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Avant-propos 

 
Le glioblastome (GBM) est la tumeur cérébrale primitive la plus fréquente et la plus 
agressive du système nerveux central avec des symptômes qui dépendent de sa localisation 
et donc de la zone cérébrale atteinte. Le développement tumoral ou gliomagénèse dérive 
des cellules de type astrocytaire qui possèdent de multiples fonctions au sein du système 
nerveux central. La pathologie met en jeu des facteurs de risque propres à chaque individu 
et des facteurs environnementaux. 
La prise en charge thérapeutique conventionnelle du gliome de haut grade débute par un 

IRM. Cette première étape est suivie par le protocole de radio-chimiothérapie recommandé 
depuis 2005 (suite aux études de Stupp). Celui-
suivi par une récidive pour la quasi-totalité des patients, ce qui justifie des efforts de 
recherches intenses pour identifier des innovations thérapeutiques efficaces sur les GBM.
 
Notre travail vise à explorer de manière pré-

radionucléide (le rhénium- nanocapsules lipidiques ou LNCs). 
 
Le chapitre introductif développé ci-
gliome : son oncogénèse et sa gradation selon la dernière classification réalisée par la WHO 
en 2007
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I. Généralités sur les tumeurs du cerveau: épidémiologie 

Les tumeurs du système nerveux central sont des cancers difficiles à appréhender compte 
tenu de leur localisation anatomique, de leur agressivité et de leur tendance infiltrante. Ces 
tum

-8 cas diagnostiqués pour 
100000 habitants. La majorité des patients atteints de cette maladie sont des adultes avec 
une prépondérance chez le sujet masculin (ratio M/F : 1,3/1). Cependant, elle peut 
apparaitre chez de jeunes patients. Les gliomes sont des tumeurs cérébrales primitives (pour 

-elles) correspondant à des néoplasies issues des cellules gliales (astrocytes, 

les facteurs de risques sont variés et non définis avec certitude. Les recherches de liens 

la grande hétérogénéité entre les patients (Bondy ML et al., 2008). Cependant, des 
hypothèses de causalité sont retenues com
géographique, pollution, variations ethniques, historique familial de mutations génétiques) et 
son mode de vie (traumatisme crânien, allergies, protocole de thérapie, alcool, exposition 
aux fumées du tabac et al., 2002). Le 

symptôme de la maladie menant au diagnostic donc son lien avec le risque semble difficile à 
estimer. 

général du patient, son âge, le statut (score de performance de Karnofsky), la localisation de 
ugmentation de contraste à 

génétiques et le grade histologique de la tumeur que nous allons évoquer dans le chapitre 
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suivant sont également des facteurs pronostiques avérés. La combinaison de ces 
  

 
 

II. Classification actuelle des gliomes 

La classification des tumeurs du Système Nerveux Central (SNC) publiée en 2007 dans la 
4ième édition de la World Health Organization (WHO) est présentée dans le tableau 1 (David 
NL et al. 2007). Elle 
et généticiens. La contribution de plus de 70 experts internationaux à ce travail présente 
cette 4ième édition comme la référence dans la définition des tumeurs cérébrales pour la 

à travers le monde. Alors 
que la première édition était basée sur un typage histologique de la tumeur  (Zulch KJ et al.,

Kleihues P et al., 1993) pour aboutir 
à la troisième (Kleihues P et al., 2000) incorporant le profil génétique dans la définition des 

de nouveaux types tumoraux. Bien que cette 4ième édition soit considérée comme le standard 
des tumeurs cérébrales, de nombreuses discussions sont actuellement en cours de façon à 
affiner cette classification. 

nt le 
tableau I et la figure 1. 
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Tableau I : Gradation des tumeurs issues des cellules gliales (4ième édition de la classification 
WHO en cours, 2007). 

Type de tumeur cérébrale Gradation selon la WHO
Astrocytome à cellules géantes subépendymal
Ependymome myxopapillaire
Subépendymome
Astrocytome pilocytique
Astrocytome diffus

astrocytome fibrillaire
astrocytome gemistocytique

astrocytome protoplasique
Oligodendrogliome
Oligoastrocytome (gliome mixte)
Astrocytome anaplasique
Oligodendrogliome anaplasique
Oligoastrocytome anaplasique
Ependymome anaplasique
Glioblastome

GBM à cellules géantes
gliosarcome

IV (haut-grade)

II ( bas-grade)

III (haut-grade)

I (bénin)
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Figure 1: Histologie des grades des tumeurs astrocytaires selon la WHO (modifiée d'après 
Sanai N et al., 2005) 
 
Celle-ci se fait sur des critères histologiques connus pour être liés au degré 
néoplasme (tissu anormal nouvellement formé) (Figure 1 des critères
majeurs Quatre 
grades de tumeurs cérébrales ont été définis (Figure 1, tableau II). Le grade I, rarement 

la résection du néoplasme.  Le grade II  est défini comme un astrocytome diffus avec une 

> tumeur d'évolution indolente
> capacité d'invasion limitée
> hyperplasie microvasculaire possible
> pléomorphisme cellulaire possible
> tumeur délimitée
> tend vers le bas grade (II)
> pléomorphisme cellulaire
> pléomorphisme nucléaire faible à modéré
> bien différencié
> index mitotique élevé
> pléomorphisme cellulaire modéré
> cellularité hétérogène
> agressivité +++
> nécrose palissadique ( E)
> hyperplasie microvasculaire (F)
> pléomorphisme cellulaire marqué

Type de tumeur gliale Caractéristiques

glioblastome (grade IV) E et F

tumeur diffuse

A

B

tumeur délimitée

astrocytome diffus (grade II) C

astrocytome anaplasique (grade III) D

astrocytome pilocytique (grade I)

xanthoastrocytome pléomorphique (grade I)
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atypie cytologique. Le grade III  
mitotique. 
Dans le cas des tumeurs de la lignée astrocytaire, les cellules de forme étoilée possèdent un 
noyau allongé, oblong et irrégulier avec une chromatine dense et expriment la protéine acide 
fibrillaire gliale (glial fibrillary acidic protein ou GFAP).  La caractéristique infiltrante du tissu 
environnant ainsi que sa propension à la dissémination caractérise les néoplasmes de grade 
IV. De manière générale, la désignation du grade IV par la WHO est associée à une rapide 
évolution de la maladie avec une issue fatale. Ce dernier grade malin est aussi défini par la 

nt palissadique. Certains auteurs acceptent également 
le critère de prolifération endothéliale 
apparaissant sous forme de multicouche. La classification prend aussi en compte la 
prolifération micro-vasculaire 
la ressemblance entre la structure en « amas » formée par la micro-angiogénèse et les 
capillaires des glomérules rénaux). Le tableau II récapitule les médianes de survie des 
patients atteints  
 
Tableau II :  

 
 
Les trois grades ne seront pas discutés dans ce travail qui a pour sujet le gliome malin de 
grade IV, ou glioblastome. 

Il est maintenant 
intéressant de comprendre la gliomagénèse qui décrit le développement de tumeur de grade 
IV. 

Grade de l'astrocytome Médiane de survie
II 5 à 8 ans
III 2 à 3 ans
IV 12 mois
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III. Oncogénèse du glioblastome : gliomagénèse

Toutes les formes de cancer se développent à partir de perturbations complexes au niveau 
des fonctions cellulaires importantes. La tumorigénèse implique les six modalités suivantes :

(1) le signal de prolifération des cellules cancéreuses, 
 

 
(4) la résistance à la mort cellulaire, 
(5) le potentiel de réplication illimitée, 

et al., 2000). 
 

Deux nouveaux critères ont fait leurs apparitions : (1) la capacité de reprogrammation du 

(Hanahan D et al., 2011).  
nvironnement immunosuppresseur 

(présence de Treg) tumoral favorisent également la progression de la tumeur et limitent
action immunitaire. Toutefois, ces points ne seront pas détaillés car ces aspects ne 

hèse. 
 
Le glioblastome provient de cellules gliales qui constituent les cellules supports dans le 

 

Figure 2). Elles ont aussi de nombreux autres rôles comme nous allons le présenter de 
manière synthétique. 
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Figure 2: Illustration de l'organisation des cellules gliales 
http://linhphu0ng.weebly.com/1/category/systeme%20nerveuxc6b4a2a004/1.html). 
 
