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Résumeé

La chimioembolisation est une thérapie loco-régemgi consiste a injecter, au moyen
d’'un microcathéter, un principe actif et un ageltcdiusion vasculaire de maniere la plus
sélective possible dans les arteres nourricieregrdcessus pathologique. Les microsphéres
de chimioembolisation sont des microsphéres cafbrét chargeables en principe actif,
développées ces dernieres années afin d’optimésehimioembolisation et permettre une
libération ciblée et contrélée du principe actifsain du territoire pathologique. L'utilisation
de ces microspheres n’a encore jamais été applaleehimioembolisation du poumon. Elle
pourrait étre intéressante dans le traitement uwlegdrs pulmonaires malignes en permettant
une imprégnation de la tumeur par un anticancérewt,en évitant une toxicité systémique
de ce dernier et dans le traitement des hémoptysissives en évitant les récidives, dues a
une recanalisation des vaisseaux aprés embolisgtien I'utilisation d’'un inhibiteur du
remodelage vasculaire.

Notre travail a consisté a évaluer les performamtmesibération de l'irinotécan et du
sirolimus a partir des microsphéres de chimioershtibn au niveau systémique et au niveau
tissulaire, sur des modeles de chimioembolisatidmpnaire chez la brebis. Nos résultats ont
montré que les microspheres de chimioembolisatienpermettaient pas une délivrance
tissulaire suffisamment prolongée de l'irinotécamump espérer obtenir une imprégnation
efficace d’'un lobe pulmonaire. Les microspheres@es en sirolimus semblent permettre
une libération contrdlée du principe actif et pssant intéressantes pour prévenir la
recanalisation.

Les microsphéres de chimioembolisation doivent atreliorées pour permettre une
libération prolongée du principe actif. Des étudesnplémentaires notamment en termes
d’efficacité (modele tumoral) doivent étre réalsépour montrer l'intérét d'utiliser la

chimioembolisation pulmonaire par microsphéresratigue clinique.

Mots clefs : chimioembolisation, microsphére, itéwan, sirolimus, pharmacocinétique,

poumon
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L’embolisation est une technique de radiologie rigationnelle, introduite dans les
années 1960, qui consiste a injecter, au moyen ehtiméter, un agent d’occlusion vasculaire
afin d’obtenir [l'oblitération d'une ou plusieurs tares alimentant une Iésion. La
chimioembolisation est apparue dans les années di98thsiste en l'injection intra-artérielle
d’un principe actif et d’'un agent d’occlusion valsirte. Elle est indiquée dans le traitement
des tumeurs malignes du foie. Elle a pour objedlifne part d’obtenir une ischémie tumorale
et d’autre part de concentrer le principe actifnateau de la tumeur en réduisant la toxicité
systémique de ce dernier.

La technique de chimioembolisation a considérabigndgolué avec l'apparition, ces
dix dernieres années, des microsphéres calibréesgaedibles en principe actif. Ces
microspheres reprennent les avantages des micrespbalibrées utilisées en embolisation,
notamment le contréle du niveau d’occlusion et @eaépartition des microsphéres dans le
réseau vasculaire tumoral par un choix appropriladaille de la microsphére, de la dilution
et de la sélectivité du cathétérisme. Le chargendenprincipe actif directement dans la
microsphére calibrée améliore les performances adehimioembolisation classique en
permettant une libération ciblée et contrblée dogype actif au sein de la tumeur.

Les microspheéres calibrées chargeables en priacijiieont été principalement utilisées
dans la chimioembolisation hépatique. De nombreuékgles ont montré que ces
microspheres chargées en doxorubicine remplissiantdouble fonction d’embolisation et
de vectorisation du principe actif.

La chimioembolisation par microspheres n’a jam#tséudiée dans le poumon. Deux
applications potentielles semblent particulieremntéressantes : les tumeurs pulmonaires et
les hémoptysies massives. L'utilisation de micr@ésph chargées en anticancéreux
permettrait une imprégnation de la tumeur pulmanaialigne par I'anticancéreux, tout en
évitant la toxicité systémique de ce dernier. Dinsas des hémoptysies massives dont le
premier traitement est 'embolisation bronchiquatillsation de microsphéres chargées en
inhibiteur du remodelage vasculaire permettraitvidsé les récidives dues a une
recanalisation observée apres embolisation.

L’objectif de nos travaux était de valider, a ligeapréclinique sur des modeles
d’embolisation du poumon chez la brebis, les peréorces de libération du principe actif, a

partir des microspheres de chimioembolisation, igeau systémique et au niveau tissulaire.
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Il doit étre prouvé gu’avec la chimioembolisatipar microsphéeres appliquée au
poumon, les concentrations systémiques du prinaié sont inférieures a celles d'une
injection intra-artérielle du principe actif seulqu’elles ne générent pas de toxicité, que le
principe actif est libéré de la microsphére en gtasuffisante dans le tissu, qu'aucun effet
secondaire majeur n'apparait localement ou sulale général.

Le premier volet de ce travail positionne le sgjatla base d’'une revue bibliographique
des travaux antérieurs. Le premier chapitre expeseconcepts de I'embolisation et de la
chimioembolisation depuis le lipiodol et les paites non calibrées jusqu’aux microspheres
calibrées et fonctionnalisées. Le deuxieme chapéppelle d'une part, les caractéristiques
des microsphéres de chimioembolisation chargeablesprincipe actif notamment les
principes de chargement et de libération de pren@ptif et d'autre part, les applications
médicales actuelles de ces microspheres. Le tnogsi€hapitre décrit l'intérét d’une
chimioembolisation par microsphéres appliquée aurmm pour le traitement des tumeurs
pulmonaires et des hémoptysies massives récidisante

Le second volet présente I'ensemble des travausopgaels expérimentaux, une
discussion générale reprenant les principaux msulbbtenus et une conclusion sur nos
travaux.

La premiére partie est consacrée a I'évaluatiomuesosphéres de chimioembolisation
chargées en irinotécan, proposeé a visée antitumetatonstitue la partie la plus importante
de ce travail. Nous présenterons successivemeist étades réalisées chez la brebis : la
premiére correspond a la mise au point et a ladatdin d’'une méthode de dosage pour
quantifier I'irinotécan dans le plasma et le tigaumonaire chez la brebis, les deux autres
études correspondent a I'étude des performancébétation de l'irinotécan respectivement
apres chimioembolisation limitée a I'artere pulmiomaeule et chimioembolisation de I'artére
pulmonaire combinée a une embolisation bronchi@es. travaux ont abouti a la publication
de deux articles scientifiques.

La seconde partie est consacrée aux microsphéerekimigoembolisation chargées en
sirolimus, proposé pour prévenir la recanalisatilen 'artere bronchique responsable des
récidives d’hémoptysies. Elle décrit les performemnde libération du sirolimus dans un
modele d’hypervascularisation pulmonaire chez lablsr simulant les conditions d’une
hémoptysie.

La troisieme partie correspond a la discussion géaéui aborde la validité de nos

principaux résultats, les performances des diftégertechniques de chimioembolisation
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pulmonaire présentées dans nos études et les marfoes des microsphéres chargeables
appliguées a la chimioembolisation du poumon.

La quatrieme partie correspond a la conclusion igémét aux perspectives.
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Chapitre 1

DE EMBOLISATION A LA CHIMIOEMBOLISATION

avant I'ere des microsphéres calibrées chargeables principe actif

Introduite dans les années 1960, la technique dsation a considérablement
progressé avec I'évolution des agents d’embolisation sphériques vers les microsphéres
calibrées. Ces agents d’embolisation ont rapiderégntassociés a des agents chimiques ou
médicamenteux afin d’optimiser I'action thérapeu&gau niveau local. On parle alors de

chimioembolisation.

1.1 L’embolisation

1.1.1 Définition

L’embolisation est une technique médicale mini-giva réalisée par voie percutanée et
pratiguée par un radiologue interventionnel. Eltmsiste a déposer localement un agent
d’occlusion vasculaire, in situ (cas des spiresath@ties par exemple) ou en flux libre (cas
des particules), au moyen d’un cathéter ou d’'urranathéter placé par voie endovasculaire,
afin d’obtenir I'oblitération d’'une ou plusieurstares alimentant une lésion. Elle est réalisée
sous contréle radioscopique. L'injection d'un priddle contraste iodé permet de visualiser
les vaisseaux et de vérifier la réduction du lisordaire et I'occlusion des vaisseaux
embolisés (Figure 1). Elle s’adresse schématiquengentrois types de processus
pathologiques : les hémorragies afin de jugulesiaignement, les tumeurs hypervasculaires et
les malformations vasculaires afin d’obtenir unecrogée ou une dévascularisation pré-
opératoire. Elle concerne généralement des arteresielques dizaines de micrométres (um)

a quelques millimetres (mm).

1.1.2 Agents d’embolisation

Les agents d’occlusion vasculaire utilisés sorg tra@riés dans leur nature (polyméres
naturels ou synthétiques, agents chimiques) et flmune physico-chimique (solution, gel,

filament, particules...) (Figure 2). Le choix de kag dépend principalement de la
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pathologie, de la taille de la Iésion a occlurelettype d’occlusion souhaitée (temporaire ou
durable, distale ou proximale).

Les premiéres études cliniques sur I'embolisatlugrapeutique ont été publiées dans
les années 1960 pour le traitement des malformatatérioveineuses (Speakman 1964 ;
Ishimori 1967). A partir de ces années et jusques des années 1990, les embolisations ont
été majoritairement réalisées avec des particules gélatine, principalement pour
I'embolisation d’hémostase, ou des particules nphésques de polyvinyl-alcool (PVA),
principalement pour I'embolisation des tumeurs.

L'inconvénient majeur de ces particules est l'ifisaihce de précision dans leur taille
rendant leur calibration réelle impossible et parsgquent un ciblage difficile de I'occlusion.
Leur tendance a s’agglomeérer peut aboutir a ddsigions de vaisseaux dont le diametre peut
étre 5 a 10 fois supérieur a la taille annoncée garticule (Laurent 2006).

Les concepts d’embolisation ont été repensés aappdrition, dans les années 1990,
des microspheres calibrées. Leur arrivée a perfaagter la taille des microspheres a la
taille des vaisseaux a occlure, permettant une ksalion ciblée et précise. Celles qui sont
utilisées aujourd’hui en pratiqgue courante sont ésosphéres non biodégradables. Elles
ont un diamétre compris entre quelques dizainggrdgusqu’a un mm et sont calibrées par
tranche de quelques centaines de pm (40-120,100-300-500,...,900-1200 pum). En
ajustant la quantité de microspheres injectéesr¢potage de réseau occlus) et leur taille
(distalité de I'occlusion), il est possible de margmer et de contrbler I'étendue et la distalité
du lit vasculaire pathologique fermé. On peut paeneple programmer et controler
'importance de la nécrose induite dans le cas tieseurs; fermer sélectivement des
vaisseaux pathologiques de gros calibre en resgdetapetites branches normales, ou encore
fermer proximalement des vaisseaux dans une hégmesrafin d'éviter une nécrose par
embolisation distale (Laurent 2004).

Actuellement, les microsphéres calibrées sontdesta d'embolisation les plus sirs et
les plus efficaces (Beaujeux 1996 ; Laurent 19R@)\olution de ces microsphéres calibrées,
passe par une amélioration de leurs fonctionnalitésr visualisation pour le suivi en
imagerie, la préservation de la fonctionnalité deteres dans les cas d'embolisation
d'hémostase et leur capacité a étre chargées fmduerl in situ des principes actifs. Les
principales particules et microsphéres utiliséesemibolisation sont représentées dans le
Tableau 1.

-23-



Présentation du sujet

Trajet du cathéter

Cathéter

Artere
utérine

Artére fémorale

Figure 1- Embolisation d’'un fiborome utérin (Canadian Association of Radiologists)

A) technique d’embolisation ; B) angiographie dfibrome utérin avant embolisation ;
C) angiographie d’un fibrome utérin apres embalisat

Coils Solution gélifiante

Particules

Micraspheres

Figure 2- lllustration des trois principaux types dagents d’embolisation et de leurs
applications (Namur 2009 a)

A) coils (spires métalligues) et anévrysme intranten ; B) solution gélifiante et
anévrysme aortique, malformation artérioveineus€) particules et tumeur
hypervasculaire
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Tableau 1- Principales particules et microsphérestilisées pour I'embolisation (Laurent

2006)

Type d’embole Non sphérique Sphérique
Matériaux Gélatine PVA Acrylique PVA
Spongel®
N i Ivalon®
oms . Gelfoam® S Embcsphe:em Bead Block™
commerciaux Contowr®
Curaspon®
Mi il
— 1960s 1975 1993 2003
marché
Principales ¢ Occlusion proximale e Occlusion proximale ¢ Occlusion distale e Occlusion distale
propriétés e Résorbé jours/sem. e Résorbé mois e Non résorbable e Non résorbable
Photographies
des produits
Photographies
de coupes
histologiques

avec emboles (%)
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1.2 La chimioembolisation

1.2.1 Principe

La chimioembolisation consiste a injecter succ&saent ou simultanément un principe
actif et un agent d’occlusion vasculaire de manignglus sélective possible dans les artéres
nourricieres du processus pathologique. Le prin@ptf peut étre vectorisé sous forme
d’émulsion avec un agent huileux, le lipiodol ouediement par I'agent d’occlusion
vasculaire. L’association du principe actif aveagknt d’occlusion vasculaire a pour objectif
d’'une part d’obtenir une ischémie de la zone patigue et d’autre part d’optimiser I'effet
thérapeutique du principe actif en le concentramneprolongeant son temps de résidence au
niveau du territoire embolisé. La chimioembolisataoit, pour étre efficace, satisfaire deux
conditions :

- une libération locale du principe actif pour rigdua toxicité systémique de ce dernier,
- une libération contrélée du principe actif.

La libération locale du principe actif est liéeaatéchnique de chimioembolisation. La
libération contrélée du principe actif est liee gqaerformances du vecteur du principe actif.
Une libération contrblée doit permettre I'obtentis concentrations thérapeutiques au niveau
du tissu cible et maintenir ces concentrations gehdne durée définie en fonction du type du

principe actif chargé et de I'effet recherché sutigsu cible.

1.2.2 Intérét clinique

La chimioembolisation a historiquement été dévedgpplans les années 80 pour le
traitement des tumeurs hépatiques non opérables Itapport artériel est en général
prédominant. Le traitement du carcinome hépatoe@lti(CHC) et des métastases hépatiques
non résécables est encore aujourd’hui sa principdieation. Plusieurs études ont montré un
bénéfice de la chimioembolisation dans le traitendexs tumeurs hépatiques par rapport a un
traitement symptomatique (Llovet 2002 ; Lo 2002)pat rapport a la chimiothérapie seule
réalisée par voie intraveineuse (IV) ou intra-aeléx (IA) (Nakamura 1989 ; Raoul 1992 ;
Hong 2005).

La chimioembolisation, comparée a la chimiothéragiministrée par voie 1V, a permis
d’obtenir localement des concentrations plus ingugs en médicament et de réduire la

toxicité systémique de ces médicaments. Elle a igdhatilisation de médicaments comme la
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doxorubicine et le cisplatine dont I'efficacité déistitée par voie IV en raison de leur toxicité
respectivement cardiaque et rénale (Varela 2000s$6 2008 ; Lammer 2010 ; Seki 2011).

La procédure est en général bien tolérée. Le symelnpost chimioembolisation n’est
pas a proprement dit une complication mais un effetsi attendu de la chimioembolisation
hépatique. On I'observe dans 50% a 90% des caerdiste en général de 2 a 4 jours et se
manifeste par une fiévre, des douleurs abdominafles nausées et vomissements.
L’altération des fonctions hépatiques est transt@t se manifeste par des transaminases
élevées parfois un ictére ou une ascite. La mt#talit exceptionnelle (0,5% dans une série de
plus de 8000 patients) et est liée le plus souaante insuffisance hépatique ou au cancer lui-
méme (Takayasu 2006).

1.2.3 Les difféerentes techniques

La chimioembolisation, en 30 ans, a considérable¢@eviué. Initialement réalisée avec
du lipiodol ou avec des particules expérimental€hmrgées en principe actif, elle utilise
aujourd’hui des microsphéres calibrées commeréiedisqui ont fait leur preuve dans le
domaine de I'embolisation et qui ont évolué ces detnieres années pour devenir des

microspheres calibrées chargeables en principke acti

I. La chimioembolisation lipiodolée

Le lipiodol est un agent huileux iodé utilisé edicdogie depuis les années 80 comme
produit de contraste pour l'imagerie diagnostiqueingerventionnelle. Son utilisation en
chimioembolisation repose sur deux de ses propriésa viscosité et sa concentration au
niveau du tissu tumoral hépatique (Nakakuma 198%moto 1985). Mélangé a des
médicaments et administré via I'artére hépatiquer pe traitement de certaines tumeurs, il
permet, en raison de sa viscosité, de ralentiabsg@ge du médicament dans les artérioles et
d’augmenter ainsi le temps de résidence du médicadans la tumeur. L’ajout de particules
d’embolisation a ce mélange lipiodol-médicamenbarpbjectif de réduire le flux artériel et
d’augmenter davantage I'exposition de la tumeumegdicament (Raoul 1992). Le lipiodol
permet également, selon certaines études, une efitamu médicament dans la tumeur qui
peut durer plusieurs mois (Ohishi 1985 ; Sasaki7L9Batagiri 1989 ; Konno 1990 ; Kan
1997).
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La chimioembolisation lipiodolée associe I'injectitA d'un principe actif sous forme
d’'une émulsion avec du lipiodol, utilisé ici comwecteur du principe actif, a une occlusion
artérielle par un agent d’embolisation. Elle espelpe é€galement chimioembolisation
conventionnelle. Des études ont montré que la d@mbolisation lipiodolée permettait une
réduction de la concentration du principe actif nateau de la circulation systémique et une
augmentation de la concentration de ce dernier dmntsimeur, par comparaison a une
injection IA de ce principe actif seul (Nakamura829 Raoul 1992 ; Hong 2005) (Figure 3).
Elle a montré chez 'homme un bénéfice significatiftermes de survie dans le traitement du
carcinome hépatocellulaire non opérable (Camma 2Q08vet 2002 ; Lo 2002 ; Llovet
2003).

" Plasme " Tumeur hépatiaue

12 TACE
" g2 Rl
E 10 a T
E G i |BTACE g_ 10 TACE
o £ T T
o 4 B LA, H T 7

5 : A HH

1 0 - [
30 min Centre Périphérie

Figure 3- Concentration en carboplatine dans le pkma et dans la tumeur hépatique
apres injection intra-artérielle (IA) seule versuschimioembolisation lipiodolée (TACE)
chez des lapins porteurs de tumeurs hépatiques VX2long 2005)

Cette technique, bien qu’'efficace cliniquement,sh’pas sans risque et présente des
limites liées d’'une part a l'instabilité et au maeqgde reproductibilité de I'émulsion du
principe actif avec le lipiodol et d’autre part'laétérogénéité de la fixation du lipiodol sur le
tissu tumoral. L’émulsion du principe actif avecliigodol est une émulsion instable qui se
dissocie rapidement en une phase huileuse et wse @gueuse (Konno 1990) entrainant une
distribution non contrélée du principe actif qupdéd davantage de la répartition du lipidiol
dans le tissu que de I'emplacement des particudgslmblisation dans le réseau vasculaire. La
variabilité dans la nature de I'émulsion (eau dange, huile dans eau) et dans la taille des
gouttelettes formées (30 a 120um) participent égahe a cette distribution non contrélée du
principe actif et du lipiodol dans le réseau vaaitaltumoral (de Baere 1995 ; Cay 1996).
Plusieurs études ont en effet montré qu’une wadtnportante de la dose injectée de lipiodol

pouvait étre retrouvée dans le poumon (Raoul 1%88ring 1994 ; de Baere 1996), avec un
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risque d’embolie pulmonaire (Czauderna 2005 ; Sid@A5). Par ailleurs, la fixation du
lipiodol sur le tissu tumoral n'est pas toujoursrtumene et peut étre absente dans certaines
tumeurs hépatiques pour lesquelles la chimioendaais lipiodolée n’est pas efficace (Van
Beers 1989 ; Poyanli 2001; Lee 2002). Appliquéec amétastases pulmonaires non
résécables, la chimioembolisation lipiodolée a mouone efficacité limitée en raison d’'une
faible fixation du lipiodol dans 75% des tumeurso@V 2008). La chimioembolisation
lipiodolée ne permet donc pas un ciblage optimaltdeeurs ni une distribution contrélée du

principe actif.

ii. La chimioembolisation par particules préchargés en principe actif

La chimioembolisation par particules préchargéeprarcipe actif a été développée de
fagcon concomitante a la chimioembolisation lipiaagl dans les années 80 au Japon par
'équipe de Kato. Il s’agissait de microencapsolatd’anticancéreux dans des particules
d’éthyl-cellulose (Kato 1981a ; Okamoto 1985).

Les essaisn vitro puisin vivo sur des tumeurs expérimentales ont montré que les
particules ainsi préchargées en anticancéreux ravéaepropriété de libérer lentement le
principe actif qui restait biologiquement actif @ida 1980; Okamoto 1986). Ces
microcapsules préchargées, utilisées chez desfmatlans le traitement de différents cancers,
ont montré par rapport a une injection IA ou IV duncipe actif non encapsulé : une
diminution du pic plasmatique et une augmentatienlal concentration intratumorale du
principe actif, un bénéfice en termes de taux gense tumorale et de survie (Kato 1981a ;
Kato 1981b ; Okamoto 1985 ; Goldberg 1991 ; Kat®6)9

Depuis Kato, de nombreuses études expérimentaledasahimioembolisation par
particules préchargées ont été réalisées (Tabledue études cliniques sont peu nombreuses
et sont souvent réalisées a titre de recherchigeénévaluant les particules expérimentales et
préchargées en principe actif. Elles restent liesité des séries de cas.

La calibration non précise de ces particules prgges et leur taille souvent trop petite
pour permettre une embolisation efficace (Bastia®98) ne permettent pas une
chimioembolisation contr6lée et ciblée. Aucune dss @articules préchargées a notre

connaissance n’'a été commercialisée.
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Tableau 2- Principales études sur la chimioembolisan par particules préchargées en
principe actif (Lewis 2010)

o — Taille (um) / —_—
Médicament Type de Chargement du Type Reference
microsphére médicament (%) d'étude
Mitomycin C Albumin 45+ 8 um Clinical, HCC 19 patients vs. infusion  Fujimoto ef a/, (1985)
5-FU Carnuba wax In vitro Benita et al. (1986)
Cisplatin Poly(lactic acid) in vitro Spenlehauer et al
. . i (1986)
Mitomycin C Albumin 45 =+ 8 ym Preclinical/clinical, VX-2 model, Endoh (1987)
CRCm 19 patients vs. infusion
Doxorubicin Albumin Clinical, breast, 5 patients Asaishi et al. {(1988)
Daxorubicin Albumin 15-20 um, 1% Preclinical, renal study Kerr et a/. (1988)
Doxorubicin Albumin or casein 15-30 um Preclinical, '?®| radiolabelled study Willmott ef al. (1989)
Aclarubicin Poly(lactic acid) 200 pm, 10% Clinical, 62 patients, 50-100mgdose  Ichihara et al. (1989)
CPT Albumin Preclinical, rats Wu (1990)
NA Poly(lactic acid) In vitro Flandroy et af. (1990)
Cisplatin Ethyicellulose Preclinical, rats Wang (1991)
Methotrexate Gelatin Preclinical, rats Chen et al (1991)
Aclarubicin Poly(lactic acid) Clinical, 67 patients + cisplatin/ Beppu ef al. (1991)
Lipiodal
Cisplatin Albumin+chitin/ Preclinical, VX-2 model Kyotani et a/. (1992)
chitosan
Cisplatin Albumin+chitin/ Preclinical, dog PK Nishioka et af. (1992)
chitosan
Cfsplat@n Ethylcellulose Preclinical, dog PK Wei et a/. (1992)
Cisplatin Albumin 56 um, 14% Preclinical, in vitro + rabbits Cheng et al. (1993)
Methotrexate Albumin 40 um Preclinical, dog Xu and Zhu (1993)
Cisplatin Albumin-+chitin Preclinical, VX-2 model Nishioka et a/. (1993)
Doxorubicin Carboxymethy| dextran Preclinical, dog PK He et af. (1993)
Cisplatin Poly(lactic acid) Preclinical, in vitro + in vivo Liuetal (1993)
Daunomycin Albumin 52 um =16 Preclinical, mouse ascites model Wang et al. (1994)
Cisplatin Albumin+chitin 20-37 pm Preclinical, VX-2 model Nishioka et a/. (1994)
Cisplatin Poly(benzyl glutamate) 100-200 um, 44% In vitro Lieral (1994)
Cisplatin Albumin 59-256 um, 51% Preclinical, in vitro + rabbit PK Zhang et al. (1995)
Cisplatin Chitosan Preclinical, dogs Wang et al. (1995}
Cisplatin Ethylcellulose Preclinical, dog PK Yang et af (1995)
Taxol Ethylene vinyl acetats/ 10-30 ym, 30-100 um,  /n vitro + CAM assay Burter al. (1995)
Poly(lactic acid) blend 10-13%
Mitoxantrone Ethylceliuiose 110 pm £ 38, 12.5% Preclinical, dogs Zhang et al. (1996)
Taxol Poly(lactic/glycolic acid) In vitro Wang et al. (1996)
Rifampicin Poly{hydroxy butyrate) In vitro Kassab et al. (1997)
Mitoxantrone  Carboxymethyl starch Preclinical, rabbit PK Zhang et al. (1998)
Cisplatin Albumin Clinical, 7 patients Li etal, (1999)
5-FU Chitosan fn vitro Denkbas et a/. (1999)
Epirubicin Poly(lactic acid) Preclinical, rabbit PK Fujiwara et a/. (2000)
Pingyangmycin ~ Gelatin Preclinical, in vitro + rabbits Wu et al. (2003)
Mitomycin C Poly({lactic/glutamic acid) Preclinical, rats Qian et al, (2003)
Mitomycin C Alginate/chitosan 100400 pum, 65% In vitro Misirli et al. {2005)
Doxorubicin Alginate . Preclinical, pigs D. Liu et af. (2006)
NA Alginate/chitosan 100-400 pm Preclinical, in vitro -+ rabbits Eroglu et al. (2006)
Norcantharidin ~ Poly(lactic/glycolic Preclinical, rats X. Liu et al. (20086)
acid) /alginate
Doxorubicin Chitosan 10% Preclinical, VX-2 model Kim et al. (2007)
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Chapitre 2

LES MICROSPHERES DE CHIMIOEMBOLISATION
CHARGEABLES EN PRINCIPE ACTIF

Les microsphéres de chimioembolisation chargealdgsennent les avantages des
microspheres calibrées utilisées en embolisati@t ane fonctionnalité supplémentaire, celle
de pouvoir se charger de facon extemporanée efraliffes solutions de principes actifs par
un mécanisme le plus souvent ionique. Ces micrasphant été développées ces dernieres
années afin d’optimiser la chimioembolisation etnpettre une libération ciblée et contrélée
du principe actif au sein du territoire pathologiqsont commercialisées actuellement des
microspheres de chimioembolisation calibrées, regratiables et chargeables par différents
principes actifs dont la doxorubicine et I'rinotég; médicaments pour lesquels elles ont
obtenu le marquage CE dans l'indication des tumbkématiques. Les études précliniques et
cliniques ont montré le bénéfice de ces microsghénetermes de rétention du principe actif
dans la tumeur, réduction des concentrations sygt&s, tolérance et réponse tumorale par
rapport a la chimioembolisation lipiodolée (Hond&Q Varela 2007 ; Dhanasekaran 2010).
Aujourd’hui, & notre connaissance, ces microsphdeeshimioembolisation sont les seuls
dispositifs médicaux implantables a proposer urrggraent extemporané du principe actif,

les autres dispositifs étant tous préchargés ecipg actif.

