 SUVMEAN B0 .evvrriiieeeeieeeeeiee et eeeteee e e e ettt e e e e e e e e et aeeeeeeeeessbaaaeeeeesseesaranes 68

233 VolumME tUMOFAl 40%....ceoiueieiiieiiee ettt 69
234 Index d’actiVité tUMOraAlE .......cc.eiiiiiiiii e 70

2.4, PrOtONTNEIAPIE oottt e e e e e e e e e e e e e e e e e e abe e e e enraeeeennres 72
24.1 SUWVIMI@X ettt ettt sttt sttt sttt sttt st st s st e s nnnnnnnnnnnnnnn 72
2.4.2 SUVMEAN 0% .ttt 73
243 VOlUME tUMOTAI 40% ....ceieiiiiiieeiie ettt ettt et st e s b e e 73
244 Index d’actiVité tUMOIAIE ......cocuiiieiiiie e 74

B BT ettt ettt be et et et et eaeeaeebeebeete et et eateateaeeteebeetebensenteneens 76
3.1, Groupe CONTIBIE AU TBF-FLT .viiuiiiiiiictieie sttt re et st s et sbe e saesnsesaesreenaesre 76
I A (< T={To T o [ <12 1 Vo] o PSP 77
TR TR @1 o 110 0 o1 = =Y o USSP 78
331 SUWVIM@X 1tttteiiiieee ettt ettt s e st e e s e e s e e s s e e s e an e e e e s nree e e e nreeeeeanes 78
3.3.2 SUVMEAN 0% ..veeiniviiirieiiiierteesite ettt s s s e 79
3.33 VOlUME tUMOTAl A0%....ceeeiieiiiieeiee ettt 80
334 Index d’actiVité tUMOrAlE .......ccueiiiiiiiii e 80

I S S o1 o] 014 T=T = [ o1 LIRSS 82
341 SUVIMX ettt sttt e st b e st e s bt e s me e e san e sre e e snneesreeenee 82
3.4.2 SUVMEAN 0% ..ottt ettt ettt et e st e st e e s ee e s eneee e e sanes 83
343 VOlIUME tUMOTAl A0% ...ttt sttt ettt 84
3.4.4 Index d’actiVité tUMOIrAlE .......c.eooiiieiii et 85

A, POteNIaliSATION ..eooiiiiiiiiiei et 87
B0, BBFFDG. ittt ettt et et ettt ebe et e be b et eateateaeeteeteetete s eneens 87
8.2, B FLT ettt ettt ettt e et et e teebeebeebe b et enteatereeteebeetetenteneens 88
R Vo F=1 o1 Vo] o T=1d g o] (o= 1T USSR 89
VI. DISCUSSION Lttt e e s b e s aa e s 93
1. Intéréts et limites de I'iMagerie au BF-FDG ........ccccvcieeereeveeeeeeeeeteereeteeeeseeee e eeereereeseneneas 93
00 O 110 o YT o o 1T =T o 11RO 93
1.2, ProtONTNEraPIE c..ceeiee ettt e e et e e e et e e e e b e e e e e ear e e e e eaaraeeeenraeaas 94

2. Intéréts et limites de I'iMagerie au BBF-FLT......ccoovoiiieeeeeeeeeeee ettt et eve e 96
D O O o 110 01 o d g = =T o PSPPSR 96

D A o 4o o] 114 =T =] o1 LI USSP 97

3. Réponse thérapeutique en cas de potentialisation .........ccccceecvieiieciiie e 98
O (R Y OO TP U P PP PO PPRPPP 98
VII. (00T o [o] [T o] g Y ff 0 T=Y 5] o 1Tt £ 1Y SRR 101
ANNEXE | : Interaction rayonnemMent/Mati@re.........ccueeicreeeeee et ere et eaee et eeeaeeeeans 104



1. Interaction des photons avec 1a Matiere........ociccieii i 104

1.1.  La diffusion de Thomson-Rayleigh .........ccocumiiiiiiiii e 104

1.2, L'effet photO-€lECIIIQUE ..occueieeeeee et et e et e e 104

1.3, La diffusion COMPLON ...oiiiiiiiiie et e e e st e e e s abe e e e s araea e e ennees 104

R I ol T Y d [ o e [N o =Y PP SRPRR 105

2. Interaction des rayonnements particulaires avec la matiere. .......ccocceeeevveeevcieee e, 105

2.1.  Interaction des électrons avec |a Mati€re ........coceeeereenienieniceeeeeeeee e 105

2.2. Interaction des particules chargées lourdes avec la matiere........cccceecveeeecceeececieee e, 106
2.2.1 Collision inélastique avec les électrons : excitation, ionisation et capture

BlECEIONIGUE .eeiiiiiiee ettt e e et e e e e b e e e e e bt eeeeaasseeeeanbeeeeansbeeeeansaeeeeansreeeennsens 106

2.2.2 Collision élastique avec 185 NOYAUX. ....uvvieiiiiieiiiiiee ettt e e e e 106

ANNEXE Il : Les dommages CeIUIQINES. ....ccuuiiiiiieie ettt et e e e eaaee e e 108

3. Lésions cytoplasmiques et MemMbranaires .......cceecociieeeciiii e et 108

A, LESIONS @ I"ADN ...ttt ettt b e bttt ettt e e bt e sbe e s ae e st e et e be e beenbee 108

L S (WY o AU =i L= o] T U 109

4.2, Altération des bases et des SUCTES ........cocuiiiiiiiiiiiinie ittt 109

N T 0101 7 F={ <1 O PO POR PP PP PP P PRPOPRPRPPPPPPPRPRY 109

4.4, Dommages MUILiPlESs [0CAISES ......cocueeieiiiiieeecee e e e 109

4.5, Altération des ChroMOSOMES ........oiiiiiiiiiieiiereerte ettt sttt neee 110

45.1 Réarrangements intra-chromosSOmMIQUES ......c..eeeevciiieieiiiee e 110

452 Réarrangements inter-ChromoSOMIQUES .......c.ueeeeeeuiiieieciiiee ettt e ereee e 110

4.6,  Effets @PIigeNAtIQUES .....coi et a e e e e naaee s 112

A = i = A 212 =1 o o =T SRS 112

ANNEXE Il : Mécanismes de réparation de FADN ........ooiviiiieiiiiiie it e e s siaee e 114

5. Réparation par excision de base (Base Excision Repair, BER) .......ccccoeeeviiieeeciiiieeeciiiee e, 114

6. Réparation par excision de nucléotides (Nucleotide Excision Repair, NER) ........cccccvvveernnenn. 114

7. Réparation des mésappariements de bases (Mismatch Repair, MMR)........cccoveeeivieeeenneen.. 115

8. Réparation par suture non-homologue (Non Homologous End-Joining, NHEJ) ..................... 117

9. Réparation par recombinaison homologue (RH) ....cc..eevveiiiieiiiiiieeeeecee e 118

ANNEXE IV : Effectifs de SOUIS Par SrOUPE .....cccuiieeiciiie ettt e ettt e et e e e ettee e s e bae e e e sbaeeessnbaeeeeans 120

23] o] 1o =4 =T o] o 1T PR 121



10



Liste des principales abréviations

1BE-FAZA
BE-FDG
BEFLT
BE-MISO
ADN

AFP
AMM
BLCC

CHC
Cu(Il)-ATSM
CYRCE
EBR
GLUT
HAS

ICRU

IL

INCa

IPHC

IRM
PREcy
REICIST
SOBP
SUvV
SUVmax
SUVmean
SUVmean 40%
TDM

TEL

TEP

TK1

TS

VHB

VHC
Volume tumoral 40%

11

BE-fluoroazomycine arabinoside
BFluorothymidine
BFluoro-désoxyglucose

8F-misonidazole

Acide-Désoxyribonucléique
Alpha-foetoprotéine

Autorisation de Mise sur le Marché

Barcelona Clinic Liver Cancer

Carcinome hépatocellulaire
Copper(ll)-diacetyl-bis(N(4)-methylthiosemicarbazone)
CYclorton pour la Recherche et I'Enseignement
Efficacité Biologique Relative

Glucose Transporter

Haute Autorité de Santé

International Commission on Radiation Units and Measurements
Interleukine

Institut National du Cancer

Institut Pluridisciplinaire Huber Curien
Imagerie par Résonnance Nucléaire
Plateforme de Radiobiologie Expérimentale auprés de CYRCE
Response Evaluation Criteria in Solid Tumours
Spread-Out Bragg Peak

Standardized Uptake Value

Standardized Uptake Value maximale
Standardized Uptake Value moyenne
SUVmean du volume a 40% de la SUV max
Tomodensitométrie

Transfert d'Energie Linéique

Tomographie par Emission de Positons
Thyrosine Kinase 1

Thymidine Synthétase

Virus hépatite B

Virus hépatite C

Volume tumoral a 40% de la SUVmax



12



Index des Figures et Tableaux

Figure 1: schéma illustrant les vraies coincidences et les erreurs de localisation ..........ccccccvveeveiienns 21
Figure 2: exemple d'imagerie TEP au '®F-FDG chez le petit animal, avec hyperfixation physiologique
du parenchyme cérébral et du MYOCArde .......cc.uveiiiiiiie i 26

Figure 3: passage intra-cellulaire et métabolisme du glucose et du **F-FDG [PETSCANonline.com].... 27
Figure 4: voie de recyclage de la thymidine [Université de Genéeve, Dupertuis YM,

NEED://WWW.UNIGE.CRJ oottt ettt e e et e e ate e e be e e taeesabesebaeeeseeeeabeeetaeenaeens 29
Figure 5: mécanismes menant & I'accumulation intracellulaire du 8F-FLT [American Association for
(000 [ Lol =Tl (=X Y=o [ ol 1] OSSPSR 30
Figure 6 : exemple d'imagerie TEP au 8F-FLT chez le petit animal, avec élimination physiologique par
RV I (o [ oYL T =] A IRV E R < 31
Figure 7 : arbre décisionnel pour le diagnostic de CHC [Association Frangaise de Formation Médicale
Continue en HEPato-Gastro-ENtErologie] ... e e 36
Figure 8: formule chimique et mécanisme d'action du Topotécan [http://acces.ens-lyon.fr]............. 41
Figure 9: courbe de Bragg a 25MeV dans I'eau et dans le plomb [ResearchGate, Benjamin Cheymol]45
Figure 10: ionisation de 1a MOIECUIE A’ aU.......cccciiiiiiciiie e e e e e 46
Figure 11: excitation de 10 MOIECUIE A'@QU ..............ccuveiiiiieieieciie et 46
Figure 12: recombinaisons possibles de la molécule d'@au ........cceeeeeiiiiicciiii e 47
Figure 13: réactions de I'effet OXYBENE ...eii i et e e e eba e e e seabaeeeeans 47
Figure 14: interaction des radicaux avec FADN........ccociiiii ittt e e e evree e e erre e e e sbaeeeens 48
Figure 15: mécanismes de mort cellulaire [Université Catholique de Louvain]........ccccceeeeeciieeecinnnens 49

Figure 16: évolution du diamétre tumoral chez la souris nude en fonction du délai post-injection.... 55
Figure 17 : Principe d'addition des pics de Bragg a différentes énergies pour obtenir le SOBP adapté a

la tumeur [Sumitomo Heavy INdUSIIEs, LEA] .....oeiiuiiieiiiiie e 57
Figure 18: schéma récapitulatif du protocole expérimental de chimiothérapie ........cccccceeevveeeeinnnnns 60
Figure 19: schéma récapitulatif du protocole expérimental de protonthérapie.......ccccceevcvveeiiivennns 61
Figure 20: schéma récapitulatif du protocole expérimental de radio-chimiothérapie............ccccuuee.... 61

Figure 21: visualisation de acquisitions a partir du logiciel Pmod®. A : Maximum Intensity Projection.
B a) coupe sagittale, b) coupe frontale, c) coupe axiale. En bleu foncé, contour tumoral. En rose,
contour du volume a 40% de la SUVmax. En bleu clair, région témoin de la cuisse controlatérale..... 62
Figure 22: PrincCipe du SEUIIIAZE 40%. ......cceecueieiicieie ettt ectee e et e et e e e ette e e e ebae e e setaaeeseataeeesensaeeaens 63
Figure 23: évolution de la moyenne du volume tumoral, en fonction de la dose de chimiothérapie.. 65
Figure 24: évolution de la moyenne du volume tumoral, en fonction de la dose de protonthérapie . 66
Figure 25: évolution de la moyenne normalisée de la SUVmax des régions témoins (RT), au F-FDG,

des tumeurs traitées par ChimMIiOtNEraPie.......cccuiii i e 67
Figure 26: évolution de la moyenne normalisée de la SUVmax des régions témoins (RT), au ¥F-FDG,
des tumeurs traitées par ProtoNthErapie ......occuiieiiiiiie e s 67
Figure 27: évolution de la moyenne normalisée de la SUVmax, au *®F-FDG, des tumeurs traitées par
chimiothérapie, comparativement au groupe CONTrOIE........ccccviiieeiiiie e e 68
Figure 28: évolution de la moyenne normalisée de la SUVmean 40%, au '®F-FDG, des tumeurs traitées
par chimiothérapie, comparativement au groupe CoONTrole ........cccveeeeiiiiieieiiiie e 69
Figure 29: évolution de la moyenne normalisée du volume tumoral 40%, au 8F-FDG, des tumeurs
traitées par chimiothérapie, comparativement au groupe controle.........cccovvveeeieeeeiciiiieeee e, 70
Figure 30: évolution de la moyenne normalisée de I'index d’activité tumorale, au ¥F-FDG, des
tumeurs traitées par chimiothérapie, comparativement au groupe controle .........ccccceeevveeeecveeeenne. 71

13



Figure 31: imagerie du petit animal au F-FDG au cours du traitement par chimiothérapie pleine

dose. La fleche indique la xénogreffe SOUS-CULANEE. ......cc.viiiiiciiiiiiceeeccee e 71
Figure 32: évolution de la moyenne normalisée de la SUVmax, au *®F-FDG, des tumeurs traitées par
protonthérapie, comparativement au groupe CONLIOIE .......ccuviiiiiciiiieiiiiiie e 72
Figure 33: évolution de la moyenne normalisée de la SUVmean 40%, au '®F-FDG, des tumeurs traitées
par protonthérapie, comparativement au groupe CONtIOIE .......ccccuvieiieiiiieeecieeeeceee e e 73
Figure 34: évolution de la moyenne normalisée du volume tumoral 40%, au 8F-FDG, des tumeurs
traitées par protonthérapie, comparativement au groupe controle.........ccccvuvveeeeeeeeciiiiieeeeee e, 74
Figure 35: évolution de la moyenne normalisée de I'index d’activité tumorale, au ¥F-FDG, des
tumeurs traitées par protonthérapie, comparativement au groupe contréle ........ccccceeeeveeeeecieeeenne, 75
Figure 36: imagerie du petit animal au ®F-FDG au cours du traitement par protonthérapie 10 Gy. La
fleche indique 1a XENogreffe SOUS-CULANEE ..........eii i e e 76
Figure 37: évolution de la moyenne normalisée de la SUVmax des régions témoins (RT), au 8F-FLT,
des tumeurs traitées par ChimiothErapie.. ..o i e 77
Figure 38: évolution de la moyenne normalisée de la SUVmax des régions témoins, au ¥F-FLT, des
tumeurs traitées par ProtoNtNErapPi@ ......cccciii i 78
Figure 39: évolution de la moyenne normalisée de la SUVmax, au *®F-FLT, des tumeurs traitées par
chimiothérapie, comparativement au groupe CONTrOIE........ccccviiieeiiiie e e 79
Figure 40: évolution de la moyenne normalisée de la SUVmean 40%, au '8F-FLT, des tumeurs traitées
par chimiothérapie, comparativement au groupe CONTrole ........cccuveeieciiiieecciiee e e 79
Figure 41: évolution de la moyenne normalisée du volume tumoral 40%, au 8F-FLT, des tumeurs
traitées par chimiothérapie, comparativement au groupe controle........cccceeveieeeieciee e 80
Figure 42: évolution de la moyenne normalisée de I'index d’activité tumorale, au 8F-FLT, des tumeurs
traitées par chimiothérapie, comparativement au groupe controle........ccceeeevieeieciiieeeeciiee e 81
Figure 43: imagerie du petit animal au 8F-FLT au cours du traitement par chimiothérapie pleine dose.
La fleche indique 1a Xénogreffe SOUS-CULANEE...........cccviiiiiiiiie e et e et e e 81
Figure 44: évolution de la moyenne normalisée de la SUVmax, au 8F-FLT, des tumeurs traitées par
protonthérapie, comparativement au groupe CONLIOIE ......c.uvveeeeeiiiiiiiiiieee e e e 83
Figure 45: évolution de la moyenne normalisée de la SUVmean 40%, au 8F-FLT, des tumeurs traitées
par protonthérapie, comparativement au groupe CoONtrole .......ccccveeeieiiieieeiiiee e 84
Figure 46: évolution de la moyenne normalisée du volume tumoral 40%, au 8F-FLT, des tumeurs
traitées par protonthérapie, comparativement au groupe controle........cccceevecieeeiviiiieeenciiee e 85
Figure 47: évolution de la moyenne normalisée de I'index d’activité tumorale, au ®F-FLT, des tumeurs
traitées par protonthérapie, comparativement au groupe controle........coceeeeceeeeeciiieeeeciiee e, 86
Figure 48: imagerie du petit animal au ®F-FLT au cours du traitement par protonthérapie 20 Gy. La
fleche indique 1a XENogreffe SOUS-CULANEE .........uiii i e e 86
Figure 49: valeurs absolues des pentes des index d’activité tumorale, au BF-FDG ........ccccceevvvrevennene 87
Figure 50: valeurs absolues des pentes des index d’activité tumorale, au ®BF-FLT......ccccoovvvevviveervennns 88

Figure 51: Coupes anatomopathologiques des tumeurs selon les différents types de traitement. A :
coloration Hématoxyline-Eosine x 20. B : coloration Hématoxyline-Eosine x 200. C :

IMMUNOMArquUAage Ki-67 X 200. .....ceeeeeieieeeeeieeeeeses e e e s s e s e s e s e s s s s e e e e e e e e e e e e e nnan 91
Figure 52: structure de I'ADN [Université Pierre et Marie Curie — Paris].........cccccceevveeeecceeeeeiireeeennne 108
Figure 53: structure du chromosome [WiKipEdiaQ]...........ccouueiuuurieaeiiiieeeeiiee et e 110
Figure 54: exemples de remaniements inter-chromosomiques [Atlas of Genetics and Cytogenetics in

(0] Tole][oTe ) Ve Talo Wz [ [=1aaTo T o) Lo e |V H RS PSRR 111
Figure 55: mécanismes de la réparation par excision de nucléotides ............cccceeevvvievcceeeeiicieeeennne, 115

Figure 56: mécanismes de la réparation des mésappariements de bases [Kanehisa Laboratories]... 116

14



Figure 57: mécanismes de la réparation par suture non-homologue et de la réparation par
recombinaison homologue [Hannes Lans, Jurgen A Marteijn and Wim Vermeulen - BioMed Central]

Tableau 1: libre parcours moyen du positon en fonction de son énergie et de I'isotope parent [Master

Physique Médicale Lyon - Tomographie d’émission de positons - Iréne Buvat] ........cccccceeevveeeeiineennnns 21
Tableau 2: classification BLCC [Rev Med Suisse 2015; volume 11. 1149-1151].....ccccccveecveeecreeecrnenne. 37
Tableau 3: score Child-Pugh [Rev Med Suisse 2010; volume 6. 1803-1808] ........c.ccouevuveeeecueeeeicvnnaanns 38
Tableau 4 : Comparatif des principaux effets d'une irradiation protons par rapport a une irradiation

o] T o o T TP 53
Tableau 5 : Caractéristiques de la caméra TEP petit animal InViscan® .........ccccoecvveeieciieeicciee e, 59
Tableau 6: tableau comparatif statistique des valeurs de mesure des pentes des index d’activité
TUMOTAIE, AU BBF-FDG .....viiuiiiiieieeieete ettt ettt ettt et e st e b e et e st e e st e e beeas et e st e satestesbeentestsebeantesreenseeens 88
Tableau 7: tableau comparatif statistique des valeurs de mesure des index d’activité tumorale, au 8F-
] I PP 89
Tableau 8: mesures du Ki-67 des xénogreffes d'hépatocarcinome a J21 [EXtrémes].......cccoeeeeecuveeenns 89

15



16



Introduction

La Tomographie par Emission de Positons (TEP) est une technique d’imagerie fonctionnelle employant
des radiotraceurs, devenue quasiment incontournable dans le diagnostic, le bilan d’extension initial,
le suivi thérapeutique et la recherche de récidive de nombreuses pathologies oncologiques, dans les
pays développés. Les indications de cet examen ne cessent de croitre notamment en raison du
développement de nouveaux radiotraceurs [1]. Effectivement, si historiquement le *¥fluoro-
desoxyglucose (*¥F-FDG), traceur du métabolisme glucidique, a apporté la preuve de son avantage
diagnostique dans bon nombre de pathologies oncologiques [2], I'heure est au développement de
traceurs plus spécifiques pour une approche théranostique de la maladie. Dans notre étude nous nous
intéresserons également a un traceur de la prolifération cellulaire, la *¥fluorothymidine (*8F-FLT). Il
existe cependant bien d’autres traceurs et les possibilités diagnostiques et thérapeutiques sont en
pleine expansion.

Dans la recherche pour la lutte contre le cancer, de nouvelles thérapeutiques voient le jour pour
permettre une prise en charge plus personnalisée du patient et de sa pathologie. En chimiothérapie,
les thérapeutiques ciblées ont révolutionné la prise en charge de nombreux cancers [3]. En
radiothérapie, I'utilisation de I'irradiation photon a été perfectionnée par I'avénement de nouvelles
techniques comme la radiothérapie conformationnelle avec modulation d’intensité, I'irradiation
rotationnelle par tomothérapie et la stéréotaxie. Dernierement, les équipes de recherche s’intéressent
a l'utilisation des protons et des ions lourds en radiothérapie, exploitant leurs propriétés balistiques
favorables comparativement aux photons. Dans un rapport de I'Institut National du Cancer (INCa)
datant de juin 2016 [4], se basant notamment sur les objectifs du Plan Cancer 2014-2019, I'INCa étudie
les opportunités de cette méthode thérapeutique et met en lumiére de potentiels axes de recherche
et de perfectionnement. C'est ainsi que I'hépatocarcinome, ou carcinome hépatocellulaire (CHC),
apparait comme une pathologie pouvant bénéficier de ces innovations technologiques. Effectivement,
il s’agit d’'une maladie au pronostic réservé [5], [6], relativement radio-résistante, au sein d’un organe
radiosensible, en général fragilisé par des pathologies hépatiques sous-jacentes. Plusieurs équipes de
recherche ont travaillé sur la faisabilité et I'efficacité de la protonthérapie ou de I'irradiation aux ions
lourds, dans le traitement de I’hépatocarcinome [7]-[16]. L'étude de Sanford et al. Sur la comparaison
entre |'irradiation photon X et l'irradiation proton pour le traitement de I’"hépatocarcinome chez 133
patients, met en évidence une augmentation significative de la survie globale médiane des patients
traités par protonthérapie (31 mois contre 14 mois) en rapport avec la diminution des effets
secondaires mais sans incidence sur la récidive locale. Il s’agit d’une orientation thérapeutique
prometteuse.

Cependant, en routine clinique, il est nécessaire de pouvoir évaluer précocement I'efficacité de ces
thérapeutiques innovantes. D’autant plus qu’il pourrait exister des traitements de rattrapage en cas
d’échec initial. Ce travail est une étude préclinique menée a partir de xénogreffes d’hépatocarcinome
chez le petit animal, ayant pour objectif d’évaluer I'utilité de I'imagerie TEP dans le suivi des
traitements de I’"hépatocarcinome par chimiothérapie conventionnelle, protonthérapie et recherche
d’une potentialisation entre ces deux thérapeutiques. Il s’inscrit dans le cadre de I'étude rpPET, menée
par L’Institut Pluridisciplinaire Hubert Curien (IPHC) de Strasbourg, de I'imagerie TEP du petit animal
en protonthérapie. Mes travaux de recherche se sont articulés autour de trois grands axes.
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Premiérement, |'utilisation de I'imagerie TEP au F-FDG et au *F-FLT pour le suivi du traitement par
chimiothérapie conventionnelle du CHC. Puis I'imagerie du traitement du CHC par irradiation proton,
avec ces mémes traceurs. Et enfin, la mise en place et I’exécution d’un protocole de recherche dédié
au suivi d’un éventuel effet de potentialisation entre ces deux traitements.
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l. Imagerie par Tomographie par Emission de Positons

1. Principes de la Tomographie par émission de positons

1.1. Principes physiques

La Médecine nucléaire est une discipline utilisant des atomes radioactifs pour marquer in vivo une
fonction du corps humain. Pour cela, il existe différents atomes radioactifs : les émetteurs gamma
(Thallium 201, Technétium 99 métastable, Gallium 67...), les émetteurs béta — (Yttrium 90) et les
émetteurs béta + (Fluor 18, Carbone 11). Certains atomes sont a la fois émetteurs gamma et béta -
(lode 131).