Les cellules gliales sont largement plus nombreuses que les neurones et incluent : les 
astrocytes, les oligodendrocytes et les épendymocytes. La fonction de chacune de ces 

engendrer sont présentées dans le tableau III. 
 
Tableau III :  N et al. 
2005 ; Aloisi F 2001 et Jessen KR 2004). 

Astrocyte
Neurone

Ependymocyte

Vaisseau sanguin

Oligodendrocyte

Microglie

Type cellulaire Fonctions Tumeurs associées
> nutrition des neurones Astrocytome
> isolation des neurones pilocytique
> struture de support pour les neurones diffus
> sécrétion de modulateurs immuns anaplasique
> régule l'inflammation et les accidents vasculaires cérébraux glioblastome

Oligoastrocytome
Xanthoastrocytome pléomorphique
Astrocytome à cellules géantes subependymal

> macrophage (propre au cerveau)
> neuro-inflammation
> fonction immunité innée (cytotoxicité, présentation d'Ag...)
> facilite la conduction du signal neuronal Oligodendrogliome
> rôle isolant des axones (gaine de myéline) Oligoastrocytome

Ependymocytes > paroi du système ventriculaire Ependymome

Oligodendrocyte

Astrocyte

Microglie
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ces cellules de lignées gliales 

descendance se différenciant en plusieurs types cellulaires différents). Dans 90% des cas, 
un glioblastome provient de la transformation tumorale des cellules progénitrices gliales. Il 

 de novo ou 
primaire »). Quand la transformation survient au 
de différenciation (astrocytaire ou oligodendrocytaire), la tumeur formée est soit un 
astrocytome soit un oligodendrocytome (Figure 3). Dans de rares cas (10%), un glioblastome 
peut apparaitre par évolution graduelle. Il se manifeste chez de jeunes adultes (< 45 ans), le 
glioblastome est dit secondaire (Goldlust SA. et al., 2008). Les glioblastomes primaires et 
secondaires sont histologiquement non différenciables avec toutefois quelques distinctions 
au niveau de certains marqueurs moléculaires (exemple : mutation des gènes IDH1 et 2 
présents pour les secondaires). 
 

 
Figure 3: Illustration de la capacité multipotente d'une cellule souche neurale et formation du 

 N et al., 2005). 
 

Neurone

Astrocyte

Oligodendrocyte

Progéniteur neuronal

Cellule souche 
neurale

Progéniteur
glial

Glioblastome

Arrêt de la 
maturation

Transformation
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Ces cellules souches cancéreuses responsables de la progression de la tumeur gliale et de 
sa récurrence sont chimiorésistantes. Elles le sont principalement aux agents alkylants 
(comme le témozolomide, cf paragraphe traitement). Cette chimiorésistance est dix fois plus 
importante l et al., 2011). 
La radiorésistance des cellules souches exprimant CD133 a aussi une part majeure dans 

 
Cette radiorésistance semble explicable par différents mécanismes dont voici plusieurs 
illustrations:  

- la persistance de cellules tumorales dans les marges de la résection (Lim YC et al., 
2014), 

-  
radiothérapie (Altaner C et al., 2008),  

- 
et al., 2015)), 

- 
(Lemke D et al.,  

- 
 catenin, PI3K/Akt, NOTCH et 

Hedgehog) (Séhédic D et al., 2015),  
-  sur le microenvironnement tumoral et la 

progression tumorale (Zhou W. et al. 2015). 
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IV. Diagnostic du glioblastome

Il est suspecté chez le patient présentant un certain nombre de signes cliniques comme 
céphalées, souffrance cérébrale, confusion, perte de mémoire, de vision, changement de 
comportement, crises épileptiforme et traduisant alors des manifestat
intracrânienne. La croissance rapide de la tumeur, dans la boîte crânienne inextensible, est 

Toutefois la présence de ces symptômes 
insuffisamment spécifiques doit être complétée par des examens supplémentaires comme 

-FLAIR 
aphie par 

Emission de Positons: TEP radiotraceurs). 
 

IV.1 magerie par Résonance Magnétique ou IRM 

Cette imagerie de référence en bilan préopératoire, 
présentes dans les tissus biologiques. Le tissu tumoral solide fournit un signal différent du 
tissu sain. Chaque séquence révèle une caractéristique du tissu. En effet, selon la séquence 

T1 (Figure 4) ser le signal et de 
-ci, si elle est fragilisée, est plus perméable à 

De cette façon on a 
atteinte de la BHE est cor

P et al., 2013 ; Chikui T et al., 2012). 

u ou plus 
exactement leur restriction de déplacement
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aquelle les molécules sont en 
mouvement librement. 
 

 
Figure 4: -contraste T1-weighted 

-weighted montrant une 
Preusser M et al 2011). 
 
 

IV.2 La Tomographie par Emission de Positons couplée à la 
TomoDensitoMétrie (TEP/TDM) 

ne nucléaire qui utilise des médicaments 
radiopharmaceutiques (MRP qui sont des traceurs (vecteurs) marqués par un isotope 
radioactif émetteur de positons 
le fluor-18 dont la demi-vie physique est de 109 min., suffisamment courte pour une 

(métabolisme tumoral) et les temps de radiomarquage et de transport. Selon le type de 
-[18F]fluoro-

-désoxy-thymidine ou [18F]FLT), la consommation tumorale de sucre (2-[18F]fluor-2-désoxy-
D-glucose ou [18
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cérébrales ([11C]carbone-méthionine ou [18F]fluoro-éthyl-tyrosine ou [18F]FET) (Tatsch K. et 
al., 2013). 
au traitement, le [18F]FDG, qui est le MRP utilisé en routine clinique permet également 

11C]MET (Figure 5), quant à elle, est un facteur 
pronostique péjoratif démontré mais la courte demi-vie du carbone-11 50 min.) rend son 
utilisation impossible dans les centres ne disposant pas de cyclotron car incompatible avec 
les temps de radiomarquage et de transport. 
 

Figure 5: Image [11C]-MET-  glioblastome. Les couleurs jaune- age TEP 
correspondent aux plus forts niveaux 
tumorales (d'après Juhász C et al 2014). 
 
 

IV.3 Diagnostic et suivi en imagerie 

Le protocole retenu en imagerie combine les diffé t vise : 
- 

caractère plus ou moins infiltrant de la tumeur. Ceci est réalisé par une évaluation et 
une spécification du niveau de contraste entre les tissus. 

IRM T1 IRM T2 [11C]-MET
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-  
- n recherchant les caractéristiques définissant le 

gliome abilité, taille des 
vaisseaux, angiogénèse), la prolifération cellulaire, la mort cellulaire, 

-  
Enfin, le diagnostic est confirmé 
tumoraux présentée précédemment dans le paragraphe II. Classification actuelle des 
gliomes. 
 
 

V. Les traitements 

V.1  Traitement standard du glioblastome : protocole de Stupp 

Une étude pivot dans le traitement du glioblastome repose sur la combinaison de traitements 
entre la radiothérapie adjuvante et témozolomide avec des résultats en terme de survie 
significatifs (Hottinger AF et al. 2008 ; Stupp R et al., 2005 ; Stupp R et al., 2009). Dans cette 
étude, les patients sont répondeurs (30 à 60 % des patients avec un glioblastome) au 
témozolomide du fait de la méthylation du promoteur du gène de la O6-Méthylguanine-
methyl-transferase ou MGMT qui est alors sous silence. Celui-ci est un gène de réparation 

susceptibilité des cellules tumorales au témozolomide par la diminution de réparation de 
et al., 2011 ; Wen PY et al. 2008). Ces patien

chimiothérapeutique ont une médiane de survie de 21,7 mois et un taux de survie de 46% à 
2 ans. 
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Depuis 2005, le traitement multimodal de première intention proposé, suit le principe du 
protocole de Stupp : traitement standard du glioblastome actuellement recommandé pour 
des patients avec un bon état général et âgé au maximum de 70 ans (Figure 6). 
 
 

 

Figure 6: Chronologie du traitement de première intention du gliome. 
 