2.1  Caractéristiques des microspheres de chimioembolisan
calibrées non degradables et chargeables en prine@ctif

2.1.1 Caractéristiques idéales

Les microsphéres de chimioembolisation doivent ptine a la fois une embolisation
ciblée au niveau du territoire pathologique et lilbération locale contrélée du principe actif.
Le principe actif ne doit pas modifier les perfomoes de I'agent d’embolisation lors du
chargement et de I'élution. Le cahier des chargesed microsphéres de chimioembolisation
doit contenir a la fois les criteres d’'un bon agdimbolisation et ceux d'une libération
contrblée de principe actif. Les caractéristiquattaies de ces microspheres de

chimioembolisation sont résumées dans le Tableau 3.
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Tableau 3- Caractéristiques idéales des microspheérede chimioembolisation(Lewis
2010 ; Laurent 2006)

Attribut

Caractéristiques idéales

Microsphere

Calibration

Contréle du niveau d’occlusion et de la répartitiams
le réseau vasculaire

Compressibilité

Passage dans les microcathéters

Reprise de la forme initiale sphérique lors dedgis

Elasticite du cathéter
Absence d’adhésion des microspheres au cat
hydrophobe) et de formation d’agglomérats
Hydrophilie (hydrophobe) 'on 08y

Mise en suspension facile dans des solutés injest
(sérum physiologique, produit de contraste...)

héter

Biocompatibilité

Eviter une réaction inflammatoire chronique ou
immunisation contre la microsphere

ne

microsphere — principe actif

Compatibilité

Stabilité du principe actif lors de son chargenande
sa libération

Pas d'altération de la microsphére en présence du

principe actif

Principe actif

Type de principe actif

Effet thérapeutique local
Action si possible sur une population cellulairelei

Dose de principe acti

Concentrations thérapeusiquuir I'effet recherché

Profil de libération du
principe actif

Libération du principe actif uniguement au niveaua
cible et de maniere contrélée (maitrise de la wjoét
de libération)

Diffusion du principe actif dans le tissu cible
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2.1.2 Mécanismes de chargement extemporané du principe tic

Il existe actuellement deux modes de chargemeptrgdrané du principe actif dans les
microspheres de chimioembolisation. Un mode pasdiabsorption qui concerne
généralement les microspheres sous forme seche gtode actif : I'échange ionique qui
concerne les microspheres en suspension dans um#orsosaline. La concentration du
principe actif aprés chargement dans les microgshest généralement exprimée en quantité

de principe actif par mL de microsphéres.

I. Absorption

Le chargement par absorption est un phénomeénef passie dépend pas de I'affinité
entre la microsphere et le principe actif maisalknhite de solubilité du principe actif dans la
solution aqueuse de chargement. La microsphereosgparte comme une « éponge ». La
capacité maximale de chargement correspond a latitianaximale de principe actif
pouvant étre soluble dans la solution de chargememntrépartition du principe actif est
homogene dans la microsphére avec ce type de chengeé condition que le principe actif
puisse pénétrer facilement dans la microspheravars ses mailles.

ii. Echange ionique

[1 Potentiel hydrogéne (pH) et Constante d’acidité, (¥éa)

L’échange ionique est conditionné par deux princkpgarametres : le potentiel
hydrogéne (pH) et la constante d’acidité expriméegers le pKa. Le pH est un indice qui
mesure l'activité de 'ion hydrogéne dans la salntiC’est un indicateur de I'acidité (pH < 7)
ou de l'alcalinité (pH > 7) de la solution. La ctargte d’acidité Ka permet de caractériser la
force relative d'un acide. Elle est définie pouraghe couple acide (A) / base (B) et
correspond a la constante d’équilibre de la réaaml’acide sur I'eau :

o o le
A+H20 - B+H30+ °  [4] . A partir de cette constante d’acidité, on définit

le pKa (pKa = -log1l0Ka) pour classer la force daoide. Plus le pKa est petit, plus I'acide
est fort et sa base conjuguée faible, plus I'aegtdortement ionisé.

A partir du pH et du pKa, on peut prévoir la prédwemnce de I'acide ou de la base
conjuguée en fonction du pH de la solution.
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EI
pH=pkA+ L&l
pH < pKA pHEKA pH > pKA
| >
-1
[A]>[B] [AF[B] [A]<[B]
A prédomine Pas dalpréinance B prédomine

Les principes actifs vont étre caractérisés parawnplusieurs constantes d’acidité selon
leur nombre de fonctions acide-base et serontdesi$ormes ionisées différentes selon le pH
de la solution de chargement. Les performances ldugement d’'un principe actif par
mécanisme ionique vont donc dépendre de la fornmésée du principe actif qui va
prédominer au pH de la solution de chargement.sb&gions de principe actif utilisées pour
le chargement des microsphéres de chimioembolsatmt le plus souvent des solutions
injectables commerciales. La valeur du pH de céstisns dépend du médicament et est

comprise généralement entre 4 et 8.

[0 Microspheres fonctionnalisées

Le chargement du principe actif par échange ioniggigeut étre réalisé que sur des
microspheres d’embolisation « fonctionnaliséeses tonctions greffées dans la microsphere
vont pouvoir « fixer » le principe actif par intetins ioniques. Ces fonctions greffées sont
ionisées et sont « neutralisées » par un contrgiéola solution. La cinétique de chargement
est régie par le déplacement par compétition dtresan par le principe actif.

Actuellement, les fonctions greffées sur les mipheses de chimioembolisation sont
des groupements chargés négativement dans legioosdie chargement recommandées par
le fabricant. Il s’agit soit de groupements sulf@saSQ, soit de groupements carboxylates
COQO (Figure 4). Les principes actifs qui peuvent &tmargés dans ces microspheres doivent
donc étre chargés positivement, cas de la majdet® anticancéreux conventionnels en
solution comme par exemple la doxorubicine (FigbreCes microspheres fonctionnalisées
permettent de charger une quantité plus import@aterincipe actif par comparaison avec les
microsphéeres non fonctionnalisées qui chargentriecipe actif par absorption. A titre
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d’exemple, en présence d’'une solution contenantngsde doxorubicine, les microspheres
fonctionnalisées peuvent charger la totalité desn®p alors que les microsphéres non

fonctionnalisées ne peuvent en charger qu’entrg 2im3 mg (Lewis 2006).
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Microspheres « sulfonates »
Acide sulfonique pKal

'H
l
0=s5=0 A
l o=b=o
8] i
OH

%

pH

%

Microspheres « carboxylates »
Acide carboxylique pKa 3,5
O

< =
l

Figure 4- Fonctions anioniques greffées dans les enbsphéres dechimioembolisation et

impliquées dans le chargement du principe acti{fChemicalize). Ces fonctions restent
négatives quel que soit le pH de la solution deggraent pour les microsphéres porteuses de
groupements sulfonates et a partir de pH=4 poumiesospheres porteuses de groupements

carboxylates.

Microspheres hydratées

Couche d’hydratation
associée avec les
groupements ioniques

Masse d’eau non liée

Microspheres chargées

L’interaction de la doxorubicine ave
les groupements SO déplace les
molécules d’'eau

B

Microsnhére

Microsphéres
non chargées

Microsphéres chargées
en doxorubicine

Figure 5- Chargement de la doxorubicine dans les mliosphéres de chimioembolisation
par interactions ioniques(Biocompatibles ; Lewis 2006)
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0 Mode opératoire du chargement

Le chargement doit se faire dans des conditiongtigses controlées. Un exemple de
mode opératoire du chargement extemporané de lardloicine par échange ionique dans des
microspheres en suspension est présenté dangueeF. En pratique, le chargement du

principe actif dans la microsphere dure en moyehheures.

Chargement de
DC Bead®

DOXORUBICINE
EN POUDRE

Dose de Nombre de flacons Nombre de

doxorubicine de doxorubicine en flacons de

requise poudre (50 mg) DC Bead

75 mg 2 1

100 mg 2 2

150 mg 3 2

Stabilité physico-chimique DC Bead
100-700 um

DC Bead chargée

avee de la doxorubicine (75 mg/2 mi) 14 jours (2 28 °C)

DC Bead chargée avec de la doxorubicine,

avec produtt de contraste nen lonique 7 jours (@28 °C)

Apres le chargement, la
solution dans la seringue
conserve en partie sa
coloration rouge comme
illustre, ce qui est normal et
n'indigue pas I'échec du
= chargement de DC Bead”.

Ternps de chargement pour 37,5 mg maximum de doxorubicine
par mi de DC Bead (75 mg par flacon)

Assimilation de

s e

90 % 30 minutes 45 minutes B0 minutes
98 %" 60 minutes 90 minutes: 120 minutes
*Tokrancada £3%

Le chargement st la préparation de DC Bead doivent se faire
en sulvant une procédure aseptique stricts et sous conditions
contrilées.

Retirer le capuchon du (des) flacon(s) de

DC Bead sans retirer la partie métallique
autour du bouchon. Transférer le contenu de
chaqgue flacon de DC Bead dans une seringue
de 20-30 ml a l'aide d’'une aiguille de calibre 18
(oU équivalent). P

Expulser la solution de conditionnement en
excés de la seringue. Utiliser une aiguille & filtre
de 5 microns si nécessaire pour plus de facilité.

Reconstituer chaque flacon de poudre de
doxorubicine a l'aide de 2 ml d’eau stérile
pour injection (NE PAS utiliser de chlorure
de sodiumj.

Bien mélanger. 4

'!Ij 1|

Aspirer dans la seringue contenant la DC Bead
la dose requise de doxorubicine. Lors du
chargement, agiter delicatement le mélange

a plusieurs reprises.

i

Une fois le temps de chargement écoulé,
expulser le liquide en excés de la seringue.
Utiiser une aiguille & filtre de 5 microns si
necessaire pour plus de facilite.

Pour préparer la DC Bead chargée pour l'injection,
gouter 5 & 10 ml de produit de contraste non
ionicue par mi de DC Bead et mélanger
délicaternent pour obtenir une bonne suspension.
Injecter la solution a une vitesse de

1 ml par minute.

Etape 6

Figure 6- Mode opératoire du chargement de la doxabicine dans des microspheres de
chimioembolisation (Biocompatibles)

-37-




Présentation du sujet

Le mode opératoire peut avoir une influence sup&$formances de chargement et sur
la structure des microspheres de chimioembolisgir@sentées sous forme seche selon que
les microsphéeres soient préhydratées ou non azahiargement, selon la nature des solutions

de préhydratation et de dissolution de la doxoiabityophylisée (Figure 7 )(Liu 2011).

Solution de Solution de reconstitution Taux de

préhydratation des de la doxorubicine Chargement de
A) : microsphéres SA  Ivabhilisée la doxorubicine

0.9% saline 0.9% saline (10 mL) 88.4%

None 0.9% saline (10 mL) 83.1%

Contrast (10 mL) 0.9% saline (10 mL) 59.8%

14.3% saline (2.5 mL) 0.9% saline (10 mL) 87.6%

0.9% saline (10 mL) Sterile water (4 ml) 82.4%

None Sterile water (4 ml) 51.3%

Contrast (10 mL) Sterile water (4 ml) 88.4%

14.3% saline (2.5 mL) Sterile water (4 ml) HEE

0.9% saline (10 mL)  Presolubilized (25 mL) 87.7%

None Presolubilized (25 mL) 87.8%

Contrast (10 mL) Presolubilized (25 mL) 87.7%

14.3% saline (2.5 mL) Presolubilized Tk

0.9% saline (10 mL)  Contrast (5 mL) FEE

None Contrast (5 mL) FEE

Contrast (10 mL) Contrast (5 mL) HEE

14.3% saline (2.5 mL) Contrast (5 mL) 70.0%

I I 2h Incubatian
10mL 0.9% NaCl S
SAP M5 Incubation

C)

2h Incubation

SAP M5

Figure 7- Influence du mode opératoire sur le tauxde chargement en doxorubicine et
sur la structure des microsphéeregLiu 2011)

A :Influence de la nature des solutions de préhwticmn des microsphéres seches (SAP MS)
et des solutions de reconstitution de la doxoraki¢yophilisée sur le taux de chargement de
la doxorubicine dans les microsphéres. B et Cluémice du mode opératoire du chargement
sur la structure des microspheres: la micrografianontre un « émiettement » des
microspheres, la micrographie C montre des micr@gshintactes.
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0 Facteurs influencant le chargement

L’efficacité du chargement en principe actif estigernée par plusieurs facteurs (Jenke

1989 ; Lewis 2006 ; Taylor 2007 ; Jordan 2010 sksr2010 ; Biondi 2011) :

- le poids moléculaire et la charge ionique du@pa actif

- le type et le nombre de fonctions ioniques geffélans la microsphere et la taille des
microsphéres

- le pH, la température, la force ionique de lausoh de chargement contenant le principe
actif

- les modalités d’agitation de la solution de pipecactif contenant les microsphéres en
suspension et le temps de contact entre le prirzagipeet les microspheres.

La quantité chargée en principe actif peut étre ifited en faisant varier la
concentration en principe actif de la solution dargement ou le temps de chargement (Chen
1992 ; Liu 1999). Le temps nécessaire de chargenaeigimente avec la taille des
microspheres (Lewis 2006). La Figure 8 représemtetdmps de chargement de la
doxorubicine et de I'irinotécan sur les 2 typeswerosphéres fonctionnalisées (groupements
sulfonates ou carboxylates). 80% a 90% de la dog®idcipe actif sont chargés en une heure
sans différence notable entre les 2 types de npbgoes pour un principe actif donné et une

taille de microsphéres donnée (Jordan 2010).

Doxorubicine Irinotécan
chargement 25 mg/mL i chargement 50 mg/mL
Microspheres Microsphéres
- @ 'SOS 'l 100 COO-
£ . e £ R S 4 ok
> g5l " i > oot | T ¥ Microspheres
= 5 \ . = -
5 ,/f/ll';:s’sgphea’ea -§ L / SO,
2 w0 %. o coo °  s0l/
=] | =]
g ] 2
[=] 25 o 25
1] T 0+ T ——
0 30 60 B0 120 ] [0} 60 80 120n
Time [rain] Tine [imin]

Figure 8 Temps de chargement de la doxorubicine et de [liriotécan sur les
microspheres fonctionnaliséegJordan 2010)
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[0 Effets du chargement sur la microsphere

Le chargement du principe actif dans la microsphapdifie la taille, I'élasticité et
I’hydrophilie de la microsphére. La taille des moigphéres diminue apres chargement du
principe actif. Cette diminution peut atteindre 30%ola taille initiale de la microsphere. Plus
la quantité de principe actif chargée est impodamius cette diminution de taille est
importante. Cette information doit étre prise emmpte lors du choix de la taille des
microspheres pour la chimioembolisation. L'élasfiales microspheres diminue également
avec le chargement du principe actif. Cette dimdmute taille et d’élasticité est due a la perte
d’eau lors de l'incorporation du principe actif daia microsphére, qui condense la structure
de la microsphere (Figure 9). Cette perte d’eaud régalement la microsphéere plus
hydrophobe, créant un risque d’adhésion des mibeysg au cathéter et d’agglomérats des
microsphéeres entre elles si la quantité de prineigtéf chargée est trop importante (Lewis
2006 ; Taylor 2007 ; Jordan 2010 ; Biondi 2011 u [2011). La capacité maximale de
chargement du principe actif dans la microsphéret tcompte de tous ces changements et
correspond a la quantité maximale de principe att#rgeable laissant intactes les qualités

d’embolisation de la microsphere.
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Chargement en irinotécan (mg/mL) Chargement en irinotécan (mg/mL)

Figure 9- Effet du chargement de la doxorubicine ou de l'irirotécan sur les propriétés
physiques des microsphéref_ewis 2006 ; Taylor 2007).

A : effet de la dose sur le diameéetre moyen des ashéres. B : effet de la dose sur la
guantité d’eau présente dans la microsphere (EW@quilibrium water content) et sur le
module de Young qui mesure I'élasticité. C : micegahies de microsphéres 300-50@ non
chargées (1), chargées avec de I'irinotécan 50mapngls 7 min (2) apres 20 min (3).
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[0 Répartition du principe actif dans la microspheére

Lors du chargement, la répartition du principefactst pas toujours homogéene dans la
microsphere. Elle dépend notamment des caractdrgsicp-chimiques du principe actif
(structure, coefficient de diffusion dans la migrioére, capacité du principe actif a se
réarranger (phénoméne d’empilement par liaisongdgg@he appelé « stacking »)), de la
guantité chargée en principe actif et de la répamtides fonctions ioniques greffées dans la
microsphere (Biondi 2011). Biondi et son équipe montré que lorsque la doxorubicine était
chargée a de faibles doses, elle était répartfaga homogéne dans la microsphére. Lorsque
elle était chargée a des doses plus importantks,selccumulait en périphérie créant un
gradient de concentration dans la microsphere (Eig0). Ce phénoméene a également été
observé avec l'irinotécan (Namur 2009 b). Cettearéon en périphérie du principe actif est
liée a la structure de la microsphére qui présemtenombre plus important de fonctions
ioniques greffées en périphérie qu’au centre (Lex@67 ; Biondi 2011) et peut avoir des

conséquences sur la cinéetique de libération dwcipenactif (Kreuter 1994).
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Figure 10b
Chargement de la doxorubicine
a faibles concentrations
) - AV—  pg|—
Figure 10)a | - ik
Chargement de la doxorubicine
a hautes concentrations 1
2
3
4

Figure 10- Images obtenues par microscopie confoeah balayage laser de microsphéres
chargées en doxorubicing¢Biondi 2011).

(A) image en fluorescence, (B) image en transmiss(€) superposition des images en
fluorescence et en transmission.

Fig 10a Concentration en doxorubicine (1) 5 mg/(2l),10 mg/mL, (3) 25 mg/mL.

Fig 10b Concentration en doxorubicine ({génL, (2) 1Qug/mL, (3) 2qug/mL, (4) 5Qug/mL
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2.1.3 Libération du principe actif

Le mécanisme et les performances de libération wdlocipe actif a partir de la
microsphere de chimioembolisation sont liés direetiet au mécanisme impliqué dans le
chargement du principe actif dans la microsphérawetmode opératoire du chargement
(Lewis 2006 ; Liu 2011). Le principe actif chargérpabsorption dans la microsphére est
libéré dans la majorité des cas par diffusion dnggpe actif dans le milieu. Le principe actif
chargé par échange ionique est libéré de la mibewsple plus souvent par échange ionique.
La libération par échange ionique permet une lifi@mglus lente du principe actif comparée

a une libération par diffusion (Lewis 2006).

i. In vitro

Plusieurs études expérimentales ont montré queddsrmances de libération de la
doxorubicine et de lirinotécan a partir des migtosres de chimioembolisation, dans un
tampon phosphate salin, dépendaient de la tailexderospheres et de la quantité de principe
actif chargée (Figure 11).

Plus la taille des microspheres est petite, plupriecipe actif est libéré rapidement
(Taylor 2007). Lewis et son équipe ont montré goerpne dose de doxorubicine chargée a
25 mg/mL de microspheéres, les temps de demi-vidadgoxorubicine libérée a partir de
microspheres de taille 700-900um et de taille 100p3n étaient respectivement 1730h et
150h (Lewis 2006).

Plus la quantité de principe actif chargée est mambe, plus la libération du principe
actif se fait lentement (Gonzalez 2008 ; Taylor 200Jordan 2010). Gonzalez et son équipe
ont montré que pour des microsphéres de taille7lm, le temps de demi-vie augmentait
de 381h a 3658h lorsque la concentration en doxungchargée augmentait de 6,25 a 37,5
mg/mL (Gonzalez 2008).
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Figure 11- Influence de la quantité de principe adt chargée dans la microsphere et de la
taille des microspheres sur la cinétigue de libéran de la doxorubicine et de
lirinotécan in vitro (milieu tampon phosphate salinTaylor 2007; Gonzalez 2008; Andy
2010)
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La nature et les propriétés physico-chimiques dincfpe actif chargé et des
microspheres utilisées influent également sur E$opmances de libération. Jordan et son
eéquipe ont montré que les cinétiques de libérationtro (NaCl 0,9%) entre la doxorubicine
et l'irinotécan chargé(e) dans un type donné deasphére étaient différentes. La libération
de la doxorubicine était lente et incompléte, celdel'irinotécan rapide et totale. Pour un
principe actif chargé donné, la cinétique de liiéraétait également différente selon le type
de microsphere utilisée. Les microsphéres ayangamgements carboxylates libéraient plus
rapidement I'irinotécan et présentaient un tauiutién de la doxorubicine plus faible que les

microsphéres ayant des groupements sulfonatesréFl@) (Jordan 2010).

A 30 : s “sulfonates”
= I 3333388 LI -
= ‘-lla.aol ll‘l—‘—l . 1
2 "‘[_.:l‘
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g 201
[ R )
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Figure 12- Profils de libération de la doxorubicine(A) et de lirinotécan (B) a partir de
microspheres (ms) porteuses de fonctions sulfonates carboxylates dans du NaCl 0,9%

(Jordan 2010)
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ii. In vivo

[1 Libération au niveau systémique

Les microsphéres de chimioembolisation chargéaforarubicine ou en irinotécan ont
montré, dans des études précliniques et cliniquese réduction significative des
concentrations systémiques du principe actif, caggsgma une injection IA du principe actif
seul ou a une chimioembolisation lipiodolée (Figi® (Hong 2006 ; Taylor 2007; Varela
2007). Des études cliniques ont montré que cethgction des concentrations systémiques du
principe actif par la chimioembolisation a perme diminuer la toxicité liée a ce principe
actif, cardiotoxicité et alopécie pour la doxorubé (Varela 2007 ; Lammer 2010), diarrhées

et neutropénie pour l'irinotécan (Martin 2009 ; Mm@ 2010).
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Figure 13- Profil pharmacocinétique plasmatique dda doxorubicine et de l'irinotécan
aprés chimioembolisation par microspheres (ms) chgées, comparée a une injection IA
du principe actif seul ou a une chimioembolisatiotipiodolée (Hong 2006 ; Taylor 2006 ;
Varela 2007)
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[0 Libération au niveau tissulaire

Les performances des microsphéres de chimioembotisau niveau tissulaire ont été
étudiées principalement avec la doxorubicine. Heihgon équipe ont montré, chez I'animal,
gue ces microspheres permettaient une augmentiida concentration en doxorubicine au
niveau du tissu tumoral, par rapport a une inject®d de doxorubicine seule (quantification
de la doxorubicine a partir d’homogénats de tisghigjure 14) (Hong 2006). L'interprétation
de ce résultat doit tenir compte de la techniquiesée pour quantifier la doxorubicine au
niveau tissulaire. Nous avons vu précédemmentadexorubicine in vitro n’était libéréee de
la microsphére que partiellement.

La quantification tissulaire, majoritairement réak dans les études a partir
d’homogénats de tissus, ne permet pas de difféelecguantité de doxorubicine libérée dans
le tissu de celle encore contenue dans la microsphamur et son équipe, en utilisant les
techniques de microspectroscopie infrarouge a fvemgee de Fourier et de
microspectrofluorimétrie de fluorescence, ont puardifier la doxorubicine au niveau
tissulaire a l'intérieur et en dehors des microsphéle chimioembolisation (Namur 2010). lls
ont montré, chez le cochon sain, que 43% et 89%addose chargée initialement en
doxorubicine étaient libérés de la microsphere peesvement 28 et 90 jours aprés
chimioembolisation hépatique, démontrant que lesraspheres permettaient une libération
continue sur plusieurs semaines de la doxorubi¢iigure 15). La doxorubicine était
détectée jusqu’a une distance de @O depuis la microsphére et les concentrations autou
des microsphéres variaient entre 0,55 a 6,80, ces valeurs correspondant a des
concentrations d’incubation ayant des effets cyigiees sur des cultures d’hépatocytes in
vitro (Chuu 2007; Namur 2010).

La libération dans le tissu tumoral de [lirinotécan partir de microsphéres de
chimioembolisation a été étudiée chez le lapim été montré qu’a 24h, la concentration en
irinotécan dans la tumeur était 10 fois et 64 fplas importante que celle obtenue
respectivement aprés injection IA et IV dirinotacaeul. La concentration en SN38
(métabolite actif de lirinotécan) dans la tumetrl@& nécrose tumorale observée étaient
également significativement plus importantes dangroupe traité par les microspheres
chargées en irinotécan que dans les groupes agguntune injection 1A ou IV d’irinotécan
seul (Figure 16) (Rao 2009).
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A) image de gauche:

section d'un vaisseau occlas @des microsphéres de

chimioembolisation chargées en doxorubicine ; imdgeroite : la méme section du vaisseau
observée par microspectroscopie par fluorescencdgram la distribution de la doxorubicine

libre B) Profils de distribution de la doxorubicidans le tissu a partir des microspheres 28
jours et 90 jours apres la chimioembolisation.
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Irinotecan in tumor according to time and type of administration
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Figure 16- Concentrations dans le tissu tumoral efirinotécan et en SN38 et nécrose
tumorale, observées dans un modéele tumoral VX2 chezle lapin, apres
chimioembolisation (TACE) par microspheres chargéesen irinotécan (DEBIRI),
injection 1A ou IV d’irinotécan seul (De Baere 2009 ; Rao 2009).

Les microsphéres de chimioembolisation sont donda &fois des microsphéres
d’embolisation calibrées permettant une occlusiasculaire ciblée mais aussi des vecteurs
de principe actif permettant de réduire les comediohs systémiques et la toxicité du
principe actif et de délivrer au niveau tumoral womcentration élevée de ce principe actif
pendant une durée pouvant aller jusqu’a plusieersames pour la doxorubicine. Ces
performances obtenues avec la doxorubicine ehdiécan ont amené les cliniciens d’'une
part & charger ces microspheres avec d'autresipema@ctifs et d’autre part a étendre le
champ d’application de ces microsphéres a desdtidits autres que les tumeurs hépatiques.
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2.2  Applications médicales

2.2.1 Microspheres de chimioembolisation utilisées en dlique

Il existe actuellement deux types de microsphere d@mioembolisation
commercialisées : les microsphéres DC Befiocompatibles UK) présentées sous forme
hydratée dans une solution saline (2mL de micragshpar flacon, calibre disponible par
tranche de 200um : 100pm & 900pum) et les microsphéepaspher@gBiosphere Medical
USA) présentées sous forme seche (25mg ou 50mgid®spheres par flacon, calibre
disponible par tranche de 50um : 50um a 200um, jdmétre est multiplié par 4 dans le
serum humain) (Figure 17). Les DC B&abnt composées d’une base de PVA modifiée par
des groupements sulfonates ;Sét le chargement du principe actif s’effectue @ahange
ionique. Les Hepasphefessont composées d’'un copolymére PVA/acrylate deiusod
(présence de groupements carboxylates GQA@ chargement du principe actif dans ces
microspheres est réalisé par absorption et pan@ehanique.