La TEP est une technique d’imagerie nucléaire basée sur la détection des photons d’annihilation émis
suite a une dégradation béta + avec création de paires. Les deux photons d’énergie 511kev émis seront
détectés par une couronne de détecteurs. Ils seront considérés comme provenant de la méme
dégradation nucléaire si leur détection respecte les conditions gé¢ométriques (émis a environ 180° I'un
de 'autre) et les conditions chronologiques (synchronisation d’émission) d’une dégradation nucléaire
unique.

1.1.1 Conditions chronologiques

Les photons étant issus d’'une méme annihilation quelque part a l'intérieur de la couronne de
détecteurs, leur détection doit étre quasiment synchrone. Effectivement, le temps d’atteindre la
couronne de détecteurs pris par chaque photon dépend du positionnement de I'annihilation, mais ne
peut pas excéder le temps pris pour parcourir le diameétre de la couronne de détecteurs. Soit, le photon
voyageant a la vitesse de la lumiére : t = D/c. Avec ; t= temps de vol d’un photon, D = diametre de la
couronne de détecteurs, c = vitesse de la lumiére. L'acceptation temporelle des photons pour étre
considérée comme appartenant a la méme annihilation, appelée la fenétre de coincidence, doit étre
égale a au moins 2t.

A partir de ce postulat il est possible de préciser la localisation de I'annihilation par rapport aux
détecteurs activés par une méme annihilation, en considérant que le At d’activation entre les deux
détecteurs est relié a la différence de trajet parcouru par les deux photons d’annihilation (Ad) avec :

Préciser la localisation de I'annihilation permet d’augmenter le rapport signal/bruit. Ceci implique que
la résolution temporelle du détecteur doit étre suffisante pour permettre de discriminer des intervalles
de temps de 'ordre de la nanoseconde.
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Le TEP petit animal Inviscan® utilisé dans nos expérimentations est équipé d’une couronne de
détection de diamétre 80mm. On considére donc un temps de vol t de 2,67.1071%,

1.1.2 Conditions géométriques

Les photons issus de I'annihilation étant émis a environ 180° I'un de I'autre, ils doivent étre détectés
par une paire de détecteurs alignés sur la couronne de détecteurs. C'est ce que I'on appelle une
coincidence vraie. Dans ce cas, I’'on en déduit que I'annihilation électron/positon a eu lieu sur le volume
linéaire reliant les deux détecteurs.

Or, les photons de 511keV peuvent interagir avec le milieu avant d’arriver aux détecteurs. Lorsqu’il
interagit par effet photo-électrique ou diffusion Compton, le photon peut étre absorbé par le milieu et
ne sera pas détecté par la couronne de détecteurs. Dans ce cas, la coincidence ne sera plus détectée
et I'information d’annihilation perdue. C'est le phénomene d’atténuation du milieu qui dépend de la
densité des matériaux traversés.

Il se peut également qu’un photon dévié de sa trajectoire initiale aprés une diffusion Compton, ne
respecte plus I'alignement des photons issus de I'annihilation initiale. Dans ce cas, le photon diffusé
émis peut activer un autre détecteur. Le repositionnement théorique de I'annihilation a partir de ces
données erronées méne a ce que I'on appelle une coincidence diffusée (Figure 1), pouvant étre a
I’origine d’une fausse information sur I'image reconstruite.

Les coincidences fortuites (Figure 1) correspondent a la détection de deux photons de 511keV par deux
détecteurs alignés sur la couronne de détecteurs, dans un délai de temps respectant les conditions
chronologiques, mais n’appartenant pas a la méme annihilation. Les coincidences fortuites peuvent
également étre responsables d’une fausse information dans I'image reconstruite. Le nombre de
coincidences fortuites est proportionnel au carré de I'activité injectée, et dépend de la largeur de la
fenétre en énergie choisie comme condition chronologique.
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Couronne de

i i Coincidence vraie
Anminiation .

Coincidence diffusée

Figure 1: schéma illustrant les vraies coincidences et les erreurs de localisation

1.2. Résolution spatiale : limites physiques

1.2.1 Libre parcours moyen du positon

L'information recueillie par la détection TEP aprés reconstruction correspond a la localisation de
I"annihilation. Or, I'information nécessaire est en fait la localisation de la désintégration nucléaire avant
le libre parcours moyen du positon dans la matiere. Ce libre parcours moyen dépend du matériau
traversé et du type d’atome radioactif. On privilégiera donc en imagerie TEP les radionucléides pour
lesquels I'énergie cinétique moyenne du positon émis est la plus faible, limitant le libre parcours
moyen. Pour le Fluor 18, le libre parcours moyen théorique dans I'eau est de 0,6mm (Tableau 1).
Expérimentalement, sa mesure se rapproche de 0,1mm.

Isotope e >0 18
Energie cinétique théorique (en MeV) 0,39 0,73 0,25
Libre parcours moyen dans I'eau (en mm) 1,1 2,7 0,6

Tableau 1: libre parcours moyen du positon en fonction de son énergie et de l'isotope parent [Master Physique Médicale
Lyon - Tomographie d’émission de positons - Iréne Buvat]
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1.2.2 Colinéarité

Les deux photons de 511KeV émis lors de la désintégration nucléaire ne sont en fait pas parfaitement
colinéaires. On estime la non-colinéarité a 180° +/-6°. Il en résulte que I'incertitude sur la localisation
de I'annihilation dépend de la distance désintégration/détecteur et donc du diamétre de la couronne
de détecteurs.

1.3. Post-traitement

131 Reconstruction tomographique

La reconstruction des images TEP peut étre réalisée suivant une méthode de reconstruction analytique
ou itérative. Le principal exemple de méthode de reconstruction analytique est la rétroprojection
filtrée. Les méthodes itératives sont actuellement préférées car elles permettent d’intégrer un
opérateur de projection corrigeant les principales limites de I'images TEP (diffusion, atténuation...).
Parmi les méthodes itératives sont différentiées les méthodes algébriques des méthodes statistiques.
Le principal inconvénient de ces méthodes est la longueur des temps de calcul. C'est pourquoi, les
algorithmes statistiques de type OSEM divisant en sous-ensembles le calcul, sont utilisés pour
permettre d’augmenter la vitesse de reconstruction.

1.3.2 Correction d’atténuation et de diffusion

Comme expliqué ci-dessus, les phénomeénes physiques d’atténuation et de diffusion peuvent altérer la
détection du site d’annihilation. Ces phénomenes peuvent étre pris en compte a priori afin de limiter
leur impact.

1.3.3 Correction d’atténuation

L'atténuation des photons par effet photo-électrique et diffusion Compton est dépendante de la
densité du milieu atténuant, qualifiée par le coefficient d’atténuation u (en cm'1) en fonction de
I’énergie du rayonnement atténué. A 511keV, p = 0,096 cm-1 dans les tissus mous, quel que soit le
radionucléide considéré. L’atténuation subie par le photon de 511keV dépend également de
I’épaisseur de tissus atténuants traversée, et donc de la position de I'annihilation initiale. En
considérant deux photons émis a une distance d1 et d2 des détecteurs, pour un diametre D de la
couronne de détecteurs, la probabilité de détecter la coincidence p est égale a:

dil +o0 +o00

—u(Dhdl = pOexpf —u(Ddl

— 00

. p0 expf

p=p1><p2=p0expf
dz2

—o
Ainsi, connaitre la cartographie des coefficients d’atténuation u du milieu permet de compenser
I"atténuation subie sur un volume linéaire de réponse entre deux détecteurs. Cette cartographie est
obtenue par reconstruction tomographique de |'atténuation de rayonnements X a l'aide d’une
Tomodensitométrie (TDM) couplée a la TEP.

22



En imagerie TEP, le facteur correctif de I'atténuation peut étre intégré dans I'opérateur de projection
utilisé dans I'algorithme statistique de reconstruction.

1.3.4 Correction du diffusé

Les photons de 511keV peuvent étre diffusés dans le patient mais également dans les détecteurs. La
premiere approche pour réduire I'impact de la diffusion Compton est d’appliquer une fenétre
spectrométrique en énergie. Effectivement, le photon diffusé est d’énergie inférieure au photon initial.
Ce traitement est souvent insuffisant pour éliminer le bruit créé par la diffusion Compton. Une solution
complémentaire est I'ajustement des queues de distribution. Il s’agit de filtrer les sinogrammes pour
soustraire le diffusé situé en dehors de I'objet. Initialement le diffusé est estimé par ajustement de
I"activité enregistrée en dehors de I'objet sur une fonction gaussienne. Cette contribution estimée du
diffusé au sinogramme est ensuite soustraite. Le diffusé peut également étre modélisé puis intégré
dans I'opérateur de projection utilisé dans |’algorithme statistique de reconstruction.

Enimagerie TEP les phénomenes d’atténuation et de diffusion sont intriqués car en rapport direct avec
les interactions rayonnement/matiére que sont l'effet photoélectrique et la diffusion Compton
(Annexe I). L'interaction prédominante dépend de I'énergie du rayonnement et de la densité Z du
matériau traversé. Si I'on considére un photon issu d’une annihilation d’énergie 511keV, et la densité
de I'eau (Z a 8) dont est principalement constitué le corps humain, I'interaction prédominant est la
diffusion Compton, prenant part a la fois dans le phénomene d’atténuation et de diffusion.

Concernant I'imagerie TEP petit animal en recherche, la correction du diffusé n’est en général pas
nécessaire, la qualité des images et de la quantification étant considérée comme suffisante (diffusion
de 'ordre de 5%).

135 Correction du temps mort

Ce que I'on appelle le temps mort de la caméra TEP est lié d’une part au cristal scintillant du détecteur
et d’autre part au systeme électronique. Lorsqu’un photon interagit dans le cristal scintillant il émet
une scintillation suivie d’une période réfractaire. Cette période réfractaire existe que le signal soit
détecté ou non. Le systéme est dit paralysable. Un second temps mort est lié a la bande passante du
systeme électronique. Ce systeme électronique est saturable. Une fois la saturation atteinte les signaux
ne seront pas détecté pendant une période réfractaire. Ce systeme est dit non-paralysable.

La perte de données liée au temps mort dépend du nombre d’évenements a détecter, favorisé par les
hauts taux de comptage. Le temps mort rend non linéaire la relation entre nombre d’événements
détectés et concentration d ’activité. La correction du temps mort peut-étre intégrée dans I'opérateur
de projection des algorithmes statistiques de reconstruction.

1.4. Principes biologiques

Le radiotraceur utilisé en imagerie TEP est une association d’un atome émetteur béta + comme vu ci-
dessus et d’un vecteur. Le vecteur est une molécule liée a I'atome émetteur qui déterminera la
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fonction étudiée. Ainsi pour un méme atome émetteur béta +, comme par exemple le fluor 18, il est
possible de synthétiser plusieurs radiotraceurs différents et donc de visualiser des fonctions
différentes au sein de I'organisme étudié. Une interprétation clinico-biologique avisée nécessite donc
une parfaite connaissance des mécanismes cellulaires en jeu lors de l'interaction vecteur/milieu
étudié.

1.5. Quantification

15.1 Standardized Uptake Value (SUV)

L'intensité du phénomeéne biologique étudié est proportionnelle a la quantité de fixation du
radiotraceur dans les tissus, notamment dans les tissus tumoraux. Une quantification reproductible de
la fixation est nécessaire pour permettre une interprétation plus objective de I'examen et un
comparatif entre plusieurs examens. En imagerie clinique TEP, la valeur de la fixation normalisée (SUV
pour Strandardized Uptake Value) est la plus communément utilisée pour caractériser la fixation du
18F-FDG. Il s’agit d’'une mesure de la fixation dans une région d’intérét normalisée par la dose totale
de radiotraceur injectée au sujet étudié, calculée selon la formule :

Fixation de la région d'interét (kBq/ml) x Poids total de l'oragnisme étudié (g)

SUV =
Activité injectée (kBq) x Masse volumique eau (g/ml)

On définira plusieurs types de SUV : la SUV maximale de la région d’intérét (SUVmax), la SUV moyenne
(SUVmean), la SUV minimale (SUVmin), la SUV moyenne dans une sphere de volume défini centrée sur
la SUVmax (SUVpeak)... Cependant, plusieurs études relatent le caractére trés imprécis de cette
mesure et I'absence de réalité biologique vraie due aux nombreuses approximations dans son calcul
[17]-[20]. Malgré cela, la SUVmax est le parametre le plus fréquemment utilisé en routine clinique.
Son principal atout est d’étre une mesure normalisée sans unité et considérée comme reproductible
d’un patient a I'autre et d’'une mesure a I'autre chez le méme patient, sil’'on respecte scrupuleusement
des conditions d’acquisitions identiques. Par ailleurs, notons qu’il s’agit d’un parametre quasi
systématiquement rapporté dans les études cliniques, a l'origine d’une large bibliotheque
d’informations globalement comparables. Notons tout de méme que I’évolution récente des
techniques d’acquisition et de reconstruction ont mis un peu a mal la reproductibilité des études, ayant
induit une augmentation franche des mesures de SUVmax. On ne définit actuellement pas de seuil de
SUV pour la limite lésion bénigne/lésion maligne. Le caractére malin d’une lésion dépendant de
parametres interprétatifs allant au-dela de la simple mesure de l'intensité de fixation (évolution,
localisation, anatomie sous-jacente, hétérogénéité...).

1.5.2 Correction de la décroissance

Pour quantifier I'activité fixée a un temps t, A(t), de maniere reproductible entre différents examens,
il faut tenir compte de I'activité injectée au temps 0, A(0) et de la décroissance radioactive entre t0 et
t.Ona:

A)=A0)xe
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Avec, A le temps de demi-vie du radioélément considéré, c’est-a-dire le temps au bout duquel I'activité
du radiotraceur diminue de moitié. Ce temps est connu et fixe pour un radiotraceur considéré. Le
temps de demi-vie du radiotraceur dans I'organisme dépend a la fois de la demi-vie physique de
I’atome radioactif (Aphy) utilisé et de la demi-vie biologique du traceur dans I'organisme considéré (Auio),
avec: A = Aphy + Abio. Effectivement, une partie de la radioactivité est éliminée avec le radiotraceur
par les voies d’excrétion biologique (excrétion urinaire, excrétion biliaire...).

1.5.3 Effet de volume partiel

La résolution spatiale correspondant a la plus petite distance qui doit séparer deux objets ponctuels
pour pouvoir les distinguer. La résolution spatiale de la TEP dépend de la réponse impulsionnelle de la
caméra. La réponse impulsionnelle est telle que I'image d’un point sera une tache, dont la largeur a
mi-hauteur détermine la résolution spatiale. L'image ainsi formée conserve la quantité totale de signal
mais ce dernier est réparti sur un plus grand volume. Ainsi, I'intensité maximale du signal est diminuée.
C’est ce que I'on appelle I'effet de volume partiel. L'effet de volume partiel a pour conséquence de
sous-estimer le maximum d’intensité de fixation d’'un objet de diametre inférieur a deux fois la
résolution spatiale de la caméra TEP. Il n’existe actuellement pas de correction systématique de I'effet
de volume partiel, dont les effets sur les mesures des petites Iésions doivent étre gardés a I'esprit lors
de l'interprétation. La résolution spatiale de la caméra TEP employée dans nos expérimentations est
estimée a 1,1mm.

2. Métabolisme glucidique : ®F-FDG

2.1. Physiopathologie

Une cellule vivante utilise le glucose comme source d’énergie. L'expression de récepteurs
transmembranaires de la famille GLUT (Glucose Transporter) a la surface des cellules est corrélée
a leur consommation de glucose. Ainsi, certaines cellules, comme les cellules cérébrales ou
myocardiques, sont physiologiquement pourvues de nombreux récepteurs GLUT (Figure 2).
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Figure 2: exemple d'imagerie TEP au 18F-FDG chez le petit animal, avec hyperfixation physiologique du parenchyme cérébral
et du myocarde

La cancérisation cellulaire est généralement responsable d’un accroissement de la consommation de
glucose par la cellule, entrainant une surexpression des récepteurs GLUT. Les cellules tumorales
surexpriment principalement I'isoforme 1, et a un moindre degré I'isoforme 3 du récepteur GLUT [21].

De la méme maniere I'activation des cellules immunitaires (processus inflammatoire ou infectieux),
médiée par les cytokines, entraine une surexpression des récepteurs GLUT 1. Ainsi, la surexpression
des récepteurs GLUT n’est pas spécifique d’un seul phénomene physiologique ou pathologique.

Le FDG est un analogue du glucose qui, comme ce dernier, est capté par les cellules consommatrices
de glucose via les GLUT [22]. Au niveau intracellulaire, le FDG est phosphorylé par une enzyme,
I’hexokinase, en FDG-6-phosphate qui ne peut pas, contrairement au glucose, entrer dans le cycle de
Krebs poury étre dégradé. Il va donc s’accumuler au cours du temps (Figure 3). Il est également décrit
dans la littérature une surexpression des hexokinases dans les cellules fortement consommatrices de
glucose, favorisant aussi I'accumulation du FDG.
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Figure 3: passage intra-cellulaire et métabolisme du glucose et du 18F-FDG [PETSCANonline.com]

In fine, les cellules les plus consommatrices de glucose présenteront une accumulation différentielle
du FDG.

2.2. Excrétion physiologique et pieges diagnostiques

L’excrétion physiologique du radiotraceur se fait dans les urines. Il est donc tout a fait normal
d’observer des accumulations du traceur au niveau des ureteres et de la vessie.

Comme indiqué ci-dessus les processus inflammatoires ou infectieux entrainent une surexpression du
récepteur GLUT 1. Les pathologies inflammatoires ou les foyers infectieux sont a |'origine de foyers
hyperfixants comparables aux atteintes néoplasiques, qu’il s’agit donc d’interpréter sur les
acquisitions.

Les cellules musculaires lorsqu’il existe une contraction augmentent également leur consommation de
glucose, a l'origine d’une hyperfixation relative. De méme, la graisse brune activée pour la
thermogenese sera a I'origine d’une hyperfixation relative de ce tissu. Ainsi il est important que les
sujets soient maintenus au repos et au chaud avant les acquisitions TEP au *®F-FDG.
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Enfin, lors d’'une hyperglycémie relative, le glucose endogene fait concurrence au FDG injecté. Les
sujets doivent donc étre a jeun avant I'examen. De méme, un hyperinsulinisme secondaire a un repas
récent va entrainer I'accumulation du FDG dans le systéme musculaire par stockage.

2.3. Indications oncologiques

En France, la premiére Autorisation de Mise sur le Marché (AMM) pour I'utilisation clinique de ®F-FDG
chez le patient en oncologie date de 1998. Les recommandations se sont élargies avec 'AMM
européenne en 2002. Puis de nombreux travaux scientifiques ont confirmé son utilisation en oncologie
[2], [23]. Les dernieres recommandations de la Société Francaise de Médecine Nucléaire [1] publiées
le 09.05.2018, valorisent la place de la TEP au ®F-FDG dans le dépistage, le suivi du traitement et la
recherche de récidive de nombreux cancers.

Notons cependant que |’hépatocarcinome ne fait pas partie des pathologies oncologiques pour
lesquelles la TEP au '®F-FDG est recommandée en premiére intention. Effectivement, la TEP au 8F-FDG
est modérément sensible et spécifique dans la détection des carcinome hépatocellulaires bien
différenciés [24]-[26]. Cependant, lorsqu’il s’agit d’un hépatocarcinome peu différencié, I'évaluation
TEP au 8F-FDG retrouve un intérét diagnostique non négligeable. C’est ce que rapporte I'étude de
Talbot et al. [25], qui montre une sensibilité de 68% du ‘F-FDG pour les carcinomes hépatocellulaires,
augmentant a 74% pour les carcinomes hépatocellulaires peu différenciés, alors qu’elle était mesurée
a 59% pour les carcinomes hépatocellulaires bien différenciés.

3. Prolifération : 8F-FLT

3.1. Physiopathologie

Lorsqu’une cellule se divise, la premiere étape est de dupliquer son ADN. La duplication de I’ADN
nécessite d’intégrer des acides nucléiques, au nombre de quatre, dont la thymidine. Il y a deux voies
qui permettent a la cellule d’obtenir la thymidine. La premiére consiste en la production de thymidine
de novo par la thymidine synthétase (TS) a partir de desoxyuridine monophosphate (dUMP). La
seconde consiste a recycler la thymidine existante (Figure 4).
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Figure 4: voie de recyclage de la thymidine [Université de Genéve, Dupertuis YM, http.//www.unige.ch]

Dans cette seconde voie, la thymidine circulante est intégrée dans la cellule par diffusion facilitée. Puis,
la thymidine est phosphorylée au sein de la cellule par une enzyme, la thymidine kinase 1 (TK1). C’est
la thymidine triphosphate qui sera intégrée dans I’ADN au cours de la duplication.

L'activité de la TK1 est régulée en fonction des besoins cellulaires. Une cellule en phase de prolifération
(phase S) va surexprimer la TK1.

Le F-FLT est un analogue de la thymidine, marqué au fluor 18. Il suit le méme parcours que la
thymidine naturelle du compartiment extra-cellulaire vers le compartiment intra-cellulaire.
Cependant, les phosphorylations par la TK1 ne lui permettront pas d’intégrer le noyau et I’ADN. Le *8F-
FLT va, a l'instar du *¥F-FDG, s’accumuler dans la cellule, aboutissant a une accumulation différentielle
dans le temps entre les cellules peu proliférantes et les cellules a fort taux de prolifération (Figure 5).

29



Blood vessel
== ——=
( Thymldme FLT FLT-Gluc
,,,,,,,,,,,,,,, g .
——— \ \1 (flow & transport)
Thymme TdRPase
l f Thymidine
Degradation TS
__products | / — < . ik
Uridine-MP ‘FLT-MP
Thymidine-MP \—J
DNA
polymerase y
K\«{K by Cell
© 2012 American Association for Cancer Research
CCR Translations AR

Figure 5: mécanismes menant a I'accumulation intracellulaire du 18F-FLT [American Association for Cancer Research]

3.2. Excrétion physiologique et pieges diagnostiques

La principale limite de I'imagerie TEP de la prolifération au *F-FLT est la production de novo de
thymidine. Effectivement lorsque cette voie de production est favorisée, elle ne fait pas intervenir la
TK1, et donc ces cellules n’accumulent pas le 8F-FLT [27], [28]. Ainsi la sensibilité de I'imagerie au 8F-
FLT est dépendante de I'utilisation de la voie de recyclage de la thymidine qui peut étre différente

selon chaque tumeur.

Tout comme pour le ¥F-FDG il existe des fixations physiologiques du radiotraceur. Pour la ®F-FLT il
s’agit de la moelle osseuse et du foie [29]—-[31].

Il existe également une élimination urinaire physiologique du radiotraceur. Chez le petit animal, on
individualise également une élimination biliaire du traceur (Figure 6).
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Figure 6 : exemple d'imagerie TEP au 18F-FLT chez le petit animal, avec élimination physiologique par la vésicule biliaire et la
vessie ;

3.3. Indications oncologiques

Le F-FLT n’a actuellement pas trouvé sa place en routine clinique pour I'évaluation oncologique.
Plusieurs études rapportent cependant son intérét diagnostique dans I'évaluation de pathologies
oncologiques notamment les cancers du sein, pulmonaire ou cérébraux [29], [32]-[36]. Dans cette
derniére indication, le F-FLT permet de quantifier la prolifération de tumeurs cérébrales suspectes,
alors que la fixation physiologique du ®F-FDG du parenchyme cérébral géne 'interprétation de cet
organe. En tant que marqueur de la prolifération cellulaire, le F-FLT est trés avantageux puisqu’il a
été établi une corrélation entre la mesure de la fixation du *®F-FLT in vivo et la mesure du Ki-67 tumoral
in vitro [31].

4. Autres traceurs TEP

Il existe d’autres traceurs TEP développés pour la visualisation de fonctions cellulaires et moléculaires
différentes. Dans le cadre de notre étude deux types de traceurs sont intéressants a connaitre, un
traceur du métabolisme lipidique, la F-Choline et les traceurs de I’hypoxie.

La BF-Choline est un traceur du métabolisme lipidique. C'est un substrat extrinséque a la
phosphatidylcholine, précurseur des phospholipides composants la membrane cellulaire. Les tumeurs
augmentent leur transport intracellulaire de choline et son intégration dans la membrane cellulaire.
La F-Choline a obtenu son Autorisation de Mise sur le Marché pour la détection des métastases
osseuses du cancer de la prostate, la localisation des carcinomes hépatocellulaires bien différenciés et
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la caractérisation de nodules hépatiques lorsque la TEP/TDM au BF-FDG n’est pas concluante.
Plusieurs études [24], [26] rapportent la supériorité diagnostique du TEP a la F-Choline dans le bilan
d’extension des carcinomes hépatocellulaires bien différenciés.