 
Ce protocole de radio-chimiothérapie comprend 3 phases :  

-  (phase 1), 
- Une pause de traitement de 4 semaines (phase 2), 
- consolidation (phase 3). 

 
Il allie, suite à la résection de la masse tumorale (lorsque celle-ci est possible), la 
chimiothérapie au Témozolomide (75 mg/m2/jour par voie orale) en concomitance avec la 
radiothérapie externe (Figure 6). Une dose totale de 60 Gy est fractionnée en 5 séances 

administrée en adjuvant pendant 6 cycles supplémentaires de 28 jours (150-200 mg/m2/jour
les 5 premiers jours du cycle). Comme nous le montre le graphique (Figure 7), le protocole 
de Stupp fait passer la survie moyenne de 12,1 mois à 14,6 mois suite à la thérapie de base 
(chirurgie-radiothérapie externe post-
protocole. 
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Figure 7: Probabilité de survie (estimation Kaplan-Meier) des patients après simple 
radiothérapie externe (rouge) ou en parallèle avec la chimiothérapie (bleu) Stupp R. et 
al., 2009). 
 
Pour 90% des patients opérés et traités, une récidive est visible dans les 2 cm de la marge 

cas de récurrence. Différents traitements peuvent être proposés comme le gliadel, le 
bévacizumab avec une action anti-tumorale directe, comme nous allons pouvoir le voir dans 
le chapitre suivant. 

 
V.2 Modalités thérapeutiques 

V.2.1 Chirurgie  
Le traitement de référence est la prise en charge chirurgicale quand elle est possible. En 
effet, la localisation tumorale dans certaines zones sensibles du cerveau (qui affectent les 

Dans tous les cas, la chirurgie permet de confirmer le diagnostic de glioblastome par une 
analyse histologique de la pièce opératoire complétée par des éléments 
immunohistochimiques et moléculaires. Elle permet également 
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symptômes dus à la taille de la tumeur (hypertension intracranienne 
région cérébrale), et contribue aussi à Ce qui 
en fait un facteur de bon pronostic.  Les neurochirurgiens sont aidés dans leurs gestes par 

(neuronavigation). La qualité de par le 
  par fluorescence 

5-acide amino-lévulinique (5-ALA)) incorporé uniquement par le tissu 
tumoral entrainant une fluorescence rose sous un éclairage dans le proche-ultraviolet
(Stummer et al., 2006 ; Schucht P et al. 2012 ; Roberts DW et al 2012). Cette technique 
illustrée par la figure 8, a été validée par une étude de phase III. 

 

Figure 8: Illustration intra-opérative de l'optimisation de la chirurgie d'exérèse par la technique 
de fluorescence 5-ALA. (A) sous lumière blanche et (B) lumière bleue  Li Y et al 2014).
 
Suite à la chirurgie, les options thérapeutiques sont envisagées et précisées par les analyses 
anatomopathologiques obtenues à partir des biopsies pendant la chirurgie. 
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V.2.2 Traitement médical 

V.2.2.1 Chimiothérapie 
Le développement des gliomes est surtout local et impacte un organe vital majeur à la 
différence des autres cancers qui impliquent davantage la gestion de la dissémination 
métastatique. De nombreuses chimiothérapies ont été utilisées dans le traitement du 
glioblastome principalement par voie orale ou par voie intraveineuse.  

-cancéreux 
 

Les agents anticancéreux les plus communément utilisés sont le témozolomide (Témodar ou 
Témodal) et le bévacizumab (Avastin®) (Hottinger AF. et al., 2008). Le premier de ces
traitements  est un agent cytotoxique intervenant par un processus 

conduisant à la mort cellulaire (Castro MG. et al., 2003). Le second, un traitement anti-
angiogénique, est un anticorps agissant directement sur le récepteur du VEGF (Vascular 
Endothelial Growth Factor) en ciblant le VEGF -
vascularisation. Il ne cible donc pas les cellules tumorales directement mais permet une 

. 
thérapeutique en routine des glioblastomes, tout du moins pour ceux nouvellement 
diagnostiqués. 
Une des limites de ces traitements réside dans la capacité de la molécule active à traverser 
la BHE. En effet le rôle protecteur de la barrière 
de prévenir tout dommage au cerveau par des substances toxiques. La dose optimale 
thérapeutique est donc souvent difficile à atteindre dans le cerveau suite à une 
administration systémique car le site tumoral a un système vasculaire désorganisé et un flux 
sanguin hétérogène (Jain RK et al., 2010)  dose peut s

carmustine (le BCNU appartient au groupe des nitroso-urées qui est un agent alkylant de 



INTRODUCTION GENERALE 
 

~ 37 ~ 

franchir la BHE, elle a une toxicité générale qui limite son usage par voie systémique malgré 
son efficacité sur les cellules de gliome (Juratli TA et al., 2013).  
La délivrance inefficace des molécules au site tumoral est donc la principale limite au 
traitement des gliomes par chimiothérapie (Healy AT et al., 2015). 
 

V.2.2.2 Thérapie locale : implants  
Ainsi, les chimiothérapies par voie locale sont parfois tentées et les implants Gliadel au 
niveau du site opératoire en sont un exemple. Ce sont des polymères biodégradables 
contenant 7,7 mg de Carmustine ou BCNU (Figure 9). Ces implants permettent la libération 
prolongée du médicament cytotoxique 
de Fung LK et al., t sur le site lésionnel 

 : 
- de diminuer la dose administrée au patient, 
- é,  
- ament.

Il ur le 
 récidive. 

 

 
Figure 9: Implant de Gliadel placés dans la cavité tumorale (d'après Juratli TA et al. 2013).
 

éservoir, 
a également été développée et testée comme nous allons à présent le discuter. 
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V.2.2.3 Thérapie locale-injection directe : systèmes de réservoir-cathéter 
-Rickham disposé par chirurgie au niveau du 

crâne en sous-
-

rachidien (LCR). Son utilisation a été détournée en intra-cavitaire dans le cas des 
glioblastomes. Ce type , permet de délivrer par intermittence (facilité par la pompe 
manuelle) les agents anticancéreux à partir du réservoir (Bernstein M et al., 2011 ; Bidros DS 
et al., 2009). 
 

 
 

 
Le type Rickham, illustré ci-dessous, est une variante plus petite, plate et rigide du réservoir 

 .
 

 

Réservoir sous-cutané

Cathéter

Injection du fluide dans la 
chambre du réservoir
Pression manuelle du 
liquide
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Ces deux modèles de réservoir ne sont pas sans complications telles que des infections 
chirurgical (Mead PA et al.,

2014). Par conséquent, une manière alte
hémato-encéphalique . 
 

V.2.2.4 Convection-Enhanced Delivery ou CED 

volume)
le volume de distribution (Vd) dans la zone ciblée. 

t al. 1994). 

va aboutir à un volume de distribution modulable. 
tion est augmenté par la CED 

et délivre de plus grandes quantités dans le tissu cible que la technique systémique. Elle
améliore également la distribution des molécules au sein de cet organe privilégié et protégé 
par la BHE (Pardridge et al. 2007). 
En clin
cathéters dans la tumeur pendant que le médicament est infusé. Parmi les essais cliniques 
recensés, le paclitaxel est le premier agent chimique délivré par CED pour le traitement des 
gliomes malins récurrents (Lidar Z et al., 2004 ; Yun J et al., 2013). Cette étude en phase I-II 
sur 15 patients, montre quelques améliorations en terme de réponse.  

phase III 
et al., -13 (Kunwar S et al., 2010) ont été 

menés. 
En pré- ) (Idema S et al., 2011), mais aussi des 
anticorps monoclonaux, de vecteurs comme les liposomes ou les nanoparticules est testée 
avec cette technique. 
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modèle murin de glioblastome pour une radiothérapie déposée directement au site tumoral 
(Vanpouille-Box C et al., 2011). 
 