Les principes actifs chargés dans ces deux typasaespheres ayant fait I'objet d’'une
ou plusieurs publications sont présentés dansbleaa 4. lls appartiennent tous a la classe
des anticancéreux. La doxorubicine et l'irinotésamt les principes actifs actuellement les

plus utilisés pour le chargement de ces microsghamepratique clinique.

DC Bead® Hépasphére$

Microspheres Microspheres
a I'état sec en stdun

Figure 17- Microsphéres de chimioembolisation commeialisées: DC Beal
(Biocompatiblesket Hépaspheére$ (Biosphere Médical)
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Tableau 4- Principes actif chargés dans les DC Besttl(LC Beads® nom commercial aux
Etats-Unis) et les HepaspheréqQuadrasphere§ nom commercial aux Etats-Unis)

Dose maximale de
fes d? Principe actif chargement > e références
microspheéere (par mL ou par mg de| d’évaluation
microsphéres)

- - Varela 2007,
doxorubicine | 37,5 mg/mL clinique Lammer 2010
épirubicine Dose de qha[gement clinique Nicolini 2010

non mentionée
. In vitro
DC Bead® mitoxantrone | 20 mg/mL Préclinique Keese 2009
irinotécan 50 mg/mL clinique Fiore_ntini 2007,
Martin 2009
In vitro
topotécan 30 mg/mL Préclinique Forster 2010
(voie SC, rat)
doxorubicine | 2 mg/mg clinique Grosso 2008

épirubicine 1,2 mg/mg clinique Seki 2011a
Hepasphere§ | cisplatine 1 mg/mg clinique Seki 2011b
oxaliplatine 8 mg/mg clinique Poggi 2008
docétaxel 0,8 mg/mg clinique Seki 2011c

2.2.2 Applications cliniques

Les microspheres de chimioembolisation sont @étlés essentiellement dans le
traitement du CHC non opérable (Poon 2007; Varé@/2Malagari 2008; Lammer 2010) et
dans le traitement des métastases hépatiques séoabdes d’origine colorectale (Aliberti
2006; Fiorentini 2007; Martin 2009) pour lesqudlssont montré un bénéfice en termes de
tolérance et de réponse tumorale. Des études jméines ont été réalisées avec ces
microsphéres dans le traitement des métastaseiduigzade tumeurs endocrines digestives
(De Baere 2008 ; Gaur 2011) et dans le traitemestatholangiocarcinomes intrahépatiques
(Aliberti 2008). Les résultats de ces études emésrde tolérance et de réponse tumorale sont
encourageants et doivent étre confirmés dans dee®itomparatives et sur de plus grands
effectifs. Les microspheres de chimioembolisationts$galement utilisées en combinaison

avec la radiofréquence dans le traitement du CH&D¢loni 2008)
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Chapitre 3

LA CHIMIOEMBOLISATION
APPLIQUEE AU POUMON

La chimioembolisation du poumon a été introduite Adlemagne, il y a quelques
années, par I'équipe de Vogl, pour le traitemerd tleneurs pulmonaires primitives et
secondaires non opérables (Vogl 2005 ; Vogl 200@gl 2008). Les tumeurs pulmonaires
étant peu vascularisées comparées a celles dyKoigkourakis 2000), I'objectif principal
était d’'imprégner le lobe pulmonaire par l'antic@reux pour obtenir une régression
tumorale. Les résultats ont été décevants en raisda faible affinité du lipiodol pour le tissu
tumoral pulmonaire. Depuis, a notre connaissang&jree autre étude clinique n'a été publiée
sur la chimioembolisation du poumon. Apres quelguappels anatomiques, nous
présenterons l'intérét clinique que pourrait aviair chimioembolisation du poumon par

microsphéres chargées en principe actif.

3.1 Le poumon

3.1.1 Structures pulmonaires

Les poumons sont des organes pairs et asymétrigoeenus chacun dans une cavité
pleurale. lls occupent latéralement la cage thgteeiLe poumon droit pése en moyenne 700
g, le gauche 600 g. Chaque poumon se divise es lmlis en segments : 3 lobes du cbté droit
et 2 lobes du coté gauche. Chaque lobe pulmona@resubdivise en lobules, unités
fonctionnelles du poumon (Figure 18). L’'ensembls @déments du lobule est enveloppé dans
un tissu conjonctif riche en fibres élastiques. @ilelobule recoit une bronchiole terminale et

une branche de l'artere pulmonaire.
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Figure 18- Schéma du lobule pulmonaire chez 'hommé¢A) (Respir) etPhotographie
d’une coupe histologique de poumon de brebis (B) &5, échelle 30am)

3.1.2 Vascularisation pulmonaire

Le poumon présente une double vascularisation : vaseularisation fonctionnelle
assurée par les vaisseaux pulmonaires, une vasatilam nutritive assurée par les vaisseaux
bronchiques et lymphatiques. Les arteres pulmosaipgortent au poumon du sang désature
en oxygene provenant du cceur droit, ce sang agamifl’oxygéne aux tissus et recu du gaz
carbonique. Les échanges gazeux s'effectuent aeamivdes capillaires du systeme
pulmonaire. Le sang enrichi en oxygéne est draams des veinules et les veines pulmonaires
qui le transportent vers le cceur gauche. Les artbrenchiques assurent la nutrition et
I'oxygénation du parenchyme pulmonaire.

Les tumeurs primitives du poumon sont majoritairetneascularisées par l'artére
bronchique, les tumeurs secondaires par I'artéhegnaire dans 48% des cas, par l'artére
bronchique dans 16% des cas et par les deux vames 86% des cas (Milne 1976 ; Milne
1987).

-55 -



Présentation du sujet

3.2 Intérét de la chimioembolisation

Le poumon présente des similitudes avec le foiposisede une double vascularisation,
il est souvent le siege de métastases et la vamsailan des tumeurs pulmonaires est
principalement artérielle. Contrairement au foelipiodol n’a pas une haute affinité pour le
tissu pulmonaire limitant I'utilisation de la chioembolisation lipiodolée dans le poumon. La
chimioembolisation par microsphéres n'a jamais étadiée dans le poumon. Deux
indications potentielles semblent particulieremiat¢ressantes : les tumeurs pulmonaires et

les hémoptysies massives.

3.2.1 Les tumeurs pulmonaires malignes

Les tumeurs pulmonaires malignes sont des tumearréd mauvais pronostic. La
chimiothérapie IV occupe une place importante densprise en charge des tumeurs
pulmonaires malignes et est basée notamment stilisiition des sels de platine. Le
cisplatine a une toxicité auditive irréversible eapendante et peut provoquer dans 25% a
75% des cas, une insuffisance rénale par nécrbséatte. Cette insuffisance rénale est dose-
dépendante (dose par cure et dose totale cumuléegarboplatine présente une toxicité
meédullaire également dose-dépendante. Ces toxloéent 'utilisation par voie IV de ces
anticancéreux, a fortes doses ou a long terme rénkdgr efficacité.

Pour limiter cette toxicité systémique liée a lantbthérapie par voie IV et augmenter
la concentration intra-tumorale de I'anticancéredigrentes techniques ont été développées
pour permettre une chimiothérapie locorégionalgoumon : la perfusion sur poumon isolé
(Weksler 1993 ; Johnston 1995 ; Hendricks 1998)pdafusion d’anticancéreux par voie
artérielle pulmonaire ou bronchique (Osaki 199%n\Putte 2009) et la chimioembolisation
lipiodolée de l'artére pulmonaire (Vogl 2008). Tesitces techniques ont montré que la
chimiothérapie locorégionale du poumon, comparéeina chimiothérapie systémique,
permettait une réduction des concentrations sygisi et une augmentation de la
concentration intra-tumorale de l'anticancéreux,ismkeur efficacité reste limitée. La
perfusion sur poumon isolé nécessite une thoradetetma mise en place d'une circulation
extra-corporelle. Le taux de réponse est faibléeetisque de complications élevé (Ratto
1996 ; Van Putte 2003). La perfusion par voie &tiér pulmonaire ou bronchique

d’anticancéreux est bien tolérée mais elle néeessitisieurs cures pour obtenir une
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régression tumorale et n‘améliore pas la survieh@k 1983 ; Uchiyama 1988 ; Osaki
1999).

La chimioembolisation de I'artére pulmonaire a étadiée chez I'animal avec du
cisplatine et du carboplatine et semble, compan&eaatres techniques, étre celle qui permet
d’obtenir la concentration la plus élevée en ppacactif au niveau tissulaire, sans toxicité
majeure (Figure 19) (Schneider 2002 ; Pohlen 2003yl et son equipe ont été les premiers a
réaliser une chimioembolisation de l'artére pulmomachez des patients atteints de
métastases pulmonaires non résécables. |l s'agibaae chimioembolisation lipiodolée avec
de la mitomycine C. Elle a été bien tolérée chez gatients mais les résultats ont été
décevants en raison d’une faible rétention de tammjcine « lipiodolée » observée dans 75%
des tumeurs (Vogl 2005 ; Vogl 2008). L'utilisatiole microspheres de chimioembolisation
chargeables directement en anticancéreux perntettraiontréle plus précis de la distribution

du médicament au niveau du tissu pulmonaire ehéorie une meilleure efficacité.
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Figure 19- Profils concentration-temps du cisplatie chez le rat apres administration
intraveineuse, perfusion sur poumon isolé (ILP) oehimioembolisation (Pohlen 2007)

A) Plasma B) Tissu pulmonaire sain C) Tissu pulnren@moral
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3.2.2 Les hémoptysies massives

Les hémotypsies massives constituent une urger@mpiutique. En I'absence de
traitement, le taux de mortalité dépasse 50%. Lponité des hémoptysies massives ayant
pour origine une hypervascularisation systémiquerigine artérielle bronchique (Yoon
2002 ; Carette 2004), 'embolisation des arteremdiniques est le traitement de premiere
intention de ces hémoptysies (Remy 1973 ; Remy 19Jffacker 1983 ; Uflacker 1985 ;
Ramakantan 1996). Elle permet un contréle immétkakhémoptysie dans 75% a 90% des
cas mais est généralement suivie d’'une recanalisatés artéres bronchiques embolisées
responsable de récidives (Keller 1987 ; Katoh 1990)

Cette recanalisation visible en angiographie, selyit en quelques mois avec les
particules d’embolisation, quel que soit leur tyjparticules non calibrées, microsphéres
d’embolisation...). On distingue schématiquementstyghases 1) le blocage de la particule
dans le vaisseau induisant une stase sanguineeghtombose qui s'observent de quelques
heures a quelques jours, 2) la réaction inflammathicalisée autour de la particule avec
remodelage de la paroi vasculaire dans les semajuessuivent l'occlusion, 3) la
recanalisation qui se traduit par I'apparition d'mouvelle lumiére vasculaire fonctionnelle et
accompagne la migration transvasculaire de laquégtiapres plusieurs semaines ou plusieurs
mois (Figure 20) (Vinters 1986; Tomashefski 1988).

L'utilisation de microspheres de chimioembolisati@mmargées en inhibiteur du
remodelage vasculaire pourrait étre intéressants tha prévention de la recanalisation et

donc de la récidive des hémoptysies.

" Particule
d’embolisation

Figure 20- Recanalisation d’'un vaisseau emboligéaurent 2009)
Apparition d’'une nouvelle lumiére vasculaire fooatnelle, migration transvasculaire de la
particule avec rupture des limitantes élastiquesme (LEI) et externe (LEE)
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Objectifs généraux du travail de these

La chimioembolisation pulmonaire a été proposéeMuayl et son équipe en 2005 pour
le traitement des métastases pulmonaires non k#escdes résultats ont été décevants en
raison d'une faible rétention du vecteur, le liphddans la tumeur. L'utilisation de
microsphéres calibrées directement chargeablesréchgrgées en principe actif comme
alternative au lipiodol n’a encore jamais été appde a la chimioembolisation du poumon.
Leur utilisation pourrait étre intéressante darnsdi#éement des tumeurs pulmonaires malignes
et dans celui des hémoptysies massives.

L'utilisation de microsphéres chargées en anticanoé permettrait une imprégnation
de la tumeur pulmonaire maligne par I'anticancéreont en évitant la toxicité systémique de
ce dernier. Dans le cas des hémoptysies massingsedaremier traitement est I'embolisation
bronchique, l'utilisation de microspheres chargéasinhibiteur du remodelage vasculaire
permettrait d’éviter les récidives dues a une ralisation observée aprés embolisation.

Il doit étre prouvé qu’avec cette technique de abémbolisation appliquée au poumon,
les concentrations systémiques du principe actif sdérieures a celles d’'une injection IA du
principe actif seul et qu’elles ne génerent pasodeité, que le principe actif est libéré de la
microsphére en quantité suffisante dans le tissiaugun effet secondaire majeur n'apparait
localement ou sur le plan général.

L'objectif général de nos travaux était de validar)'étape préclinique, les points
suivants avant d’envisager des études chez 'homme
1) la quantification tissulaire du principe aciifdré de la microsphéere de chimioembolisation
2) la pharmacocinétique systémique de ce prin@fé a
3) la toxicité locale et générale induite par Egifion des microsphéres chargées.

Nous avons realisé successivement plusieurs étutegune correspondant a une
technique différente de chimioembolisation du ponnethimioembolisation limitée a I'artere
pulmonaire seule, chimioembolisation de I'arterdmmnaire combinée a une embolisation
bronchique, chimioembolisation de l'artere broncdeiq dans un modele
d’hypervascularisation pulmonaire. Nous avons itivaur un modele d’embolisation du
poumon chez la brebis, modéle expérimental classtsuuembolisation utérine (Pelage 2001;
Pelage 2002; Wassef 2008) et depuis peu en emtiatigaulmonaire (travaux non publiés de
Pelage). Les similitudes avec l'architecture giligsiologie des poumons entre I’'hnomme et la

brebis permettent I'emploi de dispositifs médicatiksés chez ’'homme dans ce modele.
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Les travaux ont consisté a quantifier deux prirgipetifs, I'irinotécan et le sirolimus,
au niveau systémique et tissulaire apres chimioésation du poumon, chez la brebis, par
des microspheres de PVA modifiees par des groupsma&ufonates, chargées en ces
principes actifs. Au préalable, nous avons dévealogipou validé les méthodes analytiques
nécessaires a ces dosages.

Les microsphéres chargées en irinotécan ont étéééridans le modeéle d’embolisation
de poumon sain chez la brebis. La mise au poitd galidation d’'une méthode de dosage
pour quantifier l'irinotécan dans le plasma et dengssu pulmonaire chez la brebis ont été,
dans un premier temps, appliquées a la pharmadmpieéplasmatique de l'irinotécan, chargé
a 3 doses différentes lors de la chimioembolisadietiartére pulmonaire, afin de sélectionner
la dose optimale de chargement. Nous avons ensomeparé les pharmacocinétiques
plasmatiques et les quantifications tissulaired’idaotécan, chargé a la dose sélectionnée,
aprés chimioembolisation limitée a I'artére pulmiomaeule ou associée a une embolisation
ou a une chimioembolisation de l'artere bronchicain de déterminer quelle procédure
permettait la meilleure imprégnation du territarabolisé avec une tolérance acceptable pour
I'animal.

L’analyse histologique des vaisseaux et du tissalisée par les anatomopathologistes
de notre équipe, a été intégrée aux résultats tte travail afin de rapprocher les résultats
pharmacocinétiques et de quantification tissuld@&eux obtenus en histologie.

Les microspheres chargées en sirolimus ont étéuéssl dans un modele
d’hypervascularisation pulmonaire chez la brehmsusant les conditions d’'une hémoptysie.
Nous avons appligué une méthode de dosage dunmimldans le sang et validé cette
méthode dans le tissu pulmonaire chez la brebis gnalysé les concentrations sanguines et
tissulaires aprés chimioembolisation de l'arter@bohique afin d’évaluer les performances de

la microsphére en tant que vecteur de ce prinape a
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Partie 1

MICROSPHERES DE CHIMIOEMBOLISATION
CHARGEES EN IRINOTECAN

1.1 Contexte medical : les tumeurs pulmonaires malignes

Le cancer du poumon est une des principales calesesortalité liee au cancer aux
Etats-Unis et en Europe. Les tumeurs primitivesespondent en trés grande majorité aux
cancers bronchiques. Les tumeurs secondaires pon@snt aux métastases pulmonaires.

1.1.1 Les tumeurs primitives

On distingue deux grands types de cancers bronesigles cancers bronchiques non a
petites cellules (CBNPC) qui évoluent en génératelment et les cancers bronchiques a
petites cellules (CBPC) caractérisés par leur séesle propagation. lls représentent
respectivement environ 80% et 20% des cancers higunes. Trois types de traitement sont
généralement utilisés dans la prise en charge desers bronchiques: la chirurgie, la
radiothérapie et la chimiothérapie (médicamentEantéreux et thérapie ciblée). Le schéma
de chimiothérapie le plus utilisé pour traiter uamecer bronchique est a base de sels de
platine. Le cisplatine ou le carboplatine sont hediement associés a I'étoposide, le
paclitaxel, le docétaxel, la gemcitabine, la vifloiree ou le pemetrexed. Les principales
molécules de thérapies ciblées actuellement wdissont I'erlotinib, le bévacizumab et le

gefitinib.
i. Cancers bronchiques non a petites cellules (CBNBP

Il existe trois catégories de CBNPC désignées deldype de cellules dans lesquelles
le cancer se développe : les carcinomes épidersydieeadénocarcinomes et les carcinomes
indifférenciés a grandes cellules. La chirurgie stitne le traitement de référence pour ces
cancers lorsqu’elle est envisageable (environ 208 platients). La chimiothérapie est
indiquée pour les CBNPC localement avancés inopgsabt métastatiques. Elle permet
d’augmenter la durée et la qualité de vie matale de survie a 5 ans reste encore tres faible
pour les CBNPC de stade IV.
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ii. Cancers bronchiques a petites cellules (CBPC)

La chimiothérapie associée ou non a la radiothéragnstitue le traitement de
référence. Le traitement des CBPC diffus reposentigtlement sur la chimiothérapie. Il est
palliatif, ne permettant qu’exceptionnellement soevie supérieure a 2 ans. Sans traitement,
la survie est bréeve (3 a 6 mois) ; avec un traitdma médiane de vie est autour de 10-12

mois avec une amélioration nette de la qualitéiee v

1.1.2 Les tumeurs secondaires

Le poumon est une localisation fréquente des nasest 20% a 30% des patients ayant
un cancer développent des métastases pulmonaireis\1971). La localisation du cancer
primitif est souvent le sein, le colon, 'estombcpancréas, le rein, la prostate et I'ovaire. Les
métastases atteignent les poumons généralemenbjgasanguine via l'artere pulmonaire,
mais elles peuvent également emprunter la voie hatgue ou atteindre le poumon par
contiguité directe (sein). A la différence du carfm®nchique, les métastases pulmonaires se
localisent généralement a la périphérie du parenehpulmonaire et peu dans les zones
centrales. Le choix du traitement est fonctionaditmeur primitive. Il s’agit en général d’'une

chimiothérapie.

1.2  Principe actif étudié : irinotécan

1.2.1 Rationnel

Bien que des études récentes ont montré que latimgpou le docétaxel (médicaments
ayant '’AMM pour les tumeurs pulmonaires) pouvaiétre chargés dans les microsphéres de
chimioembolisation porteuses de fonctions carbdgglgMaeda 2010 ; Seki 2011 b ; Seki
2011 c), nous avons choisi pour nos études pikiesa chimioembolisation du poumon I'un
des deux anticancéreux (doxorubicine ou irinotécaalidés pour le chargement des
microspheres de chimioembolisation méme s’ils qoei utilisés dans le traitement des
tumeurs pulmonaires en Europe et aux Etats-Unischoex est justifié par les nombreuses
donnéesn vitro etin vivo disponibles dans la littérature sur ces microggghehargées en ces

bY

anticancéreux, qui constituent une base a partidladeelle nous pouvons comparer et

-63 -



Travaux personnels

interpréter nos premiers résultats issus de nategtpréliminaires sur la chimioembolisation

du poumon. Notre choix s’est porté sur l'irinotécinpréférence a la doxorubicine, pour son
efficacité décrite par certaines études dans learasiu poumon (Masuda 1992; Masuda 2001,
Sandler 2002), sa rétention plus importante auanivéu tissu pulmonaire tumoral et sa

meilleure tolérance (Murdter 1997 ; Biancosino 2(yol 2008; Baltes 2010).

1.2.2 Caracteristiques

L’irinotécan est un dérivé semi-synthétique dedanptothécine. Il est indiqué dans le
traitement des cancers colorectaux. La posologiennemandée en monothérapie est de 350
mg/n? d'irinotécan administrés en perfusion intraveireede 30 & 90 minutes toutes les 3
semaines. En association, la dose recommandée d80dmg/r d'irinotécan en perfusion
intraveineuse de 30 a 90 minutes toutes les 2 sesiaDans le CBPC, l'irinotécan en
association avec le cisplatine a montré une anadior significative de la survie par rapport &
I'association cisplatine-étoposide (Noda 2002).sRlurs études utilisant I'irinotécan ont été
menées dans le traitement des CBNPC sans démareféet significatif sur la survie des

patients (Pizzolato 2003).

i. Mécanisme d’action

L’irinotécan agit en inhibant la topoisomérasetylge |, enzyme nucléaire impliquée
dans le clivage et la ligation de 'ADN pendantéalication et la transcription. En stabilisant
les complexes de clivage, il provoque des casssiraple brin de 'ADN, empéchant sa

réplication, la synthese d’ARN et donc la divisteilulaire.

ii. Métabolisme

Apres administration chez ’'homme, l'irinotécan guwme conversion partielle et rapide
en un meétabolite actif le SN38. Cette activation esalisée par des estérases: les
carboxylestérases (en particulier la carboxylestéahépatique) et les butyrylcholinestérases
(Morton 1999). Elle a lieu au niveau tissulairgpltsmatique. Le foie est le principal organe
responsable de cette activation. L’étude des aésivhhibitrices de lirinotécan et du SN38 a
diverses concentrations a révélé que le SN38 awagt activite 100 a 1000 fois plus

cytotoxique que lirinotécan dans plusieurs lignéesiorales humaines (Tanizawa 1994).
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L’irinotécan et le SN38 existent sous deux formaséquilibre : la forme carboxylate et la
forme lactone (Figure 21). L'interconversion desrfes lactone — carboxylate dépend du pH
et de la température (Fassberg 1992). La formeoractde [lirinotécan est convertie
spontanément en forme carboxylate a pH neutresigia La configuration lactone du SN38
correspond a la forme pharmacologiquement actiexe{J1989).Trois autres principaux
métabolites, inactifs, ont été identifies : le SI38lucuronide du SN38 formé le plus
souvent par I'Uridine 5’ diphospho glucuronosylinséerase 1A1 (UGT1Al), 'APC (dérivé
de l'acide aminopentanoique) et le NPC (dérivé 'deihe primaire), dérivés oxydatifs
provenant de I'action des cytochromes P450 3A4'isimotécan. Une réactivation du SN38G

en SN38 est possible par la beta glucuronidase.

|

SN-38 carboxylate ,’l'w
Me M
3

Figure 21- -Structure chimique de l'irinotécan (CPT-11) et du SN3§Haaz 1997)
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iii. Pharmacocinétique (Afssaps)

La cinétique est biphasique ou triphasique, lirgéaans accumulation. La liaison aux
protéines plasmatiques est d’environ 65% pournbitécan et de 95% pour le SN38. La
clairance plasmatique moyenne est de 15L9h&n le volume de distribution & I'état
d’équilibre de 1571/ La demi-vie d’élimination varie entre 8,3h et24, pour I'irinotécan
et entre 7,7h et 13,8h pour le SN38 (Abigerges 19995% de la dose d’irinotécan
administrée par voie IV est excrétée sous formkangée dont 33% principalement dans les
fécés via la bile et 22% dans les urines. L'irimai® inchangé est 'entité principale dans le
plasma, suivi par I'APC, le SN38 glycuroconjugué let SN38. Les concentrations

plasmatiques en SN38 sont 10 a 100 fois plus fitple celles en irinotécan.

iv. Toxicité

La diarrhée et la neutropénie sont les deux t@dcitmitantes de l'irinotécan. Les
diarrhées sont potentiellement graves, habituelemetardées, parfois accompagnées de
fievre. Elles peuvent engager le pronostic vita. retentissement hématologique peut étre
sévere, a type d'aplasie, parfois compliquée datidms systémiques. L'intensité des toxicités
est en rapport avec I'exposition a I'irinotécametSN38 (Innocenti 2004 ; Carlini 2005).

v. Polymorphisme génétique

Il existe une grande variabilité inter- et intralividuelle cinétique et métabolique liée a
des polymorphismes génétiques des enzymes impfqlases le métabolisme de l'irinotécan.
Le polymorphisme de T'UGT1A1 a été impliqué dans deodifications du métabolisme du
SN38 provoquant une augmentation de la toxicitéamment hématologique (Lyer 1998;
Fisher 2000).
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1.3  Travaux personnels

1.3.1 Quantification de l'irinotécan dans le plasma et das le tissu

pulmonaire de brebis

i. Irinotécan dans le plasma

Article n° 1: Simple liquid chromatography method for the quanification of irinotecan
and SN38 in sheep plasma: application to in vivo @rmacokinetics after pulmonary
artery chemoembolization using drug eluting beads.

Baylatry MT, Joly AC, Pelage JP, Bengrine-LefevrePtugnaud JL, Laurent A, Fernandez
C.J Chromatogr B Analyt Technol Biomed Life 3@10 ;878 :738-42.

Intérét
La quantification de l'irinotécan et de son métitiechctif dans le plasma de brebis est
un préliminaire pour évaluer, dans nos études ipigaks, les concentrations plasmatiques en

irinotécan aprés chimioembolisation du poumonmpiarosphéres chargées.

Problématique

Le dosage de l'irinotécan et de son métabolitd £8N38) dans le plasma de brebis n'a
jamais été décrit dans la littérature. Les méthquigsieées concernaient la quantification de
ces principes actifs dans le plasma chez I'homrez ¢e cochon ou chez la souris (Rivory
1994; de Bruijn 1997; Chollet 1998 ; Owens 2003yldm2007; Kaneda 1997; Yang 2005;
Bansal 2008). Ces méthodes appliquées au plastmeebis, avec le matériel qui était a notre
disposition, n'ont pas permis une séparation etquamtification satisfaisantes de l'irinotécan
et du SN38.