Les traceurs de I’hypoxie ont été développés suite a plusieurs constats : les tumeurs hypoxiques sont
plus résistantes aux traitements par chimiothérapie et radiothérapie, leur pronostic est plus péjoratif,
leur proportion a la migration métastatique est majorée [30], [37]—[39]. Ainsi, la détermination du
caractére hypoxique d’une tumeur permettrait d’adapter les traitements, par exemple d’augmenter
localement la dose délivrée en radiothérapie. Il existe deux grandes classes de traceurs de |I’hypoxie :
les traceurs imidazolés et les traceurs non-imidazolés. Parmi les traceurs imidazolés I'on trouvera le
18F-misonidazole (*F-MISO) et le F-fluoroazomycine arabinoside (*¥F-FAZA). Concernant les traceurs
non imidazolés on retiendra principalement le Copper(ll)-diacetyl-bis(N(4)-methylthiosemicarbazone)
(Cu(1)-ATSM) marqué au ®°Cu ou au **CU [40], [41].

Ainsi, I'imagerie par émission de positons est reconnue comme un outil nécessaire pour le suivi évolutif
de nombreuses pathologies oncologiques, et de leur traitement qu’il soit systémique ou local [42]-
[44]. L’'avenement de nouveaux traceurs en élargit encore les possibilités, permettant d’étudier de
maniere ciblées les mécanismes biologiques en jeu. Mes travaux de recherche ont eu pour but de
déterminer si cet outil diagnostique permet le suivi des traitements du carcinome hépatocellulaire, un
cancer au pronostic réservé et aux alternatives thérapeutiques variées.
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[I.  Carcinome hépatocellulaire

1. Epidémiologie

Le carcinome hépatocellulaire (CHC) représente en France 53% des cancers du foie et des voie biliaires,
qui sont la 6°™ cause de décés par cancer en France [45]. Dans le monde, lincidence de
I’hépatocarcinome est de 500000 a 1000000 nouveaux cas par an pour 600000 déces [46]. Cette
incidence est trés variable en fonction des zones géographiques. C'est en Asie du Sud Est et en Afrique
Sub-saharienne que l'incidence est la plus élevée (supérieure a 20 cas pour 100000 habitants), cela
s’explique par la prévalence plus importante des principaux facteurs de risque que sont les hépatites
virales et les cancérigenes environnementaux, notamment la contamination par aflatoxine. En France,
I'incidence est considérée comme intermédiaire selon le rapport de I'Institut National de Veille
Sanitaire de juillet 2013, atteignant en 2012 12,1 hommes pour 100000 habitants et 2,4 femmes pour
100000 habitants [5]. Cette incidence est en constante progression depuis 1980. Effectivement,
I'incidence du CHC a augmentée en moyenne chez I'homme de 3,8% par an entre 1980 et 2005, et de
4% par an chez la femme [6]. Cette incidence est également en constante progression dans d’autres
pays développés comme le Royaume-Uni, les Etats-Unis, le Japon, I’Australie ou encore le Canada.

Le pronostique du CHC est réservé. Effectivement, en France, en 2009, les décés dus a un cancer du
foie étaient estimés a 3290 déces chez ’lhomme, soit une incidence de 12,1 pour 100000 hommes, et
a 674 déces chez la femme, soit une incidence de 1,8 femmes pour 100000 habitants. Il s’agit d’'une
mortalité du sujet jeune puisqu’un tiers des décés masculin et un cinquieme des déces féminin
surviennent avant I’age de 65 ans [6].

2. Facteurs de risque

2.1. Llacirrhose

Les trois principaux facteurs de risque de développer une cirrhose dans les pays développés sont : la
surconsommation d’alcool, les hépatites virales et la stéatose hépatique non alcoolique (ou NASH pour
« Non Alcoolic Steato Hepatitis ») [47]. Quelle que soit son étiologie, la cirrhose hépatique est un
facteur de risque de développer un CHC. L'inflammation chronique secondaire a I'état cirrhotique
entraine des phénomeénes de nécrose/régénération du tissu hépatique qui font le lit de la
cancérisation. Le risque de développer un CHC est cependant variable en fonction de la pathologie
responsable de la cirrhose. Il est le plus élevé lorsqu’il s’agit d’'une hépatite virale C (VHC) (risque a 5
ans de 17% a 30%) ou d’'une hémochromatose (risque a 5 ans de 21%), que dans les cas d’hépatite
virale B (VHB) (risque a 5 ans de 10% a 15%), de cirrhose alcoolique (risque a 5 ans de 8%), de stéatose
hépatique non alcoolique (risque a 5 ans de 7,5%), ou encore de cirrhose biliaire primitive (risque a 5
ans de 5%) [48].
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2.2. Hépatites virales

Hormis la cirrhose induite par I'infection virale chronique active, les hépatites virales augmentent le
risque de développer un CHC par des mécanismes qui leur sont propres. Ainsi, en s’intégrant dans le
génome de I'hote, le VHB peut induire des mutations dites insertionnelles et la cancérisation cellulaire
[49]. Le mécanisme de transactivation est également décrit avec le VHB. Cela correspond a une
activation anormale par les protéines virales de genes cellulaires. Concernant le VHC, les mécanismes
sont moins bien élucidés, mais a la fois les mutations insertionnelles et la transactivation sont
évoquées.

2.3. Carcinogenes environnementaux et chimiques

La surconsommation d’alcool [50] et le tabagisme [51] sont des facteurs de risque de développer un
CHC, méme en 'absence de cirrhose.

L'aflatoxine est un type de toxine produite par des moisissures pouvant contaminer certains aliments
comme le mais, le riz, le blé, I'arachide, le soja ou le tournesol. Les populations d’Asie et d’Afrique sont
les plus exposées aux aflatoxines. Dans ces pays, I’aflatoxine représente un important facteur de risque
de CHC sur foie sain. La physiopathologie de cancerogenése secondaire a |'intoxication par aflatoxine
est connue. Effectivement la toxine induirait une mutation de I'anti-oncogéne p53.

2.4. Troubles métaboliques

Certaines déficiences métaboliques constitutives peuvent accroitre le risque de CHC, il s’agit du déficit
en alpha-1 antitrypsine, de la porphyrie, de la tyrosinémie héréditaire ou des glycogénoses de types |
et Ill. La stéatose hépatique non alcoolique ne constitue un facteur de risque de CHC que lorsqu’elle
est compliquée de cirrhose.

3. Dépistage

La population a risque de développer un CHC étant bien identifiée, le dépistage est indiqué chez les
patients cirrhotiques. Effectivement, les possibilités thérapeutiques dépendant notamment de
I’extension initiale de la pathologie, un dépistage précoce permet une augmentation de la survie
globale [52]-[54].

En France, la Haute Autorité de Santé (HAS) recommande un bilan de suivi semestriel chez les patients
cirrhotiques [55] comprenant une échographie hépatique avec examen Doppler et un dosage de
I’Alpha-foetoprotéine (AFP) [56]. La sensibilité de I'échographie hépatique en dépistage du CHC est de
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58 a 89% [57]-[59], mais dépend beaucoup de la taille de la lésion. Elle est d’environ 70% pour les
Iésions de I'ordre du centimétre, et jusqu’a 95% pour des lésions de 3 cm [60], [61]. Le dosage de I’AFP
est un outil diagnostique secondaire puisque sa valeur prédictive positive est faible [62].

4. Diagnostic

4.1. Diagnostic anatomopathologique

Jusqu’en 2000, I'analyse anatomopathologique d’une lésion biopsiée était la référence pour le
diagnostic de CHC. Les criteres anatomopathologiques diagnostiques du CHC sont posés par consensus
international [63]. La sensibilité de détection dépend de la taille de la tumeur, de la localisation et de
I'expérience de l'anatomopathologiste. La sensibilité est estimée entre 70 et 90% [64], [65]. La
sensibilité de I’étude anatomopathologique sur prélevement biopsique chute a 60% pour les tumeurs
de taille inférieure a 2cm. Au vu des complications liées au prélevement par biopsie, des solutions pour
un diagnostic non invasif du CHC ont été proposées a partir de 2001 [66].

4.2. Diagnostic non invasif

Le diagnostic non invasif est basé a la fois sur I'imagerie par TDM (Tomodensitométrie X) avec injection
de produit de contraste iodé, I'IRM hépatique ou I'échographie-doppler, et sur le dosage de I’AFP.
Effectivement, I’hépatocarcinome est une tumeur richement vascularisée, lui conférant des
caractéristiques spécifiques a I'imagerie. Cela se traduit sur une TDM ou une IRM (Imagerie par
Résonnance Nucléaire) avec triple acquisition artérielle, parenchymateuse et portale, par une
captation rapide du produit de contraste au temps artériel suivie d’un lavage rapide. Bien que moins
sensible que I'IRM, le scanner avec injection de produit de contraste iodé est en général réalisé en
premiere intention [67]. Concernant le dosage de I’AFP, bien qu’il ait une valeur prédictive positive
faible pour les petites lésions, un dosage supérieur a 400ng/ml bénéficie d’'une spécificité proche de
100%.

Selon les critéres initialement proposés par Bruix et al. [66], deux imageries spécifiques ou une
imagerie spécifique associée a un dosage de I’AFP supérieur a 200ng/ml suffisent au diagnostic de CHC
pour les Iésions de plus de 2cm. Ces critéres ont été révisés par la suite, permettant d’établir un arbre
décisionnel dépendant principalement de la taille de la Iésion suspecte de CHC (Figure 7). On constate
cependant que la biopsie reste nécessaire dans les cas litigieux.
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Figure 7 : arbre décisionnel pour le diagnostic de CHC [Association Frangaise de Formation Médicale Continue en Hépato-
Gastro-Entérologie]

La TEP au 8F-FDG n’est actuellement pas recommandée dans le diagnostic du CHC. Effectivement, le
CHC présente une fixation inconstante du ®F-FDG et la plupart des CHC bien différenciés sont négatifs
[66]. Le taux global de détection de la TEP/TDM a été décrit comme inférieur a celui de la TDM avec
injection de produit de contraste iodé et de I'IRM [67].

5. Bilan d’extension initial

Un bilan d’extension initial fiable est capital dans la prise en charge ultérieure du patient.
Effectivement, les possibilités thérapeutiques sont dépendantes de deux principaux facteurs:
I’extension de la pathologie, et I’état général du patient.

L'extension est évaluée au sein du parenchyme hépatique pour déterminer le nombre, la taille et la
localisation précise des lésions de CHC notamment la proximité avec les principaux éléments
constitutifs de la structure du foie (vaisseaux, voies biliaires intra-hépatiques, capsule). Dans
I’environnement direct du foie sont recherchés I'extension aux vaisseaux, notamment les emboles
vasculaires et I'atteinte des voies biliaires extra-hépatiques. Plus a distance seront étudiées les Iésions
secondaires ganglionnaires et I'atteinte d’autres organes (métastases pulmonaires, osseuses,
cérébrales...). Pour cela, le bilan d’extension comprend une évaluation abdominale par IRM
abdominale ou TDM, et une évaluation thoracique par TDM. L'échographie Doppler hépatique
permets |'étude des lésions intra-hépatiques mais surtout I'évaluation des flux vasculaires. La TDM
hépatique a I'avantage de permettre une mesure de la volumétrie hépatique.

Le scanner cérébral et la scintigraphie osseuse, a la recherche de métastases a distance, sont réalisés
sur point d’appel.
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La TEP au BF-FDG n’est actuellement pas recommandée dans le bilan d’extension initial du CHC en
raison de sa faible sensibilité dans le cas des CHC bien différenciés [68]. Dans une étude de Talbot et
al. de 2010 [25], |a sensibilité du F-FDG était de 68%, diminuant jusqu’a 59% dans le cas des CHC bien
différenciés. Cependant, plusieurs études décrivent un apport diagnostique de la TEP a la 8F-Choline,
dans la détection de CHC bien différenciés [24], [26]. L'étude de Chalaye et al. [69] sur I'utilisation
d’une évaluation TEP en double isotope, associant une imagerie au *F-FDG et une imagerie a la 8F-
Choline, rapporte une modification du grade de la maladie dans 11% des cas et un changement
thérapeutique dans 14% des cas. Il s’agirait donc d’une évolution prometteuse malgré |'absence
actuelle de recommandation.

6. Traitements

La classification BLCC (Barcelona Clinic Liver Cancer — Tableau 2) est une classification pronostique qui
prend en compte le bilan d’extension initial mais également le bilan fonctionnel hépatique (score Child-
Pugh —tableau 3) et I'état de santé global du patient, pour aider au choix thérapeutique. Seuls certains
des traitements proposés sont considérés comme curatifs. Il s’agit de la transplantation hépatique, de
la résection ou de la destruction percutanée.

Stade Indice de Morphologie tumorale Fonction Traitement habituellement
BCLC performance hépatique proposé
0 0 Unique <2 cm, pas d'invasion vasculire, pas de nodule Child-Pugh A Résection chirurgicale, ablation
satellite
A 0 Unique >2 cm ou jusqu'a 3 nodules de moins de 3 cm Child-Pugh A-B | Résection chirurgicale, ablation
B 0 Multinodulaire sans invasion vasculaire Child-Pugh A-B | Chimioembolisation, radicemboli
C I-2 Invasion macrovasculaire, envahissement ganglionnaire ou Child-Pugh A-(B) | Sorafénib
métastases
D 34 Indifférent Child-Pugh C Soins de support

Tableau 2: classification BLCC [Rev Med Suisse 2015; volume 11. 1149-1151]
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| point 2 points 3 points

Ascite Absente = Modérée Tendue ou
réfractaire aux
diurétiques

Bilirubine (umolll) <35 35-50 =50

Albumine (g/l) >35 28-35 <28

INR ] iy g 1,7-2,2 >22

TP >50% 40-50% < 40%

Encéphalopathie Absente | Légére a modérée = Sévere
(stade 1-2) (stade 3-4)

Le pronostic de la cirrhose est établi en fonction du score total des points:
Child-Pugh A (5-6 points): survie a | an de 100%

Child-Pugh B (7-9 points): survie a | an de 80%

Child-Pugh C (10-15 points): survie a | an de 45%

Tableau 3: score Child-Pugh [Rev Med Suisse 2010, volume 6. 1803-1808]

6.1. Traitements curatifs

6.1.1 La résection

Il s’agit du traitement de premiére intention lorsqu’elle est réalisable. La principale contre-indication
a la résection est une fonctionnalité hépatique altérée. Effectivement, le parenchyme résiduel apres
résection doit permettre d’assurer une fonction hépatique suffisante. Chez les patients cirrhotiques,
la survie a 5 ans apreés résection est de 60% [66], [70] et la mortalité péri-opératoire de 2 a 3%. La
récidive gréve le pronostic apres résection puisqu’elle est de I'ordre de 50% a 5 ans [71], comprenant
I’évolution métastatique intra-hépatique mais également I'apparition de lésions de novo.

6.1.2 La transplantation hépatique

La transplantation est un traitement de choix lorsque la résection n’est pas réalisable, puisque la survie
a 5 ans atteint 70% [72]-[74]. Les critéres de sélection des patients éligibles incluent I'état médical
global afin de s’assurer que le patient est capable de tolérer la chirurgie et la prise en charge ultérieure,
et des criteres propres a la pathologie dits de Milan. Selon les criteres de Milan, qui complétent la
classification BLCC, la |ésion de CHC ne doit pas excéder 5cm de diametre pour une lésion unique ou 3
|ésions de maximum 3cm chacune. Bien s{r la pathologie doit étre restée strictement intra-hépatique.
La mortalité péri-opératoire est estimée a 3% et la mortalité a 1 an inférieure a 10%. Dans une
population sélectionnée selon les critéres de Milan, la récidive est estimée a moins de 15% [75], [76].
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6.1.3 Traitements percutanés

lIs sont indiqués lorsque la prise en charge chirurgicale n’est pas envisageable en raison de I'état
général du patient, mais que les lésions hépatiques sont limitées en taille et en nombre.
Historiquement, il s’agit de I’alcoolisation tumorale par éthanol. Dans un second temps ont été
développées des destructions thermiques comprenant I'ablation par radiofréquence, micro-ondes,
laser ou cryothérapie. L’ablation par radiofréquence est recommandée pour le traitement des lésions
de plus de 2cm de diameétre, puisqu’il apporte un meilleur contréle local que I'alcoolisation. La survie
a 5 ans est estimée 40-70% [77], [78]. Les complications graves du traitement par radiofréquence, que
sont I’"hémopéritoine, la thrombose portale, le bilome ou I'abces hépatique, sont plus fréquentes que
dans le traitement par alcoolisation (4% vs 2,7%) [79]. L’alcoolisation est préférée au traitement par
radiofréquence lorsque le traitement de la lésion est considéré comme a risque de complication car
trop proche de la vascularisation.

6.2. Traitements palliatifs

Les autres traitements possibles, qu’ils soient locaux ou systémiques, ne sont pas considérés comme
curatifs.

6.2.1 Traitements locaux

La chimioembolisation est recommandée en premiére ligne dans le traitement des patients ne pouvant
pas bénéficier d’un traitement curatif. Il s’agit de délivrer une chimiothérapie directement au contact
de la tumeur, par cathétérisation, puis d’emboliser les vaisseaux afin de garder une imprégnation
locale de chimiothérapie. Les molécules de chimiothérapie employées sont en général le Cisplatine ou
la Doxorubicine. Cette opération peut étre renouvelée plusieurs fois, mais induit in fine une
détérioration de la fonction hépatique. La chimioembolisation n’est pas recommandée pour les
patients présentant une invasion tumorale vasculaire ou une extension extra-hépatique.

Le traitement conventionnel par radiothérapie X des lésions est limité par la radiosensibilité du foie,
d’autant plus délétere sur le foie fragilisé des patients cirrhotiques. Les nouvelles techniques de
radiothérapie que sont [irradiation rotationnelle par tomothérapie, la radiothérapie
conformationnelle avec modulation d’intensité, et la stéréotaxie, apportent une plus grande précision
dans la programmation et la délivrance de la dose, limitant ainsi I'irradiation du foie sain fragile et les
effets secondaires [80]-[85].

L'irradiation des lésions hépatiques par radiothérapie protons ou radiothérapie aux ions lourds est en
développement [12], [14], [57], [86]—[89]. L’avantage de ces techniques est leur balistique répartissant
I’ensemble de la dose dans un faible volume limitant ainsi la dose délivrée au tissu sain.

Enfin, il est possible de traiter localement les lésions hépatiques par radioembolisation de micro-
sphéres liées a un radioélément émetteur béta — (Yttrium 90 lode 131). Ce traitement est possible en
cas de thrombose porte. L'efficacité thérapeutique rapportée se situe entre 35 et 50% [90]-[92]. La
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toxicité hépatique concerne 20% des patients, et le déces secondaire au traitement, 3% de la
population traitée [90].

6.2.2 Traitements systémiques

La chimiothérapie des CHC est difficilement applicable au vu du terrain médical des patients.
Effectivement, la cirrhose et 'insuffisance hépatique perturbent le métabolisme des agents anti-
cancéreux et peuvent en augmenter la toxicité, notamment hépatique. D’autres complications propres
a la chimiothérapie comme I'immunodépression et les infections secondaires qui en résultent, sont
plus difficilement supportées dans cette population fragile. De plus, les chimiothérapies cytotoxiques
de premiére génération, présentent un effet modéré sur le contréle de la maladie [93]-[97].

Avec le développement des thérapeutiques ciblées, de nouveaux traitements antiprolifératifs ont pu
étre testés sur I’hépatocarcinome. Plus particulierement, le Sorafénib, un inhibiteur des tyrosines
kinases, a prouvé une amélioration de la survie des patients atteints de CHC. Dans une étude de phase
[l multicentrique contre placebo, Llovet et al [66], la survie globale médiane du groupe traité était de
10,7 mois, contre 7,9 mois dans le groupe contréle. Dés lors, le Sorafénib est devenu la référence pour
le traitement systémique des hépatocarcinomes chez les patients présentant une pathologie
localement avancée avec une fonction hépatique conservée (Child Pugh A) [61], [98]. D’autres
molécules ciblant la prolifération (anti-EGFR, IGF-1R...) ou I'angiogenése (anti-VEGF) sont en cours
d’étude pour le traitement du CHC.

Dans notre étude, nous avons choisi le traitement par Topotécan comme chimiothérapie de référence.
Ce choix a été fait a partir des données de la littérature [93], [99], [100] décrivant une relative efficacité
de cette molécule sur le CHC. Le Topotécan est in inhibiteur de la Topoisomérase |, une enzyme
nécessaire a la réplication de I’Acide-Désoxyribonucléique (ADN). Effectivement, la Topoisomérase
réduit la torsion de I’ADN, permettant au cortége enzymatique réplicatif d’accéder a I’ADN (Figure 8).
Inhiber la Topoisomérase | empéche la réplication des cellules en phase S et ainsi la division cellulaire,
notamment des cellules tumorales.
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Figure 8: formule chimique et mécanisme d'action du Topotécan [http://acces.ens-lyon.fr]

7. Surveillance

Le dosage de I’AFP est utile lorsque cette derniere était augmentée avant traitement. Sa normalisation
est un signe d’efficacité thérapeutique. Puis, 'augmentation aprés traitement permet de dépister la
récidive.

Concernant la surveillance par imagerie, I'IRM est utilisée en premiére intention ou la TDM hépatique
le cas échéant. Les critéres REICIST (Response Evaluation Criteria in Solid Tumours) sont appliqués a la
tumeur initiale prenant le contraste. Ainsi la réponse est considérée comme compléte si la lésion a
totalement régressé, partielle si la somme des diamétres de la [ésion a diminué d’au moins 30%. On
parle de progression lorsque la somme des diameétres de la |ésion a augmenté d’au moins 20% ou
gu’une nouvelle Iésion est détectée [66].

Concernant la périodicité de la surveillance, elle dépend du type de traitement réalisé. Apres résection,
le risque de récidive hépatique est important. Il sera recherché par une surveillance clinico-biologique
tous les trois mois pendant un an, puis tous les 6 mois. L'imagerie comprendra une IRM ou une TDM
hépatique en alternance avec une échographie hépatique, tous les 3 mois pendant 3 ans, puis tous les
6 mois.

Aprés transplantation hépatique, le taux de récidive étant plus élevé les deux premiéres années, les
patients doivent étre surveillés régulierement pendant cette période. L'imagerie hépatique sera
associée a un scanner thoracique a la recherche de localisations extra-hépatiques, principalement
pulmonaires.

Aprés traitement per-cutané, le suivi clinico-biologique est réalisé tous les trois mois pendant un an,
puis tous les 6 mois. L'imagerie comprendra une IRM ou une TDM hépatique en alternance avec une
échographie hépatique, tous les 3 mois pendant 3 ans, puis tous les 6 mois.
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Aprés radiothérapie ciblée, la surveillance par imagerie IRM ou TDM ne doit pas étre réalisée trop tot,
au risque de confondre I'inflammation péri-lésionnelle initiale avec une reprise évolutive.

Aprés chimioembolisation, un contréle clinico-biologique et d’imagerie sera réalisé 6 semaines apres
le traitement. Puis, le suivi sera adapté a la nécessité de réaliser de nouveaux cycles de traitement.

Enfin, apres thérapeutique ciblée par inhibiteur des tyrosines kinases, |'efficacité thérapeutique est
évaluée par une surveillance clinico-biologique réguliére, au moins une fois par mois, une imagerie
hépatique de préférence par IRM tous les 2 a 3 mois, associée a une surveillance de I'extension extra-
hépatique par TDM thoraco-abdomino-pelvienne.

8. Modeéele murin

Le développement tumoral est un phénoméne complexe in vivo impliquant a la fois la cellule
tumorale mais également son environnement tissulaire et le systeme immunitaire de I'h6te. Les
modeles animaux sont utilisés pour étudier I'ensemble complexe d’événements loco-régionaux
permettant le développement tumoral. Le modele murin est de loin le plus utilisé en cancérologie.
L'expérimentation animale est encadrée par des regles éthiques communément acceptées depuis
1959 [101]. Dans nos expérimentations, nous avons réalisé une xénogreffe a partir de cellules
tumorales issues d'un hépatocarcinome humain. Plusieurs souches tumorales d'hépatocarcinome sont
disponibles sur le marché : HepG2, Huh7, SK-Hep-1, and Hep3B. Notre choix s'est porté sur la souche
SK-Hep 1 en raison de son important potentiel prolifératif.

Le carcinome hépatocellulaire est donc une pathologie dont la prise en charge est complexe et qui
engage le pronostic vital du patient. La morbi-mortalité liée aux différents traitements existants ne
permet pas toujours de les mettre en ceuvre et incite les médecins et les chercheurs a développer des
thérapeutiques personnalisées. Ainsi, le traitement par radiothérapie qui était jusque-la difficilement
réalisable en raison de la radiosensibilité du parenchyme hépatique, s’oriente vers I'utilisation des
protons ou des ions lourds qui présentent une balistique avantageuse. Cet axe de recherche pour le
développement de la protonthérapie a été évoqué dans le rapport de I'INCa rédigé en juin 2016,
portant sur les indications et capacité de traitement en protonthérapie [4]. La suite de cet exposé
s’attachera a poser les bases théoriques du traitement par protonthérapie.
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lll.  Protonthérapie

1. Protonthérapie aspects physiques

1.1. Les rayonnements ionisants

Un rayonnement est dit ionisant lorsqu’il est capable de déposer assez d’énergie dans la matiére pour
créer une ionisation. Pour cela, le rayonnement doit avoir une énergie supérieure a I’énergie de liaison
de I’électron a I'atome cible, soit un minimum de 10eV. Il existe deux grands types de rayonnements
ionisants : les rayonnements électromagnétiques et les rayonnements particulaires.