V.2.3 Radiothérapie externe 
La radiothérapie a été de longue date envisagée pour le traitement du glioblastome car les 
radiations peuvent pénétrer en profondeur pour atteindre la tumeur et y déposer de fortes 
énergies (Smulders B et al., 2013).  
La radiothérapie fait appel à différents types de rayonnements notamment les photons, les 
électrons et les protons, en fonction de la technologie utilisée. Ces différents types de 
rayonnements ont un effet biologique sur les cellules tumorales et les pratiques de 
radiothérapies tentent à limiter fortement leurs effets néfastes sur le tissu sain. Ils 

2013).  
Ces réactions sont de deux types :  

- ionisation directe des molécules : l

viabilité cellulaire si elles ne sont pas réparées.  
- actions qualifiées de secondaires produisent des radicaux libres à partir de 

 
 
La radiosensibilité des cellules dépend de 3 facteurs : 

- la capacité mitotique des cellules, 
- la phase du cycle cellulaire (la radiosensibilité est prononcée en phase précoce S ou 

tardive G2 /M), 
- le stade de différenciation cellulaire (plus la cellule est différenciée, plus elle est 

radiorésistante). 
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La dose peut être également fractionnée et le schéma thérapeutique décrit par Stupp 
pr -
radiothérapie externe ou de radiothérapie interne. Ainsi pour les tumeurs non opérables et 
de taille inférieure à 5 cm, la technologie Gamma Knife utilise le cobalt (Co60) comme source 
de plus de 200 faisceaux de rayons gamma qui convergent et se focalisent en un point 
précis. Elle est définie comme étant une radiochirurgie non-invasive (Figure 10).   
 

 
Figure 10: Principe du Gamma Knife 
 
 
Le Cyber Knife (Figure 11) est un système de radiochirurgie robotisé également non-invasif 
qui délivre précisément de grandes doses de radiations. Il fait intervenir un accélérateur 

irement à la technologie Gamma Knife.
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Figure 11: La technologie Cyber Knife. 
 
 

-X: External Beam Radiation Therapy (EBRT) utilise un 
ée pénètrent 

directement le tissu (Djedid R et al., 2010). 
Le dépôt de dose, est défini selon trois marges à partir du foyer tumoral (GTV : gross target 
volume) (Figure 12). Une première marge de sécurité de 2 cm est prise. Elle correspond au 
volume ciblé en clinique ou CTV et tient compte des zones suspectes qui pourraient contenir 

Sources de rayons-X

Bras robotisé
Accélérateur 

linéaire

Caméra

Lit robotisé
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externe de 0,5 cm correspond aux aléas et aux incertitudes de la focalisation des rayons. 
Elle est nommée PTV (planning target volume) et est jour et machine dépendante (Moore 
AS, 2002 ; Gordon IK et al., 2008). 
 

 
Figure 12 : (A) Image IRM avec la superposition du plan de ciblage de la radiothérapie externe. 
GTV en bleu, CTV en vert et PTV en rouge. (B) Considération de la dose déposée selon les 
volumes : PTV en rouge pour la forte dose et 50% de la dose prescrite pour la zone bleue

 M et al., 2011). 
 
La protonthérapie (Figure 13) est un système récemment développé qui délivre les protons. 

tumeur, en fin de trajet des protons ce qui épargne les tissus sains présents sur la trajectoire 
du faisceau (Smulders B et al., 2013). Cependant, cette technologie de pointe est très 
sensible aux mouvements du patient et peut alors présenter un défaut de précision vers la 
cible. 
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Figure 13: La proton thérapie. 
 
La grande précision de la radiothérapie externe à cibler un volume donné peut toutefois être 
également un inconvénient pour le traitement des tumeurs à caractère infiltrant comme les 
glioblastomes. En effet, ces foyers secondaires généralement invisibles et considérés 
comme des zones macroscopiquement saines lors de la chirurgie, ne 
reçoivent pas la dose thérapeutique nécessaire à leur éradication. Ceci peut expliquer en 
grande partie les échecs thérapeutiques : 90% des glioblastomes récidivent dans la zone 
marginale de la tumeur après les cycles de radiothérapie externe standard. 

la radiothérapie interne dont la curiethérapie (appelée 
parfois brachythérapie, terme plus utilisé par les anglophones)  qui impliquent 
sources radioactives placée dans la tumeur (brachythérapie interstitielle) ou dans la cavité 
de résection (brachythérapie intracavitaire) 
radioactifs. 
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V.2.4 Radiothérapie interne 
Cette optique de traitement est proposée à la suite des stratégies standards pour les 
glioblastomes primaires ou lors des récidives (Goldlust SA et al. 2008) après une 
craniotomie. La figure 14 illustre un implant utilisé en brachythérapie. 
 
 
 
 

 

nombreux avec des activités plus faibles. Cependant, pour la moitié des patients traités, des 
effets non désirables se traduisent par de la nécrose des tissus sains induite par les 
radiations (de la Puente P et al. 2014). 
Une manière alternative de limiter la radionécrose et de délivrer de manière uniforme 
(dosimétrie « contrôlée 

-125) ou du MammoSite 
-192 (Waters JD et al., 2013). Dans le cas du GliaSite®, les 

(radiothérapie interne localisée). -192 est 
délivré via un cathéter dans le ballon rempli de solution saline. 

-tumoral et radiobiologique des implants permanents est difficile à estimer et tient 
compte de la dose totale déposée dépendant elle-même de la demi-vie du radioélément. 

nvestigations largement ouvert. 

Figure 14: Illustration d'un implant d'iode-125 comparé à un grain de café (d'après Ruge et al.
2012). 
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et al., 2008). 
Néanmoins, les avancées technologiques désormais disponibles permettent 

vecteurs moléculaires tels que des anticorps ou des peptides ou encore des systèmes 
particulaires. Celles-ci seront abordées dans la revue, constituant la deuxième partie du 
manuscrit. 
 
 

VI. Présentation du projet 

modèles précliniques une nouvelle modalité de radiothérapie interne (administration 
locorégionale par 
nanocapsules lipidiques (LNC) (Figure 15) encapsulant un radionucléide (rhénium-188).
 

VI.1 Les nanovecteurs 

Ces nanovecteurs sont obtenus par un processus de formulation, par inversion de phase
après au minimum trois cycles. Ils possèdent une taille modulable entre 25 et 100nm selon 

(les excipients sont approuvés par la FDA) (Heurtault B et al.
2002). Les LNC peuvent être internalisées au niveau cellulaire par endocytose (Paillard A et 
al. 2010), ne sont pas toxiques en systémique (Hureaux J et al., 2010), non-immunogènes, 
biodégradables, et biocompatibles, évitent la dégradation par le système réticulo endothélial 
(pas de prise en charge grâce au HS-PEG à leur surface) et peuvent être fonctionnalisés.
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Figure 15: Caractéristiques générales des LNC. 
 
Dans le cas de notre étude, nous proposons une stratégie utilisant: les LNC véhiculant un 
élément radioactif thérapeutique: le rhénium-188 (188Re). 
 

VI.2 Le rhénium-188 

Les principales caractéristiques du rhénium-188 sont présentées dans le tableau IV. 
émetteur bêta moins ( -) per  de gamma ( ) confère 

 
 
Tableau IV : Principales caractéristiques du rhénium-188. 

Demi-vie 
(h) Disponibilité  Emission énergie  (keV) 

imagerie et dosimétrie 
Emission énergie 

- (MeV) 
Thérapie 

Parcours du 
rayonnement 
dans le tissu 

(mm)
16.9 générateur 

188W-188Re 155 2.12 4 à 10 

par désintégration 15 % 85 %  
 
 

Surfactant hydrophile: HS-PEG
Phospholipides: Lipoïd

Ø 50nm
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tungstène (188W)/rhénium (188Re); le générateur le four nate 
de sodium ReO4-  

complexé par le dithiobenzoate de sodium, son ligand, sous sa forme 
 (Figure 16). 

 

 
Figure 16: Schéma simplifié du changement de configuration et de complexation du rhénium 
dans notre étude. 
 
Pour obtenir cette réduction de degré à partir du degré 7 du perrhénate, un kit de réduction 
spécialement 

2 

du perrhén
chélateur) aide le perrhénate de sodium à le garder dans sa nouvelle configuration tout en le 

 
Ce radionucléide complexé et rendu ainsi lipophile (188Re-SSS), peut être incorporé aux LNC 
lors du procédé de formulation (Figure 17
rapide que nous pouvons obse istration du radioélément libre. 