Obijectif
L’objectif de ce travail était la mise au pointl@tvalidation d’'une technique de dosage
rapide et simple pour quantifier I'irinotécan et 8N38 dans le plasma de brebis par

chromatographie liquide couplée a la fluorescence.
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Résumé de I'étude

Une méthode rapide et simple de dosage par chrgnagioie liquide couplée a un
détecteur de fluorescence a été mise au pointlieéeapour la quantification simultanée de
I'irinotécan et de son métabolite actif le SN38 slplasma de brebis.

La camptothécine a été utilisée comme étalon ietdra prétraitement des échantillons
consistait en une précipitation des protéines jpaétonitrile. La séparation était réalisée sur
une phase stationnaire greffée de type C18 (colden250 mm x 4,5 mm,usn). L'élution
était réalisée par une phase mobile constituéehdsphate de sodium dihydrogéné dihydraté
36mM et d’heptane sulfonate de sodium 4 mM / acétde (72 :28, v/v), son pH était ajusté
a 3 et le débit était fixé a 1,45 mL/min. Les loagts d’'onde d’excitation et d’émission pour
la détection étaient respectivement de 355 nm 2ihbi. Le temps d’analyse total était de 13
min.

La méthode a été validée selon les criteres de ifs®c de linéarité, de
reproductibilité, de répétabilité, d’exactitude, tmite de quantification. Le rendement
d’extraction et la stabilité des solutions ont égagént été décrits. La limite de quantification
était de 5 ng/mL pour lirinotécan et le SN38. Laéthode était linéaire pour des
concentrations comprises entre 5 ng/mL et 5000 bgdour I'irinotécan, et 5 ng/mL et 240
ng/mL pour le SN38.

Cette méthode de dosage a été appliquée aux étddepharmacocinétiques
plasmatiques de l'irinotécan libéré a partir desrogpheres apres chimioembolisation du
poumon. Elle permet également la quantificatior’'ideotécan et du SN38 dans la lymphe
de brebis et dans le plasma humain.

L’'irinotécan et le SN38 ont été quantifiés par eattéthode sous leur forme totale
(forme lactone + forme carboxylate), l'interprébaticlinique n’étant pas différente aprés

dosage de la forme totale ou de la forme lactoreedecomposés (Sasaki 1995).
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Articie history: A rapid and simple liquid chromatography-fluorescence detection {LC-FD) method was developed and
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validated for the simultaneous quantification of irinotecan (CPT11) and SN38 in sheep plasma. Camp-
tothecin {CPT) was used as the internal standard. A single step protein precipitation with acetonitrile was
used for sample preparation. The separation was achieved using a 5 pm C18 column (250 mm = 4.5 mm,
Lpm) with a mobile phase composed of 36 mM sodium dihydrogen phosphate dehydrate and 4 mM
sodium 1 heptane sulfonate-acetonitrile {72:28), the pH of the mobile phase was adjusted to 3. The flow
rate was 1.45 mL/min and the fluorescence detection was operated at 355/515 nm ( excitation/emission
wavelengths), The run time was 13 min. The method was validated with respect to selectivity, extrac-
tion recovery, linearity, intra- and inter-day precision and accuracy, imit of quantification and stability.
The method has a limit of quantification of 5 ng/mL for both CPT11 and SN3B. The assay was linear over
concentrations ranging from 5 to 5000 ng/mL and to 240 ng/mL for CPT11 and SN38, respectively. This
method was used successfully to perform plasma pharmacokinetic studies of CPT11 after pulmonary
artery embaolization { PACE} in a sheep model., It was also validated for CPT11 and SN38 analysis in sheep
lymph and human plasma.

© 2010 Published by Elsevier BV,

1. Introduction

tic technigue for treating cancers [5-8[. Chemoembolization is an
alternative strategy to increase the local drug concentration and

Irinotecan [CPT11) is a potent inhibitor of topoisomerase L It
iz one of the key drugs of anticancer chemotherapy, especially for
the treatment of colorectal and lung tumors [1,2]. CPT11 is a pro-
drug converted in vive in humans by carboxylesterases to an active
metabolite SN38 (Fig. 1) Both CPT11 and SMN38 are prone to inter-
conversion between lactone form and carboxylate form. The closed
lactone configuration of SN38 is the pharmacological active form
[3].

Drug eluting beads (DEB) are a new generation of emboliza-
tion beads which behave as a drug delivery system [4]. They
are used in chemoembolization which is a promising therapeu-

* Cormesponding author at: Groupe Hospitalier Fitie Salpetriere, Service Pharma-
cie, 47 boulevard de Chopital, 7500 3 Paris, France. Tel.; +33 142 16 20 12;
fanc +33 1 42 1620 10.
E-muail address: christine. fernandez@pslaphp.fr {C Fernandaz ).

1570-0232/§ - see front matter & 2000 Published by Elsevier BV,
doi: 10, 1016/ijchromb 2010.01.017

- 069 -

reduce systemic toxicity. This non-surgical technigue consists of
delivering directly to the tumor high concentrations of chemother-
apeutic agents which are combined with or loaded in embolization
beads. The purpose of embolization beads is to achieve nutrient
and oxygen starvation of the tumor and to minimize chemother-
apy wash-out with prolonged contact with tumor tissue. DEB can be
loaded with CPT11 (DEB-CPT11 ) and administered intra-arterially
[4,8]. This drug device combination may offer the possibility to pre-
cisely control the release and the dose of drug into the tumor bed.

DEB-CPT11 have been evaluated successfully in preclinical and
clinical studies for hepatic embolization [8-11]. No preclinical or
clinical study with DEB-CPT11 was published for lung embaoliza-
tion. For a preclinical study evaluating DEB-CPT11 for pulmonary
artery chemoembolization (PACE), we have chosen sheep, a classi-
cal model for embolization [12-14]. Sheep is a suitable model for
Iung embolization because of its similarities with human lung phys-
inlogy and architecture. Furthermore, the same medical devices and
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Fig. 1. Chemical structures of irinotecan and SN38 [ lacione and carboxylate forms L

DEB size are used for embolization procedures. Hence, with sheep.
we are in nearest human situations for PACE.

Our preclinical study purpose is first to evaluate in vivo the
safety and efficacy of CPT11 release from DEB in a sheep lung
embolization model. To the best of our knowledge, no available
method is published for the determination of CPT11 and SN38 in
sheep plasma.

Liquid chromatography (LC) methods have already been
described for the determination of CPFT11 and SN38 in plasma.
Most of the published methods include long extraction procedures
with solid-phase extraction or multi-step liquid-liquid extraction
including evaporation step [15-18] or require specific and expen-
sive equipment as mass spectrometer or fluorescence detector with
automatically switch wavelengths [19-21]. The aim of this study
was to develop and validate a sensitive, rapid and simple LC method
for CPT11 and SN38 quantification using standard laboratory equip-
ment, in order to study CPT11 and SM38 pharmacokinetics in sheep
plasma after PACE with DEB. The assay was applied to a preclinical
study. It was also successfully applied to sheep lymph and human
plasma analysis and will be used in further studies.

2. Experimental
2.1. Chemicals and reagents

Irinotecan solution (Campto™ 20 mg/ml, Phzer, France) was
used to prepare standards. Camptothecin (95% purity) was pur-
chased from Sigma- Aldrich (5t Quentin Fallavier, France) and used
as the internal standard (15). SN38 was supplied by Phizer (USAL
HPLC grade acetonitrile was obtained from Sigma-Aldrich (5t
Quentin Fallavier. France). Sodium 1 heptane sulfonate and sodium
dihydrogen phosphate dehydrate were of analysis grade pur-
chased from Sigma-Aldrich {5t Quentin Fallavier, France ). HCl 37%
{(hydrochloric acid} Normapur® and HsPO4 85% {orthophospho-
ric acid) Normapur™ were obtained from VWR Prolabo (Fontenay
sous bois, France). DMS0 was obtained from Acros Organics (Ceel,
Belgium). Deionized water was obtained from Fresenius (Sevres,
France ). Drug-free sheep plasma was abtained from the CR2i inves-
tigation unit (INRA, Jouy en Josas, France).

2.2, Instrumentation and chromatographic conditions

The liguid chromatography equipment consisted of a Dionex
AS] 100 T model coupled with a fluorescence detector (RF 20000
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The chromatographic separation was achieved on a Wakosil 1 C18
RS {250 mm = 4.5mm, 5pm, 5GE, France) analytical column pro-
tected by a C18 Wakosil precolumn (4.0 mm x 4.0mm, 5 wm. The
mobile phase consisted of 36 mM sodium dihvdrogen phosphate
dehydrate and 4mM sodium 1 heptane sulfonate-acetonitrile
(72:28). The pH of the mobile phase was adjusted to 3 with 1M
orthophosphoric acid. The flow used was 1.45mbUmin and the
column temperature was set at 27 “C. Fluorescence detector exci-
tation and emission wavelength were set at 355 nm and 515nm,
respectively.

2.3, Stock and standard solutions

Individual stock solutions of SM38 (0.5 mg/mL) and 15{ 1 mg/mL)
were prepared in DMSO. After preparation, the stock solution was
divided into aliquots and stored at —20*C. CPT11 (Campto™ solu-
tion 20 mg/mL} was stored at 4-C after opening [22,23].

Separate stock solutions were prepared for the calibration curve
samples and guality controls. Solutions were obtained by serial
dilutions of CPT11 and SM3B stock solutions with the mobile
phase. Calibration standards and quality controls were prepared
by spiking 100 pL of drug-free sheep plasma with 100 pL of these
solutions. Plasma calibration standards were in the range of 3-5000
and 5-240ng/mlL for CP11 and SN38, respectively. Quality control
concentrations were 10, 100 and 3500 ng/mL for CPT11, 20 and
150 ng/mL for SN38.

24, Sample preparation

Plasma samples were thawed at room temperature and 100 L
of 15 solution was added to 100pL of plasma. Samples were
vortex-mixed for 105, 400 pL of acetonitrile was added for protein
precipitation. Centrifugation was performed at 3000 « g for 5 min.
100 pk of HC1 (1 M) was added to 100 L of the supernatant for the
conversion of carboxylate to lactone forms. 200 L of this mixture
was injected into the LC system.

2.5 Method validation

2.5.1. Selectivity
The selectivity of the method was assessed by analyzing 9 inde-
pendent blank plasma samples obtained from drug-free sheep.
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252, Extraction recovery

The extraction recovery of CPFT11 and SMN38 from plasma was
determined at several concentrations: 10, 100 and 3500 ng/mL for
CPT11; 20 and 150 ng/mL for SN38. Samples (n=6 per day and per
concentration over 3 days) were analyzed and the resultant peak
areas were compared to those obtained from direct injection of
standard solutions of equivalent concentrations. The recovery of [5
was determined similarly.

2.53. Linearity

The linearity of the method was assessed using the calibration
curves (n=3}in the range of 5-5000 and 5-240ng'mL for CFT11 and
SM38, respectively. Calibration curves were constructed by plotting
peak area ratios of CPT11 or SN38 to IS against concentration with
aweightof 1/y.

2.54. Accuracy and precision

The intra- and inter-day accuracy and precision were evaluated
by the analysis of LLOQ, low and high quality control (QC) samples
(n=6 samples per concentration) on the same day, over 3 days.
The concentration of each sample was determined using calibration
standards prepared on the same day. Accuracy was calculated as the
relative error (%RE) from the respective nominal concentration. The
precision was estimated as percentage relative standard deviation
(ERSD.

2.55. Stability

To determine the stahility of samples stored at room tempera-
ture over 24 h, additional sets of samples were stored at ambient
temperature. All determinations were conducted in triplicate.

2.6. Application of the method

2.6.1. Pharmacokinetic study after PACE in sheep model

The proposed method was applied to measure the plasmatic
release of CPT11 from DEB after PACE on 28 adult sheep, weighing
between 70 and 85 kg. Animal housing, handling and experimen-
tation were performed in accordance with the guidelines issued
by the European Economic Community (Journal Officiel de la
Commmunauté Européenne, 18/12/86-authorization L3600; ani-
mal house licence number A78716). 24 sheep were embolized
with 2mL of 300-500pm DEB (DC Bead™ Biocompatibles Lid.,
UK) preloaded with 0, 20, 50 or 100 mg (DEB maximum capacity)
DEB-CPT11 were delivered into the left pulmonary artery by selec-
tive catheterisation, under fluoroscopic guidance. In the control
group (n=4), CPT11 was directly injected in the pulmonary artery
without any vector {50 and 100 mg). Sheep sacrifice was performed
after 4 days or 4 weeks. Blood was sampled at various times up to
sacrifice. Blood samples were collected on heparin and centrifuged
at 3000 = g for 10 min. Plasma was stored at —20+C until analysis.
Pharmacokinetic parameters: AUCs of average profiles, Cpq (max-
imum plasma concentration) and &y, (plasma terminal half-life]
were used for comparisons between groups. They were determined
using WinMNonLin®™ software (v 4.1). Data were compared using a
Mann-Whitney test (MW (Statview™, v 5),

2.6.2. Application to sheep lymph dosage

We applied this method to sheep lymph and proceed to the same
validation as in plasma (selectivity. extraction recovery, linearity,
accuracy and precision).

263, Application to human plasma dosage

This method was applied to the determination of CPT11 and
SM38 in plasma from one patient who received an intravenous
infusion of CPT11.
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Fige. L Chromatogram of blank sheep plasma {for chromatographic conditions, see
text).

3. Results and discussion
3.1, Liguid chromatography method

Lactone forms of CPT11 and SMN38 were unstable after storage
at room temperature [17], requiring a rapid freezing of biological
samples after blood collection to prevent continued hydrolysis to
the carboxylate forms [24]. Owing to limited clinical applicability of
methods based on estimation of lactone levels only, total (lactone
plus carboxylate forms) concentrations of CPT11 and SN38 were
measured in the present study. Moreover, the monitoring of total
CFT11 and $N38 has essentially the same clinical significance as the
monitoring of lactone CPT11 and SN38& [25].

Fluorescence detector operated at excitation and emission
wavelengths of 355nm and 515 nm, respectively, which yielded
the optimum signal-to-noise ratio for all compounds. The compa-
sition and the pH of our mobile phase were selected in order to
optimize separation factors and peak shapes of the analytes. The
total run time was 13 min. The retention times of CPT11, SN38 and
CFT were respectively 4.7, 6.5 and 8 min.

3.2, Sample preparation, selectivity and extraction recovery

We used a simple one-step protein precipitation-extraction
with acetonitrile in order to minimize base-line distortion and
optimize extraction recovery. As shown in Figs. 2 and 3, analy-
sis of plasma samples prepared using extraction with acetonitrile
showed no peak interferences with CPT11, SN38 and IS, The
mean extraction recoveries for CPT11 in plasma were 96+ 6% at

T, CPTH1
AT8
TEO SNI8
i

1ol

375

L_ 3

e 13 25 38 60 63 78 &8 o w3 128

Fig: 3. Chromatogram of plasma spiked with CPT11 [ 100 ngimL), SN38 [ 150 ng'mL]
and CPT {65 ng'mlL} { for chromatographic conditions, see text),
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Table 1
Intra-day (n=6) and inter-day (n=3} precision and accuracy for CPTE] and SN3B
analysis:

Cruality control samples [ ngimL)

T SN3E
Range | Range 2 M 150
W 10 100 3500

Accoracy  Miean (ZRE) 954 142 1061 1025 966 1004

Precision  Intra-day{%RSDj 56 16 L1 O0F 16 08

Inter-day {2RSD) 11,1 28 16 240 39 50

10ng/mL, 99+ 2% at 100 nzg/mL and 99.7 £ 0.3% at 3500 ng/mL and
for SMN38, 96 £ 4% at 20 ng/mL and 97 &+ 5% at 150 ng/mL The mean
recovery for IS from plasma was 99.0+0.4%. These results sug-
gest that there is no relevant difference in extraction recovery
at different concentrations of CPT11 and 5N38 in plasma sam-
ples. Our precipitation-extraction method is cheap, simple and has
very good extraction recoveries when compared to the previously
reported solid-phase extraction methods [15,18].

Acidification of plasma by the addition of HCI (1 M) was achieved
in order to shift the equilibrium hydrolysis reaction between the
two drug forms (lactone and carboxylate ) towards the lactone form.

3.3. Linearity and lower limit of quontification

Because of the large range of concentrations studied
(5-5000ng/mL), two calibration curves were necessary for
the quantification of CPT11: one for low (5-100ng/mL) and the
other for high concentrations { 100-5000ng/mL). Both calibration
curves were linear in the studied range. Representative linear
equations for CPT11 in plasma were y=2.1305x+4.2509 in the
range of 5-100ng/mL and y=0.0447x — 0.2742 in the range of
100-5000 ngfmL. For SM38 in plasma, the linear equation was
y=0.8613x+0.3165 in the range of 5-240ng/mL Coefficients of
correlation {r?) for CPT11 and SN38 in plasma were =0.998,

CPT11 and SM38 LLOQ was 5ng/ml in plasma for an accuracy
between 85 and 115% and a RSD < 15%. This value is equiva-
lent or slightly higher than those reported in some publications
[17,18,21,26] that validated their methods with an accuracy
between 80 and 120% and a RSD < 20%. Within these limits, our
LLOQ would be 2ngimL. Improvements in sensitivity could be
achieved by increasing the gain of fluorescence detector. However,
the sensitivity of our method is acceptable for our preclinical study
zoal.

34, Accuracy and precision

For acceptable intra- and inter-day values, accuracy should be
within 85-115% and RSD values should be =15% over the calibration
range. Qur method showed good accuracy and precision in plasma
samples. The results are presented in Table 1.

3.5, Stahility

The results of stability experiments showed that no significant
degradation occurred at ambient temperature within 24 h, allowing
samples to be prepared during the day with consecutive analysis
overnight. All the RSD values were under 10%.

3.6. Application of the method

3.6.1. Pharmacokinetic study a'ter PACE in sheep model

CPT11 eluted from DEB appeared rapidly in plasma after
embolization and Tmax was within the first Smin. Cmax and AUC
of CPT11 in control groups were significantly higher than those
in embolized groups at several times {(p=0.0036 and p=0.0393,
respectively) (Fig. 4). Therefore, DEE allowed sustained CPT11
delivery. In embolized groups, Cpay and AUC of CPFT11 increased
significantly with loaded CPT11 dose (p=0.0078 and p=0.0008,
respectively) (Fig. 5). The release of CPT11 from DEB in plasma
lasted several hours {4-6h) for groups 20 and 50mg and 24 h for
group 100 me. Half-life elimination was not significantly different
between groups. SM38 was not detected in any sheep plasma sam-

-
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Fig. & Mean plasma concentration-time curves of CPT11 after PACE versus direct intra-arerial {IA} injection (n= 16 animals).
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Fig. 5. Mean plasma concentration-time curves of CPT1 1 after PACE using 0. 20, 50 and 100 mg preloaded DEE-CPT1 1 {n=24 animals}.
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742 M-T. Baylatry et al /. Chromatogr. B 878 (2010} 738-7432
- e it was successfully applied to a pharmacokinetic study on plasmatic
release of CPT11 from DEB after PACE in a sheep model.
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ii. Irinotécan dans le tissu pulmonaire

La quantification de l'irinotécan et du SN38 dasestissu pulmonaire est essentielle
pour vérifier que le principe actif est effectivemdibéré des microsphéres en quantité
suffisante dans le tissu. Namur et son équipe alntié une technique de microspectroscopie
infrarouge qui permet de quantifier de facon ditgnl’irinotécan dans les microsphéres et
I'irinotécan réellement libéré dans le tissu (Narg009 a). Cette technique en raison de son
seuil de quantification élevée (5 mg/mL) n'a pas i&tenue pour nos études. Les études
vitro ont montré que les microspheres chargées en adani contrairement a la
doxorubicine, libéraient completement l'irinotéa@ntenu dans les microspheres en quelques
heures (Taylor 2007; Namur 2009 a). La quantifaratie l'irinotécan a partir d’homogénats
de tissus prélevés quelques jours aprés la chinoksation lors du sacrifice des brebis
devrait donc a priori renseigner a elle seule langté d’irinotécan libérée dans le tissu
pulmonaire (la quantité dirinotécan contenue ddas microsphéres étant a priori
négligeable).

Nous avons adapté la méthode de dosage de licaotéet du SN38 décrite
précédemment au dosage dans le tissu pulmonabeedes. La validation de la méthode a étée
réalisée a partir de prélevements de tissu samgnaire non embolisé de brebis surchargés
en irinotécan et en SN38. Le rendement d’extracBopartir du tissu pulmonaire était
supérieur a 95%. Les coefficients de variation plaurépétabilité, la reproductibilité et
I'exactitude étaient inférieurs a 10%. La zone idédrité se situait entre 5 ng/mL et 3500
ng/mL pour l'irinotécan et entre 5 ng/mL et 100 my/ pour le SN38 (le coefficient de
corrélation f était supérieur & 0,997 pour l'irinotécan et |e38N La limite de quantification
était de 5 ng/mL pour l'irinotécan et le SN38.

La préparation des échantillons tissulaires avamntification a comporté plusieurs
étapes :

- pesée de I'échantillon tissulaire

- homogénéisation dans du Tris-HCI 1 M (pH 8,1k@lhsuivie d’'une centrifugation a + 4°C
- ajout de I'étalon interne (la camptothécine) amnageant puis addition de HCI| 0,01N
jusqu’a 1 mL

- extraction solide-liquide sur une colonne C18ditonnée

- évaporation a sec de I'éluat sous azote liquide

- reprise du résidu sec par 1 mL de phase mobitegauntrifugation.

Le surnageant obtenu était injecté dans le systemmmatographique (100pL).
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1.3.2 Chimioembolisation de I'artere pulmonaire

Article n° 2: Pulmonary artery chemoembolization in a sheep maal: evaluation of
performance and safety of irinotecan eluting bead@EB-IRI).

Baylatry MT, Pelage JP, Wassef M, Ghegediban Hy JAC, Lewis A, Lacombe P,
Fernandez C, Laurent A.Biomed Mater res B App Bioma@d11; 98B (2), 351-9.

Problématique

Les microsphéeres peuvent étre chargées par dife&reloses en irinotécan. Une faible
dose devrait étre bien tolérée mais pourrait éisuffisante pour obtenir une efficacité
thérapeutique. Au contraire, une forte dose seraibablement efficace mais pourrait induire
une toxicité. La détermination de la dose maximethargeable en irinotécan dans les
microspheres de chimioembolisation en termes d®mpeance de libération et de tolérance
apres chimioembolisation de I'artére pulmonaireusspréalable indispensable pour mener la
suite de nos études sur la chimioembolisation dunq@m par microspheres chargées en

irinotécan.

Objectif

Notre objectif était de comparer les performancesngentrations systémique et
tissulaire en irinotécan) et la tolérance (toxgigy/stémique et locale) des microsphéres de
chimioembolisation chargées en irinotécan a 3 ddsahargement : 20 mg, 50 mg et 100 mg
(capacité maximale de chargement) apres chimioasabioin de I'artere pulmonaire dans un

modele pulmonaire sain de brebis.

Résumé de I'étude

La chimioembolisation de l'artere pulmonaire a étélisée chez 24 brebis avec des
microsphéres de chimioembolisation (300-308) chargées, ou non, par différentes doses
d’irinotécan (0, 20, 50 ou 100 mg) (n=6 brebis gase). Une injection directe d’irinotécan
libre a 50 mg et 100 mg dans l'artére pulmonaiétéaréalisée chez 4 brebis (n=2 brebis par
dose).

L’irinotécan a été quantifié dans le plasma a diffés temps apres la
chimioembolisation. La quantification tissulaire Bexamen anatomopathologique des
poumons ont été réalisés sur des échantillonsy@®llers du sacrifice 4 jours ou 4 semaines

aprées la chimioembolisation.

-75 -



Travaux personnels

La chimioembolisation pulmonaire par microsphereargees en irinotécan a bien été
tolérée par les brebis : aucune diarrhée ni irdeatia été observée.

Au niveau systémique, les microspheres chargéegrieotécan ont permis, par
comparaison avec une injection IA directe d'irir@@ en solution, une diminution
significative des concentrations systémiques erfiécan (diminution de 80% de la Cmax
(p=0,0036) et de 50% de 'AUC (p=0,0393)). Néanrsopiririnotécan était détecté dans le
plasma quelques minutes apres la chimioembolisaiv@a un pic plasmatique observé entre
2 et 10 minutes et ce quelle que soit la dosendiécan chargée dans les microspheres. La
Cmax et I'AUC plasmatiques ont augmenté signifieatient avec la dose chargée en
irinotécan (p=0,0078 et p=0,0008 respectivemehy) clairance d’élimination de I'irinotécan
aprés chimioembolisation n’est pas significativetmeifférente entre les différentes doses
d’irinotécan chargées dans les microsphéeres sugfgérae les capacités d’élimination
n'étaient pas saturées dans les conditions expétales. La clairance observée aprés
chimioembolisation est significativement plus ékevgue celle aprés injection IA directe
d’irinotécan, les concentrations plasmatiques @rtécan aprés chimioembolisation étant
beaucoup plus faibles que celles aprés injectionL#s résultats pharmacocinétiques sont
présentés dans le tableau 5.

Au niveau du tissu pulmonaire, 4 jours apres lanabembolisation, ni I'irinotécan, ni
le SN38 n'ont été détectés. Une nécrose vascudhicki parenchyme autour des vaisseaux
occlus, liée a la diffusion de l'irinotécan, a étéservée 4 jours aprés la chimioembolisation
uniguement pour les microspheres chargées a 10@irirgptécan. Cette nécrose n’a plus été
observée aprés 4 semaines. La réaction inflamreatairété modérée et était lie a
'implantation d’un corps étranger.

Les microsphéres chargées en irinotécan jusqu'a d@P (dose maximale de
chargement) ont été relativement bien toléréedgsabrebis. Les doses de 20 mg et 50 mg
sont peut-étre insuffisantes pour espérer unerattiérapeutique de l'irinotécan. La dose de
100 mg a permis une diffusion locale du principsf autour des vaisseaux et semble plus
intéressante.

Les microsphéres ont permis une libération prolengé [lirinotécan au vu des
concentrations plasmatiques. L'absence d’irinotédatectable dans le tissu pulmonaire
suggere qu'il était totalement libéré des microspheet rapidement éliminé du tissu. Cette
élimination rapide pourrait étre liee a la vasddili@n réactionnelle des artéres bronchiques

apres occlusion de I'artere pulmonaire.
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Le SN38 n'a pas été détecté dans le plasma desbr€ei résultat s’explique par

I'absence d’esterase convertissant I'irinotécaisBi38 dans le plasma de brebis (Li 2005) et

par 'administration 1A du médicament qui courtetiite I'activation de l'irinotécan en SN38

lors du premier passage hépatique. Contrairememleama, des carboxylesterases activant

I'irinotécan en SN38 sont exprimées dans le tisgdmpnaire de brebis (Koizumi 1998). Une

étude ultérieure montrera que dans certaines g¢onslitexpérimentales, le SN38 était

détectable dans le tissu pulmonaire de brebis.