1.2. Interaction des rayonnements avec la matiere

Un rayonnement, qu’il soit considéré comme ionisant ou non, interagit avec la matiére environnante
de différentes manieres en fonction de sa nature, de son énergie et de la composition de
I’environnement. Les différents types d’interaction d’un rayonnement avec la matiére sont résumés
en annexe (Annexe |). Dans le cas particulier des protons, il faut se référer a I'interaction des particules
chargées lourdes avec la matiére. De ces principes d’interaction découlent les notions de pouvoir
d’arrét et de transfert d’énergie linéique.

1.2.1 Notion de pouvoir d’arrét

Le pouvoir d’arrét (S en meV/cm) décrit les processus de perte d’énergie de la particule. Il dépend des
différentes composantes d’interaction de la particule :

Stotal = Scoll + Srad + Snucl

Avec, Scoile pouvoir d’arrét électronique par collision inélastique, Srag le pouvoir d’arrét de radiation et
Snucl le pouvoir d’arrét nucléaire par collision élastique. Le pouvoir d’arrét linéique correspond a la
perte moyenne d’énergie (dE) d’une particule incidente par distance parcourue (dx) dans le milieu, et
peut étre calculé selon la formule de Bethe-Block :

dE z2e* 2mgv?
= —— = 4nk? N.Z|L —Ln(1 —B?) — p?
S dx B myv? © [n( I > n(1-p-p
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Avec, k une constante, z la charge de la particule incidente, e la charge élémentaire, Ne le nombre
d’électrons par unité de volume, mo la masse de la particule incidente, v la vitesse de la particule
incidente, Z le numéro atomique du milieu traversé, | I’énergie moyenne d’ionisation en eV et B=v/c.

Cette formule exprime I'interdépendance entre le pouvoir d’arrét, la vitesse du projectile, et donc son
énergie cinétique, et le numéro atomique Z du matériau traversé. Ainsi le pouvoir d’arrét sera d’autant
plus élevé que le Z du matériau ralentisseur est élevé, et que la vitesse de la particule incidente est
faible.

1.2.2 Notion de transfert d’énergie linéique (TEL) d’une particule
chargée

Les interactions d’une particule chargée dans la matiere vont étre responsables d’un transfert
d’énergie progressif le long de sa trajectoire, et donc d’une « trace » laissée dans la matiére par son
passage. A la différence du pouvoir d’arrét, le TEL décrit I'énergie regue par le milieu, comprenant
également I'énergie cédée par les particules secondaires. Le TEL a été défini dans le rapport ICRU 49
(ICRU49D 1993) comme le rapport dE/dl (en keV/um) avec dE I'énergie moyenne cédée par une
particule d’énergie E et dl I'unité de longueur de trajet parcouru. Plus le TEL d’une particule est
important, plus grande sera la quantité d’énergie cédée sur une petite distance. Cette notion est
importante en radiobiologie, comme nous le verrons plus loin, puisqu’elle détermine les dégats induits
par un rayonnement dans un milieu biologique.

1.3. Cas particulier des protons

Le proton est une particule chargée lourde. Le pouvoir d’arrét du proton dans la matiére est dépendant
de sa vitesse : plus la vitesse est faible, plus son énergie cinétique est faible, plus le pouvoir d’arrét est
élevé, et donc le dépot d’énergie dans la matiere. Sil'on représente le pouvoir d’arrét du proton en
fonction de sa pénétration dans la matiere, on obtient la courbe de Bragg (Figure 9).
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Figure 9: courbe de Bragg a 25MeV dans I'eau et dans le plomb [ResearchGate, Benjamin Cheymol]

La courbe de Bragg atteint son maximum lorsque la vitesse du proton est minimale, c’est le pic de
Bragg. La localisation du pic de Bragg dépend du matériau traversé et de I'énergie du proton incident.

C’est cette notion qui est utilisée en protonthérapie pour déposer le maximum d’énergie par unité de
volume au sein de la tumeur a traiter et épargner les tissus sains environnants.

Sil’'on considere I'énergie cédée au milieu par le proton, le TEL varie le long de la trajectoire du proton.
Les protons sont donc considérés comme des rayonnements ionisants a faible TEL, jusqu’au pic de
Bragg ou le rayonnement interagit comme un rayonnement a haut TEL. Pour un faisceau de protons
de 65-260 MeV le TEL initial est de 0.4-1.0 keV/um augmentant a 100 keV/um au pic de Bragg.

2. Protonthérapie aspects biologiques

2.1. Interaction des rayonnements ionisants avec le vivant

Les dégats induits dans les tissus biologiques peuvent résulter d’une interaction directe des
rayonnements avec I’ADN ou les organelles cellulaires, ou le plus souvent d’une interaction indirecte
via la formation de radicaux libres au cours de la radiolyse de I'eau.
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211 Interaction indirecte

Le corps humain étant composé pour 70% d’eau la probabilité d’interaction d’un rayonnement ionisant
avec |'eau contenue dans un tissu biologique est élevée. Cette interaction va induire une réaction en
chaine menant a la production de radicaux libres oxygénés. Un radical libre est composé d’un atome
possédant un électron non apparié sur sa couche électronique externe. Les électrons étant stables
lorsqu’ils sont appariés par deux, la tendance d’un électron isolé est de s’apparier, ce qui le rend trés
réactif et induit des réactions chimiques avec son entourage.

2.1.1.1 La radiolyse de I'eau

Dans les suites directes de I'interaction du rayonnement avec une molécule d’eau (10*° secondes), la
molécule d’eau peut étre soit ionisée, soit excitée en fonction de I'énergie cédée par la particule
incidente (AE) et de I'énergie de liaison au noyau de I'électron de I'atome cible (E).

Si AE>E|, I’électron est expulsé du cortege électronique, il y a ionisation (Figure 10):

H-0 — H.0O" + ¢ :ionisation
H* OH" ng\
H* OH

Figure 10: ionisation de la molécule d’eau

L’électron libéré par ionisation est appelé électron solvaté ou aqueux.

Si AE<E,, I’électron passe dans un niveau d’énergie supérieur, I'latome est excité (Figure 11):

H,0
!

H-0 ' excitation

P

H* OH®

Figure 11: excitation de la molécule d'eau
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Le point représente un électron non-apparié et donc un ion radical hautement réactif.

Ainsi vont étre créés a la fois des composants oxydants (OHe) et des composants réducteurs (He et e

).

Ces composants vont diffuser dans le milieu (107 secondes aprés I'interaction rayonnement/matiére)
en fonction de leur taille et de leur masse. He, plus Iéger, migre plus vite que OHe et s’éloigne
davantage de la trajectoire du rayonnement ionisant. Puis, les radicaux peuvent se recombiner entre
eux (Figure 12):

H* % OH' — H.0

H* + H* — H-

Toxiques
OH" + OH" — H,0,

Figure 12: recombinaisons possibles de la molécule d'eau

Si la premiere recombinaison n’est pas délétére, les deux autres sont a l'origine notamment de
radicaux (H20,, H,) trés réactifs, toxiques pour le milieu cellulaire car ils se comportent comme des
oxydants puissants attaquant les composés biologiques du milieu [102].

Pour les rayonnements a TEL élevé, le nombre d’ionisations dans le milieu suivant une trajectoire est
élevé. La différence de vitesse de migration de OHe et He va créer des zones de concentration
disjointes de ces radicaux, favorisant les recombinaisons homologues et donc la création de radicaux
H, et H,0, hautement réactifs. Ainsi, la production d’eau oxygénée, peut se faire méme en I'absence
d’oxygene dans le milieu.

A contrario, pour les rayonnements a faible TEL, le nombre d’ionisation suivant une trace sera moins
important. Il faudra donc plus de traces pour obtenir un méme nombre d’ionisations dans le milieu.
Les différentes trajectoires des traces vont s’interpénétrer, favorisant les recombinaisons
hétérologues :

OHes + He = H:0O

De 107 3 1073 secondes aprés I'interaction du rayonnement ionisant dans la matiére, se produisent
des réactions chimiques avec I'oxygéne du milieu. C’est ce que I'on nomme I'effet oxygene (Figure
13):

He + O = HO;ye
HOze + HOz» = HyOy + O

Figure 13: réactions de I'effet oxygene
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L’effet oxygéne prend une part importante dans les dégats engendrés aux tissus pour les
rayonnements a faible TEL [103].

Dans le cas d’'une molécule d’ADN, de structure chimique R-H, I'interaction avec les radicaux OHe
peut mener a des composés d’addition R-R’ (Figure 14):

RH + OH' — R" + H-0
RH + H* —3 R"* +H,

R + OH — ROH

R + R’ — RR'

Figure 14: interaction des radicaux avec ’ADN

2.1.2 Interaction directe

Les effets directs des rayonnements ionisants sont observés lorsque le rayonnement interagit
directement avec sa cible. Cependant cette interaction est beaucoup moins probable que I'interaction
indirecte avec les molécules d’eau.

2.2. Effets biologiques des rayonnements ionisants

Ces interactions sont a l'origine de lésions a I’échelle cellulaire. Ces atteintes peuvent toucher les
différents éléments constitutifs de la cellule : les organelles, le cytosquelette, le noyau et I’ADN. Ces
effets sont décrits en annexe (Annexe ll). Plus particulierement, lorsque 'ADN est touché, les
modifications induites sur le code génétique peuvent étre a I'origine de mutations transmissibles d’'une
cellule mere a une cellule fille. Puisque les interactions entre le vivant et les rayonnements ionisants
du milieu sont fréquentes, les organismes ont développé des mécanismes de réparation de I’ADN, afin
de conserver au maximum leur patrimoine génétique initial (Annexe Ill). Lorsque ces mécanismes sont
insuffisants, ou que les dommages cellulaires sont irréparables, le devenir de la cellule est engagé.

2.2.1 Mort cellulaire apres irradiation

Les modifications génétiques ou les altérations des composants cellulaires apres irradiation peuvent
étre soit |étales, aboutissant a la mort cellulaire (Figure 15), soit viables pouvant conduire a la
cancérisation.
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Figure 15: mécanismes de mort cellulaire [Université Catholique de Louvain]

2.2.1.1 Mort par nécrose

La nécrose est une mort cellulaire désorganisée avec libération du contenu cellulaire dans le milieu a
I’origine d’une réaction inflammatoire. La cellule nécrotique présente initialement une dilatation dite
oncose avec gonflement puis explosion des organites. Les lysosomes et les peroxysomes libérent des
enzymes lytiques dans le cytoplasme. Les phospholipases, lipoxygénases et sphingomyélinases
entrainent la perméabilisation de la membrane cellulaire puis la libération des composants dans
I’espace intercellulaire.

2.2.1.2 Mort par apoptose

L'apoptose est un phénoméne de mort cellulaire programmeée et contrélée. Une cellule en apoptose
est caractérisée par son isolement avec perte des jonctions inter-cellulaire (desmosomes), la
condensation de la chromatine, la fragmentation du noyau, la formation de vésicules contenant les
débris cellulaires et la dégradation de I’ADN en plusieurs fragments de 180 a 200 paires de bases (corps
apototiques) qui seront ensuite phagocytés. L’apoptose fait intervenir des voies de signalisation dont
les principaux acteurs sont les caspases (Cystein-ASPartate proteASE). On distingue les caspases
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initiant le processus d’apoptose, dites initiatrices, des caspases poursuivant le processus, dites
effectrices. L'initiation de I'apoptose peut se faire par voie intrinséque ou par voie extrinseque.

2.2.1.3.1. Voie intrinseque

Dans le cas de la voie intrinseque, I'apoptose est une réponse a des stress intra-cellulaires. L'apoptose
est initiée par des protéines régulatrices de la famille Bcl telles que Bax et Bak. Suite a un stress Bax
vient s’accrocher a la membrane externe des mitochondries [104] qui deviennent perméables. Le
cytochrome ¢ mitochondrial est libéré dans le cytosol, se lie avec la protéine Apaf-1 (Apoptosis
Protease-Activiting Factor-1) et forme I'apoptosome. D’autres facteurs mitochondriaux tels que
Smac/Diablo, Endonucléase G, Omi/HtrA2 et AIF sont libérés. L’apopostosome se lie a la procaspase 9,
I'active en caspase 9 initiatrice, menant a une cascade d’activation des caspases.

Le cytochrome c active également la production intracellulaire de réactifs oxygénés tels que, le radical
superoxyde (02 e-), le peroxyde d’hydrogéne (H202) et le radical hydroxyle (OHe), qui favorisent la
destruction des composants cellulaires. Il en est de méme pour I'endonucléase G libérée par le
cytochrome c.

2.2.1.3.2. Voie extrinseque

Le signal initial est extracellulaire, il active un récepteur membranaire de la famille TNF (Tumor
Necrosis Factor), tel FAS, TRAIL ou TNF-R1. Il y aura trimétrisation de ce récepteur qui active la
procaspase 8 intracellulaire en caspase 8 initiatrice. Cette activation nécessite un médiateur FADD (Fas-
associated death domain). Puis la caspase 8 déclenche la cascade apoptotique.

2.2.13 La mort par autophagie

En réponse a un stress, la cellule séquestre le contenu intracellulaire dans une vacuole, dite
autophagosome. L’autophagosome subit une maturation en vacuole dégradative avant fusion avec le
lysosome cellulaire. Les enzymes lysosomiales digerent le contenu de I'autophagosome.

2.2.2 La survie cellulaire

2.2.21 La sénescence

La sénescence est a mi-chemin entre la survie et la mort cellulaire. On distingue la sénescence par
raccourcissement des télomeres, qui est la réponse physiologique a la division cellulaire et donc au
vieillissement, de la sénescence indépendante des télomeres, activée notamment par I'exposition aux
rayonnements ionisants. Les mécanismes morphologiques et biochimiques sont cependant
semblables dans ces deux cas. Les dommages de I’ADN vont induire des protéines de signalisation et
de réparation de ’ADN. De 13, il y aura activation de p53 puis accumulation de p21WA™, un inhibiteur
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des kinases dépendantes des cyclines. La résultante de cette cascade biochimique est I'arrét du cycle
cellulaire. La cellule reste quiescente, mais il n’y a pas de mort cellulaire [105].

2.2.2.2 Mutation et cancérisation

Suite a une irradiation, le code génétique d’une cellule peut étre modifié, tout en conservant la viabilité
cellulaire. Il s’agit en général d’une défaillance des systémes de réparation de I’ADN a |'origine d’une
réparation infidéle au code génétique natif. Bien qu’il puisse tout a fait s’agir de mutations muettes,
c’est-a-dire sans conséquence sur la traduction protéique, ces mutations peuvent également étre a
I’origine de protéines différentes ou déficientes. In fine, de telles mutations génétiques si elles sont
transmises aux cellules filles lors de la division, peuvent étre a l'origine d’un gain ou d’une perte
fonctionnelle a I’échelle d’un groupe cellulaire.

Lorsqu’il y a cancérisation, ces mutations sont a I'origine d’un dysfonctionnement des mécanismes de
régulation cellulaire. La cellule mére et les cellules filles engendrées ne répondent plus a la régulation
de leur environnement.

Pour quantifier les effets biologiques d’un rayonnement ionisant, on a recours a une mesure
expérimentale standardisée : |'Efficacité Biologique Relative (EBR).

2.3. Notion d’Efficacité Biologique Relative (EBR)

Déterminer I'EBR d’un rayonnement ionisant correspond a une quantification relative de ses effets
biologiques dans des conditions standardisées. Les effets du rayonnement étudié sont comparés a un
rayonnement de référence connu.

Habituellement le rayonnement de référence considéré est un rayonnement X de faible TEL
(3KeV/um). L'ICRU (International Commission on Radiation Units) recommande les rayonnements Y
du ®°Co [106].

On a alors :
EBR = Dref/Dr

Avec Dref la dose du rayonnement de référence et Dr la dose du rayonnement étudier produisant les
mémes effets biologiques.

Les effets biologiques considérés sont la mortalité cellulaire ou I'incapacité définitive a se diviser
obtenues grace a un test de survie clonogénique.

La connaissance de I'EBR d’un rayonnement ionisant permet de prédire les effets biologiques des
irradiations volontaires réalisées dans un contexte expérimental ou médical, mais également de
réaliser une dosimétrie biologique en déterminant a partir de préléevements biologiques la dose
absorbée par un organisme vivant lors d’irradiations non maitrisées, dans un contexte accidentel par
exemple.
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L'EBR détermine le facteur de pondération du rayonnement (Wr) utilisé dans les calculs dosimétriques.
Effectivement, il y a plusieurs fagons d’appréhender la dose délivrée par un rayonnement ionisant.
Tout d’abord la dose absorbée (D), correspondant a la dose physique, c’est-a-dire I'énergie regue par
unité de masse, exprimée en Grey (Gy). A partir de la dose absorbée sera calculée la dose équivalente
(H) en tenant compte du facteur de de pondération du rayonnement, selon la formule :

H=DxWr
La dose équivalente est exprimée en Sievert (Sv).

Enfin, si I'on tient compte de la sensibilité du tissu irradié, pourra étre calculé la dose efficace (E) en
Sievert, en utilisant un facteur de sensibilité des tissus (Wt) :

E=HxWt

2.4. Cas de l'irradiation proton

Les caractéristiques physiques particuliéres des protons induisent des réactions biologiques parfois
différentes des autres sources de rayonnements ionisants (Tableau 4).

241 EBR

Pour un faisceau de protons de 65-260 MeV I'EBR calculée est de 1.1-1.2 [107]-[110]. Cependant, cette
valeur de I'EBR des protons est considérée comme peu précise puisque pouvant varier en fonction de
I’énergie du proton et la localisation de la cible le long du trajet du faisceau [111]-[113]. Effectivement,
comme nous l'avons vu précédemment, le dépo6t d’énergie du proton dans le milieu est plus important
au niveau du pic de Bragg. Il en est de méme pour I'EBR.

2.4.2 Lésions de ’ADN

Les lésions a type de cassures double-brin sont plus difficilement réparées que les cassures simple brin
et induisent de fait un taux de létalité cellulaire plus élevé. Différentes études ont cherché a prouver
que le taux de cassures double-brin est plus important lors d’une irradiation proton que d’une
irradiation aux rayonnements X ou y [114], [115]. Concernant les modifications épigénétiques et plus
particulierement la méthylation de I'ADN, les protons induisent plutdét une hyperméthylation
contrairement aux rayonnements X qui induisent plutét une hypométhylation. Le réle de ces
modifications épigénétiques dans le devenir de la cellule irradiée est encore débattu. Effectivement,
I’hypométhylation globale de I’ADN aurait pour conséquence une instabilité de I’ADN et une
augmentation du risque cancéreux par augmentation de I'expression de certains génes [116]. De la
méme maniére, I’hyperméthylation de génes suppresseurs de tumeur peut mener a la cancérisation
cellulaire [117]-[119].
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243 Apoptose

Plusieurs études décrivent une augmentation du taux de cellules apoptotiques suite a une irradiation
proton, comparativement a une irradiation photons [120], [121]. Lirradiation proton favoriserait
I’expression de certains signaux pro-apoptotiques : p38 [122], [123], JNK [122], [124], MAP (mitogen-
activated protein) [122], Bax, p 21 [121]. A contrario, I'irradiation photon activerait certains signaux de
survie : ERK (Signal regulated kinase) [122], [124], p21 [121].

2.4.4 Angiogenese

L'angiogenése est modifiée lors d’une irradiation photon. Plusieurs études montrent une
néovascularisation plus importante de la tumeur apres irradiation photon (réf). Cela s’explique par
I'induction de facteurs pro-angiogéniques tels que VEGF, IL-6 (interleukine 6), HIF-1a, bFGF. A
contrario, I'angiogenése semble inhibée suite a une irradiation proton [125], [126]. Puisque la
néovascularisation tumorale favorise la dissémination métastatique, I'irradiation proton permettrait
de réduire ce risque en comparaison avec |'irradiation photon.

245 Inflammation

Les facteurs pro-inflammatoires ont été rapportés dans plusieurs études comme surexprimés apres
une irradiation photon. D’autres études concernant l'irradiation proton rapportent une sous-
expression de facteurs proinflammatoires tels I'lL-6, I'lL-8 [127], TGF-B [128], IL-1 et Stat-5a. Cette
observation n’est pas considérée comme favorable a I’élimination tumorale puisque I'induction d’une
inflammation locale permettrait le recrutement de cellules immunitaires, aidant la destruction précoce
des cellules tumorales ayant perdu les signaux de surface de reconnaissance du « Soi » [129].
Cependant des études complémentaires sont nécessaires puisque d’autres études contredisent ces
résultats [130].

Photons Protons
EBR 1 1,1-1,2
Cassures double-brin - +
Epigénétique Hyperméthylation Hypométhylation
Apoptose - +
Angiogenése + -
Inflammation + -

Tableau 4 : Comparatif des principaux effets d'une irradiation protons par rapport a une irradiation photons.
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IV. Matériel et Méthodes

1. Modeles

1.1. Modele tumoral

La lignée cellulaire SK-Hepl a été choisie pour son fort potentiel prolifératif et son caractere
radiorésistant [131]. C'est une lignée cellulaire tumorale humaine isolée a partir du liquide d’ascite
d’un patient porteur d’un adénocarcinome hépatique [132]. Elle présente des caractéristiques
mésenchymateuses de dédifférenciation tumorale [133], [134].

La lignée tumorale a été obtenue auprés de la société ATCC®, HTB ™. Toutes les cellules étaient au
4™ passage aprés décongélation lors de I'inoculation.

Une étude préalable, faisant partie du projet de recherche rpPET, mené a I'Institut Pluridisciplinaire
Hubert Curien (IPHC) en collaboration avec le Centre de Lutte contre le Cancer Paul Strauss, a permis
de vérifier que la croissance tumorale pour une inoculation au petit animal (souris NMRI-nu/nu) en
sous-cutané (10° cellules en suspension) était rapide et homogéne. Le suivi de la croissance a été
réalisé par mesure du plus grand diameétre lésionnel et du diametre perpendiculaire au pied a coulisse.
Une taille cible a été définie pour le traitement, en rapport avec la profondeur atteignable par le
faisceau de proton utilisé pour le traitement, a savoir 5mm. La figure 16 résume les résultats de I'étude
préalable de croissance (n=15) avec une taille cible obtenue pour environ 80% des sujets a J5.

=#=—<3mm
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s post-injection tumarale

Figure 16: évolution du diamétre tumoral chez la souris nude en fonction du délai post-injection
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1.2. Modele animal

L'héte est un animal immunodéficient (NMRI-nu/nu), porteur de la mutation homozygote du géne
Foxnlnu appelée couramment le géne nude [135]. Ces souris sont athymiques, ne produisant pas de
lymphocytes T. Les souris nude (NMRI-nu/nu) de 6 semaines ont été obtenues aupres de Janvier labs.
Pendant toute la durée des expérimentations les souris étaient gardées en cage individuelle, et
nourries avec des granulés spécifiques. Leurs conditions d’élevage respectaient les directives
Européennes (Directive No. 86/609/ CEE). La tumeur était inoculée en sous-cutané de la région de la
cuisse par injection de cellules en suspension (10° cellules) a JO (n°Apofis 9101 et 3659).

2. Traitements

2.1. Chimiothérapie

La chimiothérapie employée dans les expérimentations est un inhibiteur de la Topoisomérase |, le
Topotécan. Le choix de cette chimiothérapie et la dose administrée se sont basés sur des données de
la littérature [93], [99], [100], [136], [137]. Effectivement la dose totale administrée, 12,5 mg/kg a été
rapportée comme la dose maximale tolérée chez le petit animal. L’étude de Guichard et al. [137]
menée sur le traitement par Topotécan du carcinome ovarien chez le petit animal avait pour but de
déterminer quel était le protocole d’administration optimal de cette dose totale pour obtenir le
maximum d’effet thérapeutique avec le minimum d’effets secondaires. A partir de ces données nous
avons retenu deux doses de traitement :

- une pleine dose de 12,5 mg/kg répartie en 10 injections intra-péritonéales, a raison de 1 injection par
jour de 1,25mg/kg, 5 jours par semaine, deux semaines d’affilée,

- une demi-dose de 6,25 mg/kg répartie en 10 injections intra-péritonéales a raison de 1 injection par
jour de 0,625mg/kg, 5 jours par semaine, deux semaines d’affilée.