Re O

O

O

-O

Perrhenate (Re04-) 
de degré (7)

Complexe lipophile Re-SSS
(Six Super Sulfur)

Kit réducteur + 
dithiobenzoate de sodium
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Figure 17: LNC188Re-SSS 
 

VI.3 dministration du traitement 

-Enhanced Delivery) 
dont les paramètres précédemment cités (débit, volume) seront adaptés aux modèles 
animaux utilisés.  La figure 18 illustre le dispositif de stéréotaxie dédié aux modèles murins, 

La stratégie ex
locale par CED des LNC188Re-SSS est décrite par la figure 19. 
 

 
Figure 18: Illustration -Enhanced 
Delivery pour les modèles murins disposés sur le cadre de stéréotaxie (Pump 11 elite 70-
4507INT, Harvard Apparatus®, Les Ulis, France). 

LNC188Re-SSS

rhénium-188 lipophile 
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VI.4 Plan 

Ainsi, la première partie de ce manuscrit présente un état des lieux de la radiothérapie 
interne des glioblastomes en clinique, qui mène à une ouverture vers des systèmes 
innovants combinant les systèmes particulaires et les radionucléides. 

ique utilisant la radiothérapie. 
En effet, une précédente étude menée par Vanpouille-Box (2011) sur le modèle syngénique 

fractionnée du rhénium-188 complexé pour le traitement des glioblastomes. Une efficacité 

Striatum (matière grise)
Corps calleux (matière blanche)

Limite de volume de distribution 
après la CED

CED

Circulation en forme de 
« boucle »: type bulk-flow

Aiguille 32G bisotée

Figure 19 de souris avec la pousse 
tumorale au niveau du corps calleux. Zoom sur le ciblage personnalisé en pré-clinique des 
LNC188Re-SSS par CED. 
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igner ces conclusions. Ainsi, les deuxième 
et troisième parties de ce manuscrit exposent les travaux réali -clinique par 

souris : le modèle de xénogreffe Nude-Lab1 et le modèle 
syngénique C57BL6J-GL261 pour approfondir les connaissances relatives à cette stratégie 
thérapeutique. 

LNC188Re-SSS.  De plus, le statut immunitaire des patients immunodéprimés sera en partie 
illustré par ce modèle souris Nude dépourvu de thymus, organe immunitaire de production 
entre-autre de cellules lymphocyte T. Ces modèles ont permis dans un premier temps 

des débits) sur le volume de distribution (Vd) des LNC188Re-SSS au site tumoral aux deux 

de radiothérapie interne fractionnée dans ces deux modèles. Quelques développements 
dans le domaine de  
Enfin, une quatrième partie confrontera les possibles modèles gros animaux pré-cliniques 
pour l  position  
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Cette première partie déclinée en revue bibliographique a pour objectif de faire le point sur 
les stratégies thérapeutiques utilisant la radiothérapie interne pour les tumeurs cérébrales. 
Cette technologie innovante permet de délivrer localement, au plus près du foyer tumoral ou 
dans la cavité de résection, un élément radioactif associé à un vecteur plus ou moins 
spécifique (implants, anticorps peptides, nanoparticules). Généralement appliquées aux 
patients en récidive dans les essais cliniques, différentes stratégies testées en phases 

présentées dans cette revue.  

cette revue), les paragraphes suivants reprendront et discuteront les paramètres importants 
que sont 
utilisées. Enfin, un dernier point développera les vecteurs et les radioéléments prometteurs 

-cliniques pour lesquels un passage en essai 
clinique est envisageable. 
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Abstract
 
The development of effective internal radiotherapy strategies for malignant glioma requires 
adequate understanding of biological mechanisms underlying tumor progression and 
radiation physical characteristics in order to achieve clinical benefit for patients. Despite the 

- or alpha-
emitting radionuclide-based therapy have significant potential to improve solid tumor therapy. 
This review covers major clinical trials to date for malignant glioma with a focus on the 
management of local and targeted radio-medicines (brachytherapy, radioimmunotherapy and 
peptide receptor therapy). A difficulty in this approach is to guarantee the adequate dose 
delivery of the radiopharmaceuticals to the tumor while sparing healthy tissues. 
In this present paper, we also review parameters (delivery technique, radionuclide and 
vector) influencing the application and efficiency of radionuclide in glioblastoma therapy. 
Finally, novel interesting and promising internal radiotherapy approaches that have been 
tested in pre-  
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Introduction  
Glioblastoma (GBM) is a grade IV tumor of the astrocytomas category, which is the most 
common and aggressive brain tumor with a incidence of 5/100000 and a median survival of 
less than 1 year (Gruber, June 2008, Mrugala, 2013). 
Surgery is the first-line of treatment for patients with newly diagnosed resectable GBM. 
However, the invasive and infiltrative nature of GBM invariably leads to recurrence within the 
macroscopically healthy tumor margin zone. External-beam radiotherapy (EBRT) as post-
operative treatment has been shown to improve survival from 3-4 months to 7-12 (Wen and 
Kesari, 2008) months and is therefore considered as a standard of care after surgery. 
However, despite this therapeutic strategy tumor relapse remains inevitable.  
As the brain is endowed with a natural filter, the blood brain barrier (BBB), that prevents 
material crossing from blood to brain, systemic chemotherapy is not considered as a potent 
treatment option for GBM patients. As such, injecting chemotherapeutic agents through the 
systemic route does not provide any benefit as a sole treatment (Bredel, 2001). However, 
Temozolomide (TMZ - Temodal®) has been shown to improve patients outcome when 
combined with EBRT and is therefore considered as the standard protocol in GBM care 
(Burger and Green, 1987, Hsieh and Lesniak, 2005, Maher et al., 2001, Stupp et al., 2009, 
Stupp et al., 2005). Therefore, we cannot remain at this stage and the objective is to improve 
the conventional treatment so as to eliminate tumoral cells prepared to resist or escape these 
therapies. 
Among new treatment approaches, locoregional therapies hold great promises for the 
management of GBM. They allow overcoming BBB while confining the therapeutic object and 
minimizing its systemic toxicity. In addition, the evolutions of stereotaxic neurosurgery 
methodologies together with the development of nanomedicines offer new opportunities in 
administration of therapeutics. As such, facilitated access to radionuclides dusted the 
concept of molecular radiotherapy that could benefit from these new technologies. Molecular 
radiotherapy (or internal radiation therapy, brachytherapy or curietherapy) aims at inserting 
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permanent or temporary radioactive implants within the tumor. Indeed, a new axis of 
molecular radiotherapy is based on the use of nanomedicine: monoclonal antibodies, 
peptides or even a biomimetic vector as potential carriers of rad
emitter or auger electron) to irradiate the tumor. This strategy allows to reach a specific 
target and/or confine radionuclides improving therefore the impact of radiations in a 
predictable fashion. 
Consequently, this review presents the state of the art of molecular radiotherapy for GBM 
treatment that have already reached the clinical stage. Specific features of efficient 
radiotherapy, that are: (1) the choice of the radionuclide, (2) the route of administration and 
(3) the choice of the vector are discussed. In the light of preclinical research, new 
opportunities and innovations in applying radionuclide-combined particulate systems to GBM 
are also presented. 
 

I. Internal radiotherapy for malignant glioma in clinical trials-State 
of the art 

The development of neurosurgical technics including stereotaxy and neurosurgery navigation 
and the advent of molecular recognitions notably by use of monoclonal antibodies led to the 
establishment of internal radiation therapy for the Central Nervous Systems.  
Available data on clinical trials with internal radiotherapy for GBM are reviewed with a special 
and focus on faisability, efficiency and toxicity. 
  

I.1 Locoregional brachytherapy through sealed source 

Brachytherapy is a short distance radiation therapy, maximizes irradiation to the tumor using 
radioactive implant (seeds, wires) or filled balloon devices whose can be implanted 
permanently or temporarily. 
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There are four important radionuclides used for interstitial or intracavitary brachytherapy: 
Iridium-192 (192Ir), Gold-198 (198Au), Cobalt-60 (60Co) (Kumar et al., 1989, Kumar et al., 1986) 
and Iodine-125 (125I). They allow both imaging and internal RT of GBM patients. To our 
knowledge, experiments concerning implantation of sealed radioactive source attracted 
significant attention since the early 1960s (Mundinger, 1967).  