Tableau 5—- Parametres pharmacocinétiques de l'irin@can apres chimioembolisation de
I'artére pulmonaire par microsphéres chargées en inotécan et apres injection directe
dans l'artere pulmonaire d’irinotécan libre (KW : Kruskal Wallis ; MW : Mann Whitney)

Microspheéres

Microsphéres

Microsphéres

20 mg irinotécan 50 mg irinotécan 100 mg irinotécan KW test
Cmax (ng/ml) 349+ 129 663+ 159 767+ 264 p=0.0078
Tmax (min) 2+0 2+0 10+ 2 p=0.2415
T1/2 (min) 73+8 100+ 37 215+ 113 p=0.0451
AUC o 16 156+ 5657 56 862+ 14 621 134 62F 54 020 p=0.0008
(ng.min/ml)
Clairance (ml/min) 1387+ 90 937+ 47 879+ 71 p=0.0970
MW test
Injection 1A Injection 1A (vs chimioembolisation

50 mg irinotécan

100 mg irinotécan

par microspheres
chargées a 50 et 100
mg d’ irinotécan)

Cmax (ng/ml)
Tmax (min)

T1/2 (min)

AUCO-oo
(ng.min/ml)

Clairance (ml/min)

2 952+ 583
1+0
220+ 1
138 652+ 3 148

361+ 8

3 686+ 1 498
3x1
200+ 6
221 675 18 455

457+ 38

p=0.0036
p=0.3631
p=0.3320
p=0.0393

p=0.0053
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Abstract: The purpose of this study was to evaluate and com-
pare plasma pharmacokinetics, lung tissue concentration, and
the potential toxicity of drug eluting beads loaded with irinote-
can (DEB-IRI) in a sheep pulmonary artery chemoembolization
{PACE) model. Sheep (n = 24} were embolized with DEB-IRI
loaded with different doses (0, 20, 50, or 100 mg). Direct pulmo-
nary artery (PA) injections of irinotecan were also performed at
two doses (50 or 100 mg; n = 4 sheep). Irinotecan was quanti-
fied in plasma and lung tissue (liquid chromatogra phy-fluores-
cence detection); pathological examination of lungs was
performed 4 days or 4 weeks after PACE. Irinotecan was
detected in the systemic circulation within a few minutes after
PACE, for several hours in DEB-IRI 20 and DEB-RI 50 groups,
and for 24 hours for DEB-IRI 100. Both Cmax and AUC values
increased significantly with dose (p = 0.0078 and p = 0.0008,

respectively) after PACE. Cmax and AUC values were signifi-
cantly reduced (by 80%, p = 0.0036, and by 50%, p = 0.0393,
respectively) after PACE than after direct PA injection. Irinote-
can was not detected in tissue 4 days after PACE. No sign of
lung toxicity was observed, except a limited hemaorrhagic angi-
onecrosis seen 4 days after PACE with DEB-IRI 100. Inflamma-
tory response on beads was moderate in all DEB-IRI groups.
Compared to other routes of administration, DEB loaded with
irinotecan at doses up to 100 mg was well tolerated. DEB
loaded with 100 mg irinotecan seem a promising candidate for
future PACE trials in patients. © 2011 Wiley Periodicals, Inc. J
Biomed Mater Res Part B: Appl Biomater 00B:000-000, 2011.

Key Words: chemoembolization, drug eluting beads, irinote-
can, lung, pulmanary artery

INTRODUCTION

Lung cancer is the leading cause of cancer-related mortality
worldwide. Current available treatments include surgical
resection feasible in very few patients and systemic chemo-
therapy, which has no major impact on survival'™ The
high-dose systemic chemotherapy to reach effective antitu-
mor concentrations in the lung has dose-limiting side
effects.

To achieve high local drug levels with minimal systemic
toxicity, regional chemotherapy approaches have been devel-
oped, such as isolated lung perfusion (ILP), pulmonary or
bronchial arterial infusion, and pulmonary artery (PA) che-
moembolization (PACE) with an emulsion of chemotherapy
and ethiodized oil.*® Despite significant higher drug con-
centrations in lung tissue compared to intavenous (IV)
infusion,”*'? these techniques only provided limited suc-
cess. ILP requires thoracotomy and the use of an extracor-
poreal cardiovascular circulation and the response rate is
low with a potentially increased 'rrmr'biditg,r.’z‘13 Infusion of

Correspondence to: M.-T. Baylatry; e-mail: minhtam.baylatry@sat.aphp.fr

£ 2011 WILEY PERIODICALS, INC.
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anticancer drugs by a selective catheterization of the bron-
chial or pulmonary arteries feeding the tumor is less inva-
sive than ILF and tumor regression has been reported,
without severe complications but survival time was not pro-
longed ®'*'% As a rapid drug washout at the end of the
infusion may decrease local antitumor efﬁcacyf PACE with
ethiodized oil has been recently proposed for the treatment
of unresectable lung metastases.*'® This transcatheter tech-
nigue consists of the local delivery of high concentrations of
chemotherapeutic agents emulsified in ethiodized oil, associ-
ated with vessel occlusion with an embolic material. When
performed using mitomycin C and starch microspheres, this
technique was associated with a limited efficacy, partly due
to a low uptake of mitomycin C-ethiodized oil mixture.?

A novel therapeutic approach to chemoembolization has
been recently introduced using drug eluting beads (DER),
which are calibrated embolization beads with the ability to
carry and deliver locally high drug concentrations over a
long period of time.!” DEB are made of poly(vinyl alcohol)
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TABLE I. Study Groups

Embolization Group n Sheep Irinotecan ¢ (mg/mL DEB} Volume injected {mL) Irinotecan injected dose (mg)
DEB-IRI D B 0 2 0
DEB-IRI 20 B 10 2 20
DEB-IRI 50 B 25 2 50
DEB-IRI 100 B 50 2 100
Bolus injection group n sheep Irinotecan ¢ (mg/mL seolution) Volume injected (mL) Irinotecan injected dose (mg)
PA-IRI 50 2 20 25 50
PA-IRI 100 2 20 5 100
n, Number.

hydrogel modified with sulfonate groups (DC Bead®, Bio-
compatibles UK). The recommended anticancer drugs for
DEB loading are doxorubicin and irinotecan, which can be
loaded in DEB by ionic interaction mechanism. '™ DEB
loaded with both doxorubicin and irinotecan has received
CE Mark approval in Europe but is FDA cleared in United
States (as LC Bead®, for hepatic transarterial chemoemboli-
zation of hepatocellular carcinoma) without drug loading.
DC Bead with doxorubicin (DEB-DOX) have provided pro-
longed survival with reduced liver toxicity and systemic
side effects over conventional chemoembolization.?” Doxoru-
bicin and irinotecan-loaded DEB are also promising candi-
dates for the treatment of liver metastases and gliomas,?=*5
To date, there is no preclinical or clinical investigation of
lung chemoembelization with DEB. Irinotecan is the drug of
choice for DEB loading, as it offers some advantages over
doxorubicin for lung chemoembolization. Thus, its nomble
antitumor activity in lung cancer*®*? is associated with a
higher uptake in lung tumor tissue and a better tolerability
than doxorubicin®*25%%2% The sheep PACE model can be
chosen as a model of lung chemoembolization, for two
mains reasons. First, this species shares many similarities
with human lung physiology and vasculature and allows
investigation of devices of similar sizes to those used in
humans. Second, drug-specific reason is that sheep express
carboxylesterase in the lung tissue, as do humans®"3%; this
is the key enzyme for irinotecan activation into its cytotoxic
metabolite SN38.*° Both irinotecan and SN38 can be
detected and quantified in sheep plasmag" and lung tissue.
This pilot study compares the performance and safety of
DEB loaded with irinotecan (DEB-IRI} at three different
doses (20, 50, and 100 mg of irinotecan) in a sheep PACE
model. The plasma pharmacokinetics (PK), lung tissue con-
centration and toxicity of irinotecan released from DEB-IRI
have been examined. Additionally, a direct PA injection of
irinotecan solution (50 and 100 mg) was performed to com-
pare plasma PK of irinotecan after PACE and PA injection.

MATERIALS AND METHODS

Materials

DC-Bead®{Biocompatibles UK) with nominal size 300-
500 pm were loaded with irinotecan solution (Campto® 20
mg/ml, Pfizer; France) 24 hours before the embolization,
following the procedure according to the manufacturer's
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instructions for use'” under aseptic conditions in a laminar

flow hood. The DEB-IRI were prepared with three different
concentrations of irinotecan: 10, 25, and 50 mg (maximum
capacity of irinotecan loading) per mL hydrated bead. The
irinotecan solution (20 mg/mL) was also used for a direct
PA injection.

Animals, follow-up and sacrifice

Twenty-eight adult Pre-Alpes sheep (70-85 kg) were sup-
plied by the INRA (Domaine de Vilvert, Jouy-en-Josas,
France). All experiments were approved by the institutional
animal care and use committee of INRA and were conducted
according to European community rules for animal care
(Directive EC 86/609).

During the study, the overall health and well being of
each animal was monitored daily (food, water intake, and
posture). Euthanasia was performed in sheep according to
veterinary regulatory rules.

Study groups
Twenty-four animals were randomized for PACE into four

groups (n = 6 sheep/group) according to injected irinotecan
dose: DEB-IRI 0 (saline DEB}, DEB-IRI 20, DEB-IRI 50, and
DEB-IRI 100 (Table I). Three animals per group were sacri-
ficed 4 days after the embolization and three animals 4
weeks after the embolization.

Addidonally, four sheep received a direct PA injection of
either 50 mg (PA-IRI 50, n = 2 sheep) or 100 mg (PA-IRI
100, n = 2 sheep) free irinotecan.

PACE procedure

Sheep were not fed for 24 hours prior to the procedure An-
esthesia was induced by intramuscular injection of 15 mg/
kg of body weight of thiopental sodium. CO; levels and pe-
ripheral arterial oxygen saturation were monitored. An elec-
trocardiogram was used to monitor continuously each ani-
mal during the procedure.

A right femoral vein puncture was performed and a 5-
French vascular sheath was placed. Selective catheterization
of the PA and superselective catheterization of the descend-
ing right PA were performed by using a 5-French Judkins
Right 4 catheter {Performa, Merit Medical Systems) and a
0.035 hydrophilic wire [(Radiofocus guide wire M, Terumo,
Tokyo, Japan). DEB were diluted in a mixture of nonionic

LUNG EMBOLEATION IN SHEEP MODEL: PERFORMANCE, SAFETY OF DEE-IR]
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FAGURE 1. Angiographies of a sheep PA before (A) and after (B)
embaolization with DEB-IRI. These angiographies showed a devascula-
rization of the embolized arsa.

isosmolar contrast medium and (0.9%) saline solution prior
to embolization as per the manufacturer's instructions. A
bead sediment volume of 2 mlL was injected slowly in the
PA under fluoroscopic control.

The Figure 1 shows angiographies of a sheep PA before
and after embelization with DEB-IRL

Direct injection into PA

Irinotecan solution was mixed with contrast medium and
saline solution, and then was injected within 1-2 min into
the PA.

Plasmatic pharmacokinetics and lung tissue
concentration of irinotecan

Blood sampling and preparation. Heparinized blood sam-
ples were collected from the jugular vein before PACE (TO)
and after PACE at 1 mmn (Tlmmn), 5 mn [T5mn], 10 mn
(T10mn), 45 mn (T45mn), 60 mn [T60mn), 2 hours (T2H),
3 hours (T3H), 24 hours (T24H), 2 days (T2D}, and at the
time of sacrifice at 4 days (T4D) or 28 days (T28D). For
direct PA injection of free irinotecan, blood samples were
taken at Tlmn, T5mn, T10mn, T30mn, T60mn, T3H, and
T24H after injection. Plasma was separated from the col-
lected blood samples by centrifugation at 3000g for 10 min
and stored at —20°C untl analysis.

Plasma samples were thawed and mixed with the inter-
nal standard [camptothecin). Acetonitrile was added for
protein precipitation and HCI for the conversion of carboxy-
late to lactone forms. After centrifugation, the supernatant
was injected into the liquid chromatography (LC) system.

Tissue samples and preparation. Lung tissue samples
obtained at the time of sacrifice (4 days) were frozen, em-
bedded in OCT (TissueTek®, Sakura), and stored at —80°C
until analysis.

An aliquot of tissue was weighed and homogenized in
ice-cold Tris-HCl 1M (pH 8.1), then centrifuged at +4“C. The
supernatant was spiked with camptothecin and adjusted to
1 mL with 0.01N HCL The above solution was extracted on
a conditoned Bond Elut C18 column. The eluate {1.5 mL of
acidic methanol] was evaporated to dryness under a nitro-

- 80 -

ORIGINAL RESEARCH REPORT

gen stream. The residue was dissolved in 1 mL of mobile
phase, centrifuged, and injected into the LC system.

A total of 27 lung samples were analyzed (n = 3 sam-
ples/sheep for nine sheep embolized with DEB-IRI and sac-
rificed at 4 days, three sheep for each irinotecan loading
dose).

Liguid Chromatography-Fluorescence detection proce-
dure. Free irinotecan and SN38 were quantified in plasma
by mean of a validated liquid chromatography-fluorescence
detection method 3*

The same quantification method was applied to lung
samples. The selectivity of the method was wvalidated in
drug free samples of sheep lung tissue for irinotecan and
SN38. The extraction recovery from lung tissue was supe-
rior to 95%. The linearity of the method was assessed using
lung tissue calibration curves in the range of 5-3500 ng/mL
and 5-100 ng/mL for irinotecan and SN38, respectively. Cal-
ibration curves were linear over the studied range. Coeffi-
cients of correlation for irinotecan and SN38 in lung dssue
were superior to 0.997. The lower limit of quantification
for irinotecan and SN38 in plasma and lung tissue was
5 ng/mL.

PK parameters. Plasma AUCs profiles, maximum plasma
concentration (Cmax], time of maximal plasma concentra-
tion {Tmax), and plasma terminal half-life (T1/2) were
determined using WinNonLin® software (v 4.1).

Histopathology

Sampling. Lung samples were collected at the time of sacri-
fice from fresh lungs, embedded in OCT (TissueTek®,
Sakura) and snap frozen. They were fixed in 10% neutral
buffered formalin for at least 24 hours. Four to five levels of
slicing were made. Samples were taken from each slice in
region of interests. Animals were sacrificed 4 days and 4
weeks after PACE to assess histopathological changes.

Techniques and staining. Samples were dehydrated in a
series of alcohols, set in xylene and embedded in paraffin.
Four to five micrometers-thick sections were cut with a
microtome, mounted on a microscopic slide, and stained
with hematoxylin-eosin-saffron or May Grunwald Giemsa or
orcein s@inings.

Assessment of tissue changes. Necrosis of all embolized
vessels (ie, vessels containing embolic agent] and paren-
chyma was examined on each slide. The inflammatory
response was assessed by the number of neutrophils layers,
density of lymphocytes around embolized vessel and pres-
ence/absence of macrophages and giant cells in contact
with bead occluding vessel.

Statistical analysis

PK data were compared using a Mann-Whitney test (MW)
or a Kruskal-Wallis test (KW) (Statview®, v3). Nonparamet-
ric tests (MW, KW, and Chi2 comparison) were applied to



Travaux personnels

TABLE ll. Mean Plasma Concentrations of Irinotecan at Each Sampling Time After PACE with DEB-IRI and Direct PA Injection

of Free Irinotecan (Mean + Standard Deviation)

Mean plasma concentrations of irinotecan (ng/mL}

Sampling time DEB-IRI 20 DEE-IRI 50 DEB-IRI 100 PA-IRI 50 PA-IRI 100
TO ND ND ND ND ND

T 1mn 330 = 60 612 = 83 626 = 192 2952 * 825 3671 = 2133
T5mn 243+ 25 595 + 48 518+ 75 632 + 14 1545 + 23
T10mn 164 = 23 508 = 38 530 = 40 538 = 79 1106 = 75
T30 mn 112 = 14 332 = 30 5§31 = 43 407 = 21 891 =8
T 45 mn 86 =158 281+ 25 476 + 49 - -

T 60 mn Tax12 241 =19 433 = 52 480 = 46 674 = 126
T2H 437 166+ 16 283 + 133 - -
T3H 264 101 =13 196 = 26 197 = 4 343 = 43
T 24H ND ND 12+3 ND ND
T2D ND ND ND - -

T 4D ND ND ND - -

T 28D ND ND ND - -

ND, Not detectable.

compare histological data between dose groups or time
points. Results were considered significant when p < 0.05.

RESULTS

PACE procedure

Superselective catheterization and embolization of the PA
was achieved and was well tolerated in all animals. The
angiographies taken before and after embeolization (Figure
1) showed a devascularization of the embolized area. During
the procedure, end-tidal CO», peripheral arterial oxygen sat-
uration, and electrocardiogram were normal in all animals
and no major change of these parameters was noted.

Animal follow up
No event on overall health and well being of animals was
observed during the entire observation period of 4 weeks,

Plasma PK of irinotecan

The results are presented in Tables Il and III. Following
PACE with DEB-IR], irinotecan was detected in plasma
within the first minutes post-embolization, regardless the
dose loaded. Cmax was reached between 2 and 10 min in
all DEB-IRI groups. Cmax and AUCy_.. of irinotecan

increased significantly with dose (p = 0.0078, p = 0.0008,
respectively, KW; Figure 2). A trend for dose dependent-
increase was seen for T1/2 (p = 0.0451, KW).

Following a direct PA injection, Cmax was reached
within the first minutes after administration and values for
both Cmax and AUCy_.. of irinotecan increased with the
injected dose. T1/2 was not different between groups.

Cmax and AUC;_.. of irinotecan were significantly lower
after PACE than after direct PA injection (by 80%, p =
0.0036, and by 50%, p = 0.0393, respectively, MW]. Tmax
was slightly higher in DEB-IRI groups than in PA-IR] groups.
The concentration-time curves of irinotecan after PACE with
DEB-IRI versus direct PA injection during the first hour af-
ter procedure are shown in Figure 3.

Plasma PK of SN38

SN38 was not detected in any plasma sample collected up
to 4 weeks after PACE with DEB-IRI or up to 24 hours after
a direct PA injection of irinotecan, and thus at any dose.

Tissue quantification of irinotecan and SN38
Four days after PACE, neither irinotecan nor SN38 were
detected in lung samples.

TABLE lll. Pharmacokinetic Parameters of Irinotecan After PACE with DEB-IRI and After Direct PA Injection of Free Irinotecan

{Mean + Standard Deviation)

DEB-IRI 20 DEB-IRI 50 DEB-IRI 100 KW test
Cmax (ng/mL} 348 + 129 663 = 159 787 + 264 p = 0.0078
Tmax {min) 2x0 2=0 1022 p=0.2415
T1/2 (min}) T3+ 8 100 = 37 215 + 113 p = 0.0451
AUC,... (ng.h/mL} 16 156 = 5 657 56 862 = 14 621 134 827 = 54 020 p = 0.0008
- PA-IRI 50 PA-IRI 100 MW test (vs. DEB-IRI 50/100)
Cmax {ng/mL}) = 2 952 > 583 3686 = 14938 p = 0.0036
Tmax (min) = 10 3*=1 p = 0.3631
T12 {min) = 220 £1 200+ 6 p = 0.3320
AUCq .. Ing.h/mL} - 138 662 = 3 148 221 675 = 18 4565 p = 0.0393

NS, Not significant.
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FAIGURE 2. Mezan plasma concantration-tima curves of irinotecan from
DEB-IRI during the first 2 hours after PACE. Following PACE, irinote
can was detected in plasma within the first minutes post-embolization
with DEB-IR|, regardless the dose of the drug loaded. Cmax of irinote
can was reached in the first 10 min in all DEB-IRI groups, Both Cmax
and AUC,... increased with dose.

Histopathology

Macroscopic examination and necrosis. The results are
presented in Table [V. No abnormality was noticed at gross
examination of lungs in all groups. Compared to saline DEB,
a significant wvascular and parenchymal necrosis was
observed on day 4 when PACE was performed with DEB-IRI
100 {34.7% and 36.2% of occluded vessels, respectively, p
< 0.0001, Chi2). At 4 weeks, no necrosis was seen in any

group (Figure 4).

Inflammatory response

Polynuclear neutrophils. Four days after PACE, the
number of neutrophil layers around beads occluding vessels
was significantly lower in DEB-IRI 20 and 50 groups versus
saline DEB (p < 0.0001, Chi*; Table V). However, the num-
ber of neutrophil layers was significantly higher around
DEB-IRI 100 than around saline DEB (p = 0.0076, Chi®).

Four weeks after PACE, the number of tissular neutro-
phils around beads was low in all groups. No significant dif-
ference was observed between saline DEB and DEB-IRI 50
(p = 0.7615, Chi*) or DEB-IRI 100 {p = 0.0789, Chi*), while
a significant reduction in the density of tissular neutrophils
was seen for DEB-IR1 20 when compared to saline DEB (p
= 0.0028, Chi*).

Lymphocytes. Four days and 4 weeks after PACE, com-
pared to saline DEB, lymphocyte density around occluded
vessels was low in all groups (Table V1), No difference was
observed between DEB-IRI and saline DEB.

Macrophages and Giant cells. Four days after PACE,
the occurrence of macrophages around the beads was not
significantly different around DEB-IRI (any dose) and saline
DEB (Table VII). By comparison, macrophages were signifi-
cantly more often detected after 4 weeks in all groups (p <
0.0001, Chi?).
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Giant cells were only detected 4 weeks after PACE, and
significantly more frequently around DEB-IRI than saline
DEB (p < 0.0001 for all groups, Chi®), regardless of the
dose of loaded drug.

DISCUSSION

Irinotecan release from DEB-IR] in plasma and lung
tissue

This study provides evidence that the use of DEB-IRI for
PACE allows a significant reduction of systemic drug con-
centrations when compared with a direct PA injection of an
equivalent dose of irinotecan (plasmatic Cmax was reduced
by B0% and AUC,_.. by 50%). This can be explained by the
fact that DEB, by blocking the PA flow, reduces the washout
of irinotecan from lung tissue into the systemic circulation.
Furthermore, the elevated Tmax noted with DEB-IRI 100
group indicates that irinotecan is delivered in a sustained
manner from the beads.

Even though the release of irinotecan was sustained, the
drug was present in significant amount in the systemic cir-
culation within the first minutes after PACE. Such early
release of large amounts of irinotecan from DEB-IRI has
been previously described after liver chemoembolization
using DEB-IRI in a porcine model.*® We assume that both
the rapid release and the initial burst of irinotecan observed
in plasma are intrinsic to the DEB delivery system and do
not depend on the embolized organ. lonic interactions
between irinotecan and DEB involve protonated tertiary
amino group of irinotecan piperidine and DEB sulfonate
group.®® The positive charge of this irinotecan tertiary
amino group forms weak interactions with DEB, that are
easily dissociated by ionic exchange.***® The weak interac-
tions between DEB and irinotecan probably explain the sys-
temic release of high amounts of irinotecan observed in the
first minutes after PACE. We can also not rule out the hy-
pothesis that free irinotecan coexists with DEB-IRI in the
injected dose. The irinotecan loading in DEB is inhomoge-
nous, which increases the likelthood of free irinotecan to be
found in the DEB-IRI suspension.gf' Thus, the injection of
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FIGURE 3. Mean plasma concentration-time curves of irinotecan after
PACE with DEB-IRI or direct PA injection, during the first hour after
procedure. Following a direct PA injection, Cmax was obsarved within
the first minutes after administration and values for both Crnax and
AUC, . of irinotecan increased with the injected dose. Cmax and
AUC, . of irinotecan obtained after PACE were substantially reduced
whan comparad to a direct PA injection.
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TABLE IV. Vascular and Parenchyma Necrosis 4 Days After PACE

Saline DEB DEB-IRI 20 DEB-IRI 50 DEB-IRI 100
Vascular necrosis 0% 0% 0% 34.7%
Mo vascular necrosis 100% 100% 100% 65.3%
Samples n=2959 n=135 n= 109 n=127
Chi? {vs saline DEB) NA NA NA p < 0.0001
Parenchyma necrosis 0% 0% 0% 36.2%
No parenchyma necrosis 100% 100% 100%: 63.8%
Samples n=2989 n= 138 n= 109 n=127
Chi? {vs saline DEB) MNA NA NA p < 0.0001

MNA, Not applicable.

free irinotecan during PACE may account for the early peak
of irinotecan plasma levels.

Increasing the dose of loaded irinotecan from 20 or 50
mg to 100 mg decreased the rate of plasma release. When
DEB-IRI 20 were compared with DEB-IRI 50, the mean plas-
matic Tmax of irinotecan were similar and mean plasmatic
irinotecan concentrations were dose-dependent over time.
When DEB-IRI 50 were compared with DEB-IRI 100, Tmax
was 4.5 higher when PACE was performed with DEB-IRI
100, and plasma concentrations of the drug were not dose-
dependent within the first 10 min after PACE. At 24 hours
after PACE, plasma irinotecan was detected only in DEB-IRI
100 group. These findings support the hypothesis that DEB-
IRI 100 release irinotecan slower than DEB-IRI 20 and 50
within the first 10 min and allow a reservoir effect over 24
hours. This result is in agreement with the demonstration
that the elution rate of irinotecan can be delayed when high
doses of irinotecan are loaded in DEB.** In these conditions,
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DEB become particularly hydrophobic, which reduces the
ion-exchange and diffusion rates of both salt and drug ions.
The loss of water, which is expelled from DEB during irino-
tecan loading, results in a denser DEB structure after irino-
tecan loading which significantly retards the drug elution
rate.

Four days and 4 weeks after PACE, neither irinotecan
nor its main metabolite SN38 can be detected in lung tissue,
for all doses of irinotecan loaded in DEB. We hypothesize
that irinotecan is rapidly released from DEB-IRI (as the
interactions between irinotecan and the polymer constitut-
ing DEB are weak), and rapidly eliminated by a lung tissue
washout (as bronchial arteries substantially enlarge and
blood flow increases after PA BCC|I.lSi0II].3?'33

Systemic and local safety of DEB-IRI

The occurrence of irinotecan systemic side effects remains
largely unexplained and is unpredictable for most of the

DEB-IRI 100

FIGURE 4. Parenchyma and vascular necrosis at 4 days after PACE with DEB-IRI 100. A: Parenchyma necrosis (arrow) around DEB-IRI 100. B:
Vascular necrosis (arrow) around DEB-RI 100. C: With saline loaded DEB, neither vascular nor parenchyma necrosis was observed at 4 days.
[Color figura can ba viewed in the online issua, which is available at wileyonlinelibrary.com.]
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TABLE V. Number of Neutrophil Layers Around Bead Occluding Vessel 4 Days and 4 Weeks After PACE

Saline DEB DEB-IRI 20 DEB-IRI 50 DEB-IRI 100
4 days Low {0-3) 48.5% T74.0% 89.0% 28.3%
Moderate (3—10) 16.2% 26.0% 7.3% 24.5%
Many (=10} 35.3% 0% 3.7% 47. 2%
Samples n=2=99 n=136 n=108 n=127
Chi? (vs. saline DEB) - p < 0.0001 p < 0.0001 p = 0.0076
4 weeks Low {0-3) 84.4% 100%: 93.5% 98.5%
Moderate (3—10) 5.5% 0% B6.5% 1.4%
Many (=10} 0% 0% 0% 0%
Samples n=290 n= 157 n—= 169 n—=138
Chi® {vs saline DEB) - p = 0.0028 p = 0.7615 p = 0.0783

patients.* However, there is a major influence of the route
of irinotecan administration on the occurrence of side
effects. In our experimental conditions, no systemic side
effects were seen after embolization with DEB-IRL Neither
diarrhoea nor neutropenia-induced infection, the two major
adverse effects associated with irinotecan, was observed.
This finding is in good agreement with the fact that, in our
experimental conditions, the metabolite responsible for
these toxicites, SN38, was not detected in plasma samples.
SN38 was undetectable in plasma because the intraarterial
route of irinotecan administration circumvents the hepatic

first-pass during which irinotecan is converted into SN38 by
liver carbm{ylestercases.33 By comparison, after hepatic
transarterial embolization using DEB-IRI loaded with 100
mg irinotecan, no severe systemic side effect due to SN38
has been reported in humans.*****! [n contrast, irinotecan
administered by IV route (60-100 mg) in patients with lung
tumors has been associated with severe and sometimes fatal
diarrhoea and neutropenia driven by intestinal and hepatic
first-pass effects*?