Le Topotécan en poudre était divisé en 10 échantillons correspondants a la dose quotidienne suffisante
pour traiter I'ensemble du lot de souris. Le Topotécan était conservé a 5°C dans I'obscurité. Pour
obtenir la solution injectable en intra-péritonéal, le Topotécan était dilué au moment du traitement
avec 300 pL d’eau stérile et le pH ajusté a 4 a I'aide de 0,1 N HCl et 0,1 N NaOH. Enfin, la solution était
diluée avec du NaCl 0,9% (B.Braun VetCare®) pour obtenir un volume injectable d’au maximum 200 pL
par jour et par souris.

2.2. Protonthérapie : production

La production du faisceau d’irradiation proton a été réalisée a I'aide du cyclotron de la plateforme
CYRCE (CYclortron pour la Recherche et I'Enseignement) de I'lPHC. Le cyclotron de la plateforme est
un modele TR 24 de la société Advanced Cyclotron Systems, Inc. (ACSI®). Il s’agit d’un cyclotron de
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nouvelle génération a fort courant de faisceau (200uA extensible a 500pA) dont I’énergie maximal est
de 25MeV.

Le cyclotron fonctionne avec un apport initial de H- qui vont étre accélérés a raison de 50keV par quart
de tour. Puis le faisceau traverse une fine feuille de carbone placée sur son trajet afin d’induire la perte
de deux électrons pour former des protons.

De la le faisceau sera utilisé soit pour la production de radionucléides, aprés avoir interposé une cible
sur son trajet, soit pour l'irradiation.

Le faisceau d’irradiation traverse un collimateur de 10mm. Il s’agissait d’un faisceau d’énergie 25MeV
pour 'ensemble des expérimentations. Avant chaque utilisation, le faisceau protons était calibré avec
mesure de I'énergie initiale au niveau d’une cup, et a I'air a hauteur du site d’irradiation.

En fonction de I'énergie du faisceau nécessaire a l'irradiation, s’échelonnant de 25MeV a 1MeV, ce
dernier était dégradé par traversée d’une feuille d’aluminium d’épaisseur déterminée. Le programme
d’irradiation des tumeurs était calculé par I'équipe de I'IPHC et comprenait 20 plans d’irradiation
(Figure 17), répartis de la profondeur vers la surface, pour obtenir un pic de Bragg élargi ou SOBP
(Spread-Out Bragg Peak). Le diametre du faisceau était de 10mm. L’énergie du faisceau permettait
d’atteindre une profondeur d’irradiation de 10mm, ayant servi de base au choix de la taille tumorale
cible avant irradiation, permettant d’obtenir une irradiation homogene de I'ensemble du volume
tumoral.

Normal Tissues

A X-Ray Spread Out Bragg Peak
(SOBP}

Dose

Proton Beam

\

L 4

Depth from Body Surface

Figure 17 : Principe d'addition des pics de Bragg a différentes énergies pour obtenir le SOBP adapté a la tumeur [Sumitomo
Heavy Industries, Ltd]
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3. Imagerie TEP

3.1 Production de fluor 18

La production de fluor 18 a également été réalisée a I'aide du cyclotron de la plateforme CYRCE de
I'IPHC. Pour cela, était utilisé le faisceau de protons produit comme décrit ci-dessus a partir de
I"accélération des H-. Ce faisceau était ensuite dirigé sur une cible d’eau enrichie en oxygene 18 pour
mener a la réaction :

Bo+ 1p- BF+ §n

La demi-vie du fluor 18 ainsi produit est de 110 minutes.

3.2 Traceurs

3.2.1 8F-FDG

Le 8F-FDG utilisé pour les expérimentations a été produit par le laboratoire de la plateforme CYRCE de
I'IPHC. La dose moyenne employée était de 11 (+/- 1) MBq par souris. Le radiotraceur était dilué dans
du sérum physiologique 0,9% NaCl (B.Braun VetCare®) pour obtenir un volume injectable moyen de
180 L, (volume minimum de 155 pL). L'activité réellement injectée était calculée par mesure de
I'activité avant injection et mesure de 'activité résiduelle.

Pour les expérimentations au 8F-FDG, les souris nude devaient étre mises a jeun au moins 4 heures
avant linjection du radiotraceur. Les acquisitions étaient réalisées 45 minutes apres injection
intraveineuse (veine de la queue). Les souris étaient anesthésiées pendant la biodistribution, et lors de
I"acquisition pour obtenir une immobilisation pendant toute la durée de I'acquisition statique de 10
minutes.

3.2.2  BF-FLT

Le BF-FLT utilisé pour les expérimentations a été produit par le laboratoire de la plateforme CYRCE de
I'IPHC, selon une méthode décrite dans la littérature [138]. La dose moyenne employée était de 13 (+/-
1) MBq par souris. Le radiotraceur était dilué dans du sérum physiologique 0,9% NaCl (B.Braun
VetCare®) pour obtenir un volume injectable moyen de 180 pL. L'activité réellement injectée était
calculée par mesure de I'activité avant injection et mesure de 'activité résiduelle.

Les acquisitions étaient réalisées 90 minutes aprés injection intraveineuse. Pour I'acquisition, les souris
étaient anesthésiées pour obtenir une immobilisation toute la durée de I'acquisition statique de 10
minutes.
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3.3 Acquisitions et reconstruction

Les acquisitions étaient réalisées a I'aide d’'une caméra TEP dédiée au petit animal Inviscan®. Les
détecteurs de la caméra TEP sont composés de cristaux de type LYSO associés a des photodétecteurs.
Les caractéristiques de la caméra TEP sont décrites dans le tableau 5.

Sensibilité entre 250 keV et 750 keV 9,8%
Résolution spatiale 1,1 mm
Champ de vue axial 94 mm
Champ de vue transaxial 80 mm
Résolution en énergie 14%
Résolution temporelle 1,8ns

Tableau 5 : Caractéristiques de la caméra TEP petit animal Inviscan®

La reconstruction était de type OSEM (Ordered subset expectation) avec 8 itérations et 4 sous-
ensembles.

4. Confrontation a 'anatomopathologie

25 souris ont été sacrifiées a J21 afin de prélever la tumeur pour analyse anatomopathologique. Les
tumeurs étaient prélevées et fixées au formol 4% et inclues en blocs de paraffine. Les coupes étaient
réalisées au microtome a une épaisseur de 4 um puis étalées sur lames super frost plus® et séchées a
I'étuve a 52°C pendant une heure.

Les lames étaient ensuite passées a l'automate BENCHMARK Ultra de VENTANA pour
immunomarquage du Ki-67, un index de prolifération cellulaire, a partir d’un clone Mib-1 de DAKO
M7240, suivant le protocole : prétraitement par CC1 pendant 64 min et incubation avec I'anticorps de
32 min.

La mesure du Ki-67 a été réalisée sur 4 souris témoins, 5 souris traitées par chimiothérapie pleine dose,
4 souris traitées par irradiation proton a la dose de 10 Gy, 4 souris traitées par irradiation proton a 20
Gy, 4 souris traitées par irradiation proton a 10 Gy et Topotécan pleine dose et 4 souris traitées par
irradiation proton a 20 Gy et Topotécan pleine dose. Le Ki-67 était mesuré par comptage du
pourcentage de noyaux marqués dans la zone a I'activité mitotique la plus élevée de la coupe.
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5. Protocoles d’expérimentation

5.1. Protocole chimiothérapie

Le protocole de traitement par chimiothérapie (Figure 18) comprenait :
- L'inoculation des cellules tumorales a JO,

- Le traitement par chimiothérapie dose compléte ou demi-dose de J5 a J9 et de J12 a J16. Le début
du traitement a été choisi en fonction de I’étude préliminaire sur I'obtention de la taille tumorale
cible, de 5mm de diameétre, pour 80% des tumeurs a J5.

- Les examens TEP au *¥F-FDG ou au *¥F-FLT & J5, J12, J19, J26.

Jo

TOPOTECAN MM TOPOTECAN

Inoculation Imagerie Imagerie Imagerie Imagerie
cellules TEP TEP TEP TEP
tumorales

Figure 18: schéma récapitulatif du protocole expérimental de chimiothérapie

Sept souris ont été inclues dans le groupe contrdle suivi par imagerie au ¥F-FDG et neuf dans le
groupe contrdle suivi par imagerie au ®F-FLT. Les groupes contrdles correspondaient a des souris
xénogreffées mais non traitées.

Onze souris ont été inclues dans le groupe traité par chimiothérapie dose compléte, 15 dans le groupe
traité par demi-dose, pour les acquisitions au F-FDG. Les critéres d’exclusion étaient la mort de
I’animal avant la fin du protocole ou I'absence de donnée d’une acquisition pour cause de probleme
technique lié a I'injection du radiotraceur ou a I'acquisition.

Neuf souris ont été inclues dans le groupe traité par chimiothérapie dose complete, 6 dans le groupe
traité par demi-dose, pour les acquisitions au *8F-FLT.

5.2. Protocole protonthérapie

Le protocole de protonthérapie (Figure 19) comprenait :

- L'inoculation des cellules tumorales a JO,

- Lirradiation proton a une dose de 5, 10 ou 20 Gy en une fraction a J7,
- Les examens TEP au F-FDG ou au 8F-FLT a J6, J12, J18, J25.
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J7 irradiation

Inoculation Imagerie TEP  Imagerie TEP Imagerie TEP Imagerie TEP
cellules ) )
tumorales

Figure 19: schéma récapitulatif du protocole expérimental de protonthérapie

Pour des raisons techniques, les jours I'imagerie TEP du protocole d’irradiation par protons n’ont pas
pu étre parfaitement calés sur les jours d’imagerie du protocole de chimiothérapie.

Cing souris étaient inclues dans le groupe traité par 5 Gy, 6 dans le groupe traité par 10 Gy et 7 dans
le groupe traité par 20 Gy, pour acquisitions au ¥F-FDG.

Six souris étaient inclues dans le groupe traité par 5 Gy, 13 dans le groupe traité par 10 Gy et 9 dans le
groupe traité par 20 Gy, pour les acquisitions au 8F-FLT.

5.3. Protocole potentialisation chimio-protonthérapie

Le protocole de potentialisation chimio-protonthérapie (Figure 20) comprenait :
- L'inoculation des cellules tumorales a JO,

- Le traitement par chimiothérapie dose complete de J5 a J9 et de J12 a J16,

- Lirradiation proton a une dose de 5, 10 ou 20 Gy en une fraction a J6,

- Les examens TEP au *®F-FDG ou au 8F-FLT a J19 et J26.

Je

Jo

TOPOTECAN B TOPOTECAN

Inoculation Dél_)ut Imagerie ke
cellules traitement par TEP TEP
tumorales  Topotécan

Figure 20: schéma récapitulatif du protocole expérimental de radio-chimiothérapie
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Les jours d’imagerie du protocole de potentialisation ont été choisis apres étude des résultats des deux
autres protocoles afin de s’affranchir de potentiels biais de fixation comme I'inflammation post-
radiothérapie, et de saisir les moments clés du traitement (reprise tumorale).

La recherche de potentialisation entre les deux types de traitements a été réalisée, pour les images au
BE_-FDG, sur 7 souris du groupe chimiothérapie et irradiation 5 Gy, 6 souris du groupe chimiothérapie
et irradiation 10 Gy, et 6 souris du groupe chimiothérapie et irradiation 20 Gy.

Pour les images au 8F-FLT, sur 6 souris du groupe chimiothérapie et irradiation 5 Gy, 5 souris du
groupe chimiothérapie et irradiation 10 Gy, et 6 souris du groupe chimiothérapie et irradiation 20 Gy.

Les effectifs des différents groupes sont résumés dans le tableau en annexe (Annexe V).

6. Traitement des données

6.1. Logiciel de traitement des données et parameétres étudiés

Le logiciel employé était le logiciel Pmod®. Il permet la visualisation des acquisitions avec
reconstructions dans le plan axial, sagittal et coronal (Figure 21). Les résultats étaient considérés
comme significatifs pour p<0.05.

Ba) b)

Région témoin cuisse

Tumeur

T1 -

Tumeur

Vi

Figure 21: visualisation de acquisitions a partir du logiciel Pmod®. A : Maximum Intensity Projection. B a) coupe sagittale, b)
coupe frontale, c) coupe axiale. En bleu foncé, contour tumoral. En rose, contour du volume a 40% de la SUVmax. En bleu
clair, région témoin de la cuisse controlatérale.
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La tumeur était alors délinéée coupe par coupe. Une région témoin de 1mm?3 était délinéée au niveau
du muscle de la cuisse controlatérale et un volume de 1mm? était également délinéé au niveau du foie.
Ce volume de 1mm? avait été choisi pour obtenir une région témoin relativement homogéne
correspondant a du tissu graisseux de la cuisse controlatérale en évitant les tissus musculaire ou
osseux. Pour la région témoin du foie, deux volumes ont été délinéés : 1mm?3 et 2mm?. Les résultats
n’étant pas statistiquement différents, il a été choisi de conserver les données de la mesure de Imm3.

Les parametres relevés dans ces volumes étaient :

- La SUV maximale (SUVmax) de la tumeur, de la région témoin controlatérale et de la région
témoin du foie, définies par :

Fixation maximale dans la région d'interét (kBq/ml) x Poids total de l'animal (g)
SUVmax =

Activité injectée (kBq) x Masse volumique eau (g/ml)

- La SUV moyenne (SUVmean) de la tumeur et de la région témoin du foie, définie par :

Moyenne de la fixation dans la région d'interét (kBq/ml) x Poids total l'animal (g)
SUVmean =

Activité injectée (kBq)x Masse volumique eau (g/ml)

A partir de la SUVmax de la tumeur, était contouré un volume correspondant a un seuillage a 40% de
la SUVmax (I'on ne conservait que les 40% les plus fixants du volume initial) (Figure 22).

100% SUVmax

Seuillage
A0%
B0%

Figure 22: Principe du seuillage 40%.

Le but de ce seuillage était de s’affranchir du caractére opérateur dépendant de la délinéation initiale
de la tumeur. Dans ce volume délimité a 40% de la SUV max, étaient relevés :

- La SUV maximale (SUVmax 40%)
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- La SUV moyenne (SUVmean 40%)
- Levolume tumoral (Volume tumoral 40%)

A partir de ces données était également calculé un parametre composite correspondant au produit :

SUVmean 40% x Volume 40%

Ce parameétre est appelé index d’activité tumorale.
L’'ensemble des mesures était réalisé sur chacune des acquisitions du protocole.

Les données concernant un groupe de souris étaient moyennées. Pour la présentation des résultats,
les moyennes des mesures comparées ont été normalisées sur la premiere imagerie (rapportée a une
valeur de 1).

Pour la recherche de potentialisation, les pentes de croissance ou de décroissance entre les mesures
réalisées a J19 et J26 ont été calculées et comparées aux pentes des mesures réalisées a J19 et J26
pour la chimiothérapie, et aux pentes des mesures réalisées a J18 et J25 pour la protonthérapie. Les
parameétres étudiés étaient la SUVmax de la tumeur et I'index d’activité tumorale.

6.2. Statistiques

L’étude comparative a partir des données quantitatives était réalisée sur le logiciel StatXact® par test
de Mann-Whitney exact. Pour les études longitudinales était utilisé le test de Mann-Whitney exact
stratifié. Les résultats étaient considérés comme significatifs pour p<0.05.
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V. Résultats

1. Volumes tumoraux mesurés

La mesure du volume tumoral au pied a coulisse met en évidence une croissance au cours du temps
du volume tumoral des souris du groupe contréle (n=12) (Figure 23). Cette croissance est significative
(p<0.05) a partir de J12. Il en est de méme pour les souris traitées par chimiothérapie demi-dose (n=11)
dont la croissance est significative a partir de J14. Le volume tumoral des souris traitées par
chimiothérapie pleine dose (n=13) ne présente pas de variation significative et est considérée comme
stable. Le volume tumorale mesuré est significativement différent entre les groupes traités a pleine
dose et demi-dose a partir de J16.

Evolution de la moyenne du volume tumoral
160
140
120
100 I
80

60 T
40 ! ! !

20

Volume tumoral (en mm3)

15 17 19 J12 J14 J16 J19 J21 123

Jours post-injection de cellules tumorales

=@=—Controle ==@==Topotécan 1,25mg/kg/jour Topotécan 0,625mg/kg/jour

Figure 23: évolution de la moyenne du volume tumoral, en fonction de la dose de chimiothérapie

Concernant les souris traitées par irradiation (Figure 24), le volume tumoral est décroissant au cours
du temps, quelle que soit la dose. Cette décroissance est significative dés J9 dans le groupe traité a
5Gy (n=11), et a partir de J12 pour les groupes traités a 10 Gy (n=19) et 20 Gy (n=16). Il n’est pas mis
en évidence de croissance significative de ces courbes pour un éventuel échappement thérapeutique.
La différence entre le groupe contréle (n=12) et les souris traitées par protonthérapie est significative
a partir de J9 pour les groupes traités a 5 et 10 Gy et a partir de J12 pour le groupe traité a 20 Gy.
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Evolution de la moyenne du volume tumoral
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Figure 24: évolution de la moyenne du volume tumoral, en fonction de la dose de protonthérapie

2. BF-FDG

2.1. Groupe contrdle au ®F-FDG
La moyenne normalisée de la SUVmax du groupe contréle étaitde 1aJ5,1,47 aJ12, 1,41 aJ)19 et 2,03
al2e6.

La moyenne normalisée de la SUVmean 40% du groupe contréle était de 1 a J5, 1,43 aJ12,1,36 a J19
et 1,97 a J26.

La moyenne normalisée du volume tumoral 40% de la SUVmax du groupe contrdle était de 1aJ5, 1,55
alJl2,2,93al19et 2,67 aJ26.

La moyenne normalisée de I'index d’activité tumorale du groupe controle était de 1 a J5, 2,16 a J12,
4,00aJ19 et 5,37 aJ26.

Les mesures de SUVmax, SUVmean 40% et de l'index d’activité tumorale, présentent une
augmentation statistiquement significative entre chacun des points de mesure.

2.2. Régions témoins

Les mesures de SUVmax dans les régions témoins ne présentent pas de variation statistiquement
significative et sont donc considérées comme stables (Figures 25 et 26).
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Moyenne normalisée des SUVmax des régions

témoins
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==@==RT foie Topotécan

Figure 25: évolution de la moyenne normalisée de la SUVmax des régions témoins (RT), au 18F-FDG, des tumeurs traitées par
chimiothérapie
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Figure 26: évolution de la moyenne normalisée de la SUVmax des régions témoins (RT), au 18F-FDG, des tumeurs traitées par

protonthérapie

2.3.  Chimiothérapie

231 SUVmax

La moyenne normalisée de la SUVmax (Figure 27) du groupe traité a dose compléte était de 1 a J5,
1,143J12,1,23aJ19et 1,57 aJ26. Ces mesures présentent une croissance statistiquement significative
entre J19 et J26. La différence avec le groupe contrdle est significative a J19 et J26.
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La moyenne normalisée de la SUVmax du groupe traité a demi-dose était de 1 aJ5,1,20aJ12,1,31a
J19 et 1,50 a J26. Ces mesures présentent une croissance statistiquement significative entre J12 et J26.
La croissance observée de la fixation est donc plus précoce que dans le groupe traité a dose compléte.
La différence avec le groupe traité a dose compléte est significative a J19.

Moyenne normalisée de la SUVmax,
au 8F-FDG
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Figure 27: évolution de la moyenne normalisée de la SUVmax, au 18F-FDG, des tumeurs traitées par chimiothérapie,
comparativement au groupe contréle

2.3.2 SUVmean 40%

La moyenne normalisée de la SUVmean 40% (Figure 28) du groupe traité a dose compléte étaitde 1 a
J5, 1,17 a J12, 1,09 a J19 et 1,59 a J26. Ces mesures présentent une croissance statistiquement
significative entre J19 et J26. La différence avec le groupe contréle est significative a J12, J19 et J26.

La moyenne normalisée de la SUVmean 40% du groupe traité a demi-dose était de 1 a J5, 1,15 a J12,
1,27 aJ19 et 1,45 a J26. Ces mesures présentent une croissance statistiquement significative entre J12
et J26. Il n'y a pas de différence significative avec le groupe traité a dose complete.
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Figure 28: évolution de la moyenne normalisée de la SUVmean 40%, au 18F-FDG, des tumeurs traitées par chimiothérapie,
comparativement au groupe contréle

2.3.3 Volume tumoral 40%

La moyenne normalisée du volume tumoral 40% (Figure 29) du groupe traité a dose compléte était de
1alJ5,0,68aJ)12,0,84 aJ19 et 1,23 a J26. Ces mesures présentent une décroissance statistiquement
significative entre J5 et J12, puis une croissance entre J19 et J26. La différence avec le groupe contrdle
est significative a J12, J19 et J26.

La moyenne normalisée du volume tumoral 40% du groupe traité a demi-dose était de 1 a J5, 1,09 a
J12,1,80aJ19 et 2,58 a J26. Ces mesures présentent une croissance statistiquement significative entre
J12 et J26. La différence avec le groupe traité a dose complete est significative a J19.
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Moyenne normalisée du volume tumoral 40%, au

18F_FDG
]
5 * *
4
3 *
2
1
]
-1 5 J10 115 120 125
-2

Jours post-injection de cellules tumorales

g COMITOE e Topotecan 1,25me/kg/jour  ——ge=Topotécan 0,625mg/ke/jour
%% p<0,05 comparativement au groupe controle

Figure 29: évolution de la moyenne normalisée du volume tumoral 40%, au 18F-FDG, des tumeurs traitées par
chimiothérapie, comparativement au groupe contréle

234 Index d’activité tumorale

La moyenne normalisée de I'index d’activité tumorale (Figure 30) du groupe traité a dose compléte
était de 1 a J5, 0,69 a J12, 0,88 a J19 et 1,69 a J26. Ces mesures présentent une décroissance
statistiquement significative entre J5 et J12, puis une croissance entre J19 et J26. La différence avec le
groupe controle est significative a J12, J19 et J26.

La moyenne normalisée de I'index d’activité tumorale du groupe traité a demi-dose était de 1 a J5,
1,21aJ12,2,09aJ19 et 3,22 aJ26. Ces mesures présentent une croissance statistiquement significative
entre J12 et J26. La différence avec le groupe traité a dose compléte est significative a J19 et J26.
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Figure 30: évolution de la moyenne normalisée de I'index d’activité tumorale, au 18F-FDG, des tumeurs traitées par
chimiothérapie, comparativement au groupe contréle

Les images TEP au BF-FDG réalisées lors du protocole de traitement par chimiothérapie nous
permettent de visualiser une fixation du *®F-FDG par la tumeur (Figure 31) qui se détache du bruit de
fond environnant. La tumeur peut étre délinéée. La fixation tumorale est différente de celle des régions
contrdles dessinées dans la patte controlatérale et du parenchyme hépatique.

"
:>.‘ id

Figure 31: imagerie du petit animal au 18F-FDG au cours du traitement par chimiothérapie pleine dose. La fleche indique la
xénogreffe sous-cutanée.

.
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La fixation tumorale est significativement différente entre les groupes traités et le groupe contrdle,
quel que soit le parameétre mesuré. Cela témoigne de I'efficacité du traitement. Cependant, il persiste
une croissance statistiquement significative de I'’ensemble des paramétres mesurés, pour les souris
traitées par Topotécan. Nous en déduisons que |'efficacité du traitement est insuffisante a empécher
totalement le développement tumoral. De plus, les mesures du volume tumoral 40% et de I'index
d’activité tumorale mettent en évidence des différences significatives entre le groupe traité a demi-
dose et le groupe traité a pleine dose, faisant évoquer une différence d’efficacité thérapeutique entre
les deux doses de chimiothérapie.

2.4. Protonthérapie

241 SUVmax

La moyenne normalisée de la SUVmax (Figure 32) du groupe traité a 5Gy était de 1 a J6, 0,88 a J12,
0,54 a J18, et 0,69 a J25. Ces mesures présentent une croissance significative entre J18 et J25. La
différence avec le groupe contréle est significative a J18 et J25.

La moyenne normalisée de la SUVmax du groupe traité a 10Gy étaitde 1aJ6, 1,29 aJ12,0,94 a J18, et
0,71 a J25. Ces mesures présentent une décroissance statistiquement significative entre J12 et J18. La
différence avec le groupe contréle est significative a J18 et J25.

La moyenne normalisée de la SUVmax du groupe traité a 20Gy était de 1 a J6, 1,19 a J12, 1,14 a J15,
0,90 a J18, 0,82 a J22, et 0,69 a J25. Ces mesures présentent une décroissance statistiquement
significative entre J12 et J18. La différence avec le groupe contréle est significative a J18 et J25.

La moyenne normalisée de la SUVmax du groupe traité a 5 Gy est significativement inférieure de celles
des souris traitées a 10 et 20 Gy a J12.

Moyenne normalisée de la SUVmax,
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Figure 32: évolution de la moyenne normalisée de la SUVmax, au 18F-FDG, des tumeurs traitées par protonthérapie,
comparativement au groupe contréle

72



2.4.2 SUVmean 40%

La moyenne normalisée de la SUVmean 40% (Figure 33) du groupe traité a 5Gy était de 1 aJ6, 0,91 a
J12,0,55 aJ18, et 0,71 a J25. Ces mesures ne présentent pas de variation statistiquement significative.
La différence avec le groupe contrdle est significative a J 12, J18 et J25.