 192Ir-wires efficiency was compared to other radioisotopes seeds: Gold-198 (198Au) and 
Iodine-125 (125I) (Gutin et al., 1984, Hosobuchi et al., 1980). The difference between slow 
(192Ir seeds) and fast growing (198Au seeds) GBM and the different dose rate deposited in 
each case are highlighted. Moreover, a drawback was highlighted: gamma rays energies 
affect healthy tissues. This suggests that it is suitable to use less energetic gamma emission 
such as 125I than the energies of radiation emitted by 198Au or 192Ir: 35.5 keV versus 412 keV 
for 198Au. To date, there is a great interest for 125I. The center of Iodine-125 seed emits not far 
than 2 cm margin where the radiations are very poorly damageable for brain and less 
radiation penetrate through the skull (Hu et al., 2012). Furthermore and compared with EBRT 
which lead to radiation necrosis with high doses, the use of temporary high-activity 125I 
implant (catheter delivery) after EBRT spare surrounding tissue while concentrate the 
radiation in tumor area and much control the disease (Gutin et al., 1984). Now, 
brachytherapy with 125I tends to low-activity permanent one (free or in absorbable suture) 
whose seems avoid complications that are reported with the use of high-activity temporary 
one (McDermott et al., 1998). Brachytherapy devices containing 125I have evoluted toward a 
FDA-approved inflatable balloon catheter containing the low dose-rate radionuclides in 
aqueous solution: GliaSite. With the development of this technology and the disponibility of 
radionuclides, an interest to MammoSite is performed. This device use high dose rate 192Ir, 
and as far as we know, not a device used for GBM therapy but for breast tumors at present. 
However, it was for the first time tested by Waters et al. for GBM (Waters et al., 2013). 

From all these brachytherapy devices, it can be concluded that implantation is feasible 
technique but the deposit of implants carrying a radioactive element in tumor bed was not 
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sufficient to specifically and efficiently target the global tumor volume at the doses that were 
tried. The choice of the radionuclide is depending on the use of permanent or temporary 
implant, the dose-rate and the tumor evolution. Device removal (seeds) is a risk of 
complication associated with infection for patients. This is not the case for the balloon-
catheter system which present no adverse effect even if the patients want to keep it in place. 
Brachytherapy technologies need post implantation imaging (CT scanning) in order to 

-operative 
brachytherapy is safe, can boost initial EBRT GBM treatment and not yet curative as well as 
all treatment strategies tested in clinic. 

 

I.2 Targeted internal radiation therapy  radioimmunotherapy (RIT) with 
mAb 

In this part, global results from RIT clinical trials for MG will be presented. Targets and their 
specificities will be detailed later in chapter II c). 
The systemic route of mAb administration was used until 1992. Then, mainly local deliveries 
were performed. 
Efficacy of targeted radioimmunotherapy of recurrent glioblastomas using Auger electrons 
(125I) or the  emitters 131I, 90Y or 188Re, or the  emitter 211At have been investigated in 
several clinical trials (Table V). 
 
Epenetos et al. first published a case report showing in vivo activity of a first monoclonal Ab 
(9A) targeting EGFR which was also cross reactive with blood group A antigen, in a patient 
with recurrent grade IV glioma. The antibody was labeled with 1665 MBq of 131I (131I-9A). The 
authors showed that intra-arterial (carotid) injection of 131I-9A resulted in tumor regression 
and improved the quality of life of this patient (Epenetos et al., 1985). 
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Five years later, in vivo efficiency of targeted radiotherapy using 125I-MAb-425, also targeting 

to 3 intra-arterial injections of 125I-MAb-425 with a total activity from 925 to 4810 MBq. This 
treatment led to an increase in median survival time of 8 ± 6.6 months (Brady et al., 1990). In 
a second study (phase II), Brady et al. investigated 125I-MAb-425 radiolabeled mAb as an 
adjuvant treatment of malignant astrocytomas. Twenty-five patients received post-operative 
radiation therapy (mean dose 61 Gy in 6.5 weeks) before receiving 125I-MAb-425. The 
average total dose of 125I-MAb-425 was 5587 MBq and resulted in a median survival time up 
to 15.6 months (Brady et al., 1992). 
The last clinical trial listed using 125I-MAb-425 was mentioned in 2010. Li et al. studied a total 
dose of 5.4 MBq in a phase II trial (Li et al., 2010). TMZ combined to 125I-MAb-425 gave the 
best median survival time with 20.4 months (vs control group: 10.2 months) and only 3.7% of 
patients developed acute toxicity. 
However, intravenous or intra-arterial injections of 125I-MAb-425 had shown several adverse 
effects, resulting from irradiation of healthy tissues (Brady et al., 1990, Epenetos et al., 
1985). Indeed, hepatocytes and epithelial cells also express EGFR, which makes it 
inappropriate to treat malignant gliomas by systemic route with this vector. 
Therefore, the next study involving an anti-EGFR Ab was conducted using local 
administration. Indeed, in order to avoid non-specific binding through systemic routes, 
Casaco et al. opted for stereotactic radiosurgery techniques using Ommaya reservoir and 
reported therapeutic effects of intracavitary single dose injection of nimotuzumab (h-R3) in 
adult recurrent high-grade glioma in a phase I trial (Casaco et al., 2008). Authors decided to 
use h-R3, an anti-EGFR humanized antibody, to circumvent the Human Anti-Mouse 
Antibodies (HAMA) response, already described in radioimmunotherapy (RIT) (Goldenberg, 
2001, Wersall et al., 1997). Promising results were reported after a unique injection of 3 mg 
of h-R3 labeled with 370-555 MBq of rhenium-188 with a median survival up to 18.7 months 
for patients with recurrent high grade gliomas. 
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Biodistribution of nimotuzumab was then studied by Torres et al after a single injection of 3 
mg of 188Re-h-R3 (Torres et al., 2008). Dose-escalation was performed in order to determine 
Maximum Tolerated Dose (MTD) of 188Re-h-R3 in recurrent high grade gliomas. Results 
demonstrated high retention in surgically created resection cavity (SCRC) with 85.5 ± 10.3 % 
injected dose 1h post-injection. Mean absorbed dose in the tumor area was 24.1 ± 2.9 Gy 
and 31.1 ± 6.4 Gy for patients receiving 370 MBq and 555 MBq respectively. Two patients 
receiving 555 MBq showed severe adverse effects, so MTD was set at 370 MBq. 
Locoregional single injection of 188Re-nimotuzumab seems to be an effective and safe 
treatment at this dose for recurrent high grade gliomas and would need to be further 
investigated in a phase II study. To note, the radionuclide 188Re have favorable 
characteristics. Its physical half-life of approximatively 17 hours has an influence in reducing 
the toxicity risks. However, it is also a limitation because the intravenous injected 188Re is 

multi-dose delivery seems to be an easy therapy option too (decay, catheter-reservoir 
administration and generator production). 
 