No sign of toxicity was seen in lung tissue after PACE
with saline DEB, DEB-IRI 20, and 50. In contrast, local

TABLE VI. Density of Lymphocytes Around the Embolized Vessel 4 Days and 4 Weeks After PACE

Saline DEB DEB-IRI 20 DEB-RI 50 DEB-IRI 100
4 days Low (0-3) 91.9% 97.1% B89.0% 85.8%
Moderate (3-10) 8.1% 2.9% 10.1% 12.7%
Many (=10} 0% 0% 0.9% 1.5%
Samples n=299 n =135 n= 109 n=127
Chi® (vs saline DEB) = p = 0.0795 p =0.6523 p = 0.2391
4 weeks Low (0-3) 100% 98.7% 100% 96.4%
Moderate (3-10) 0% 13% 0% 3.6%
Many (=10} 0% 0% 0% 0%
Samples n=2390 n = 157 n= 169 n=138
Chi® (vs saline DEB) = p = 0.2823 MA p = 0.0679
TABLE VIl Presence of Macrophages and Giant Cells 4 Days and 4 Weeks After PACE
Saline DEB DEB-IAI 20 DEB-RI 50 DEB-IRI 100
4 days Macrophages 65.7% 52.6% 68.8% 64.5%
Mo macrophages 34.3% 47.4% 31.2% 35.5%
Samples n=99 n=135 n= 109 n=127
Chi® (vs saline DEB) = p = 0.0454 p = 0.6285 p = 0.8647
4 weeks Macrophages 96.7% 98.7% 100% 100%
No macrophages 3.3% 1.3% 0% 0%
Samples n=90 n =157 n—= 169 n=138
Chi? {vs saline DEB) — p = 02687 p = 0.0170 p = 0.0308
4 days Giant cells Absent
Samples n=99 n =135 n= 109 n=127
4 weeks Giant cells 20% 50.3% 50.3% 48.5%
Mo giant cells 80% 49.7% 49.7% 51.5%
Samples n=90 n =157 n—= 169 n= 138
Chi? {vs saline DEB) — p < 0.0001 p < 0.0001 p < 0.0001

-84 -



Travaux personnels

necrosis of occluded vessel and surrounding parenchyma
was observed 4 days after PACE with DEB-IRI loaded with
the highest dose of irinotecan tested. It can be reasonably
assumed that these lesions are due to the cytotoxic action
of such a high dose of irinotecan, which is released from
DEB over time, and diffused locally into the parenchymal
tissue around the beads. However, such necrosis was tran-
sient as it was no longer detected after 4 weeks, and was
circumscribed to sites of vessel occlusion since no lung tis-
sue necrosis was noted at distance from DEB-IRI 100.

Local inflammatory response associated with DEB was
moderate in all groups and was generally not different
between DEB-IRI and saline DEB, at both time points. These
inflammatory profiles are not related to irinotecan toxicity,
as they have the overall characteristics of a classical foreign
bedy reaction to implant, that is, the presence of neutro-
philic cells in acute phase, then replaced by macrophages/
giant cells within 24 hours.*

Study limits

Our findings should be interpreted within the limits of this
study. For example, irinotecan metabolism differs between
sheep and humans. While only one metabolite (SN38) has
been identified in shn=_~n::|:r,3{"‘m four metabolites have been
described in humans: the active SN38 and three inactive
metabolites: a glucuronide derivadive (SN38G) and two car-
bonyloxycamptothecin derivatives (APC and NPC].“"” Such
different metabolite ratios between the two species suggest
that, for a given dose of irinotecan, the amount of SN38,
and so the related toxicity should be lower in humans than
in sheep. However, these species difference should not inter-
fere with our other results. For instance, it can be reason-
ably assumed that the rapid release of irinotecan from DEB-
IRI within the first minutes after PACE will be similarly
observed in humans as irinotecan is not metabolized in
such a short perind.g13

The toxicity of irinotecan in humans depends on various
parameters, including PK (plasma AUC and lIZrml:;{],aE"'m clini-
cal determinants (age, performance status, transaminase
level, etc), pharmacogenetic factors***5" gr genetic poly-
morphisms in enzymes involved in SN38 detoxification or
irinotecan trsmspﬂrt.33 Notwithstanding that all these pa-
rameters in humans may be of strong influence, our find-
ings suggest that DEB-IRI should be well tolerated after
PACE in humans.

From a methodological point of view, a larger number of
sheep and samples could strengthen the statistical power,
but PK and histological results were particularly reproduci-
ble within each group, with no contradictory data. Addi-
tional sample time points between 3 and 24 hours after
PACE could increase the precision of PK curves, but would
presumably not change their aspect.

CONCLUSION

This study in a sheep model of PACE provides the evidence
that DEB loaded with irinotecan at doses up to 100 mg are
well tolerated compared to other routes of administration,
and can carry and deliver the drug in the lung tissue.

B BAYLATRY ET AL.
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While 20 and 50 mg loading doses of irinotecan may be
too low for any therapeutic benefit, the use of DEB loaded
with 100 mg irinotecan seems of interest for future PACE
trials in patients, as this form may be adequate to provide a
sustained release and diffusion of the drug in occluded ves-
sels and surrounding parenchyma.
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1.3.3 Chimioembolisation des artéres pulmonaire et broncigue

Article n° 3 (en cours de rédactionfan additional embolization of bronchial artery

enhance the performance of pulmonary artery chemoebolization with irinotecan

eluting beads?

Baylatry MT, Pelage JP, Wassef M, Ghegediban Hy J&C, Lewis A, Lacombe P,

Fernandez C, Laurent A.

Problématique

La chimioembolisation de l'artere pulmonaire pacrmsphéeres chargées en irinotécan
dans un modéle pulmonaire sain de brebis permet mdueiction importante des
concentrations systémiques en irinotécan, comparéme injection IA directe, mais ne
permet pas une imprégnation suffisante du tissmuodire par lirinotécan. Quatre jours
apres la chimioembolisation pulmonaire, ni I'iriéoén, ni le SN38 n'ont été détectés dans le
tissu pulmonaire. L’hypothése qui hous semble U pirobable pour expliquer ce résultat est
I'élimination rapide de [lirinotécan au niveau pulnaire, due a une vasodilatation
réactionnelle des artéres bronchiques apres ooalws I'artere pulmonaire. L’'embolisation
des artéres bronchiques est une procédure bieméaadé utilisée depuis plusieurs années dans
le traitement des hémoptysies massives. Applignésmplément d’'une chimioembolisation
pulmonaire, elle pourrait permettre une meilleumgpriégnation du tissu pulmonaire par

I'irinotécan.

Objectif

Ce travail avait un double obijectif :
- évaluer la faisabilité et la tolérance d’'une clembolisation de I'artere pulmonaire par
microspheres chargées en irinotécan combinée &mbelisation de I'artere bronchique par
microsphéres chargées, ou non, en irinotécan, ransodele pulmonaire sain de brebis
- évaluer sur ce méme modele, I'mpact de I'emladis additionnelle de lartére
bronchique, comparée a une chimioembolisation éeni I'artére pulmonaire seule, sur la

pharmacocinétique plasmatique et les concentratissigaires en irinotécan.
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Résumé de I'étude

La chimioembolisation de I'artére pulmonaire a gtalisée avec des microspheres de
taille 300-500um, chargées en irinotécan a la dose de 100 mgéontnation en irinotécan =
50 mg/mL de microspheres, injection de 2 mL de ospheres). L’embolisation de I'artéere
bronchique a été réalisée 10 minutes aprés la caimolisation de I'artére pulmonaire, avec
des microspheres de taille 100-30@ soit non chargées, soit chargées en irinotétaniase
de 100 mg. Douze brebis ont été randomisées enupegs (n=3/groupe) : embolisation de
I'artére pulmonaire avec des microsphéres non éeargEAPO) ou chargées en irinotécan
(EAP100), chimioembolisation de l'artere pulmonamembinée a une embolisation de
I'artere bronchique avec des microsphéres non éeargeAP100+EABO) ou chargées en
irinotécan (EAP100+EAB100).

L’irinotécan a été quantifié dans le plasma a diffiés temps apres la
chimioembolisation. La quantification tissulaire Bexamen anatomopathologique des
poumons ont été réalisés sur des échantillonsv@®lé jours apres la chimioembolisation
lors du sacrifice de I'animal.

La chimioembolisation pulmonaire combinée a I'endmilon bronchique par des
microsphéres chargées ou non a été bien tolérégrdfie pharmacocinétique de l'irinotécan
n'était pas difféerent aprés une EAP100 ou une EAREABO. La Cmax et I'AUC
plasmatiques de l'irinotécan étaient plus élevgaesaune EAP100+EAB100 ou la dose
injectée d’irinotécan était doublée. Au niveau uiage, lirinotécan n'a été détecté dans
aucun des échantillons prélevés chez les brebig aggu une EAP100. Chez les brebis ayant
recu une EAP100+EABO ou une EAP100+EAB100, l'iréuatn a été détecté dans tous les
échantillons tissulaires a des concentrations bkesa le SN38 dans les échantillons ou la
concentration en irinotécan était élevée. La cottaion moyenne en irinotécan dans le tissu
était plus élevée dans le groupe ayant recu unelB&HEABO que dans le groupe ayant regu
une EAP100+EAB100. Comparée a 'EAP100 seule, liemd d’'une EABO ou d'une
EAB100 n’a pas induit de nécrose supplémentaireuside I'artere pulmonaire. L'EABO n’a
pas provoqué de nécrose vasculaire de l'artéerechigme contrairement a I'EAB100.

L’embolisation de l'artére bronchiqgue en compléméiune chimioembolisation de
I'artere pulmonaire par microsphéres chargées iapntécan a permis une imprégnation du
tissu pulmonaire par l'irinotécan sur au moins drgo L'utilisation de microsphéres chargées
en irinotécan pour I'embolisation additionnelle ld&tére bronchique n'a pas augmenté la

concentration tissulaire en irinotécan et a indai nécrose vasculaire de 'artere bronchique,
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comparée a une embolisation additionnelle de Fargonchique avec des microsphéeres non

chargeées.
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Article n° 3 (en cours de rédaction)

Can additional embolization of bronchial artery entance the performance of pulmonary

artery chemoembolization with irinotecan eluting beds?

Abstract

Purpose To study performance and tolerance of an additibnonchial artery embolization
(BAE) after a pulmonary artery embolization (PAEing drug eluting beads (DEB) loaded
with irinotecan (DEB-IRI) in a sheep model.

Materials and Methods Twelve sheep were randomized into four embolagroups (n=3
sheep/group): PAE with bland DEB (PAE-0) or DEB-IEAE-50), PAE-50+BAE with
bland DEB (PAE-50+BAE-0) or DEB-IRI (PAE-50+BAE-502 sheep received a direct PA
injection of free irinotecan. Irinotecan was quaedi by liquid chromatography-fluorescence
detection in plasma during 4 days and in tissugagt4. Pathological examination of lungs
was performed at day 4.

Results PAE-50+BAE was technically successful and welletated in all animals.
Compared to a direct PA injection, the use of DEBfor PAE or PAE+BAE significantly
reduced plasmatic Cmax (p=0.0243, KW). Irinotecas wot detected in lung tissue in PAE-
50 group but was present in PAE+BAE groups (p=R0®0N). Concentrations of drug in
lung tissue were higher in PAE-50+BAE-0 group thai? AE-50+BAE-50 group (p=0.0305,
MW). When observed, necrosis was generally circuiinsd to sites of vessel occlusion. An
additional BAE-O did not provoke more necrosis ik & BA than after a single PAE-50.
Additional BAE-50 didn’t induce more necrosis in BAt induced more damage in BA.
Conclusiont An additional BAE to PAE allows the impregnatiohlung with irinotecan over
4 days and decreases irinotecan washout in lusgetis?AE+BAE-50 resulted in a significant
toxicity for BA without increasing irinotecan lurgpncentration when compared to a double
embolization PAE+BAE-0. From our findings, a doukl@bolization PAE+BAE-0 may be
recommended to increase the performances of luagnacbmbolization with DEB-IRI.
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1. Introduction

Local chemotherapy for the treatment of lung camderbetter tolerated than systemic
chemotherapy and allows increasing the drug coretem delivered in tissue compared to
the intravenous route (Lammer 2010; van Putte 2008ter 2008; Hendriks 1998; Weksler
1993). Among available techniques, such as isoldted) perfusion (Johnston 1995),
pulmonary or bronchial arterial infusion (van PU2@09; Osaki 1999) and pulmonary artery
chemoembolization (PACE)(Vogl 2008), the lattertaiey is the most promising as it is
well-tolerated, minimally invasive and allows a rsfgcant reduction of systemic drug
concentrations compared to a direct pulmonary yaitieA) injection of free drug (Baylatry
2010;Baylatry 2011; Lindemayr 2007).

PACE can be performed with chemotherapeutic agemslsified in ethiodized oil,
associated with vessel occlusion with an emboli¢cenmeal (Vogl 2005), but its efficacy is
limited by the low uptake of drug-ethiodized oilxnire in lung tumor (Vogl 2008). As an
alternative, calibrated drug eluting beads (DEBYehaeen proposed to carry and deliver
locally high drug concentrations (Namur 2010). diecan-loaded DEB (DEB-IRI) have been
previously performed in a sheep model of lung embobn (Baylatry 2011). PACE with
DEB-IRI was well tolerated and irinotecan diffudedally into the parenchyma surrounding
the beads. However, no irinotecan was detecteding tissue as early as four days after
PACE (Baylatry 2011), which was presumably reldtethe rapid elimination of the drug by
a lung tissue washout. The latter phenomenon, icldssobserved after pulmonary artery
occlusion, is due to a strong enlargement of braharteries with a blood flow that can be
increased up to 5-fold the normal level (Charan719ockett 1951; Fadel 2006). As the
reduction of the lung washout should facilitate géening the contact time of a drug
delivered in tissue after chemoembolization, aaeable option could be the embolization of
bronchial arteries (BAE) (Kalva 2009; Swanson 20082ng 2009; Yu-Tang Goh 2002).

Up to date, no experimental investigation of a ‘aleti embolization of both bronchial
and pulmonary arteries has ever been performetthelpresent study, we have examined in a
sheep model 1) the feasibility and safety of penfog a double embolization (BAE after
PAE using DEB-IRI), and 2) whether, compared targls embolization (PAE with DEB-
IRI), a double embolization would modify the lun@stout, and tissular concentration and

plasma pharmacokinetics (PK) of irinotecan.
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2. Material and Method

2.1. Materials

DC-Bea® (Biocompatibles UK Ltd) size was 300-5Qén for PAE and 100-30im
for BAE. The DEB size was chosen with respect eodize of pulmonary and bronchial distal
arteries in sheep, and taking into account thadba@tusion of distal vessels is needed for an
accurate drug impregnation in tissue. DEB loadirag ywerformed with irinotecan solution
(Camptal 20mg/mL, Pfizer, France) 24 hours prior to the elzltion, according to the
manufacturer’s instructions (Biocompatibles sit@)der aseptic conditions in a laminar flow
hood. The DEB were loaded with irinotecan at 50 peg mL hydrated bead, i.e. at the
highest dose of the drug to be safely loaded in DB&ylatry 2011). The irinotecan solution

(20mg/mL) was also used for a direct PA injection.

2.2. Animals, follow-up and sacrifice

Adult Pre-Alpes sheep (70-90 kg) were supplied iy INRA (Domaine de Vilvert,
Jouy-en-Josas, France). All experiments were ajgordy the institutional animal care and
use committee of INRA and were conducted accordangcuropean community rules for
animal care (Directive EC 86/609).

During the study, the overall health and well benfiggach animal was monitored daily
(food, water intake, posture). Four days after dimbtion, animals were sacrificed according

to veterinary regulatory rules.

2.3. Study groups

Twelve animals were randomized in four embolizatjpoups (n=3 sheep per group) as
follows:
- PAE-O group: PAE with bland DEB (saline DEB).
- PAE-50 group: PAE with DEB-IRI.
- PAE-50 + BAE-0 group: PAE with DEB-IRI with an ditional BAE with bland DEB.
- PAE-50 + BAE-50 group: PAE with DEB-IRI with adldtional BAE with DEB-IRI.
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A volume of 2mL bead sediment was injected in thenonary artery (PA) and in the
bronchial artery (BA). The injected doses of irexdan were 100 mg for PAE-50 and PAE-
50+BAE-0 and 200 mg for the double embolizationrvidEB-IRI.

Two additional sheep received a direct PA injectdb00 mg free irinotecan.

2.4. Embolization procedure

Sheep were not fed for 24 hours prior to the procedAnaesthesia was induced by
intramuscular injection of 15mg/kg of body weigHt thiopental sodium. C02 levels and
peripheral arterial oxygen saturation were mondor&n electrocardiogram was used to

monitor continuously each animal during the procedu

2.4.1. PAE (Figure 1)

A right femoral vein puncture was performed and-&rénch vascular sheath was
placed. Selective catheterization of the PA andemglective catheterisation of the
descending right PA were performed by using a :"¢heJudkins Right 4 catheter (Performa,
Merit Medical Systems) and a 0.035 hydrophilic wiRadiofocus guide wire M, Terumo,
Tokyo, Japan). DEB were diluted in a mixture of fiomic isomolar contrast medium and
(0.9%) saline solution prior to embolization, fellmg manufacturer's instructions
(Biocompatibles site). A bead sediment volume ofil2was injected slowly in the PA under

fluoroscopic control.

2.4.2. BAE (Figure 2)

BAE was performed 10 minutes after PAE, i.e. atreetwhen a reactive enlargement of
bronchial arteries was observed under angiograp@E was performed using 5-French
catheter placed at the periphery of the bronchiarias. A microcatheter was placed within
the bronchial circulation to achieve a superselecttatheterization under fluoroscopic

guidance. The bronchial arteries were embolizet @iinL of DEB.
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2.5. Direct injection into pulmonary artery

Irinotecan solution was mixed with contrast mediand saline solution, then injected

within 1-2 minutes into the PA.

2.6. Plasmatic pharmacokinetics and lung tissue coantration of irinotecan

2.6.1. Blood samples

Heparinized blood samples were collected from tlygilpr vein before PAE (TO) and
after PAE at 1 min (T1min), 5 min (T5min), 10 miM10mn), 45 min (T45min), 60 min
(T60min), 2 hours (T2H), 3 hours (T3H), 24 hour24H) and at the time of sacrifice at 4
days (T4D).

For the double embolization (PAE+BAE), sampling wasformed at 20 min (T20min)
and 30 min (T30min) after PAE. Those two time p®iobrrespond to sampling times at 10
min and 20 min after the additional BAE. Othersdolcsamples were collected between 3
hours and 24 hours after PAE:

- T4H, T5H, T6H for PAE-50 + BAE-O group
- T7H, T8H for PAE-50 + BAE-50 group.

For direct PA injection of free irinotecan, blooahsples were taken at T1min, T5min,
T10min, T30min, T60mMin, T3H and T24H after injectio

Plasma was separated from blood samples by cegdtituin (at 3000g for 10 min), then
stored at -20°C until analysis. Plasma samples vpeepared for analysis as previously
described (Baylatry 2010).

2.6.2. Tissue samples

At the time of sacrifice (4 days), lung tissue swpwvere taken in embolized areas,
frozen, embedded in OCT (TissueTelSakura) and stored at - 80°C until analysis. Lung
tissue samples were prepared for analysis as gyidescribed (Baylatry 2011)

A total of 27 lung samples were analyzed (corredpunto 3 samples per sheep
embolized with DEB-IRI).
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2.6.3. Liquid chromatography-fluorescence detecpimtedure

Free irinotecan and SN38 were quantified in plasmd lung tissue by mean of a
validated liquid chromatography-fluorescence dé&sec{LC-FD) method (Baylatry 2010).
The lower limit of quantification for irinotecan dnSN38 in plasma and lung tissue was
5ng/mL.

2.6.4. PK parameters

Plasma AUCs profiles, maximum plasma concentraf@max), time of maximal
plasma concentration (Tmax) and plasma termindtlif@l (T1/2) were determined using
WinNonLin” software (V 4.1).

2.7. Histopathology

2.7.1. Sampling

Lung samples were collected at the time of saerifrom fresh lungs, embedded in
OCT ((TissueTek, Sakura) and snap frozen. They were fixed in 108atmal buffered
formalin for at least 24 hours. Four to five levefsslicing were made. Samples were taken

from each slice in region of interests.

2.7.2. Techniques and staining

Samples were dehydrated in a series of alcohotsjnsa&ylene and embedded in
paraffin. Four to five micrometers-thick sectionsres cut with a microtome, mounted on a
microscopic slide and stained with hematoxylin-eesffron (HES), or May Grunwald
Giemsa or orcein stainings.

2.7.3. Assessment of tissue changes

Necrosis of embolized vessels and surrounding paggna was examined on each
slide.
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2.8. Statistical analysis

PK data were compared using a Mann-Whitney test MWa Kruskal-Wallis test
(KW) (Statview’, v5). Non-parametric tests (MW, KW, Chi2 companisevere applied to
compare histological data between dose groupsnoe fpoints. Results were considered

significant when p<0.05.

3. Results

3.1. Embolization procedure

Superselective catheterization and embolizationPAf alone or PA and BA were

achieved in all animals. No adverse effect wasdatdghe time of embolization.

3.2. Animal follow-up

No event on overall health and well being of ansnahs observed during the entire

observation period of 4 days.

3.3. Plasma PK of irinotecanFigure 3 and Table 1)

3.3.1. Embolization with DEB-IRI versus direct PAjaction of free irinotecan

In all groups, irinotecan was measured in systasmaulation within minutes after the
procedure, up to 24 hours. The mean plasmatic Grh&notecan observed after direct PA
injection (368&2118 ng/ml) was significantly higher than mean plasc Cmax in DEB-IRI
groups (PAE-50: 60974 ng/mL; PAE-50+BAE-0: 104223 ng/mL; PAE-50+BAE-50:
1528t155 ng/mL)(p=0.0243, KW). Mean plasmatic AU@Oef irinotecan was not different
between direct PA injection (221675100 ng.min/mL) and PAE-50+BAE-50
(274692232284 ng.min/mL) groups (p=0.2482, MW). Plasma &lation half life (T1/2) was
not different between groups (p=0.4255, KW) (Table
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3.3.2. DEB-IRI embolization groups (PAE-50, PAE-B¥NE-0, PAE-50+BAE-50)

The mean plasmatic Cmax and AUC of irinotecan wesk statistically different in
embolization groups (p=0.0582 and p=0.0608, respmdgt KW), although mean Cmax and
AUC values in PAE-50+BAE-50 group were higher tloares in other embolization groups
(Figure 3 and Table 1). Plasma irinotecan Cmaxneashed 1 min after PAE in PAE-50 and
PAE-50+BAE-0 groups and at 20 min after BAE in PBE-BAE-50 group. T1/2 was not
different between groups (p=0.6703, KW). No sigmfit differences in mean Cmax and
AUC were observed between PAE-50 and PAE-50+BAE@ugs (p=0.1266, p=0.5127
respectively, MW).

3.4. Plasma PK of SN38

SN38 was not detected in plasma sample, eithereatel up to 4 days after

embolization with DEB-IRI, or up to 24 hours aftedirect PA injection of irinotecan.

3.5. Quantification of irinotecan and SN38 in lungissue(Figure 4)

In lung tissue, at 4 days, irinotecan was not detet any of the samples of PAE-50
group. On the other hand, irinotecan was detectal isamples after a double embolization
(PAE-50+BAE-0 or PAE-50+BAE-50). The concentratiamfsrinotecan in lung tissue were
homogeneous for a given animal but variable acdd$srent animals.. The mean irinotecan
concentration in PAE-50+BAE-O group (1237 ng/mL of lung homogenate) was
significantly higher than the mean concentratiorasueed in animals of the PAE-50+BAE-50
group (1&1 ng/mL) (p=0.0305, MW).

SN38 was detected in one out of the three aninfaiseoPAE-50+BAE-0 group (mean
concentration=3521 ng/mL of lung homogenate). In this animal, higdncentrations of
irinotecan were measured in lung samples (meanecdration=32862769 ng/mL of lung

homogenate).
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3.6. Histopathology(Tables 2 and 3)

No abnormality was noticed at gross examinatiotunfs in PAE-50 group. In PAE-
50+BAE-0 and PAE-50+BAE-50 groups, embolized lurgl®mwed small areas of acute
infarction.

Four days after the simple and double embolizati@ssel and parenchyma necrosis
was significantly more frequent in PA when occluadth DEB-IRI than when occluded with
bland DEB (p<0.0001) (Table 2). Percentages ofelemsd parenchyma necrosis of occluded
PA were in the same range (around 30%) in DEB-IRbe&lization groups (simple or double
embolization).

Compared to PAE-50+BAE-0, additional BAE with DEB} did not provoke more
damage of PA vessel wall and surrounding parenchymanduced significantly more vessel
necrosis of BA (p<0.0001, Chi2) (Table 3). A lowcnasis of the parenchyma around BA
was noted for both PAE-50+BAE-0 and PAE-50+BAE-%alfle 3).

4. Discussion

The present study provides evidence that a douivibokzation of bronchial and
pulmonary sheep arteries with DEB-IRI is a feasfislecedure, with no systemic side effects,
diarrhoea or neutropenia-induced infection. Theeabs of the two latter adverse effects that
are typically associated with irinotecan likelyatd to the fact that no metabolite SN38 was
detected in plasma, presumably because the irteaarroute of irinotecan administration
circumvents the drug hepatic first-pass during Whignotecan is mainly converted into

SN38 by liver carboxylesterases (Mathijssen 2001).