La moyenne normalisée de la SUVmean 40% du groupe traité a 10 Gy étaitde 1a J6, 1,23 aJ12,0,84 a
J18, et 0,69 a J25. Ces mesures présentent une décroissance statistiquement significative entre J12 et
J18. La différence avec le groupe contréle est significative aJ 12, J18 et J25.

La moyenne normalisée de la SUVmean 40% du groupe traité a 20Gy étaitde 1 aJ6, 1,20aJ12,0,90 a
J18, et 0,70 a J25. Ces mesures présentent une décroissance statistiquement significative entre J12 et
J18. La différence avec le groupe contréle est significative a J 12, J18 et J25.

La moyenne normalisée de la SUVmean 40% du groupe traité a 5 Gy est significativement inférieure
de celles des souris traitées a 10 et 20 Gy a J12.
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Figure 33: évolution de la moyenne normalisée de la SUVmean 40%, au 18F-FDG, des tumeurs traitées par protonthérapie,
comparativement au groupe contréle

2473 Volume tumoral 40%

La moyenne normalisée du volume tumoral 40% (Figure 34) du groupe traité 5Gy était de 1 a J6, 0,77
a J12, 0,68 a J18, et 0,61 a J25. Ces mesures ne présentent pas de variation statistiquement
significative. La différence avec le groupe contréle est significative a J18 et J25.

La moyenne normalisée du volume tumoral 40% du groupe traité 10 Gy étaitde 1a J6, 0,66 aJ12, 0,59
a J18, et 0,43 a J25. Ces mesures ne présentent pas de variation statistiquement significative. La
différence avec le groupe contréle est significative a J12, J18 et J25.
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La moyenne normalisée du volume tumoral 40% du groupe traité 20 Gy était de 1a J6, 0,67 aJ12, 0,36
a J18, et 0,40 a J25. Ces mesures présentent une décroissance statistiquement significative entre J12
et J18. La différence avec le groupe contréle est significative a 112, J18 et J25.
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Figure 34: évolution de la moyenne normalisée du volume tumoral 40%, au 18F-FDG, des tumeurs traitées par
protonthérapie, comparativement au groupe contréle

244 Index d’activité tumorale

La moyenne normalisée de I'index d’activité tumorale (Figure 35) du groupe traité a 5Gy étaitde 1 a
J6, 0,67 a J12, 0,38 a J15, 0,39 a J18, et 0,45 a J25. Ces mesures ne présentent pas de variation
statistiquement significative. La différence avec le groupe contréle est significative a J12, J18 et J25.

La moyenne normalisée de I'index d’activité tumorale du groupe traité a 10Gy était de 1 a J6, 0,78 a
J12, 0,46 a J18, et 0,26 a J25. Ces mesures présentent une décroissance statistiquement significative
entre J12 et J18. La différence avec le groupe contréle est significative a J12, J18 et J25.

La moyenne normalisée de I'index d’activité tumorale du groupe traité a 20Gy était de 1 a J6, 0,71 a
J12, 0,24 a J18, et 0,25 a J25. Ces mesures présentent une décroissance statistiquement significative
entre J12 et J18. La différence avec le groupe contréle est significative a J12, J18 et J25.

La moyenne normalisée de I'index d’activité tumorale est statistiquement significative entre le groupe
traité a 5Gy et les groupes traités a 10 et 20 Gy a J25.
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Figure 35: évolution de la moyenne normalisée de I'index d’activité tumorale, au 18F-FDG, des tumeurs traitées par
protonthérapie, comparativement au groupe contréle

Les examens TEP au 8F-FDG sur les souris traitées par protonthérapie mettent en évidence (Figure 36)
une différence statistiquement significative de la fixation avec les souris témoins, quelle que soit la
dose, ce qui témoigne de I'efficacité de ce traitement. Cette différence est supérieure a celle visualisée
en cours de chimiothérapie. De plus, les différents paramétres mesurés sont stables ou en
décroissance au cours des expérimentations, contrairement aux mesures réalisées dans le protocole
chimiothérapie qui sont croissantes. L'efficacité de la protonthérapie serait supérieur a celle de la
chimiothérapie.

La mesure de I'index d’activité tumorale met en évidence une différence statistiquement significative
entre le groupe traité a 5Gy et les groupes traités a 10 et 20 Gy a J25, la mesure réalisée aprés
traitement a 5Gy étant supérieure. Cette différence sera discutée plus loin.
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Figure 36: imagerie du petit animal au 18F-FDG au cours du traitement par protonthérapie 10 Gy. La fléche indique la
xénogreffe sous-cutanée

3. 18F-FLT

3.1. Groupe contrdle au 8F-FLT

La moyenne normalisée de la SUVmax du groupe controle était de 1aJ5,1,70aJ12, 1,97 aJ19 et 2,52
al26.

La moyenne normalisée de la SUVmean 40% du groupe contréle était de 1 a J5, 1,62 aJ12, 1,65 a J19
et 2,24 aJ26.

La moyenne normalisée du volume tumoral 40% de la SUVmax du groupe contréle était de 1 a J5, 2,90
alJl2,3,18aJ19et 2,71 3 J26.

La moyenne normalisée de I'index d’activité tumorale du groupe controle était de 1 a J5, 3,33 a J12,
4,653aJ19 et 5,81 aJ26.

Les mesures de SUVmax, SUVmean 40%, du volume 40% et de I'index d’activité tumorale, présentent
une augmentation statistiquement significative entre chacun des points de mesure.
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3.2. Régions témoins

La moyenne normalisée de la SUVmax du groupe traité par chimiothérapie a dose complete dans la
région témoin de la cuisse (Figure 37), présente une croissance statistiquement significative entre J19

et J26.

Cette croissance n’existe pas sur la mesure de la SUVmax de la région témoin du foie.
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Figure 37: évolution de la moyenne normalisée de la SUVmax des régions témoins (RT), au 18F-FLT, des tumeurs traitées par
chimiothérapie

Dans le groupe traité par irradiation proton, les mesures de SUVmax dans les régions témoins (Figure
38) ne présentent pas de variation statistiquement significative et sont donc considérées comme

stables.
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Figure 38: évolution de la moyenne normalisée de la SUVmax des régions témoins, au 18F-FLT, des tumeurs traitées par
protonthérapie

3.3. Chimiothérapie

331 SUVmax

La moyenne normalisée de la SUVmax (Figure 39) du groupe traité a dose compléte était de 1 a J5,
1,39aJ12,1,72aJ19et 1,66 aJ26. Ces mesures présentent une croissance statistiquement significative
entre J5 et J12. La différence avec le groupe controle est significative aJ12, J19 et J26.

La moyenne normalisée de la SUVmax du groupe traité a demi-dose était de 1 aJ5, 1,65 a J12, 1,54 a
J19 et 1,39 a J26. Ces mesures présentent une croissance statistiquement significative de J5 a J19. lI
n’y a pas de différence significative avec le groupe traité a dose compléte. La différence avec le groupe
controdle est significative a J26.
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Figure 39: évolution de la moyenne normalisée de la SUVmax, au 18F-FLT, des tumeurs traitées par chimiothérapie,
comparativement au groupe contréle

3.3.2 SUVmean 40%

La moyenne normalisée de la SUVmean (Figure 40) du groupe traité a dose compléte était de 1 a J5,
1,51aJ12,2,26aJ19 et 2,66 aJ26. Ces mesures présentent une croissance statistiquement significative
entre J5 et J26. Il n’y a pas de différence significative avec le groupe contréle.

La moyenne normalisée de la SUVmean du groupe traité a demi-dose étaitde 1aJ5,1,83aJ12,1,71a
J19 et 1,54 a J26. Ces mesures présentent une croissance statistiquement significative entre J5 et J26.
La différence avec le groupe traité a dose compléete est significative a J26.

Moyenne normalisée de la SUVmean,
au *8F-FLT

lours post-injection de cellules tumorales

g COMETO e g ToOpotecan 1,25mg/ kg /jour  —mge=Topotécan 0,625meg/ke/jour
%% pP<0,05 comparativement au groupe contrdle

Figure 40: évolution de la moyenne normalisée de la SUVmean 40%, au *8F-FLT, des tumeurs traitées par chimiothérapie,
comparativement au groupe contréle
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3.3.3 Volume tumoral 40%

La moyenne normalisée du volume tumoral 40% (Figure 41) du groupe traité a dose compléte était de
1aJ5,1,29aJ)12,1,76 aJ19 et 1,56 a J26. Ces mesures ne présentent pas de variation significative
dans le temps (croissance ou décroissance). La différence avec le groupe controéle est significative a J19
et J26.

La moyenne normalisée du volume tumoral 40% du groupe traité a demi-dose était de 1 a J5, 1,55 a
J12,2,01aJ19 et 2,35 aJ26. Ces mesures présentent une croissance statistiquement significative entre
J12 et J26. La différence avec le groupe traité a dose complete est significative a J26.

Moyenne normalisée du volume 40%,

au ¥F-FLT
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B
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%k p<0,05 comparativement au groupe contrdle

Figure 41: évolution de la moyenne normalisée du volume tumoral 40%, au 18F-FLT, des tumeurs traitées par chimiothérapie,
comparativement au groupe contréle

3.34 Index d’activité tumorale

La moyenne normalisée de I'index d’activité tumorale (Figure 42) du groupe traité a dose compléete
était de 1 a J5, 1,95 a J12, 4,35 a J19 et 4,13 a J26. Ces mesures présentent une croissance
statistiquement significative entre J5 et J19, puis se stabilisent. La différence avec le groupe contrdle
est significative a J12.

La moyenne normalisée de I'index d’activité tumorale du groupe traité a demi-dose était de 1 a J5,
2,72aJ12,3,08aJ19 et 3,10 aJ26. Ces mesures présentent une croissance statistiquement significative
entre J5 et J26. Il n’y a pas de différence significative avec le groupe traité a dose compléte.
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Figure 42: évolution de la moyenne normalisée de I'index d’activité tumorale, au '8F-FLT, des tumeurs traitées par
chimiothérapie, comparativement au groupe contréle

Tout comme pour les images réalisées au ¥F-FDG, le 8F-FLT nous permet de différencier la tumeur de
son environnement. La délinéation et la mesure des différents paramétres est possible. L'intensité de
fixation de la tumeur est supérieure a celle mesurée sur les images réalisées au ¥F-FDG. Cependant, il
est observé une fixation aspécifique du squelette hématopoiétique et de la rate a partir de J18, en
rapport avec la stimulation de I’"hématopoiése en cours de chimiothérapie par inhibiteurs de la
Topoisomérase | (Figure 43).

L ¢t ¢ 126
Hyperfixation "
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hématopoiétig
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o

Figure 43: imagerie du petit animal au 18F-FLT au cours du traitement par chimiothérapie pleine dose. La fléeche indique la
xénogreffe sous-cutanée

81



Cette hyperfixation peut géner l'interprétation mais surtout la mesure quantitative fiable des
parameétres étudiés. Dans nos expérimentations, on observe une croissance significative de la fixation
dans la région témoin de la cuisse controlatérale pendant le traitement par chimiothérapie, quelle que
soit la dose. Cette croissance est interprétée comme l'inclusion d’une partie du signal parasite de la
moelle hématopoiétique du fémur dans la ROI de la cuisse. A contrario, la fixation de la région témoin
du foie est stable dans le temps.

Concernant la prolifération tumorale au cours du traitement, on retrouve une relative efficacité de la
chimiothérapie, quelle que soit la dose. Effectivement, le niveau de fixation tumoral est
statistiquement inférieur de celui des souris témoins. Il persiste cependant une augmentation de la
prolifération tumorale au cours du temps, témoignant d’une croissance tumorale ralentie mais non
stoppée.

3.4. Protonthérapie

341 SUVmax

La moyenne normalisée de la SUVmax (Figure 44) du groupe traité a 5Gy était de 1 a J6, 1,31 a J12,
1,94 a J18, et 1,16 a J25. Ces mesures présentent une croissance statistiquement significative entre
J12 et J18 puis une décroissance significative entre J18 et J25. La différence avec le groupe contréle est
significative a J25.

La moyenne normalisée de la SUVmax du groupe traité a 10Gy étaitde 1aJ6, 1,26 aJ12,1,18 3 J18, et
1,37 aJ25. Ces mesures ne présentent pas de variation statistiquement significative. La différence avec
le groupe controle est significative a J18 et J25.

La moyenne normalisée de la SUVmax du groupe traité a 20Gy étaitde 1 a J6, 0,96 a J12, 1,04 a J18, et
0,87 a J25. Ces mesures ne présentent pas de variation significative dans le temps. La différence avec
le groupe controle est significative a J12, J18 et J25.
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Figure 44: évolution de la moyenne normalisée de la SUVmax, au 18F-FLT, des tumeurs traitées par protonthérapie,
comparativement au groupe contréle

3.4.2 SUVmean 40%

La moyenne normalisée de la SUVmean 40% (Figure 45) du groupe traité a 5Gy était de 1 a J6, 1,25 a
J12,1,53 aJ18, et 1,48 a J25. Ces mesures ne présentent pas de variation statistiquement significative.
La différence avec le groupe controle est significative a J25.

La moyenne normalisée de la SUVmean 40% du groupe traité a 10 Gy étaitde 1al6, 1,24 3aJ12,1,21a
J18, et 1,32 a J25. Ces mesures ne présentent pas de variation statistiquement significative. La
différence avec le groupe contréle est significative a J12, J18 et J25.

La moyenne normalisée de la SUVmean 40% du groupe traité a 20Gy étaitde 1 aJ6,1,04aJ12,1,02 a
J18, et 0,88 a J25. Ces mesures ne présentent pas de variation significative dans le temps. La différence
avec le groupe controle est significative a J12, J18 et J25.
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Figure 45: évolution de la moyenne normalisée de la SUVmean 40%, au 18F-FLT, des tumeurs traitées par protonthérapie,
comparativement au groupe contréle

343 Volume tumoral 40%

La moyenne normalisée du volume tumoral 40% (Figure 46) du groupe traité 5Gy était de 1 a J6, 1,43
al12,0,78 aJ18, et 1,43 aJ25. Ces mesures ne présentent pas de variation significative dans le temps.
La différence avec le groupe controle est significative a J18 et J25.

La moyenne normalisée du volume tumoral 40% du groupe traité 10 Gy étaitde 1aJ6, 1,07 aJ12, 0,64
a J18, et 1,11 a J25. Ces mesures présentent une décroissance statistiquement significative entre J12
et J18 puis une croissance significative entre J18 et J25. La différence avec le groupe contréle est
significative a J18 et J25.

La moyenne normalisée du volume tumoral 40% du groupe traité 20 Gy était de 1 aJ6, 1,05 aJ12, 0,95
a J18, et 1,16 a J25. Ces mesures ne présentent pas de variation significative dans le temps. La
différence avec le groupe contréle est significative a J18 et J25.
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Figure 46: évolution de la moyenne normalisée du volume tumoral 40%, au 18F-FLT, des tumeurs traitées par protonthérapie,
comparativement au groupe contréle

3.4.4 Index d’activité tumorale

La moyenne normalisée de I'index d’activité tumorale (Figure 47) du groupe traité a 5Gy était de 1 a
J6,1,70aJ12, 1,20 a J18, et 2,05 a J25. Ces mesures ne présentent pas de variation significative dans
le temps. La différence avec le groupe contrdle est significative a J18 et J25.

La moyenne normalisée de I'index d’activité tumorale du groupe traité a 10Gy était de 1 a J6, 1,21 a
J12, 0,74 2 )18, et 1,50 a J25. Ces mesures présentent une décroissance statistiquement significative
entre J12 et J18 puis une croissance significative entre J18 et J25. La différence avec le groupe controle
est significative a J12, J18 et J25.

La moyenne normalisée de I'index d’activité tumorale du groupe traité a 20Gy était de 1 a J6, 0,81 a
J12, 0,83 2 J18, et 0,90 a J25. Ces mesures ne présentent pas de variation significative dans le temps.
La différence avec le groupe controle est significative a J12, J18 et J25.

La moyenne normalisée de I'index d’activité tumorale a J25 est statistiquement significative entre le
groupe traité a 5Gy et les groupes traités a 10 et 20 Gy d’une part, et entre le groupe traité a 10 Gy et
le groupe traité a 20 Gy d’autre part.
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Figure 47: évolution de la moyenne normalisée de I'index d’activité tumorale, au '8F-FLT, des tumeurs traitées par
protonthérapie, comparativement au groupe contréle

Les acquisitions au *F-FLT aprés traitement par protonthérapie permettent de visualiser I'efficacité du
traitement (Figure 48).

S 4

Figure 48: imagerie du petit animal au 18F-FLT au cours du traitement par protonthérapie 20 Gy. La fléche indique la
xénogreffe sous-cutanée

En comparaison avec les images au ®F-FDG, I'index d’activité tumorale présente une différence
statistiquement significative a la fois entre le groupe traité a 5Gy et les groupes traités a 10 et 20 Gy a
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J25, mais également entre le groupe traité a 10 Gy et le groupe traité a 20 Gy a J25, avec une fixation
plus importante pour les doses les plus faibles.

4. Potentialisation

4.1. BF-FDG

Les résultats des mesures de la pente des index d’activité tumorale entre les jours 19 et 26 pour les
souris témoins et les protocoles comprenant de la chimiothérapie, et entre les jours 18 et 25 pour les
protocoles de protonthérapie seule, sont présentés dans le graphique ci-dessous (Figure 49).

Valeurs absolues de la pente des index d'activité
tumorale, au 18F-FDG
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Figure 49: valeurs absolues des pentes des index d’activité tumorale, au 18F-FDG

Les résultats supérieurs a 0 correspondent a une augmentation de la pente, ceux inférieurs a 0, a une
diminution. Si 'on compare les groupes entre eux, seuls certains résultats sont statistiquement
significatifs (tableau 6).
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5Gy + Chimiothérapie | 10Gy + Chimiothérapie | 20Gy + Chimiothérapie
Controle %) %) >
Chimiothérapie demi-dose [0) [0) [9)
Chimiothérapie pleine dose 4] ) @
Irradiation 5Gy %) %) [
Irradiation 10Gy %) < )
Irradiation 20Gy [0} [0) <

Tableau 6: tableau comparatif statistique des valeurs de mesure des pentes des index d’activité tumorale, au 18F-FDG

@ : pas de différence statistiquement significative

> : différence statistiquement significative entre deux groupes, avec pente la plus croissante > pente la moins croissante.

4.2. BF-FLT

Les résultats des mesures de la pente des masses tumorales actives sont présentés dans le graphique

ci-dessous (Figure 50).

Valeurs absolues de la pente des index d'activité
tumorale, au *F-FLT
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Figure 50: valeurs absolues des pentes des index d’activité tumorale, au 18F-FLT

Le tableau 7 compare les données entre elles.
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5Gy + Chimiothérapie | 10Gy + Chimiothérapie | 20Gy + Chimiothérapie
Controle > > >
Chimiothérapie demi-dose
Chimiothérapie pleine dose
Irradiation 5Gy

Irradiation 10Gy

Irradiation 20Gy

ISERASEASEASERSY
ISERASEASEASEASY
ISERASEASEASERSY

Tableau 7: tableau comparatif statistique des valeurs de mesure des index d’activité tumorale, au 18F-FLT
@ : pas de différence statistiquement significative

> : différence statistiquement significative entre deux groupes, avec pente la plus croissante > pente la moins croissante.

L’étude comparative des mesures des pentes de I'index d’activité tumorale par les protocoles de
potentialisation, au F-FDG comme au F-FLT, en comparaison avec les protocoles de chimiothérapie
ou protonthérapie seule, est statistiquement significative au ¥F-FDG entre les groupes de traitement
par 10 Gy et 10 Gy avec chimiothérapie, et entre les groupes traitement par 20 Gy et 20 Gy avec
chimiothérapie. Mais de maniére trés paradoxale, ces différences sont en faveur des groupes sans
chimiothérapie. Il n’y a pas de différence significative pour le traitement par protons, avec ou sans
chimiothérapie, pour les images réalisées au *8F-FLT.

5. Anatomopathologie

Le tableau 8 indique les résultats des mesures réalisées a J21 du Ki-67 des tumeurs (Tableau 8).

Groupe Ki-67 (en %)
Controle 50,6 [44,8 ; 56,4]
Chimiothérapie pleine dose 34[24,8; 43,2]
Irradiation 10 Gy 45[35,2; 55,4]
Irradiation 20 Gy 181[0,75; 36]
10 Gy + chimiothérapie 30[15; 45,8]
20 Gy + chimiothérapie 30(7,4; 36]

Tableau 8: mesures du Ki-67 des xénogreffes d'hépatocarcinome a J21 [Extrémes].

La mesure du Ki-67 était significativement supérieure dans le groupe contréle comparativement aux
groupes traitement par chimiothérapie dose pleine, traitement par irradiation 20 Gy, traitement par
irradiation 10 Gy et chimiothérapie, traitement par irradiation 20 Gy et chimiothérapie.
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De méme, le Ki-67 est significativement inférieur dans le groupe traité par irradiation 20 Gy
comparativement au groupe traité par irradiation 10 Gy, et dans le groupe traité par irradiation 20 Gy
avec chimiothérapie, comparativement au groupe traité par chimiothérapie pleine dose seule.

Aucune différence statistiquement significative n’a été mise en évidence entre les autres groupes,

notamment entre le groupe controle et le groupe irradiation 10 Gy.
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Figure 51: Coupes anatomopathologiques des tumeurs selon les différents types de traitement. A : coloration Hématoxyline-
Eosine x 20. B : coloration Hématoxyline-Eosine x 200. C : immunomarquage Ki-67 x 200.
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VI. Discussion

1. Intéréts et limites de I'imagerie au ¥F-FDG

1.1. Chimiothérapie

Dans nos expérimentations, les mesures de la SUVmax et de la SUVmean 40% des tumeurs traitées par
Topotécan est significativement croissante au cours du suivi évolutif. Or, dans notre protocole le
traitement par Topotécan est arrété aprés deux cycles de 5 jours, soit a J17. L'on pourrait alors
considérer que I'augmentation significative de la SUVmax dans le groupe traité a pleine dose, a partir
de J19, correspond a une reprise du métabolisme glucidique tumoral apres arrét du traitement par
chimiothérapie. Concernant les souris traitées a demi-dose cette augmentation de la fixation du 8F-
FDG est significative des J12, avant I'arrét de la chimiothérapie. Il pourrait s’agir d’une reprise tumorale
évolutive précoce pour une dose insuffisante de chimiothérapie.

Cette observation est également retrouvée sur les mesures du volume tumoral 40% et de I'index
d’activité tumorale. De plus, ces deux parametres mettent en évidence une différence significative
entre les mesures réalisées sur les tumeurs traitées a demi-dose et celles traitées a pleine dose.
Effectivement, dans le groupe traité a demi-dose I'augmentation du volume tumoral a 40% est
supérieure a celle du groupe traité a pleine dose, menant a une différence statistiquement significative
entre les groupes a J19. Cette différence est significative dés J12 pour la mesure de 'index d’activité
tumorale. La modification de ces parametres dans nos expérimentations pourrait étre le reflet d’un
sous-dosage de la chimiothérapie avec reprise évolutive précoce.

Plusieurs études mettent en doute I'intérét de Iutilisation du *®F-FDG dans le bilan d’extension et le
suivi des hépatocarcinomes [25], [139]-[143]. Ces différents articles mettent en lumiére la faible
sensibilité du ¥F-FDG dans la détection d’hépatocarcinomes bien différenciés, a la différence des
hépatocarcinomes modérément ou bien différenciés. Dans I'étude de Wu et al. sur 76 patients atteints,
cette sensibilité a été calculée a 35,7% pour les hépatocarcinomes bien différenciés contre 72% pour
les hépatocarcinomes modérément différenciés.

Dans notre étude, les images réalisées mettent en évidence une hyperfixation relative de la tumeur,
individualisable du bruit de fond, et qu’il est possible de délinéer sur les images. La quantification
permet de suivre la variation du métabolisme glucidique dans le temps. Quelle que soit la dose
employée, la différence entre les souris non traitées et les souris traitées est statistiquement
significative. Ce traceur semble donc adapté dans cette indication.

Il est cependant a rappeler que la souche utilisée, Sk-hep 1, présente des caractéristiques
anatomopathologiques mésenchymateuses et donc plutét peu différenciées. Effectivement, une
souche tumorale peut présenter une évolution de ses caractéristiques anatomopathologiques au cours
de I'évolution de la pathologie. Ce que I'on appelle la transition épithélio-mésenchymateuse [12] a été
décrite comme la transformation d’une cellule présentant des criteres anatomopathologique d’un
tissu épithélial, polarisée, présentant des jonctions intercellulaires de type E-cadhérine, vers un profil
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mésenchymateux non polarisé et présentant des marqueurs de surface de type N-cadhérine et
vimentine. Cette transition est associée a un plus haut risque métastatique et a une diminution de la
survie globale. Le lien entre marqueurs cellulaires mésenchymateux et fixation du F-FDG a été mis en
évidence dans I'étude rétrospective de Lee et al. [142] sur 116 patients atteints de CHC ayant réalisé
une TEP/TDM au F-FDG avant prise en charge chirurgicale. Une hyperfixation intense du radiotraceur
est associée a un plus grand risque métastatique et a une plus importante expression des marqueurs
cellulaires mésenchymateux. La considération des caractéristiques anatomopathologiques de notre
lignée cellulaire permet donc d’expliquer la bonne sensibilité du ®F-FDG dans I'évaluation de nos
tumeurs.