As described below, other GBM targets are considered and several antitenascin mAbs that 
bind to different epitope on the tenascin molecule have been investigated: BC-2, BC-4 and 
81C6 (Bigner et al., 1998, Boiardi et al., 2005, Brown et al., 1996, Cokgor et al., 2000, Goetz 
et al., 2005, Merlo et al., 1997, Paganelli et al., 1999, Reardon et al., 2002, Reardon et al., 
2006a, Reardon et al., 2008, Spaeth et al., 2006).  
Most of the clinical trials involving BC-4 and BC-2 were conducted by the team of Riva et al.
since 1994 (Riva et al., 1995, Riva et al., 1994a, Riva et al., 1994b, Riva et al., 1997, Riva et 
al., 1999b). They reported a pilot study of 24 patients with malignant gliomas which received 
BC-2 or BC-4 mAbs labeled with iodine-131 (131I) (Riva et al., 1994b). A dose more than 
3019.2 MBq of 131I was administered through a subcutaneous Rickman reservoir connected 
to a catheter directed at the lesion. The volume injected did not exceed 1.5 mL, to prevent 
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from an increase of the intracranial pressure. This technique was not followed by any 
adverse effect due to ionizing radiations. 
The number of patients (n=24) was small, these data were therefore completed with another 
trial in 1995. This second study was conducted in two categories of patients: group A with 
recurrent glioma lesion (n=12) and group B with a newly diagnosed glioma (n=4) (Riva et al., 
1995). No adverse effects regarding ionizing radiations were noticed but 69% of patient 
produced human antimouse antibodies (HAMA). 
Survival was increased compared to the previous study with a median survival up to 18 
months (group A) and 23 months (group B). These data were confirmed by Riva et al. in 
1997 which demonstrated the interest of intralesional RIT as an adjuvant therapy (Riva et al., 
1997). However, in this study, patients with recurrent lesions did not respond as well as 
patients with newly diagnosed gliomas. The main explanation could be that recurrences take 
place within the margins and at distance from the injection site. Hence, further developments 
were conducted by Riva et al. with BC-2 and BC-4 monoclonal antibodies labeled with 
yttrium-90 (90Y), a pure --emitter with higher energy of 2.28 MeV and a mean path length in 
tissues of approximatively 3,6 mm (Riva et al., 1999a). 
In the contrary to 131I (average range in tissue of 0.4 mm), the emission of 90Y can penetrate 
tissues up to 0.5-0.7 cm; therefore, radiation can reach more distant neoplastic elements. No 
survival results have been reported, as it was an escalation dose study in advanced stage 
patients. However, maximum tolerated dose (MTD) to the brain was determined to be around 
925 MBq. This biodistribution study demonstrated that these antibodies labeled with yttrium-
90 and administrated locally, reached specifically the neoplastic areas. 
In a phase II clinical trial of the same technique, authors reported an increase in median 
survival up to 31 months when RIT was associated to conventional therapies (neurosurgery, 
external beam radiation) (Riva et al., 2000). 
 
Meanwhile the evaluation of BC-2 and BC-4 labeled antibodies, studies of the anti-tenascin 
Ab of 81C6 labeled with iodine-131 were carried out by a team from the University of Duke 
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(North Carolina, USA) and have demonstrated promising results in several clinical trials 
(Akabani et al., 2000, Bigner et al., 1998, Cokgor et al., 2000, McLendon et al., 2007, 
Reardon et al., 2002, Reardon et al., 2006a, Reardon et al., 2006b, Reardon et al., 2008). 
Patients were treated with 131I-81C6 mAb directly administered through the Ommaya 
reservoir placed in the surgically created resection cavity (SCRC) (like the antibody against 
EGFR labelled with 188Re). Results showed an increase in median survival up to 12.69 and 
15.9 months for recurrent (Bigner et al., 1998) and newly diagnosed GBM (Cokgor et al., 
2000) respectively. Dose escalation was also studied and showed a MTD of 3700 MBq 
(Bigner et al., 1998) and of 4440 MBq (Cokgor et al., 2000) for recurrent and newly 
diagnosed GBM respectively. 
131I-ch81C6, a human/mouse chimeric IgG2 anti-tenascin monoclonal antibody, exhibited 
higher tumor accumulation and enhanced stability compared with its murine parent (Reardon 
et al., 2006b). Maximum tolerated dose (MTD) was determined at 2960 MBq with a 
promising increase in median survival time of 20.4 and 15 months for respectively newly 
diagnosed and recurrent glioblastomas. 
Zalutsky et al. from the same university, investigated the feasibility, safety, and efficacy of the 
administration of chimeric anti-tenascin mAb 81C6 (ch81C6) labeled with 211At (211At-
ch81C6) into the resection cavity of patients with recurrent MG (Zalutsky et al., 2008). The 

et 
al.. Authors reported a minimal toxicity with a promising outcome with a median survival time 
of approximately 14 months (Reardon et al., 2008). 
 
The development of RIT for MG is still ongoing with many opened clinical trials. Notably 
Hdeid and colleagues investigated the use of another novel chimeric mAbs: chTNT-1/B for 
MG patients in a recent phase II study (Hdeib and Sloan, 2011). This approach targets with 
the engineered protein (150 kDa  170 kDa), the necrotic cells whose localization inside the 
core of the tumor provides an opportunity to concentrate the mAb in the hypoxic areas. 
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Importantly, authors aimed at targeting more specifically DNA from glioma cells and 
particularly the histone H1 (intracellular antigen). This ongoing phase II clinical trial uses the 
newly developed 'convention enhancement delivery' (CED) method to directly inject iodine-
131 radiolabeled chTNT-1/B within the brain tumor. To date, it is the only trial using this CED 
technique of administration for internal radiotherapy. 
 
Besides mAb, another type of vector has been investigated in clinical trials for GBM internal 
radiotherapy: peptides as ligands for targeting cell surface receptors that we will describe 
now. 

 

I.3 Targeted internal radiation therapy  peptide receptor therapy 

Three main peptides were assessed in clinical trial for GBM peptide receptor therapy. 
First, 90Y-DOTATOC radiolabeled peptide was studied (Beutler et al., 2005, Bodei et al., 
2003, Hofer et al., 2001, Schumacher et al., 2002). DOTATOC is a high-affinity ligand for 
SSTR-2, the somatostatin receptor-2 that is overexpressed in malignant gliomas (de Jong et 
al., 1997, Otte et al., 1997). 
Many studies conducted by Merlo et al. have first demonstrated that 90Y-DOTATOC 
competes specifically with somatostatin on the somatostatin receptor 2 in the low nanomolar 
range (Merlo et al., 1999). In this pilot study, 11 anaplastic astrocytoma patients received 1 to 
4 fractions of direct injection of 90Y-DOTATOC into the tumor via a Port-a-cath. Activity of 90Y-
DOTATOC per injection ranged between 185 and 1100 MBq and total cumulative activity per 
patient was between 370 MBq to 3330 MBq. Authors reported 1 patient with complete 
remission, 6 with disease stabilization, and 4 with poor outcome due to disease progression. 
Additionnal data were then reported by Schumacher et al., (Schumacher et al., 2002) which 
demonstrated arrest of tumor progression during 13-45 months in all 5 patients with low-
grade and anaplastic tumors.  
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More recently, Heute et al. (Heute et al., 2010) described another pilot study with the same 
peptide on 3 patients with recurrent glioblastoma. After locoregional injection of 90Y-
DOTATOC (cumulated dose of 1.7 to 2.2 GBq in 3 to 4 fractions), 1 patient had a complete 
remission and 2 a partial one. However, the small number of patients was a limit to the value 
of the study. Nevertheless, this study clearly highlighted the fact that somatostatin receptor 2 

targeted radionuclide therapy with 90Y-DOTATOC was an attractive strategy for malignant 
gliomas. 
 
In 2006, Kneifel et al. aimed at targeting somatostatin R2 in GBM with a catheter device 
loaded with 1,4,7,10-Tetraazacyclododecane-A-GlutaricAcid-4,7,10-TriaceticAcid-
SubstanceP radiolabeled vector (DOTAGA-Arg1-SP) (Kneifel et al., 2006). The radiolabeling 
was performed with  (90Y, 177Lu) or emitters (213Bi). [90Y]-DOTAGA-SP was used in first 
intention before surgery (Cordier et al., 2010b). Because of side effects due to Yttrium-90, 
Cordier et al. used the bismuth-213 (213Bi) having a penetration length of an average of 
81µm, high energy (8,5 MeV) and very short decay. Interesting results were described for 
patients bearing small tumors treated with 1-2 GBq of 213Bi: 10 months of stabilization after 
surgery was achieved (Cordier et al., 2010a). 
 