4.1. Irinotecan in lung tissue

In contrast to a single embolization, the comboratf PAE with DEB-IRI with a BAE
with unloaded or loaded DEB lead to significantigneased irinotecan concentration that can
be detected in lung tissue up to 4 days after tbhabl@ embolization. This finding
demonstrates the interest of such a dual procedunenproving the impregnation of tissue

with the drug after lung chemoembolization with DEH.
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Clearly, variable irinotecan concentrations wereasueed in lung tissue across animals.
This finding probably relates to the heterogeneftypEB-IRI distribution in our samples. In
fact, the DEB-IRI distribution in lung tissue aftar double embolization is particularly
difficult to control for at least three reasons:hEads are not visible under angiography, 2)
different calibres ranges of DEB have to be usegédmonary and bronchial arteries and 3)
dilatation of bronchial arteries subsequent to RAdgjers a secondary displacement of beads
in vessels.

Very elevated irinotecan concentrations were measum lung tissue after a double
embolization. Values are in the range of activeoteécan concentrations reported in literature
for different human lung cancer cell lines aftedrag exposure time of 4 days (IC50: 205-
1761 ng/mL) (van Ark-Otte 1998). For a same injdctivse of irinotecan (100 mg), our
higher values are close to irinotecan concentrdbond ex-vivo in human lung parenchyma
(Biancosino 2007). Surprisingly, the higher irinkda concentrations were measured after the
double embolization using BAE bland DEB. Thoughsthesult needs to be cautiously
interpreted due to the limited sample size, it st that the use of DEB-IRI to perform BAE
does not enhance the amount of the drug presdanhgtissue at 4 days. We assume that the
elevated concentration of the drug over time isntyaihe consequence of the mechanical
occlusion of BA and the subsequent reduction of ashout.

The necrosis observed at 4 days after embolizates circumscribed to sites of vessel
occlusion since no lung tissue necrosis was ndtdaéstnce from DEB-IRI. Additional BAE-

0 didn’t induce more necrosis in PA or BA compated®AE-50 alone. Compared to PAE-
50+BAE-0, additional BAE-50 did not induce more rets in PA but induced more damage
in BA, which were limited to vessel wall (nearlyetihalf of occluded vessel had a vascular
wall necrosis). Almost no parenchyma necrosis waserved around occluded BA. These
findings suggest that the diffusion of irinotecawni DEB-IRI occluding BA remained
confined to a small area and did not provoke amred¢d necrosis. It is possible that the
gradual dilatation of bronchial arteries after Pfakours the displacement of beads over time

so that the local release of irinotecan is notisigffit to induce necrosis of the parenchyma.
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4.2. Plasmatic profile of irinotecan

As expected, by using DEB-IRI for lung embolizatimple PAE or combined with
BAE) a significant reduction of irinotecan concetion is noted in plasma when compared
with a direct PA injection of the drug.

Interestingly, the plasmatic profile (Cmax and AU®)irinotecan was not different
when a double embolization (PAE-50+BAE-0) or a derpAE-50 was performed. Thus, the
reduction of lung washout by the additional BAE sloecrease the levels of irinotecan in
tissue but not in plasma.

As already described in a previous study (Bayl@®y1), irinotecan was detected in
significant amounts in the systemic circulationhatthe first minutes after PAE with DEB-
IRI. Further, we observed a second plasmatic pagknithe first minutes after BAE with
DEB-IRI. It is well-known that the interactions lketen irinotecan and the polymer
constituting DEB are weak (Taylor 2007) and thenatecan loading in DEB is often
inhomogenous (Jordan 2010) two features that iseck#he likelihood of free irinotecan to
be found in the DEB-IRI suspension. Thus, it caasomably be hypothesized that free
irinotecan coexists with DEB-IRI during the injearti into the artery, which may explain the

two early plasmatic peaks in our experimental coomas.

4.3. Study limits and perspectives

Our findings should be interpreted within certamits of our experimental conditions,
experiments were performed over a period of 4 dagktherefore do not preclude of findings
obtained over longer period of time. In additiomdfings are obtained in a rather limited
number of animals and samples, so their replicatiora larger scale could strengthen the
statistical power of certain data.

From a methodological point of view, several maifions could be envisaged. For
example, it could be useful to improve the samplieghnique and therefore decrease
statistical variability by using beads visible undd#uoroscopic guidance. Tissue
quantification of irinotecan could be performeddpectroscopy, which had the advantage to
avoid the destruction of the tissue and to allovotmlize the beads. However, the limit of

quantification for irinotecan by this method rengaino high (5mg/mL) (Namur 2009).
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Finally, the DEB size chosen for BAE (100-30@) in the present study is the smallest
DEB size available but it may be too large for eti#adion of bronchial distal arteries in
“normal conditions”. Future studies could usefullyeasure over time the dilatation of
bronchial arteries after PAE, so that, in a cowfse double embolization one could adapt the
calibre of beads to be injected for BAE at a gitieme point. In such conditions, one should
theoretically perform distal embolization of beadsth a limited secondary displacement,

and an optimized reduction of lung washout.

5. Conclusion

To our knowledge, this experimental work is thestfistudy of double arterial
embolization of the lung in a large animal modélwhs technically successful and well
tolerated in all animals. Compared to PAE alonalitamhal BAE allowed irinotecan lung
impregnation over 4 days and probably decreasewtatan washout in lung tissue.
PAE+BAE-50 resulted in a significant toxicity forABwithout increasing irinotecan lung
concentration compared to PAE+BAE-0. We recommenda fdouble embolization of lung to
combine PAE-50 with a BAE using saline DEB.
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Figure legends:

Figure 1. Angiography of a sheep pulmonary artezfote (A) and after (B) embolisation
with DEB-IRI

Figure 2: Angiography of a sheep bronchial artesfobe (A) and after (B) embolisation with
DEB-IRI

Figure 3: Mean plasma concentration-time curvessindtecan after embolisation with DEB-
IRI or direct pulmonary artery (PA) injection, dogi the first hour after procedure.

Cmax was higher after direct PA injection than raéismbolisation with DEB-IRI. Following
the double embolisation with DEB-IRI, Cmax was lowwaed AUCOe was not different from

those after a direct PA injection whereas a dodbke of irinotecan was injected.

Figure 4: Irinotecan lung tissue levels at 4 dder @mbolisation

In lung tissue, at 4 days, irinotecan was not detem any of the samples of PAE-50 group
but was present in all of the samples of PAE-50+BAEBRnd PAE-50+BAE-50 groups
(p=0.0002, KW). Each spot symbolised a concentnatib irinotecan detected in one lung
tissue sample. 3 lung tissue samples have beeysaddior each animal. There were 3 sheep
for each embolization group (PAE-50, PAE-50+BABRB\E-50+BAE-50).

Table legends:

Table 1: Pharmacokinetic parameters (meastandard deviation) of plasmatic irinotecan
after embolization with DEB-IRI (PAE-50, PAE-50+BAE PAE-50+BAE-50; n=3 sheep
for each embolization group) and after direct pulary artery injection of free irinotecan

(n=2 sheep)

Table 2: Vessel and parenchyma necrosis of occlymachonary artery 4 days after the

procedure

Table 3: Vessel and parenchyma necrosis of occlumtedchial artery 4 days after the

procedure
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Figure 1: Angiography of a sheep pulmonary artezfoke (A) and after (B) embolisation
with DEB-IRI

Figure 2: Angiography of a sheep bronchial artexfole (A) and after (B) embolisation with
DEB-IRI
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Figure 3: Mean plasma concentration-time curvessindtecan after embolisation with DEB-

IRI versus direct pulmonary artery injection durihg first hour after procedure
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Figure 4: Irinotecan lung tissue levels at 4 ddier @mbolization

Irinotecan C°(ng/mL lung homogenate)

Irinotecan C°in lung tissue

p=0.0002, KW

7000
4000

10007

120]
1007
807
607
407
207
1 0000000®

I

PAE-50
group

PAE-50
+BAE-0
group

PAE-50
+BAE-50
group

- 107 -




Travaux personnels

Table 1: Pharmacokinetic parameters (meastandard deviation) of plasmatic irinotecan
after embolization with DEB-IRI (PAE-50, PAE-50+BAE PAE-50+BAE-50; n=3 sheep

for each embolization group) and after direct pulary artery injection of free irinotecan

(n=2 sheep)

PA-IRI 100 PAE-50 PAE-50+BAE-0  PAE-50+BAE-50
Cmax (ng/ml) 3686+ 2118 609t 74 1072+ 223 1528t 155
AUC.0'°° 221 675+ 26 100 137 58% 30 008 160 742 7886 274 692 32 284
(ng.min/ml)
T1/2 (min) 200+ 9 211+ 76 260t 20 237+ 26

Table 2: Vessel and parenchyma necrosis of occlymachonary artery 4 days after the

procedure (NA: non applicable)

Pulmonary artery

PAE-O PAE-50 PAE-50+BAE-0 PAE-50+BAE-50

Beads n=99  n=127 n=167 n=161
Vessel necrosis 0% 34.7 % 31.7% 21.2%
Chi2 (versus PAE-0) NA p<0.0001 p<0.0001 p<0.0001
Chi2 (versus PAE-50+BAE-0)  NA NA NA p=0.0294
Beads n=99 n=127 n=202 n=200
Parenchyma necrosis 0% 36.2% 24.2% 24%
Chi2 (versus PAE-0) NA p<0.0001 p<0.0001 p<0.0001
Chi2 (versus PAE-50+BAE-0)  NA NA NA p=0.9519

Table 3: Vessel and parenchyma necrosis of occlumtedchial artery 4 days after the

procedure
Bronchial artery Chiz test
PAE-50+BAE-0 PAE-50+BAE-50
Beads n=37 n=49
: p<0.0001
Vessel necrosis 8.2% 48.9%
B n=37 n=
eads | 3 50 0=0.4157
Parenchyma necrosis 8.2% 4%
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Partie 2

MICROSPHERES DE CHIMIOEMBOLISATION
CHARGEES EN SIROLIMUS

2.1 Contexte médical : les hemoptysies massives

L’hémoptysie massive est l'une des situations les gritiques parmi les urgences
vitales. Elle est généralement définie pour unentiiéade sang extériorisée comprise entre
100 et 600 mL par 24h (Dweik 1999) et concerne mdi& 5% des hémotypsies (Thompson
1992). La majorité des hémoptysies massives (90%) @our origine une
hypervascularisation systémique d’origine arté&idltonchique (Yoon 2002). Les étiologies
principales des hémoptysies massives sont lesatidas des bronches, la tuberculose active
ou séquellaire, le cancer bronchique, les aspengds ou I'aspergillose invasive. Plus
rarement les saignements proviennent de la cironlgiulmonaire (artérielle, veineuse ou
capillaire) ou des gros vaisseaux thoraciques (Y28?).

L’évolution sans traitement médical simple est geed’'un taux de mortalité de 50% a
100% (Crocco 1968). L’'embolisation bronchigue est tfaitement symptomatique de
référence des hémoptysies massives ou récidivgRiesy 1973 ; Remy 1977 ; Uflacker
1983 ; Uflacker 1985 ; Ramakantan 1996). Elle pénmecontréle immédiat de I'hnémoptysie
dans 75% a 90% (Carette 2004). L’évolution a magtdong terme reste marquée par un taux
de récidives évalué entre 10% et 52% apres embohsgembolisation incomplete,
recanalisation, persistance de la pathologie &glive de I'hypervascularisation) (Katoh
1990 ; Thompson 1992 ; Mal 1999 ; de Gregorio 2006)

2.2  Principe actif étudié : sirolimus

2.2.1 Rationnel

La recanalisation des vaisseaux embolisés est engiihcipales causes de récidives
des hémoptysies massives aprés embolisation bopreliKeller 1987 ; Katoh 1990). Elle est

due a un remodelage vasculaire qui aboutit a laratian transvasculaire de l'agent
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d’embolisation et a I'apparition d'une nouvelle iéira vasculaire fonctionnelle (Vinters 1986;
Tomashefski 1988). Le remodelage vasculaire esliqo¥p dans de nombreuses pathologies
(Eddahibi 2003; Levy 2005; Chetta 2007 ; Welter 20@ubier 2010) et fait intervenir de
nombreux facteurs et voies de signalisation qut aoitent de cibles thérapeutiques (Jeffery
2001 ; Burgess 2009 ; Morin-Brureau 2011).

Les inhibiteurs du remodelage vasculaire sont nembet appartiennent a des classes
thérapeutiques différentes (Garnier 1993 ; WojSGasthard 2008 ; Zanini 2008). Le
sirolimus est a la fois un immunosuppresseur etintibiteur du remodelage vasculaire
(Murphy 2003 ; Buerke 2007 ; Semela 2007). Il ast des principes actifs les plus utilisés
dans les stents imprégnés pour prévenir la resé(Mdsndecker 2005; Minutello 2006 ;
Buerke 2007 ; Steigerwald 2009)

L'utilisation de microsphéres de chimioembolisatalrargées en sirolimus pourrait étre
intéressante dans la prévention de la recanalisatidonc de la récidive des hémoptysies. Le
sirolimus n’étant pas hydrosoluble, nous avons isatii des microspheres de

chimioembolisation préchargées en sirolimus fowwrpia un industriel.

2.2.2 Caractéristiques(EMA)

Le sirolimus ou rapamycine (Figure 22) est un migeanitialement identifié comme
un agent antibiotique et antifongique. Ses prog@si@ntiprolifératives ont été mises a profit
dans des domaines cliniques trés variés tels quealeplantation rénale, cardiague ou
pulmonaire (Kahan 2000 ; Keogh 2004 ; Snell 20@6¢ardiologie interventionnelle avec les
endoprotheses chargées en sirolimus (Morice 2003naore I'oncologie ou les propriétés
antitumorales du sirolimus sont actuellement exder (Mita 2003 ; Boffa 2004 ; Pal
2008 ; Heuer 2009 ; Treiber 2009 ; Yang 2009). Cenwmalement, il a été développé comme
agent immunosuppresseur et est indiqgué en préventio rejet d’'organe chez les patients
adultes présentant un risque immunologique faiblaagéré recevant une transplantation
rénale. Le schéma posologique usuel consiste endose de charge unique de 6 mg de
sirolimus par voie orale suivie d’'une dose de 2ung fois par jour. La posologie maximale

administrée ne doit pas dépasser 40 mg.
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Figure 22- Structure chimique du sirolimus(Chemicalize)

i. Mécanisme d’action

Le sirolimus inhibe une protéine kinase, la mTORarfmMalian target of rapamycin),
qui joue un role central dans la régulation dertdifgération cellulaire chez les mammiferes.
En inhibant la mTOR, il exerce un effet antipraiéf sur de nombreux types cellulaires et

une inhibition de I'activation lymphocytaire, atigine d’'une immunosuppression.

ii. Métabolisme

Le sirolimus est un substrat du cytochrome P45@4111(CYP3A4) et de la
glycoprotéine-P. Il est principalement métabolisg @-déméthylation et/ou hydroxylation.
Sept métabolites principaux, incluant les dérivégdrbxylés, déemeéthylés et
hydroxydéméthylés, sont identifiables dans le s&otgl. Le sirolimus est le composé
principalement retrouvé dans le sang humain tatihlcentribue pour plus de 90% a l'activité

immunosuppressive.

iii. Pharmacocinétique

Apres administration par voie orale, le sirolimud eapidement absorbé, le pic de
concentration étant atteint en une heure cheaietsssains recevant des doses uniques et en
2 heures chez les patients avec une allogreffdaétable et recevant des doses répétées. La
biodisponibilité systémique du sirolimus administ@ncomitamment a la ciclosporine est
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d’environ 14%. La demi-vie d’élimination terminatdhez les patients transplantés rénaux

stables apres des doses orales répétées estdes@ieures.

iv. Toxicité

La toxicité est dose dépendante et porte essamtieiit sur des paramétres biologiques :
thrombocytopénie, anémie, hypokaliémie, hyperchéteemie, hypertriglycéridémie. Des
infections urinaires, douleurs abdominales, diashéet nausées ont également été

fréqguemment rapportées.
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2.3  Travaux personnels

2.3.1 Quantification du sirolimus dans le sang et dans Idissu

pulmonaire de la brebis

La quantification du sirolimus dans le sang totadlans le tissu pulmonaire de brebis a
été réalisée par chromatographie liquide couplée apectrometre de masse quadripble en

tandem.

i. Sirolimus dans le sang total

Le sirolimus a été dosé dans le sang total enmalscsa forte affinité pour les hématies.
Les prélevements sanguins ont été réalisés dangubles contenant de 'EDTA comme
anticoagulant. Nous avons utilisé une méthode dagk adaptée de celle de Koster et son
equipe (Koster 2009), utilisée en routine pour lgvisthérapeutique des patients sous
traitement par sirolimus. Nous avons Vvérifié auaf@aéle que la méthode était applicable au
sang de brebis, a l'identique du sang humain (Eig2@). L'exactitude de la méthode,
appliguée a des échantillons de brebis, a étéiéerita méthode a montré étre reproductible
et répétable avec des coefficients de variatioériefirs a 15%. Le sirolimus a été dosé dans
des prélevements, réalisés chez la brebis 15 nsimyes la chimioembolisation bronchique,
afin de vérifier que les concentrations retrouvgéessituaient dans la gamme d’étalonnage
utilisée en pratiqgue courante (2,5 ng/mL — 49 nginila limite de quantification de la

méthode est de 2 ng/mL.
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Figure 23- Chromatogrammes d'un sang vierge de bred®, d'un point contrdle de
sirolimus (10,2 ng/mL) et de I'étalon interne (sangnumain)

il. Sirolimus dans le tissu pulmonaire

La quantification tissulaire du sirolimus a étélisge avec la méthode de dosage
utilisée pour la quantification dans le sang. Lehadétillons tissulaires ont été peses,
homogénéisés dans du Tris-HCI 1 M glacial puisrdfeges a +4°C. Le surnageant obtenu a
été traité de la méme facon que les échantillongsas. La matrice tissulaire étant différente
de celle du sang total, nous avons validé la métlded dosage a partir de prélevements de
tissu sain pulmonaire de brebis surchargés enminsl Le rendement d’extraction a partir du
tissu pulmonaire était supérieur a 87 %. Les coiefits de variation pour la répétabilité, la
reproductibilité et I'exactitude étaient inférieltis15%. La méthode était linéaire pour une
gamme de concentrations comprises entre 5 ng/mlO@tng/mL, avec un coefficient de

corrélation (f) égal & 0,9984. La limite de quantification étst5 ng/mL.
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2.3.2 Chimioembolisation de l'artére bronchique dans un nodéle

d’hypervascularisation systémique du poumon

Problématique

L’embolisation bronchique est le traitement de pésm intention des hémoptysies
massives, mais elle est généralement suivie di@wanalisation source de récidives.
L'utilisation de microsphéres de chimioembolisatidélivrant localement un inhibiteur du
remodelage vasculaire comme le sirolimus pourréi¢ éntéressante pour prévenir ces

récidives.

Objectif
L’objectif de I'étude était de caractériser lesfpanances des microspheres chargées en
sirolimus en termes de concentrations sanguine issuldire dans un modéle

d’hypervascularisation systémique du poumon chézdhis.

Etude

L’hypervascularisation systémique du poumon etilatation des arteres bronchiques
ont été provoquées par embolisation de I'arterenpuakire avec des caillots sanguins et des
spires métalliques. La chimioembolisation de I'etbronchique a été réalisée chez 2 brebis
14 jours aprés I'embolisation de I'artére pulmoeawec des microspheres de taille 500-700
um préchargées avec 38 mg de sirolimus. Ces miceosplpréchargées ont été fournies par
I'industriel Biocompatibles.

Le sirolimus a été dosé dans le sang aprés chinboksation de 'artere bronchique
pendant 12 jours et dans le tissu a partir d’éclhamg prélevés au 12éme jour, date du
sacrifice des brebis. La concentration était stabient les premiéres 24 heures suivant la
chimioembolisation de I'artere bronchique (mediadtrg/mL, min-max :19-38) (Figure 24),
et décroissait ensuite jusqu’a 2ng/mL a J2. Ldisius était présent dans le tissu pulmonaire
a J12 dans tous les échantillons (n=3 échantillizssilaires par brebis ; médiane=27ng/mL,
min-max :13-32) (Figure 25). Le nombre d’échantifatissulaires analysés était tres limité
car les poumons embolisés présentaient des zoneéodese étendues liées a un défaut de
fixation du poumon dans le formol.

En conclusion, cette étude a montré que la déloadncale de sirolimus au tissu

pulmonaire durant 12 jours, a une concentratioronamte, sans pic systémique, est possible
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aprés chimioembolisation de l'artéere bronchique sdam modéle d’hypervascularisation
pulmonaire.

L’analyse complémentaire histologique a montré tpidaux de recanalisation des
vaisseaux embolisés était nul chez les brebis aggot une chimioembolisation bronchique
par microsphéeres préchargées en sirolimus (n=2dyréh vaisseaux analysés) versus 16%
chez les brebis ayant recu une embolisation brgnehpar microspheres non chargées (n=2

brebis, 32 vaisseaux analysés)(résultat non soguhif.

01 T T T T T T T
20 400 600 80 1000 120 1400

Temps (min)

C°sanguine de sirolimus ng/mL

Figure 24- Profil sanguin du sirolimus (ng/mL) aprés chimioembolisation bronchique
chez la brebis (dose : 38 mg, n = 2 brebis)
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Figure 25- Chromatogramme d’un échantillon tissulaie de brebis contenant du

sirolimus (13 ng/mL)
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Partie 3

DISCUSSION GENERALE

Nos résultats représentent les premieres donnéeslasehimioembolisation par
microspheres chargées dans le poumon. lls vontiétcatés au regard de la littérature autour
de trois points: leur validité, les performance®s ddifférentes techniques de
chimioembolisation présentées dans nos études i@mnbolisation pulmonaire seule ou
combinée, chimioembolisation bronchique dans un éteodd’hypervascularisation du
poumon) et les performances des microsphéres diadege appliquées a la

chimioembolisation du poumon.

3.1 Validité de nos résultats

3.1.1 Libération rapide et biphasique de I'irinotécan

i. Libération de l'irinotécan dans le plasma

Quelles que soient la dose en irinotécan chargee ldamicrosphere et la procédure de
chimioembolisation (chimioembolisation de I'artgnelmonaire seule ou chimioembolisation
additionnelle de l'artere bronchique), la libératiplasmatique de l'irinotécan était rapide et
biphasique : un pic plasmatique observé dans lepréfiéres minutes aprés la procédure
puis une phase de décroissance progressive desntmimns plasmatiques jusqu’a 24h,
temps a partir duquel l'irinotécan n’était pluset#é dans le plasma. Taylor et son équipe ont
obtenu, chez le cochon, aprés chimioembolisatiopatigue, un profil plasmatique de
libération de I'irinotécan similaire au notre awat pic observé dans les 5 premiéres minutes
et une décroissance jusqu’a 20h (Taylor 2007).ddae embolisé (foie, poumon) et I'espéece
animale (cochon, brebis) ne semblent donc pasendler la cinétique de libération de
I'irinotécan au niveau plasmatique aprés chimioeiahtion.

Lorsgu’on a augmenté la concentration en irinotédearge, de 10 mg/mL a 50 mg/mL,
la cinétiqgue de libération de lirinotécan au niveplasmatique était ralentie dans les 20
premieres minutes aprés la chimioembolisation pobire. Cette cinétique plus lente

observée a la concentration de 50 mg/mL est ligeearéduction de I'échange ionique et a un
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taux de diffusion plus faible de lirinotécan ddasnicrosphére, qui devient plus hydrophobe
et plus dense en chargeant une quantité imporéanignotécan (Taylor 2007).

La libération rapide et biphasique de l'irinotéen’influence de la dose chargée dans
les microsphéres sur les cinétiques de libératbiservées dans nos études, sont en accord
avec les résultats des études réalidgéesitro sur la libération d’irinotécan a partir des
microsphéeres de chimioembolisation (Taylor 2006rddn 2010). Il n'existe pas a notre
connaissance de données publiées sur la pharmatiquim plasmatique de I'irinotécan apres
chimioembolisation chez 'homme. Les études suib@ration de la doxorubicine a partir
des microsphéres de chimioembolisation ont moniiié existait une bonne corrélation entre
les profils de libération de la doxorubicine aueau plasmatique, obtenursvitro etin vivo
chez I'animal et chez 'homme (Lewis 2006 ; Varél@07; Gonzalez 2008). La bonne
corrélation entre nos résultats et ceux obtenus kheochon ein vitro (Taylor 2007), laisse
supposer que la libération de lirinotécan au nivgdasmatique serait, chez I'homme,

également rapide et biphasique apres chimioemhiolisa

ii. Libération de I'irinotécan dans le tissu

Nos résultats ont montré que [lirinotécan, apresmmembolisation de [artere
pulmonaire avec des microsphéres de taille 300-80®iait rapidement libéré dans le tissu
et était complétement élué des microsphéres ensna@r jours. La présence de nécroses de
la paroi vasculaire et du parenchyme autour dessgaux occlus, observée uniquement avec
les microsphéres chargées en irinotécan a 50mgéogere que la libération du principe
actif était plus rapide pour les microsphéres obesga des concentrations plus faibles en
irinotécan et que le temps de contact entre la gs$e principe actif n’était pas suffisant pour
permettre une diffusion locale du principe actif @urait pu s’attendre a ce résultat au vu de
I'étudein vitro de Taylor et son équipe qui ont montré que lardittén de I'irinotécan était
rapide et compléte en une heure pour des microsplir méme type et de taille inférieure a
500um et ce quelle que soit la dose chargée emtéian, et que cette libération était encore
plus rapide pour des petites doses en irinotécayl@¢i 2007).

Une quantification plus précoce de l'irinotécan slém tissu a été réalisée par Rao et
son équipe a 1h, 6h et 24h aprés chimioembolisaépatique (modele tumoral VX2 chez le
lapin). L'irinotécan était présent dans le tisspdté&ue. Les concentrations en irinotécan a 1h
et 6h étaient du méme ordre de grandeur, 50 eg&DG Mg de tissu respectivement, celle a
24h était trois fois plus élevée (174 ng/200 mgtidsu) (Rao 2009). Cette différence de
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concentrations pourrait suggeérer une libératiofideotécan dans le tissu en deux phases.
Une libération du principe actif qui se fait damspremier temps dans un milieu vascularisé
favorisant I'élution et le métabolisme du principetif (concentrations tissulaires faibles),
puis dans un second temps, suite a I'ischémie t@ghar I'occlusion vasculaire, une libération
qui se fait dans un milieu non vascularisé, plideaet nécrosé favorisant la concentration du

principe actif (concentrations élevées).

3.1.2 Absence de toxicité systémique

Nous n'avons pas détecté de SN38 dans le plasmadbrebis. Ce résultat peut étre
expliqué par I'absence (Li 2005) ou la trés faiblgivité dans le plasma de brebis de la
carboxylesterase, enzyme responsable de I'activate I'irinotécan en SN38. Koizumi et
son équipe ont mesuré des concentrations (CmaX3NS88 inférieures a 5 ng/mL apres
injection IV de 100 mg d'irinotécan chez la bre(@8-32 kg) (Koizumi 1998). Les doses
d’irinotécan utilisées dans nos études étant caaprentre 20 mg et 200 mg, le poids de nos
brebis étant compris entre 70 kg et 85 kg et latdéirde quantification du SN38 par notre
méthode de dosage étant de 5 ng/mL, ce résultaatiendu.