Par ailleurs, dans nos expérimentations le F-FDG nous permet de visualiser une reprise évolutive
précoce apres arrét de la chimiothérapie dans le groupe traité a dose compléte et une reprise évolutive
plus précoce encore dans le groupe traité a demi-dose. Ce traceur est donc efficient pour déterminer
une sous-dose de chimiothérapie dans le suivi de I’hépatocarcinome. Le parameétre le plus pertinent
de nos expérimentations est la mesure de l'index d’activité tumorale. Effectivement, la reprise
évolutive du groupe traité a demi-dose est observée plus précocement dans ce groupe. L'intérét de ce
parameétre est de considérer la tumeur dans son ensemble en prenant en compte a la fois le niveau de
métabolisme glucidique de la tumeur, mais également le volume tumoral restant actif.

1.2. Protonthérapie

Chez les souris traitées par protonthérapie, contrairement a celles traitées par chimiothérapie, les
mesures de la SUVmax et de la SUVmean 40% des tumeurs sont décroissantes au cours du temps,
exception faite de la SUVmax du groupe traité a 5Gy. Dans nos conditions expérimentales, I'efficacité
de la protonthérapie serait supérieure a celle de la chimiothérapie. Dans le groupe traité a 5Gy est
observée une croissance significative de la SUVmax en fin d’expérimentation, pouvant traduire, tout
comme dans les groupes traités par chimiothérapie, une reprise évolutive.

Les mesures de la SUVmean 40% et de I'index d’activité tumorale permettent de visualiser une fixation
significativement plus faible des tumeurs des groupes traités, quelle que soit la dose, par rapport au
groupe contréle, précocement dans le protocole expérimental (dés J12). Ces mesures seraient peut-
étre plus adaptées au suivi précoce.

De plus, la mesure de I'index d’activité tumorale est la seule a mettre en évidence une différence
statistiquement significative entre les souris traitées a 5 Gy et les souris traitées a 10 et 20 Gy, sur la
derniere mesure réalisée, avec une mesure supérieure dans le groupe traité a 5Gy. Ainsi, la prise en
compte du volume métaboliquement actif au ®F-FDG permettrait de détecter précocement une
reprise évolutive tumorale et ainsi de déterminer une sous-dose d’irradiation. D’aprés ces résultats,
qui suggerent une reprise évolutive pour une irradiation a 5Gy, il semble donc légitime d’avoir cherché
a étudier la potentialisation de ces différents traitements et son impact sur I'efficacité thérapeutique
a plus long terme.

Concernant les limites de I'imagerie TEP au ®F-FDG, nos expérimentations mettent en évidence une
relative majoration de la SUVmax et de la SUVmean 40% des tumeurs traitées a 10 et 20 Gy apres
irradiation. Effectivement la SUVmax et la SUVmean 40% de ces groupes sont significativement
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supérieures a celles des tumeurs irradiées a 5 Gy a J12. A dose d’irradiation plus élevée, I'intensité de
fixation du F-FDG augmente donc initialement pour rejoindre le niveau de fixation de I'irradiation a
5 Gy a J18. Cette augmentation initiale a été attribuée a une hyperfixation aspécifique du ¥F-FDG liée
a la réponse inflammatoire locale aprés irradiation.

En imagerie TEP au ¥F-FDG, ce manque de spécificité peut étre considéré comme un atout, puisqu’il
permet d’étudier des phénomeénes non-tumoraux comme l'inflammation ou l'infection [145], [146],
ou une limite a lI'interprétation. Cette hyperfixation aspécifique était déja décrite dans les études de
traitements antitumoraux par irradiation X. Dans I'étude préclinique de Chung et al. [147] sur la
corrélation en la TEP au '®F-FDG et I’activation immunitaire locale apreés irradiation photon, les auteurs
décrivent une hyperfixation du site d’irradiation en rapport avec la stimulation immunitaire dés J1
post-irradiation.

Dans I'étude de Hicks et al. [148] chez 73 patients atteints de cancer pulmonaire non a petites cellules,
traités par chimiothérapie et radiothérapie X concomitantes, I'inflammation des tissus environnants
au site de radiothérapie a été visualisée par 'imagerie TEP au 8F-FDG réalisée en réévaluation aprés
traitement. Les auteurs utilisent cette fixation aspécifigue comme facteur pronostique de la réponse
thérapeutique. Effectivement, les résultats présentés rapportent qu’une augmentation de la fixation
du traceur suite a I'inflammation locale serait significativement liée a la radiosensibilité des tissus et a
une réponse thérapeutique favorable. Les auteurs n’étaient pas génés par cette hyperfixation
aspécifique pour évaluer la réponse thérapeutique, sous réserve de tenir compte de cette notion dans
I’évaluation qualitative des images. Cependant, la réévaluation TEP était réalisée a distance de 2 a 3
mois de la fin du traitement.

Dans I'étude de Ryu et al. [149] chez 26 patients atteints de cancer pulmonaire non a petites cellules,
traités par chimiothérapie et radiothérapie X concomitantes pré-chirurgicales, la réévaluation
TEP/TDM au BF-FDG avait été réalisée 2 semaines aprés la fin du traitement néoadjuvant et les
résultats étaient comparés a 'analyse anatomopathologique des tumeurs réalisée sur les piéces
chirurgicales. Les auteurs rapportent dans I’évaluation précoce par la TEP/TDM au ®F-FDG de la
réponse thérapeutique de la tumeur primitive, une sensibilité de 67% et une spécificité de 62%. Les
résultats faussement positifs sont attribués a I'inflammation locale post-radiothérapie.

Ce phénomene a également été décrit dans des protocoles d’irradiation par proton comme dans
I'étude de Xiang et al. [150] portant sur 83 patients évalués par TEP/TDM au ®F-FDG aprés
chimiothérapie et protonthérapie pour traitement d’un cancer pulmonaire non a petites cellules, le
protocole d’irradiation comprenait une dose totale de 74 Gy délivrée a raison de 2 Gy par jour, 5 jours
par semaine, pendant 7 semaines d’affilée. L'imagerie TEP était réalisée de 1 a 6 mois apreés traitement
(médiane de 4,2 mois). Les résultats retrouvent une valeur prédictive de la SUVmax de la TEP de
réévaluation pour un cut off de 3,6, pour différents parametres : la survie sans progression locale, la
survie sans progression a distance, la survie sans progression globale et la survie globale. Cependant,
les auteurs pointent a nouveau la nécessité d’interpréter I’hyperfixation du F-FDG en connaissance
du champ d’irradiation afin de ne pas confondre la récurrence locale avec l'inflammation post-
irradiation.

Ainsi, en radiothérapie X le phénomene inflammatoire accompagnant la réponse thérapeutique locale
initiale est connu. Cette inflammation locale existe également en radiothérapie proton méme si
I'importance du phénomeéne par rapport a la radiothérapie photon fait encore débat [128], [130],
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[151]. Dans notre étude nous avons interprété I'hyperfixation relative du ®F-FDG pour les doses
d’irradiation de 10 et 20 Gy, comparativement a l'irradiation 5 Gy, comme une hyperfixation
aspécifique induite par I'inflammation locale. Ces résultats sont intéressants puisque cette différence
de fixation est réduite des 18 jours post-injection de cellules tumorales, soit 11 jours apreés irradiation
proton. Il pourrait s’agir d’un délai nécessaire a respecter avant réévaluation thérapeutique par ce
traceur TEP, en cas de protonthérapie.

Enfin, en limite de I'évaluation thérapeutique des traitements antitumoraux de I’hépatocarcinome,
pourraient étre cité les autres sites de fixation aspécifique du ®F-FDG comme le cerveau, le myocarde,
le parenchyme hépatique... Effectivement, si I’'on compare nos images au ®F-FDG a celles réalisées au
BE-FLT, I'on individualise rapidement une tumeur moins bien individualisée du bruit de fond
environnant et une fixation aspécifique environnante pouvant géner l'interprétation.

2. Intéréts et limites de 'imagerie au 8F-FLT

2.1. Chimiothérapie

Concernant I'ensemble des images réalisées au ®F-FLT, comparativement a celles au ®F-FDG, nos
examens retrouvent une intensité de fixation plus élevée et une fixation aspécifique concernant moins
de tissus, facilitant la lecture interprétative. Cet avantage avait déja été décrit dans la littérature et
notamment dans I'étude de Wang et al. portant sur |’évaluation tumorale du cancer colorectal chez le
petit animal aprés traitement par irradiation photon [152].

Les images TEP au 8F-FLT chez les souris traitées par chimiothérapie retrouvent une SUVmax et un
volume tumoral 40% significativement inférieurs, chez les souris traitées a pleine dose
comparativement aux souris témoins, de J12 a J26. Pour les souris traitées a demi-dose cette différence
n’est significative qu’a J26. Il pourrait a nouveau s’agir de différence d’efficacité du traitement entre la
demi-dose et la pleine dose. La mesure de la fixation au *®F-FLT ne permet pas de visualiser une reprise
évolutive tardive aprés arrét de la chimiothérapie comme décrite sur les courbes au ®F-FDG. Lorsque
est incluse la notion d’index d’activité tumorale, il n’est pas retrouvé de différence statistiquement
significative entre les souris traitées et les souris témoins.

Par ailleurs, il existe une fixation parasite liée a la stimulation de ’'hématopoiese splénique et osseuse.
Cette fixation peut étre attribuée a la stimulation de I’'hématopoiese en cours de chimiothérapie par
Topotécan, comme décrit dans I'article de Vélez de Mendizabal et al. [153]. Cette hyperfixation est
limitante dans I'exploration de ces organes et peut également varier au cours du temps, en fonction
du délai entre le traitement par chimiothérapie et la réalisation de I'imagerie TEP, et altérer la qualité
de l'interprétation et de la quantification. Ainsi, il pourrait étre conseillé d’attendre un délai de
plusieurs semaines avant I’évaluation thérapeutique d’un patient traité par un inhibiteur de la
Topoisomérase | ou une autre molécule de chimiothérapie connue pour stimuler la moelle
hématopoiétique.

La fixation du BF-FLT dans nos expérimentations a été considérée comme satisfaisante pour le suivi
thérapeutique. Cette observation ne concorde pas avec I’étude de Eckel et al. [154], sur I'imagerie TEP
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au BF-FLT dans I’évaluation du CHC, qui fixait de maniére variable le traceur. Les auteurs associent le
niveau de fixation au niveau de prolifération et donc a I'agressivité de la tumeur primitive. Dans notre
étude, la bonne fixation du traceur est semble-t-il d(ie a I'anatomopathologie de ma souche tumorale.
Effectivement Sk-hep1l présente des caractéristiques mésenchymateuses, donc plutot dédifférenciées.
Les tumeurs dédifférenciées sont plus agressives. Nos résultats ne sont donc pas en contradiction avec
ceux de I'étude de Eckel et al.

Comparativement a la TEP au F-FDG, plusieurs études précliniques rapportent une diminution plus
précoce de la fixation au BF-FLT au cours du suivi des tumeurs traitées par inhibiteur de la
Topoisomérase | [155], [156]. Cette observation n’a pas été retrouvée dans nos expérimentations.

2.2. Protonthérapie

Contrairement aux images réalisées au '®F-FDG, le BF-FLT ne présente pas une SUVmax augmentée
initialement dans les groupes traités par les irradiations proton a plus fort dose. Effectivement, ce
traceur a I'avantage d’étre plus spécifique que le ®F-FDG et de ne pas marquer le phénoméne
inflammatoire. Ainsi, I’évaluation de la prolifération tumorale est possible dans les suites précoces de
la radiothérapie aux protons.

Les mesures de I'index d’activité tumorale au ®F-FLT chez les souris traitées par irradiation proton sont
particulierement intéressantes puisque qu’une différence de fixation statistiquement significative est
mise en évidence en fin d’expérimentation entre les souris traitées par des doses d’irradiation
différentes. Ces différences sont significatives entre le groupe des souris traitées a 5 Gy d’une part, et
les groupes de souris traitées a 10 et 20 Gy d’autre part, a J18 et J25, et entre le groupe traité a 10 Gy
et le groupe traité a 20 Gy a J25. Plus la dose est élevée, plus la fixation est faible. La mise en évidence
des ces différences dépendantes de la dose nous permet de voir dans ce traceur un outil d’évaluation
efficace pour déterminer une reprise évolutive précoce aprés traitement par protonthérapie.

D’autres études décrivaient l'intérét de ce traceur dans I'évaluation des rechutes précoces. Par
exemple, dans I'étude de Lin et al. sur I'imagerie TEP au ®F-FLT dans I'évaluation des tumeurs
colorectales chez le petit animal aprés irradiation proton ou carbone, la réduction de la fixation du *F-
FLT était visualisée plus précocement que la réduction de la taille ou la réduction de prolifération
visualisée in vitro.

Ainsi le 8F-FLT, traceur de la prolifération tumorale, apporte dans cette étude un avantage sur le 8F-
FDG pour I'évaluation post-protonthérapie puisqu’il permettrait de déterminer plus précocement une
reprise évolutive. Nos expérimentations mettent en évidence l'intérét d’un parametre composite
incluant a la fois le niveau de fixation tumorale mais également le volume tumoral actif, ici appelé
index d’activité tumorale, pour mesurer des différences plus fines entre les groupes traités a des doses
différentes et diagnostiquer précocement dans la prise en charge une dose insuffisante menant a un
échappement thérapeutique.
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3. Réponse thérapeutique en cas de potentialisation

Nos expérimentations sur la potentialisation des deux types de traitement, chimiothérapie et
protonthérapie, étaient basées sur I’évolution croissante ou décroissante de I'index d’activité tumorale
entre les mesures réalisées a J19 et J26, a partir du calcul des pentes entre ces deux points. Dans ce
protocole expérimental I'irradiation proton en une fraction aux doses de 5, 10 ou 20 Gy était associée
au traitement par Topotécan pleine dose. Cette évolution était comparée a celle des traitements par
chimiothérapie ou protonthérapie seule.

Nos travaux retrouvent une différence statistiquement significative pour les acquisitions au ®F-FDG,
entre les mesures des pentes de I'index d’activité tumorale du traitement par 10Gy seul et 10Gy avec
chimiothérapie, et entre les mesures des pentes de I'index d’activité tumorale du traitement par 20Gy
seul et 20Gy avec chimiothérapie. Paradoxalement, les pentes des traitements par irradiation seule
sont inférieures a celles de 'association. En premiére interprétation, ces résultats indiqueraient un
effet délétere de I'ajout de chimiothérapie. Cependant ces résultats sont a considérer dans leur
contexte. Effectivement, il s’agit d’évaluer la progression d’une intensité de fixation en fin de
traitement, a un moment défini de la prise en charge. Ainsi, pour un traitement ayant été tres efficace
des le début, une pente pourrait rester stable sans pour autant étre péjorative, et un traitement moins
efficace présentant une pente négative pourrait paraitre favorable alors que I'efficacité serait juste
retardée.

Cette différence n’est pas retrouvée sur les acquisitions au *8F-FLT.

Nos résultats ne mettent donc pas en évidence un effet potentialisant favorable de la chimiothérapie.
A noter que le protocole expérimental a été concu pour rechercher une différence entre les groupes a
un moment précis de I’évolution tumorale, n’étant pas forcement adapté a |'histoire naturelle de la
maladie. Effectivement, I'effet potentialisant de |’association radio-chimiothérapie pourrait étre
efficace sur le risque évolutif a plus long terme.

Des études complémentaires seraient donc nécessaires pour approfondir I'étude de l'intérét de
I'imagerie TEP dans la recherche de reprise évolutive et d’une potentialisation thérapeutique chimio-
protonthérapie.

4. Ki-67

Les mesures du Ki-67 des tumeurs prélevées a J21 mettent en évidence une différence statistiquement
significative entre le groupe contréle et les groupes traités, a |'exception du groupe traité par
irradiation 10 Gy seule. Le Ki-67 des tumeurs traitées est inférieur a celui des contréles. Le Ki-67 est
considéré comme le marqueur de prolifération de référence en oncologie. Plusieurs données de la
littérature [157]-[160] confirment la corrélation entre I'intensité de fixation du 8F-FLT et le Ki-67 des
tumeurs. Ces résultats sont concordants avec nos expérimentations puisque la différence significative
de fixation entre les groupes traités et les groupes contréles est confirmée par la mesure du Ki-67.
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De méme, le Ki-67 est significativement inférieur dans le groupe traité par irradiation 20 Gy
comparativement au groupe traité par irradiation 10 Gy, et dans le groupe traité par irradiation 20 Gy
avec chimiothérapie, comparativement au groupe traité par chimiothérapie pleine dose seule. Sur nos
acquisitions au F-FLT, la différence entre le groupe traité par irradiation 20 Gy et le groupe traité par
irradiation 10 Gy était mise en évidence sur la mesure de I'index d’activité tumorale a J25. La mesure
du Ki-67 permet de confirmer I'utilité de la mesure de I'index d’activité tumorale au ®F-FLT comme
marqueur de reprise évolutive pour une sous-dose de protonthérapie.

L'absence de différence entre le groupe contréle et le groupe traité parirradiation 10 Gy seule pourrait
étre discutée. Effectivement, dans nos expérimentations par imagerie TEP au 8F-FLT il existait une
différence. La mesure du Ki-67 a été réalisée sur un groupe de 4 souris. |l existe peut-étre un manque
de sensibilité statistique expliquant qu’aucune différence n’a pu étre mise en évidence.

Ainsi, I'utilisation de I'imagerie TEP au ®F-FLT comme marqueur de prolifération pourrait apporter un
avantage diagnostique dans le suivi du traitement de I’hépatocarcinome. Cela permettrait d’évaluer le
caractére agressif d’'une tumeur ou de métastases de maniere non invasive, et d’éviter la morbidité
liée aux gestes biopsiques.
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VIl. Conclusions et perspectives

L'imagerie TEP chez le petit animal s’est avérée utile dans nos expérimentations pour le suivi du
traitement de I’"hépatocarcinome que cela soit au ®F-FDG comme au *F-FLT. Le suivi par imagerie TEP
a permis d’individualiser une reprise évolutive sous chimiothérapie ainsi qu’une thérapeutique
insuffisante & demi-dose. L’affinité du F-FDG pour hépatocarcinome peut étre expliquée par le
caractére peu différencié de la souche tumorale employée ; Sk-hepl. Son avantage, par rapport au *8F-
FLT est I'absence de signal parasite de la moelle hématopoiétique et du parenchyme splénique lié a la
stimulation de ’hématopoiése sous Topotécan. Le F-FDG permet également de réaliser le suivi du
traitement par protonthérapie mais l'interprétation est génée en période post-irradiation par
I'inflammation locale radio-induite induisant une hyperfixation aspécifique.

L’emploi du 8F-FLT a permis dans nos expérimentations, de visualiser plus précocement une reprise
évolutive apres protonthérapie. L'utilisation d’un paramétre composite, I'index d’activité tumorale,
s’est avérée sensible dans la détection de la reprise tumorale. Il est notable que I'utilisation du
parametre d’interprétation le plus courant en pratique clinique, a savoir la SUVmax, n’aurait pas
permis a lui seul de détecter cette reprise tumorale. Cette observation est essentielle puisque
I'imagerie TEP de la prolifération permettrait d’évaluer une sous-dose de protonthérapie et
d’envisager un traitement de rattrapage. L’avantage de I'emploi du ®F-FLT pour le suivi de I'irradiation
proton, par rapport au ®F-FDG, est d’autant plus marqué que ce traceur n’induit pas d’hyperfixation
locale aspécifique liée a I'inflammation post-radiothérapie. Les résultats de I'imagerie TEP au 8F-FLT
étaient concordants avec les mesures anatomopathologiques du Ki-67, un marqueur référence de la
prolifération tumorale. Concernant le suivi du traitement par chimiothérapie, le F-FLT n’apporte pas
d’avantage par rapport au ®F-FDG, d’autant plus que la fixation aspécifique liée a la stimulation de
I’'hématopoiese sous chimiothérapie pourrait étre a I'origine d’une perturbation de l'interprétation et
de la quantification.

L'observation par imagerie TEP de la reprise tumorale évolutive, et donc de la relative insuffisance
thérapeutique, a mené a la recherche d’une éventuelle potentialisation entre ces deux traitements. Le
protocole d’étude était basé sur un comparatif de I'évolution de l'intensité de fixation des deux
traceurs, sur les derniéres mesures, au moment ol avait été individualisée la reprise évolutive dans les
expérimentations menées sous chimiothérapie ou protonthérapie seules. Ces expérimentations n’ont
pas permis d’individualiser un avantage thérapeutique en faveur des associations proto-
chimiothérapie comparativement aux traitements par chimiothérapie et protonthérapie seules.
Cependant, ces observations étant trés dépendantes du type de traitement, des doses employées, des
protocoles d’administration et du moment de I'observation, la recherche d’un effet potentialisant des
thérapeutiques nécessiterait un complément d’investigation.

Comme nous l'avons vu, plusieurs parametres peuvent influencer le suivi par imagerie TEP de
I’hépatocarcinome. Tout d’abord la souche tumorale. Effectivement, nous avons fait le choix de
travailler avec sk-Hepl, une souche peu différenciée présentant des caractéristiques
anatomopathologiques mésenchymateuses. Une revue de la littérature [25], [26], [139]-[143], [152],
[154] nous a permis de rationnaliser I'utilisation de ces deux traceurs, ®F-FDG et BF-FLT, dans
I’évaluation de ce type de tumeur. Nos résultats confirment que I'imagerie TEP avec ces traceurs nous
permet de réaliser le suivi évolutif de cette pathologie. Il est cependant légitime de s’interroger sur
I’efficacité de suivi de ces mémes traceurs sur d’autres souches d’hépatocarcinome plus différenciées
comme HepG2 ou Hep3B. HepG2 est une souche d’hépatocarcinome bien différencié, issue de la
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biopsie hépatique d’'un homme Caucasien de 15 ans, présentant des caractéristiques épithéliales.
Hep3B est une souche d’hépatocarcinome bien différencié, issue d’'un homme de 8 ans atteint
d’hépatite B.

De la méme maniére, d’autres traceurs TEP pourraient étre envisagés. Effectivement, si I’'on considere
que le niveau d’oxygénation de la tumeur est un facteur pronostique de réponse aux traitements par
chimiothérapie et radiothérapie, il serait justifié de poursuivre les investigations avec des traceurs TEP
de ’hypoxie comme le F-MISO ou le F-FAZA. L’apoptose tumorale pourrait également étre étudiée
(ML10). Des études rapportant la majoration de I'apoptose cellulaire dans le traitement par irradiation
protons comparativement a l'irradiation photons [161]-[164], il serait intéressant de visualiser ce
phénoméne in vivo, en comparaison a l'irradiation photons. Enfin, nous pourrions compléter I'étude
tumorale par de I'imagerie a la ®F-Choline. Ce traceur a été décrit dans la littérature comme plus
sensible que le ®F-FDG dans le suivi évolutif des CHC bien différenciés. L’étude de Castilla-Liévre et al.
[165] sur I'apport de Iassociation de deux examens TEP, au '®F-FDG et a la ¥F-Choline, met en évidence
une sensibilité augmentée jusqu’a 93% dans le diagnostic des CHC, lorsque ces examens sont
combinés. Il serait donc pertinent d’étudier I'apport dans le suivi de notre souche sk-hepl, ou bien
d’autres souches tumorales d’hépatocarcinome plus différenciées, au cours du traitement par
chimiothérapie et protonthérapie.

Concernant la chimiothérapie, nous avons fait le choix d’utiliser dans notre protocole une
chimiothérapie cytotoxique classique, le Topotécan. Actuellement, les recommandations de bonne
pratique du traitement de I’hépatocarcinome émises par la Société Nationale Frangaise de
Gastroentérologie le 19/03/2019, I'European Association for the Study of the Liver et I'European
Organisation for Research and Treatment of Cancer (EALS-EORTC) orientent vers |'utilisation de
thérapeutiques ciblées comme le Sorafénib ou le Lenvatinib [61]. Un protocole d’étude de I'utilité de
I'imagerie TEP dans I’évaluation de ce type de thérapeutique, associée a une irradiation proton, serait
utile puisqu’il s’agit de I'avenir de la thérapeutique systémique de I’'hépatocarcinome.

De méme, le protocole de protonthérapie pourrait étre affié avec une délivrance en plusieurs fractions,
se rapprochant plus de la réalité clinique.