Des études ont montré que la toxicité de l'irinatéétait corrélée avec la concentration
plasmatique en SN38 (de Forni 1994 ; Rowinski 198Higerges 1995, Sasaki 1995).
Aucune toxicité liée a l'irinotécan n'a été rapgartdans nos études. Ce résultat pourrait étre

lié & 'absence de SN38 dans le plasma de brebis.

i. Evaluation et interprétation de la toxicité sysémique de I'irinotécan

Aucune toxicité sévere liée a l'irinotécan n'a &pportée chez des patients ayant recu
une chimioembolisation hépatique par microsphélergees en irinotécan (100 mg par
chimioembolisation) (Martin 2009, Martin 2010). Erevanche, I'administration IV
d’irinotécan a des doses équivalentes (60-100miggz ades patients atteints de tumeur
pulmonaire, a été associée a de séveres diarrhdesteopénies (Naka 2002 ; Fukuda 2004 ;
Kim 2010). Cette toxicité observée par voie IV mpis aprés une chimioembolisation par
microsphéeres chargées en irinotécan est probabtdidemux concentrations plasmatiques en
irinotécan et en SN38 qui doivent étre beaucoup plevées apres une perfusion IV qu’apres

une chimioembolisation. Une étude chez le lapinantné que la chimioembolisation par
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microspheres chargées en irinotécan permettaitachection significative des concentrations
systémiques en irinotécan et en SN38, comparée @jaction IV (Rao 2009).

La toxicité systémique de [lirinotécan observée zcH@animal reste néanmoins
difficilement transposable chez ’lhomme pour detirgpales raisons :
- la toxicité de l'irinotécan chez 'homme est t@smplexe et dépend de nombreux facteurs
pharmacocinétiques (Kudoh 1995; Mathijssen 200Z%)iniques, biologiques et
pharmacogénétiques (Kweekel 2008; Rouits 2008; 2089).
- la grande disparité du métabolisme de l'irinoté¢activation en SN38, détoxification du
SN38,...) selon les especes (Satoh 1994 ; Li 20@BohS2006).

ii. Taux de conversion de l'irinotécan en SN38 satd’espéce

Les modeéles animaux habituellement utilisés en disdimn sont le lapin (Hong 2006),
le cochon (Taylor 2007) et la brebis (Laurent 20082 choix du modéle animal est
particulierement important pour évaluer la toxi@td'efficacité de l'irinotécan libéré a partir
des microspheres de chimioembolisation. En eféetalix de conversion de l'irinotécan en
SN38 par la carboxylesterase est trés variablendel® especes. Satoh et son équipe ont
montré que la carboxylesterase hépatique du lapelee du cochon avaient une activité
respectivement 30 fois et 17 fois plus importante gelle de I'homme (Satoh 1994).
D’autres études, réalisées chez le lapin, ont réamtie la carboxylesterase était 100 a 1000
fois plus active que celle de I'homme (Figure 2&)iks 1999 ; Wierdl 2001). L'activité de la
carboxylesterase hépatique de la brebis n’a pasiétgte dans ces études. La quantité de
SN38 produite chez le lapin et le cochon est daauboup plus élevée que celle produite
chez I'hnomme, pour une méme dose d'irinotécan i@gcl’efficacité et la toxicité de
I'irinotécan étant directement liées a la conceiraen SN38, il est important de prendre en
considération les spécificitées animales, au nivéau’étape d’activation de lirinotécan en
SN38, dans linterprétation et la transposabiliés désultats chez I'homme afin d’éviter une
surestimation de l'efficacité ou de la toxicité ldenotécan. Les principales caractéristiques
de I'étape d’activation de l'irinotécan en SN38 zH&omme, la brebis et le lapin sont
présentées dans la Figure 27.

Nous avons choisi comme modéle animal, la brebisest, parmi les modéles animaux
utilisés en embolisation, le plus adapté pour ianaembolisation pulmonaire bien que son

métabolisme pour le SN38 soit différent de celuildemme, le point privilégié de nos
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études préliminaires étant les performances dealitd du principe actif a partir des
microspheres et non l'efficacité.
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Fig. 2 HPLC profiles of CPT-1 | and SN-38 produced by incubating cell ysates of RHIODIRES, s 81 RNJUPIRES s £l With 23 st CFT-11
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Fig. 3 Quantitation of the amount of SN-38 produced in reactions of
cell lysates of Rh30pIRES, 4 OF Rh30pIRES . cells with 25 pum

CPT-11, as shown in Fig. 2.

Figure 26- Comparaison entre l'activité de la carbrylesterase du lapin et celle de
I’'homme dans la conversion de l'irinotécan (CPT11&n SN38(Danks 1999)
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Figure 27- Activation de lirinotécan (CPT11) en SI88 chez I'homme, la brebis et le
lapin (Koizumi 1998 ; Morton 1999 ; Li 2005; Tobin 2006)

CE: carboxylesterase ; BE: butyrylcholinesterabl5T:UDP-glucuronosyltransferase ; ER:
endoplasmic reticulum ; * : formes carboxylateasttbne

3.1.3 Effets locaux sur tissu non tumoral

Nos études préliminaires ont été réalisées sumudéle non tumoral, notre objectif
étant d'évaluer la chimioembolisation du poumony paicrosphéres chargeables en
irinotécan, en termes de tolérance et de perforesade libération et diffusion du principe
actif dans le tissu pulmonaire et non en termeffickeité. La transposabilité des résultats,
obtenus a partir d’'un modeéle non tumoral chez oo a un modele tumoral chez I'homme
(prélevements de CHC), aprés chimioembolisatioratigype par microsphéres chargeables en

doxorubicine, a été déemontrée par Namur et sonpéqulis ont montré, au niveau du tissu
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by

hépatique, que les profils de libération et deritistion de la doxorubicine a partir des
microspheres chargeables, les concentrations esraligine et les Iésions tissulaires induites
par le principe actif étaient assez proches eestmaddele non tumoral et le modele tumoral
(Namur 2010 ; Namur 2011).

La transposabilité de nos résultats dans un madgleral n’a pas encore été étudiée et
I'absence de données dans la littérature concelesuprofils de libération de I'irinotécan, au
niveau tissulaire, aprés chimioembolisation ne npenet pas de comparer nos résultats
avec ceux obtenus dans un modéle tumoral. Néanpminseut supposer que la cinétique de
libération de l'irinotécan pourrait étre ralentiengd une tumeur ou le pH est acide, comparé a
un tissu sain. Contrairement a la doxorubicineinkitécan coexiste sous différentes formes
dans une zone de pH allant de 3 a 8. L'irinotécampiesente sous deux formes lactone
ionisées (I'une ayant deux charges positives, laune charge positive) a pH acide et sous
une forme carboxylate zwitterion en équilibre aleedorme lactone (une charge positive) a
pH neutre ou basique (Figure 28). Son interactieecdes groupements anioniques de la
microsphére devrait étre par conséquent plus tofkl acide qu’a pH neutre et son profil de
libération ralenti & pH acide. Les milieux utiliggsur étudiein vitro la libération de principe
actif & partir de microspheres de chimioembolisationt trés souvent des milieux tamponnés
ayant un pH voisin de 7 (Taylor 2007 ; Gonzalez&00ordan 2010). Le pH des tissus sains
varie entre 7 et 8 mais celui des tissus tumoranewentre 5,5 et 7 (Wike Hooley 1984 ;
Thistlethwaite 1985). Le pH acide des tumeurs peetlies échanges ioniques. Les principes
actifs ionisables peuvent, en fonction de leur p&ade leur structure, se comporter
differemment & pH physiologique et a pH acide (Ma&2003 ; Gerweck 2006) Les études
préliminaires de libératiom vitro pour valider l'intérét de charger, ou non, un gipe actif
dans la microsphere devraient inclure des libématide principe actif réalisées dans des

milieux a pH acide voisin de celui des tumeurs.
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Figure 28-Formes ionisées de la doxorubicine et d@inotécan en fonction du pH (Chemicalize, Tang 2008)
Les formules des formes ionisées qui prédominent po pH supérieur a 10 ont été volontairementrécées » car ces formes n’existent pas
dans la zone de pH étudiée pour la chimioembatisati
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3.2 Chimioembolisation du poumon: performances selon la
technique

Les critéres de performance de la chimioembolisatio poumon sont différents selon
gu’il s’agit d’'une chimioembolisation « d'impréginat » pour le traitement des tumeurs
pulmonaires ou d'une chimioembolisation « anti-redesation » pour la prévention des
récidives des hémoptysies massives. Dans la chinfioksation « d’imprégnation », I'action
thérapeutique principale est assurée par le penaigif chargé dans les microsphéeres de
chimioembolisation, qui doit étre libéré en quantguffisante pour obtenir une action
antitumorale et diffuser en profondeur dans lautfsimonaire pour assurer une imprégnation
du lobe. Dans la chimioembolisation « anti-recasaion », I'action thérapeutique principale
est assurée par la microsphére en tant qu’agemcldsion vasculaire. Le principe actif
chargé dans les microspheres doit avoir une adticale et diffuser dans une zone limitée

autour du vaisseau.

3.2.1 Chimioembolisation « d’imprégnation »

i. Chimioembolisation limitée a la seule artére puhonaire

Nos résultats ont montré que la chimioembolisatienl’artere pulmonaire seule ne
permettait pas une imprégnation suffisante du paouper l'irinotécan qui était rapidement
éliminé au niveau pulmonaire par la vasodilatati&actionnelle des artéres bronchiques dont
le débit sanguin peut augmenter progressivemenqujas fois sa normale, aprés occlusion
de l'artére pulmonaire (Charan 1997 ; Fadel 2008). chimioembolisation de l'artere
pulmonaire seule parait donc peu prometteuse @gatraitement des métastases pulmonaires

vascularisées par I'artére pulmonaire.

ii. Chimioembolisation de I'artére pulmonaire combnée

L’association d’'une embolisation bronchique parrmsphéres chargées, ou non, a la
chimioembolisation de I'artere pulmonaire a peranig imprégnation du segment pulmonaire
embolisé par lirinotécan pendant au moins 4 joetsconfirme notre hypothése de

« washout » de l'irinotécan via les artéres brogees apres occlusion de I'artére pulmonaire.
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0 Apport d'une embolisation bronchique par microspkéron chargées

L’embolisation bronchique additionnelle par micrbépes non chargées a permis
d’obtenir des concentrations tissulaires élevéesiriotécan. Cette augmentation de la
concentration tissulaire ne s’est pas traduite pae diminution des concentrations
plasmatiques en irinotécan, comparée a une chintioksation limitée a la seule artére
pulmonaire. Nous supposons que le principe aatifs Idu « washout » par les arteres
bronchiques, est éliminé majoritairement dansraplge et non dans la circulation systémique
(Wagner 1998) et qu’en embolisant les artéres lviques, cette quantité de principe actif est
restée dans le tissu, expliquant l'augmentation laeconcentration tissulaire apres
I'embolisation bronchique additionnelle.

La double embolisation hépatique, chimioembolisatie I'artére hépatique associée a
'embolisation de la veine porte, est une technigiiéisée pour augmenter le taux de
résection des CHC (Aoki 2004 ; Kokudo 2004 ; Vilgr2008). Elle est relativement bien
tolérée et permet d’obtenir lorsque la chimioendailon de I'artére hépatique est réalisée
avec de la doxorubicine, un taux significativemphis élevé de nécrose complete de la
tumeur avec un taux élevé de survie sans récidbvargs, comparée a une embolisation de la
veine porte seule (Nakao 1986 ; Ogata 2006).

La double embolisation appliquée au poumon, chimlodisation de [I'artére
pulmonaire combinée a une embolisation bronchieuee,jamais encore été réalisée chez
’homme et pourrait étre intéressante comme chimhmdisation d’'imprégnation dans le
traitement des tumeurs pulmonaires. Cependantrémsdtats ont été obtenus a partir d'un
poumon non tumoral et Koukourakis et son équipenuoritré que la densité vasculaire dans
les tumeurs pulmonaires était tres inférieure & adun poumon non tumoral (Figure 29)
(Koukourakis 2000). La vectorisation du principéifgzar la voie artérielle nécessiterait, pour
obtenir une imprégnation suffisante de la tumeumpnaire par le principe actif, une
libération continue et prolongée du principe adiifi doit étre capable de diffuser

profondément dans le tissu pulmonaire.
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Figure 29- Densité vasculaire dans le poumon sairt dans les tumeurs pulmonaires
(Koukourakis 2000)

tl : périphérie de la tumeur, t2 : zone intermédiale la tumeur, t3 : zone centrale de la
tumeur

O Apport d'une embolisation bronchique par microspkarthargées

L’embolisation bronchique additionnelle par micrbgpes chargées n’a pas permis
d’augmenter les concentrations tissulaires en tiéitem, comparée a I'embolisation
bronchique additionnelle par microsphéres non dewsg Le nombre de préléevements
tissulaires analysés étant faible et la quantificaayant été réalisée a partir d’homogénats de
tissus (présence et quantité de microspheres daisntillon inconnues), ce résultat est a
prendre avec précaution. La présence de nécroseulsgie sans aucune nécrose du
parenchyme autour des artéres bronchiques embmliséggére que la diffusion de
I'irinotécan a partir des microsphéres était tiemstée.

La chimioembolisation bronchique a été réalisée Dblinutes apres la

chimioembolisation de I'artere pulmonaire, tempgpaitir duquel une vasodilatation des
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artéres bronchiques a été observée sous angiogrdgmhidilatation des arteres bronchiques
réactionnelle a lI'occlusion de I'artére pulmonagreeté décrit dans la littérature comme un
phénomene progressif qui se stabilisait environrsamaines (Liebow 1950 ; Williams 1955).

Il est possible que la dilatation progressive dedér@s bronchiques apres la

chimioembolisation de l'artere pulmonaire ait fagérle déplacement des microsphéres au
cours du temps, ne permettant pas un contact auoifieent long avec le tissu pour une

diffusion de l'irinotécan dans le parenchyme.

Une chimioembolisation bronchique, réalisée quequsemaines aprés la
chimioembolisation de [l'artere pulmonaire, auraieupétre permis une meilleure
imprégnation du poumon par un déplacement plugdinkes microsphéres, sous réserve que
le principe actif chargé puisse étre libéré a palti la microsphere sur plusieurs semaines

comme la doxorubicine et non sur plusieurs jouraroe l'irinotécan.

Cette technique de double embolisation reste ereoqérimentale et doit étre maitrisée
par une meilleure connaissance du processus dalilation réactionnelle des artéres
bronchiques aprés occlusion de I'artére pulmor(@uebout de combien de temps la dilatation
est stabilisée ? quel est le diametre des artereschiques ?). Ces informations sont
essentielles pour déterminer d'une part linteatle temps nécessaire pour réaliser
I'embolisation de l'artere bronchique aprés la doembolisation de l'artere pulmonaire et
d’autre part la taille adéquate des microsphéremeitant une embolisation la plus distale

possible pour obtenir une couverture plus impoetait parenchyme par le principe actif.
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3.2.2 Chimioembolisation « anti-recanalisation » :Chimioenbolisation

bronchique par microsphéres chargées en sirolimus

Les microsphéres préchargées en sirolimus ont peumé libération prolongée du
principe actif dans le tissu pulmonaire. La recsa#ibn des vaisseaux embolisés a été
observée uniquement chez les brebis ayant recu ambolisation bronchique par
microsphéres non chargées. Le sirolimus semble deoic une efficacité dans la prévention
de la recanalisation, en inhibant le remodelageutase au niveau des arteres bronchiques
embolisées. Les concentrations tissulaires en imiogl quantifiees 12 jours aprées la
chimioembolisation sont élevées (médiane : 27 n{/atlcorrespondent a des concentrations
in vitro qui inhibent la croissance tumorale sur des lign&slulaires de CHC (Heuer 2009).
Cette inhibition de la croissance tumorale estafgaht observée pour des concentrations en
sirolimus beaucoup plus faibles (entre 1 ng/mLGhd@/mL) (Heuer 2009 ; Wang 2009).

La dose en sirolimus préchargée (38 mg) dans lesosphéres est tres élevée par
rapport aux doses de sirolimus utilisées en pratigantre 2 et 8 mg). Les concentrations
sanguines sont au dessus de celles recommandées youeffet thérapeutique
immunosuppresseur (EMA).

L'interprétation de nos résultats pharmacocinétiguéssulaire est difficile pour cette
étude pilote expérimentale pour laquelle il n'yas @u de groupes contréles (injection IA ou
IV de sirolimus seul), ni d’évaluation de la tox&isystémique. Des études vitro pour
caractériser ces microsphéres préchargées ennsiliet des études précliniques plus
compléetes, sur des effectifs plus importants, ddivétre réalisées pour définir la dose

optimale qui prévient la recanalisation sans t¢&ilmcale ou systémique.
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3.3  Microspheres de chimioembolisation chargeables: st
elles des vecteurs adaptés a la chimioembolisatiotu
poumon ?

3.3.1 Réduction des concentrations systémiques

Nos résultats ont montré que les microsphéres dmiadmbolisation chargées en
irinotécan permettent de diminuer de facon sigaifi®@ les concentrations systémiques en
irinotécan apres chimioembolisation du poumon, e@mpmaraison a une injection IA
d’irinotécan seul. Cette réduction des concentnatisystémiques du principe actif aprés
chimioembolisation par microsphéres chargées agaement rapportée dans d’autres études
(Taylor 2007 ; Hong 2006 ; Rao 2009). Néanmoing] que soit le principe actif chargé dans
la microsphére (irinotécan ou doxorubicine), onese au niveau systémique toujours 2
phases : une libération initiale d’une partie dagpe actif dés les premiéres minutes apres la
chimioembolisation, qui correspond a un pic systgmipuis une libération plus progressive
du principe actif. Pour I'irinotécan et la doxorcibie, cette libération initiale ne semble pas
avoir de conséquences cliniques importantes etecause toxicité aigué liée a une
concentration trop élevée du principe actif dan<itaulation systémique (Varela 2007 ;
Martin 2009 ; Martin 2010 ; Lammer 2010). Ce picstgynique reste en dessous des
concentrations toxiques (Figure 30). En dehorsedesque de toxicité, cette libération initiale
d’'une quantité plus ou moins importante de prin@péf au niveau systémique diminue la
guantité qui reste dans la microsphére avec pawsérpence une libération au niveau local
d’'une quantité moins importante et une diminutioteptielle de I'efficacité.
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Figure 30- Conséquence d’'une libération initiale derincipe actif en fonction de la dose libérée
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Le pic systémiqgue n'a pas été observé pour leisiud et I'ibuprofene (Borovac 2006)
qui ont été préchargées dans les microsphéresiméembolisation. Le mode de préparation
et les mécanismes et types de liaisons impliquas achargement du principe actif dans la
microsphére sont des parameétres importants a @esidNous pensons que le chargement
extemporané du principe actif dans les microsphdeeshimioembolisation par échange
ionique est a l'origine de ce pic systémique. Legsractions ioniques entre la microsphere et
le principe actif peuvent étre rompues lors de ilatidn et la mise en suspension des
microsphéres avant chimioembolisation libérant dansurnageant une quantité de principe
actif non lié. Cette quantité de principe actifdiinjecté en méme temps que les microspheres
serait a lorigine du pic systémique observé des f[memieres minutes apres la

chimioembolisation.

3.3.2 Concentration et diffusion du principe actif dans & tissu pulmonaire

i. Concentrations dans le tissu pulmonaire

Les microspheres de chimioembolisation permettelassdrer une imprégnation
tissulaire en irinotécan au moins jusqu'a 4 joumeéa chimioembolisation de l'artere
pulmonaire, si celle-ci est combinée a une emhdisaou a une chimioembolisation de
I'artere bronchique. Certaines concentrations ne&Esurdans le tissu correspondent a des
concentrations actives en irinotécan sur différetignées cellulaires cancéreuses du poumon
chez I’homme apres un temps d’exposition de 4 jO@S0 : 205-1761 ng/mL) (van Ark-Otte
1998). Nos concentrations les plus élevées (médi@d4€9 ng/g tissu, min: 1017 ; max :
6372) sont proches de celles obtenues apres pmrResivivod’'un poumon humain pour une
méme dose d’irinotécan injectée (2500 ng/g tisBigncosino 2007).

Namur et son équipe ont montré, chez 'homme, gge rmicrosphéres chargées en
doxorubicine permettaient une libération localelaleloxorubicine sur plusieurs semaines a
des concentrations supérieures a celles ayant flets eytotoxiques sur des cultures
d’hépatocytesn vitro (Chuu 2007 ; Namur 2011)

Les microsphéres de chimioembolisation permettemicdde délivrer au tissu une

concentration active du principe actif.
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il. Diffusion dans le tissu pulmonaire

La nécrose observée au niveau de la paroi vaseudidu parenchyme autour des
vaisseaux indique que l'irinotécan diffuse localatrans le tissu. La quantification ayant été
réalisée a partir d’homogénats de tissus, il n®dgia possible de quantifier la zone imprégnée
par le principe actif. Namur et son équipe a pu tnewsrchez ’homme que la libération de
doxorubicine couvrait une zone d'un diameétre swguéEria 1,2 mm autour du vaisseau
embolisé et induisait une nécrose du parenchymatio@&e autour des microsphéres (Namur
2011).

Les microsphéres chargeables en irinotécan pemmettee diminution des
concentrations systémiques et une délivrance dtoneentration élevée en irinotécan dans le
tissu pulmonaire. Néanmoins, la libération der@tiécan est trop rapide pour permettre une
imprégnation durable et efficace d’'un lobe pulmomaiPar comparaison, le profil de
libération de la doxorubicine observée au niveapati@ue (libération du principe actif sur
plusieurs semaines et diffusion dans le parenchyuogespondrait davantage au profil de

libération recherché pour une imprégnation d’'urelpblmonaire par chimioembolisation.

3.3.3 Performances de libération : influence du vecteur w du

principe actif ?

Les profils de libération de la doxorubicine etl'd@otécan ne sont pas tres différents
d’'un type de microsphére a l'autre. En revanclesdnt tres différents en termes de vitesse
de libération et de quantité de principe actif ld® pour un méme type de microsphere
(Gonzalez 2006 ; Taylor 2007 ; Jordan 2010). Lérhtion de la doxorubicine est lente et
dure plusieurs semaines (Namur 2010), celle dediécan est rapide et dure plusieurs jours.
La différence dans les profils de libération entae doxorubicine et lirinotécan peut
s'expliquer en partie par des phénomenes ionigues. solutions de chargement de la
doxorubicine et de [lirinotécan ont un pH voisin @&5. Comme nous l'avons vu
précédemment, la doxorubicine existe sous une stuteme forme chargée positivement a
pH 3,5 et a pH physiologique, l'irinotécan exist®l 3,5 sous 2 formes lactones ionisées
('une ayant deux charges positives, I'autre unargh positive) et a pH physiologique sous
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une forme lactone ionisée (une charge positiva)net forme carboxylate zwitterion. Les
microsphéeres chargées négativement vont interagifagon équivalente a pH 3,5 avec
I'irinotécan et la doxorubicine ce qui peut expkguue les performances de chargement de
ces deux principes actifs soient similaires. A gtygiologique, ces microspheres vont libérer
plus rapidement lirinotécan dont la charge positiest devenue plus faible, que la
doxorubicine dont la charge positive est stable.

Néanmoins, les phénoménes ioniques ne peuvent y@suer a eux seuls cette
différence de cinétique de libération de plusiesgmaines a quelques jours entre les deux
principes actifs. Plusieurs études ont montré gueldxorubicine avait la capacité a se
réarranger et a former des empilements par liaiegdsogenes a l'intérieur de la microsphéere
(phénoméne de stacking) (Eksborg 1978 ; Menozz# 198grawal 2009). La doxorubicine
est alors sous une forme cristalline qui nécessite solubilisation pour la libérer. Ce
phénomene pourrait expliquer sa cinétique de lti@raur plusieurs semaines.

Les performances de libération du principe actiaétir des microsphéres chargeables

dépendent donc davantage du principe actif chargélg la microsphére en tant que vecteur.
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Partie 4

CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Notre travail a démontré que les microsphéres dmichmbolisation chargeables
avaient un avantage par rapport aux injections tAId. En permettant une libération
prolongée du principe actif avec une concentratigoortante dans le tissu pulmonaire et une
réduction significative des concentrations systémé] ces microsphéeres peuvent étre
considérées comme des vecteurs de principe actif.

Toutefois, on peut se demander si la délivrancerihcipe actif au tissu pulmonaire
sera assurée de facon controlée dans le cas dearsipulmonaires et celui des hémoptysies
massives. L'effet recherché sur le tissu cible #wifférent pour ces deux applications
cliniques.

Dans le cas des tumeurs pulmonaires, on supposéqtieancéreux doit étre libérée en
quantité importante sur un temps suffisamment lomg obtenir une imprégnation durable et
étendue a un lobe pulmonaire, a des concentratotisumorales. Les microspheres de
chimioembolisation chargeables en irinotécan nanptdent pas actuellement ce type de
libération contrélée. La libération de lirinotécast trop rapide et trop courte pour espérer
obtenir une imprégnation efficace d’'un lobe pulmonal faudrait recourir a un mécanisme
de libération du principe actif autre que ioniquoair permettre une libération contrélée. Le
préchargement de l'irinotécan dans la microspheterpit étre envisagé. Par ailleurs, I'étude
de d'autres principes actifs tels que le cisplatimele docétaxel serait probablement plus
appropriée que I'irinotécan pour le traitement tleseurs pulmonaires.

Dans le cas des hémoptysies massives, on suppeséirthibiteur du remodelage
vasculaire doit étre libéré de maniére prolongée [@usieurs mois pour prévenir la
recanalisation et a petites doses pour limiterifusion du principe actif et permettre une
action circonscrite du vaisseau. Les microspheraschargées en sirolimus semblent
permettre une libération contrélée du principe fadlies microspheres prototypes nous
paraissent intéressantes pour prévenir la recatialis Il reste a définir quelle dose de
sirolimus doit étre préchargée dans les microsghgoar obtenir des concentrations inhibant
le remodelage vasculaire et permettre une libérgirolongée sur plusieurs mois du principe

actif.
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En termes de techniques de chimioembolisation dmoo, nous avons montré que la
chimioembolisation de [l'artere pulmonaire combinge une embolisation de [lartere
bronchique permettait une meilleure imprégnation tidsu pulmonaire comparée a une
chimioembolisation limitée a l'artere pulmonairauleeet a une double chimioembolisation
des arteres pulmonaire et bronchique. Il restetéradner apres quel intervalle de temps doit
étre réalisée I'embolisation de l'artére bronchiqpres la chimioembolisation de l'artere
pulmonaire pour limiter au maximum le déplacemesg thicrospheres lors de la dilatation
des arteres bronchiques et quelle est la taillémae des microspheres permettant une
embolisation la plus distale possible des artérds@naire et bronchique pour obtenir une
couverture maximale du parenchyme par le princié a

La chimioembolisation de l'artere bronchique dams dadre du traitement des
hémoptysies massives est une technique moins crenglae la double embolisation et
pourrait étre envisagée chez I'homme a la conditiiavoir des microsphéres de

chimioembolisation adaptées pour cette indication.
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