Enfin, comme stipulé ci-dessus, le protocole d'étude de la  potentialisation
chimiothérapie/protonthérapie nécessiterait d’étre complété. Notre étude n’a pas mis en évidence de
potentialisation thérapeutique de la chimiothérapie avec la protonthérapie, a l'instant t étudié.
Plusieurs parametres pourraient varier comme les doses de traitement, mais surtout la rythmicité de
délivrance en avangant ou retardant un traitement par rapport a l'autre, en fractionnant la
protonthérapie ou en échelonnant I'imagerie TEP, notamment a la recherche de signes de reprise
évolutive plus tardive.

Ainsi, ce travail de recherche a permis de poser, a partir des expérimentations menées chez le petit
animal, les bases du suivi thérapeutique de I'hépatocarcinome par imagerie TEP. L’utilisation d’un
radiotraceur de la prolifération, le 8F-FLT, semble tout a fait pertinente dans cette indication. Au vu
de I'évolution de la Médecine Nucléaire, notamment de l'offre grandissante en matiere de
radiotraceurs, la poursuite de ces travaux est nécessaire afin d’enrichir la diversité des outils
diagnostiques, d’améliorer la précision d’interprétation et d’affiner les protocoles de suivi au cas par
cas.
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ANNEXE | : Interaction rayonnement/matiére

1. Interaction des photons avec la matiere

1.1. La diffusion de Thomson-Rayleigh

Lors de cette interaction le rayonnement incident ne cede aucune énergie au milieu, seul le trajet du
rayonnement est modifié. Comme la diffusion se fait principalement vers I'avant, le principal effet de
la diffusion de Rayleigh sera d’augmenter la diffusion angulaire du faisceau incident. La probabilité
d’interaction par diffusion Rayleigh est tres faible et décroit rapidement avec I'augmentation de
I’énergie du faisceau incident.

1.2. L'effet photo-électrique

Lors de I'interaction par effet photo-électrique, le photon incident cede toute son énergie a un électron
du cortege électronique de I'atome cible. Ce dernier est alors éjecté du cortege électronique avec une
énergie cinétique qui dépend de I'énergie du photon incident (hyo) et de I'énergie de liaison (E| ) de cet
électron a I'atome :

Ecne-= th‘ Ei
La probabilité d’interaction est d’autant plus élevée que I'électron est lié.

L'atome se trouve alors dans un état excité et peut retourner a son état fondamental selon deux
processus :

- La désexcitation radiative. Le trou électronique laissé par I'électron expulsé sera comblé par
un électron d’'une couche moins liée. Le surplus d’énergie sera émis sous forme de
rayonnement de fluorescence. Le spectre de fluorescence est caractéristique du matériau
irradié.

- La désexcitation non-radiative par expulsion d’un photoélectron dit électron Auger. L’électron
Auger correspond a un électron externe ayant absorbé le surplus d’énergie, qui sera expulsé a
son tour du cortége électronique. La probabilité de production d’un électron Auger diminue
avec I'augmentation de la masse de I'atome.

1.3. La diffusion Compton

Le photon incident céde dans cette interaction toute son énergie a un électron périphérique du cortége
électronique, dit électron Compton. Cet électron est éjecté et un photon diffusé est créé. L'énergie du
photon diffusé (hy1) dépend de I’énergie du photon incident (hyo) et de I'énergie de I'électron Compton
(Ec), selon la loi de conservation de I'énergie :

h,1 = h,0 + Ec
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L’énergie du photon diffusé (hy1) dépend également de I'angle de diffusion 6 :

h,0

~ 1+ (1—cosf)h,0 /
mec?2

h,1

Avec me, masse de I'électron en kg ; ¢, célérité de la lumiére en m/s ; mec®= 511keV
La direction de I'électron Compton est dépendante de I'énergie du photon incident.

La section efficace différentielle de diffusion d’un photon incident d’énergie h,0 a un angle 6, par unité
d’angle solide, est donnée par la formule de Klein-Nishina :

do(h,0,6) re’ 1+ cos*0 N a?(1 — cosB)?
a2 (1+a(l—cos8))* (1+a(l-cosh))’
Avec re le rayon classique de I'électron re = e—z, et = — -
41e0 mec mec

1.4. La création de paires

Le photon incident se matérialise en un électron et un positon, de méme masse et de méme énergie
cinétique, lorsqu’il passe a proximité d’'un noyau. Pour que cette réaction soit possible, le photon
incident doit avoir une énergie au moins égale a I'énergie de repos de I'électron et du positon, soit
1,02 Mev. L'excédent d’énergie du photon incident est cédé sous forme d’énergie cinétique a I’électron
et au positon. Cette interaction est prédominante lorsque le photon incident est trés énergétique. La
section efficace d’interaction par création de paires est proportionnelle a la densité du milieu irradié
(2%).

Dans un second temps, le positron va s’annihiler avec un électron du milieu et donner naissance a deux
photons de 511keV émis a 180° I'un de l'autre. Cette émission photonique particuliere est a I'origine
de I'imagerie par émission de positon.

2. Interaction des rayonnements particulaires avec la matiére.

2.1. Interaction des électrons avec la matiere

Les électrons sont des particules chargées légeres. A forte énergie (>10MeV), I'électron cede son
énergie au milieu par rayonnement, appelé rayonnement de freinage ou Bremstrahlung. Ce
rayonnement est émis lorsque I'électron subit un changement de vitesse au voisinage du champs
électromagnétique d’un atome. L’électron est alors dérivé de sa trajectoire initiale et émet un
rayonnement de type X. L'intensité du rayonnement de freinage est proportionnelle a
(Zmilieuz/MparticuIeZ)-

La part de perte d’énergie sous forme radiative dépend de I'énergie cinétique de I'électron (Ec) et du
numéro atomique Z du matériau ralentisseur :
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A faible énergie I'électron entre en contact avec les atomes et cede son énergie soit par collision
inélastique avec les noyaux (excitation ou ionisation), soit par collision élastique avec les noyaux ou les
électrons. L’ionisation correspond a la perte d’un ou plusieurs électrons par le cortége électronique.
Le phénomeéne d’excitation entraine un état instable du cortége électronique mais sans arrachement
d’un électron. Le retour a I'état de base est fait via I’émission de photons. La collision élastique avec
les noyaux n’induit pas d’émission de rayonnement. La collision élastique avec les électrons est trés
faiblement probable.

Le parcours R, est défini par la distance parcourue dans la matiére par la particule avant que son
énergie ne soit totalement absorbée. Il est défini par :

R EO ,JE\-1
R = J dx = j (—) dE
0 o \dx
S’agissant d’une particule légere, plus I’énergie sera perdue, plus sa trajectoire sera aléatoire avec

possibilité de rétrodiffusion. L'on définit donc le parcours projeté Rp de I'électron qui correspond a
son parcours projeté sur un axe orienté par sa direction d’incidence.

2.2. Interaction des particules chargées lourdes avec la matiére

2.21 Collision inélastique avec les électrons : excitation, ionisation
et capture électronique

La perte d’énergie par excitation ou ionisation sont les processus prédominants de la perte d’énergie
d’une particule chargée lourde lors d’une collision avec les électrons atomiques. La trajectoire de la
particule lourde n’est quasiment pas modifiée par cette interaction. Par contre, I’électron va subir une
modification de sa configuration. Lors de I'excitation, il passera a un niveau énergétique supérieur et
donc moins lié a I'atome. La désexcitation pourra se faire soit sur le mode radiatif, avec émission d’un
photon, soit par émission d’un électron Auger. Lors de l'ionisation I'électron est éjecté du cortege
électronique.

La capture électronique correspond au transfert des électrons de I'atome cible vers la particule
chargée incidente.

2.2.2 Collision élastique avec les noyaux.

Ce processus est négligeable a haute vitesse, mais prédomine a basse vitesse d’interaction. Il s’agit
d’un choc entre le noyau d’un atome et la particule chargée incidente. Lors de cette interaction, le
transfert d’énergie s’effectue par échange de quantité de mouvement entre la cible et la particule
incidente. L’énergie cinétique totale est conservée. La collision élastique va contribuer a la déflexion
angulaire de la particule chargée a faible vitesse et a une part importante de sa perte d’énergie en fin
de parcours. Les dégats infligés au milieu sont alors maximaux.
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Le parcours d’une particule lourde chargée dans la matiére est globalement rectiligne. La perte
d’énergie et dérivation de la trajectoire initiale étant faibles lors des collisions inélastiques avec les
électrons.
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ANNEXE Il : Les dommages cellulaires

3. Lésions cytoplasmiques et membranaires

Le cytosquelette peut étre altéré apres irradiation induisant une désorganisation de I’architecture
cellulaire. L’irradiation de la membrane cellulaire est a I'origine d’'une peroxydation des acides gras et
de lésions des protéines inclues dans la membrane avec pour résultante la perturbation des échanges
de la cellule avec le milieu environnant (flux ioniques, récepteurs membranaires et cascades
métaboliques...) [166]. L'irradiation des acides gras membranaires peut induire la formation de résidus
de phospholipides, malonedialdehyde ou 4-hydroxynonenal, a l'origine de pontages de I'Acide
Désoxyribonucléique (ADN) avec les protéines de proximité comme par exemple les histones.
L'irradiation membranaire peut également étre a I’origine d’une activation de la sphingomyélinase, qui
va hydroxyler la sphingomyéline membranaire en céramide. Cette hydroxylation est interprétée
comme un signal de mort cellulaire par la cellule et déclenchera la cascade apoptotique, expliquant
notamment I'apoptose radio-induite [167].

4. Lésions de ’ADN

L’ADN est particulierement sensible a I'irradiation. Du fait de sa structure complexe (Figure 52), il peut
présenter différents types de lésions: rupture de brin, altération des bases ou des sucres. Les
mécanismes de réparation de ’ADN sont nombreux et permettent de réparer une partie de ces lésions.
Cependant, une réparation aberrante peut-étre a |'origine de nouvelles anomalies.
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Figure 52: structure de I'ADN [Université Pierre et Marie Curie — Paris]
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4.1. Ruptures de brin

Le rayonnement ionisant peut induire soit la rupture d’un seul brin de I’hélice d’ADN, dite simple brin,
ou des deux brins, dite double-brin. La rupture simple brin peut survenir soit au niveau de la liaison
phosphate-désoxyribose, soit au niveau de la liaison base-désoxyribose.

Une rupture double brin est une rupture des deux chaines d'ADN a des sites distants de moins de 20
nucléotides, elle est le plus souvent le résultat d’'une interaction avec les radicaux produits lors du
dépot d'énergie d'une seule particule. La probabilité de formation d’une rupture double brin a partir
de radicaux issus de deux trajectoires distinctes est inférieure a 10, Les ruptures double brin sont plus
rares, que les rupture simple brin. On considere que pour 1Gy délivré au tissu, 40 ruptures double brin
seront induites contre 500 a 1000 ruptures simple brin [168], [169]. De méme, les ruptures double brin
sont plus difficilement réparables et induisent donc plus fréquemment la mort cellulaire.

Les radicaux OHe sont les plus fréquemment en cause dans les mécanismes de ruptures de brin. Celles-
ci sont donc plus fréquentes dans les cellules bien oxygénées que dans les cellules hypoxiques [170].

4.2. Altération des bases et des sucres

Les bases puriques et pyrimidiques peuvent étre oxydées, engendrant des modifications chimiques de
leur structure. Les deux produits majeurs sont la 5,6-dihydroxy-5,6-dihydroxythymidine (ThdGly) et la
8-ox0-7,8-dihydro-2"“-désoxyguanosine (8-oxodG). Les altérations des sucres sont moins fréquentes. Il
s’agit d’oxydations suivies d’hydrolyses. Ces réactions s’accompagnent de la libération de la base et
éventuellement d’une rupture de la liaison phosphodiester qui lie deux nucléotides entre eux.

4.3. Pontages

Il existe différents types de pontages induits par les rayonnements ionisants : ADN-ADN intrachaines,
ADN-ADN interchaines et ADN-protéines. Le nombre de pontages dans une cellule irradiée a 1Gy par
un rayonnement de faible TEL est estimé a 150.

4.4. Dommages multiples localisés

Les dommages multiples localisés sont constitués par I'accumulation de dommages focalisés tels que
décrits précédemment, sur un fragment d’ADN. On considére qu’ils sont induits le long de la trajectoire
d’un unique rayonnement ionisant [171], [172]. La proportion de ces lésions augmente avec le TEL du
rayonnement ionisant. La détection peut étre difficile étant donné la rapidité de réparation d’une
partie des Iésions induites.
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4.,5. Altération des chromosomes

L'irradiation du matériel génétique peut mener a des réarrangements des chromosomes. Un
chromosome normal est constitué, apres la réplication de I’ADN et avant la division cellulaire
(interphase), de deux chromatides identiques liées au niveau du centromeére (Figure 53).

chromosome
- télom ére

| cenromére

+ élomére

chromatides ~

o
nucléosomes— :”“' ﬁ
. M =

»

paires de bases histones”

double brins

Figure 53: structure du chromosome [Wikipédia]

Si I'altération a lieu avant la phase S de réplication, elle concernera les deux chromatides sceurs, on
parle d’aberration chromosomique. A contrario si l'altération a lieu une fois les chromatides
dupliquées, elle ne concernera qu’une seule des deux chromatides, on parle d’aberration
chromatidique. Les réarrangements des chromosomes apres irradiation peuvent se produire soit au
sein d’un méme chromosome, on parle de réarrangements intra-chromosomiques, soit entre deux
chromosomes différents, on parle de réarrangements inter-chromosomiques.

451 Réarrangements intra-chromosomiques

Une délétion est une perte d’'un fragment de chromosome. Elle peut étre située au milieu d’une
chromatide, dite interstitielle, ou concerner la distalité de la chromatide, dite terminale. Lorsqu’une
délétion sépare des fragments terminaux de deux chromatides sceurs, il peut se former des anneaux
d’ADN. Une inversion correspond au déplacement d’un fragment au sein d’une chromatide.

4,5.2 Réarrangements inter-chromosomiques

Ils peuvent correspondre a une translocation réciproque c’est-a-dire un échange de matériel entre
deux chromosomes. Des remaniements plus complexes peuvent avoir lieu comme les aberrations
dicentriques incluant des échanges terminaux avec création d’un chromosome a deux centrosomes et
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de fragments périphériques (Figure 54). Les rayonnements ionisants a TEL élevé sont habituellement
pourvoyeurs d’aberrations chromosomiques complexes [173].
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Figure 54: exemples de remaniements inter-chromosomiques [Atlas of Genetics and Cytogenetics in Oncology and
Haematology]
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4.6. Effets épigénétiques

Il ne s’agit pas d’une altération directe des bases ou de la structure de I’ADN. Les changements
épigénétiques sont a 'origine d’'une modification de I'expression des genes. Ils peuvent agir sur la
méthylation de ’ADN ou induire des réactions chimiques sur les molécules participant a la lecture du
code génétique. Ainsi la méthylation, 'acétylation ou la phosphorylation des histones influent sur I'état
d’ouverture de la chromatine et sur les possibilités de transcription.

4.7. Effet Bystander

Il sert a décrire les effets induits par les rayonnements ionisants sur les cellules du voisinage des cellules
irradiées. Ce phénomeéne n’est pas encore parfaitement caractérisé et serait indépendant de la dose
délivée entre 0,5 et 5Gy [174]. Plusieurs mécanismes ont été évoqués : I'implication des jonctions
intercellulaire, la transmission de signaux entre les cellules. Le réle de la signalisation intercellulaire
par des médiateurs de type calciques ou des réactifs oxygéno-induits ont été évoqués dans I'apoptose
radio-induite parmi les cellules non-irradiées [174].
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ANNEXE Il : Mécanismes de réparation de ’ADN

Afin de préserver le code génétique, les étres humains disposent de plusieurs mécanismes de
réparation des aberrations de I’ADN. Ces mécanismes sont mis en jeu suite a une irradiation cellulaire.
Effectivement, le taux d’erreur d’un brin d’ADN non corrigé est en moyenne de 10 4 107, alors qu'il
est de 107 aprés le passage des systémes de réparation. Le type de réparation dépend du type de
Iésion. Une réparation peut étre fideéle c’est-a-dire restaurer la séquence d’ADN originelle ou infidele.
Une réparation infidéle induit une ou plusieurs erreurs dans la séquence d’ADN.

5. Réparation par excision de base (Base Excision Repair, BER)

Ce mécanisme permet de réparer les cassures simple brin, les altérations des bases et les sites
abasiques. Initialement, une glycosylase va reconnaitre une base anormale et couper la liaison entre
la base et le sucre créant ainsi un site anucléotidique (site AP). Le sucre reste en place. Puis I'AP
endonucléase (Apurinic/apyrimidinic endonuclease) va créer une bréche. Une polymérase sera
recrutée pour polymériser un ou plusieurs nucléotides a partir du brin d’ADN homologue. Une
desoxyribose phosphodiestérase retire le sucre laissé en place par la glycosylase, et une ligase reforme
la liaison phosphodiesther.

6. Réparation par excision de nucléotides (Nucleotide Excision
Repair, NER)

Ce mécanisme permettra de réparer les |ésions de I’ADN en retirant plusieurs nucléotides encadrants
la lésion (Figure 55). Les protéines de la famille XP sont impliquées, associées au facteur de
transcription TFIIH. Dans un premier temps la lésion est reconnue par une protéine xpC. Puis est
recruté xpA qui participe au recrutement des autres protéines du complexe NER. Dans un second
temps sont recrutées des hélicases, xpD et xpB, qui ouvrent I’'hélice formée par les deux brins d’ADN
pour permettre I'acces aux endonucléases. Les endonucléases xpG et xpF vont exciser plusieurs
nucléotides. Une ADN polymérase va resynthétiser le brin exciser en utilisant le brin homologue
comme matrice. Une ADN ligase referme le brin d’ADN.
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Figure 55: mécanismes de la réparation par excision de nucléotides

Elle permet de réparer des lésions volumineuses. On distingue deux types de mécanismes de
réparation par excision de nucléotides : la réparation globale (Global genome NER) qui agit sur
I’ensemble du génome, et la réparation couplée a la transcription (Transcription coupled NER) qui agit
sur les brins d’ADN transcrits. Sur le brin en cours de transcription la réparation se fera en méme temps
que la transcription et sera plus rapide. La réparation d’un brin non-transcrit est plus lente.

7. Réparation des mésappariements de bases (Mismatch Repair,
MMR)

Ce mécanisme permet de réparer les petites délétions ou additions. Il nécessite la reconnaissance du
brin le plus anciennement synthétisé qui sera utilisé comme référence par rapport au brin

néosynthétisé. Le brin matrice est reconnu grace aux méthylations des adénines. Initialement la
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protéine Mut S reconnait le mésappariement (Figure 56) sur le brin néosynthétisé, puis Mut L se lie et
active I'endonucléase Mut H. Mut H coupe en aval de 'erreur. Puis s’actionnent une exonucléase et
une hélicase qui retirent le brin néosynthétisé jugé erroné. L’ADN-polymérase | resynthétise le brin

sur la base du brin homologue et une ligase referme I’hélice.

Etant donné que ce mécanisme se base sur |'utilisation du brin le plus anciennement synthétisé comme
référence, il est possible que certaines erreurs radioinduites sur ce dernier soient fixées dans le code

génétique par réparation du brin néosynthétisé non-muté.
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Figure 56: mécanismes de la réparation des mésappariements de bases [Kanehisa Laboratories]
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8. Réparation par suture non-homologue (Non Homologous End-
Joining, NHE)J)

Ce mécanisme permet de réparer les cassures double-brin (Figure 57). Il est dit non-conservatif car ne
permet pas de restaurer la séquence d’ADN originelle mais simplement la continuité du brin d’ADN. La
protéine Ku70/80 prend en charge ce type de réparation. Ku 60/70 active une protéine DNA-PKcs qui
régule la phosphorisation des autres protéines impliquées dans la réparation par suture non-
homologue. C’'est le cas de la protéine Artémis, une endonucléase et exonucléase 5’-3’, qui va traiter
les extrémités de la cassure pour les rendre compatibles avec la liaison a de nouveaux nucléotides.
Puis des polymérases p et A peuvent ajouter des acides nucléiques aux extrémités. Sachant que ce
processus ne se base pas sur un brin matrice, il est potentiellement pourvoyeur de mutations. Enfin,
une ligase relie les deux extrémités.
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Figure 57: mécanismes de la réparation par suture non-homologue et de la réparation par recombinaison homologue
[Hannes Lans, Jurgen A Marteijn and Wim Vermeulen - BioMed Central]

9. Réparation par recombinaison homologue (RH)

Ce mécanisme permet également de réparer les cassures double-brin. A la différence de la réparation
par suture non-homologue, I'utilisation de la séquence homologue a la région de cassure permet une
réparation fidele (Figure 57).

La reconnaissance initiale de la cassure est faite par le complexe MRN (MRE11, Rad50, Nbs1) qui se lie
aux deux extrémités de la cassure. La résection du brin d’ADN implique plusieurs protéines. Dans un
premier temps, MRE11 et CtIP induisent la résection, puis I’exonucléase EXO1, le complexe BLM-RMI1-
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TOP1 avec I'endonucléase DNA2, poursuivent la résection. Le brin d’ADN ainsi exposé est protégé par
la protéine RPA pour empécher la formation de structures secondaires.

La protéine RAD51 se lie a un brin d’ADN réséqué et recherche des régions d’homologie. La
reconnaissance d’une région homologue permet la formation d’une boucle en D, par I'appariement du
brin 3’ de la cassure avec la région homologue. Le brin 3’ de la cassure utilise le brin homologue comme
matrice pour resynthétiser ’ADN manquant. Dans un second temps, le brin 3’ ainsi néo-synthétisé
peut servir de matrice a la resynthése de son brin homologue. C’est la voie de synthése dépendante
de I'hybridation de brin.

Il existe une seconde voie de réparation dite de réparation des cassures double brin (DSBR). Le facteur
de recombinaison BRCA2 capture la seconde extrémité du brin d’ADN a réparer, qui sera associé au
second brin de la région homologue matrice, formant une double jonction de Holliday. De nouveau, la
région homologue est utilisée comme matrice pour la synthese des brin réparés.
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ANNEXE |V : Effectifs de souris par groupe

BE_FDG Nombre de souris
Contréle 6
Topotecan demi-dose 15
Topotecan pleine dose 11
Irradiation 5 Gy 5
Irradiation 10 Gy 6
Irradiation 20 Gy 7

BE-FLT

Controle 9
Topotecan demi-dose 6
Topotecan pleine dose 8
Irradiation 5 Gy 6
Irradiation 10 Gy 13
Irradiation 20 Gy 9
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o Caractérisation par imagerie par
Tomographie par Emission de
Positons de la réponse tumorale
apres traitement de
I’'hépatocarcinome chez le petit
animal : chimiothérapie,
protonthérapie et potentialisation

Résumé

Mon travail de thése a pour objectif de caractériser a I'aide de I'imagerie par Topographie par
Emission de Positons (TEP) au "®F-FDG et au "®F-FLT, chez le petit animal, I'évolution de
'hépatocarcinome en cours de traitement par chimiothérapie, protonthérapie et
potentialisation.

Le modéle animal correspondait a une xénogreffe sous-cutanée d’'une souche
d’hépatocarcinome, sk-hep1, chez la souris nude. La chimiothérapie par Topotécan était
administrée aux doses de 12,5mg/kg ou 6,25mg/kg. Le protocole de protonthérapie
comprenait une irradiation en une fraction de 5 Gy, 10 Gy ou 20 Gy. Les acquisitions TEP au
"8F-FDG et au "®8F-FLT étaient réalisées une fois par semaine.

Les deux types dimagerie TEP ont montré un intérét pour le suivi du traitement par
chimiothérapie, permettant de déterminer une sous-dose de Topotécan. Pour le suivi de la
protonthérapie, le 'F-FLT était plus avantageux puisqu’il permettait d’individualiser une
reprise tumorale pour les doses d’irradiation les plus faibles. Dans I'étude de la potentialisation,
'imagerie TEP n’a pas permis de mesurer un avantage thérapeutique du traitement par proto-
chimiothérapie concomitante.

Mots clé : TEP, ®F-FDG, "®F-FLT, hépatocarcinome, protonthérapie

Résumé en anglais

My thesis work consisted of closely monitor tumoral response of hepatocarcinoma inoculated
to mice, using "®F-FDG and "®F-FLT PET imaging during chemotherapy, protontherapy and
both.

Tumoral model was Sk-hep1 cells xenograft inoculate in subcutaneous tissue to female 8-
week-old athymic nude mice. Chemotherapy protocol included Topotecan deliver at 12,5mg/kg
or 6,25mg/kg. Protontherapy was delivered in one fraction of 5 Gy, 10 Gy or 20 Gy. "®F-FDG
and "®F-FLT PET imaging were performed once a week.

Both "F-FDG and 'F-FLT imaging permitted to follow chemotherapy efficacity, and to
observe an insufficient dose of Topotecan at 6,25mg/kg. '®F-FLT was better to observe tumoral
escape with lower doses of protontherapy. Concerning proto-chemotherapy protocol, TEP
imaging could not individualize significant difference in favor of potentiation.

Key words : PET, "8F-FDG, "8F-FLT, hepatocarcinoma, protontherapy
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