The last peptide tested so far in clinical trials is the chlorotoxin peptide which targeted 
phosphatidyl inositide (on lamellipodia of tumor cells). In order to carry out a phase I clinical 
trial with a synthetic chlorotoxin named TM-601 for 19 recurrent GBM (18 GBM and 1 AA), 
Mamelak et al. (Mamelak et al., 2006) radiolabeled this peptide with iodine-131. The 
administration is performed through a Rickham or Ommaya subcutaneous reservoir in tumor 
cavity. Nonbound peptide was easily eliminated within a maximum of 48 hours after the 
unique intracranial injection of 370 MBq. After the treatment, two patients out of 19 were able 
to live for approximately 40 months. Consecutively, a phase II trial with multiple injections for 
high grade gliomas was initiated. However, to the best of our knowledge, no report has been 
published on this phase II trial so far. 
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Few phase I trials were followed by a phase II one and as far as we know, no phase II trial 
opened the way to an ongoing phase III so far. We contacted the authors of the phase II 
reports to try to understand why. The most frequent explanations were: 

- fund limitation by the company conducting the phase II trial, 
- data evaluated as too modestly promising, 
- nonavailability of radioactive nuclide (transportation constraints...) 
- difficulty in building the multidisciplinary team required and 
- change in the team leadership. 

Nuclear medicine trials are complicated to manage daily for other reasons than medical 
ones. 
All clinical trials for GBM internal radiotherapy are summarized in table V. Even if there is a 
tendency now to use the same local administration route (with reservoir or catheter), 
investigators tested their own strategy with available radionuclide. 
This review highlights the relatively high number of phase I trials with internal radiotherapy 
for GBM, showing globally low toxicity and manageable side effects. But few of these trials 
led to phase II or III clinical assays, even if the first responses observed concerning patient 
remission were promising. The lack of phase II and III trials is an important limitation on 
efficiency evaluation of these techniques. Moreover, the therapeutic responses to the 
strategies tested might not be identical in the different subgroups of patients (at diagnosis or 
after recurrence) and between the different subtypes of MG (AA or GBM). MG clinical trials 
need studies with more homogeneous disease groups. 
With regard to the clinical results, none of them is curative. Potential explanations of the fact 
that all of these strategies led only to a transient stabilization of GBM are: (1) all early phase 
trials are always carried out on recurrent MG, (2) patients had another initial treatment 
strategy having possibly selected therapy-resisting GBM cells. 
Now, we try to better understand how the localized radiotherapy act at the cellular level and 
then describe the choice of the radionuclide, the route of administration and the vector.
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Tableau V : Chronological classification of MG clinical trials (RIT  peptide receptor therapy). 

 

Authors Trial Patients Radionucleide Vector Target Route of administration Activity Results

Epenetos et al. , 1985 recurrent grade IV glioma (n=1) 131I 9A intra-arterial injection (carotid), 
intraveneous 1665 MBq (45 mCi) tumor regression, improve the quality of life

Brady et al .,1990 Pilot study 15 malignant astrocytomas, 
recurrent GBM 125I mAb-425 1 to 3 intra-arterial injections a total dose from 925 to 4810 MBq IMS = 8 months n=1 complete response, 

n=2 partial, n= 5 stable disease
Brady et al .,1992 Phase II

25 primary malignant 
astrocytomas (n=10 AA and 

n=15 GBM)
125I mAb-425 intravenous or intra-arterial one or multiple dose of 35 to 90 

mCi per infusion
surgical resection + external radiotherapy 

prior mAb. MS = 15,6 months

Li et al ., 2010 Phase II GBM (n=192):                        
132 RIT - 60 TMZ+RIT 125I mAb-425 3 weekly intravenous injections 50 mCi (1,8 GBq) following surgery 

and RT
safe & well tolerated OMS=15,7 months - 
MS RIT=14,5 months - MS TMZ-RIT= 20,2 

months

Casaco et al., 2008 Phase I 11 recurrent high-grade glioma 
(n=3 AA and n=8 GBM) 188Re Nimotuzumab 

(h-R3) 
intracavitary injection   

(Ommaya reservoir) 2 mL
10 mCi (n=6) or 15 mCi (n=4)  

(555-740 MBq)  unique injection of  
3 mg of h-R3 labeled with            

370-555 MBq

MTD = 10mCi: transitory worsening of pre-
existing neurological symptoms --> 1 GBM 

6months after RIT, n=2 (1GBM&1AA) 
3months stable, 1GBM partial response for 

more than 1year and 1GBM+1AA= 
asymptomatic 3years after RIT.        

MeanST = 25,14 months - Median ST = 
18,7months                                                         

n=2 of 15mCi: early severe symptoms and  
1 radionecrosis

Torres et al.,  2008 Phase I - MTD 9 reccurent high-grade glioma 188Re h-R3
intra-cavitary: catheter with 

subcutaneous reservoir      
(bolus injection 2-4 mL)

single dose 3 mg of 188Re-h-
R3 (370 MBq or 555 MBq) safety MTD = 370 MBq

Radioimmunotherapy
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Riva et al., 1995 Pilot study newly diagnosed (n=24) or          
recurrent lesion (n=26) 131I BC-2 & BC-4 

Rickam reservoir catheter (16 
removable - 34 permanent):          
3 cycles (bolus injection <1,5 

mL within 30s)

multiple RIT cycles: 3 therapeutic 
injections (30-60 days) + after 3-4 

months (6 injections maxi)
MTD= 2405 MBq                                       

total MS= 20 months (18 recurrent - 23 
newly)

Riva et al., 1997 RIT as an adjuvant 
62 high-grade gliomas :       

n=58 GBM - n= 4 AA                                  
newly diagnosed (n=31) and 

recurrent (n=31)
131I BC-2 & BC-4 

intra-lesional bolus injection     
did not exceed 1,5 mL         

(reservoir of Rickman + 
indwelling catheter)

external RT (55-60 Gy) and mean 
dose of 1998 MBq                                       

RIT: 3-6 cycles of 48,9 mCi

Riva et al., 1999 Phase I and II
111 patients (n=20 phase I & 

n=91 phase II)                            
1 O, 7 AO, 2 DA, 10 AA and 91 
GBM, --> 58 newly diagnosed 

and 53 recurrent tumours

131I BC-2 & BC-4 injected directly into the tumour 
site

after conventional therapy           
MID = 300 GY/cycle

phase II (74 GBM): 10 stable disease, 9 
partial responses , 23 no evidence of 
disease  and 1 complete response .         
MS = 19 months.                                      
Patients with small lesions,MS = 25 
months. Better outcomes were recorded in 
cases with less aggressive diseases: 
oligodendroglioma, anaplastic 
oligodendroglioma and anaplastic 
astrocytoma. 

Riva et al., 1999 Phase I - MTD 20 patients: n=18 GBM - n=2 AA 90Y BC-4 
Intra-lesional bolus injection 

(1mL) into tumor bed     
(reservoir + catheter)

patient with removal, external RT 
and chemotherapy before RIT                            

MTD: dose escalation 5-30 mCi 
(185-110 MBq) 

1mg - MTD = 25 mCi (925 MBq)                
No clinical responses were recorded

because of the very advanced stage of 
disease at the time of RIT

Riva et al., 2000 Phase II 90Y BC-4 
Intra-lesional bolus injection 

(1mL) into tumor bed     
(reservoir + catheter)

Bignier et al.,  1998 Phase I
previously irradiated recurrent 

or metastatic brain tumor 
(n=34)

131I 81C6 Ommaya reservoir into the 
cavity resection up to 120 mCi

MTD = 100 mCi                                          
MS (GBM) = 56 weeks  - MS (all) = 60 

weeks 

Cokgor et al.,  2000 Phase I 42 patients newly diagnosed 
malignant gliomas 131I 81C6 

single injection:               
Rickham reservoir into the cavity 

resection

no prior external-beam therapy or 
chemotherapy                            

dose escalation: 20mCi + 
increment of 20 mCi

MTD = 120 mCi                                          
MS (GBM)= 69 weeks MS (all)= 79 weeks

McLendon et al.,  2007 neuropathology aspects
malignant gliomas (n=28)    

n=22 GBM, n=2 AA, n=3 AO 
and n=1 O

131I 81C6 resection cavity: Ommaya 
reservoir

external RT or chemotherapy 
before mAb - external RT within 
one year of labeled mAb

earlier necrotic reaction in the tumor bed

Reardon et al ., 2006 single-institution phase II
43 recurrent malignant glioma 

(n=2 AO, n=1 GS, n=6 AA; 
n=33 GBM and n=1 metastatic 

adenocarcinoma) 
131I m81C6 

into the 2cm thik cavity: 
Rickham reservoir + catheter 

accessed with a 25 gauge 
needle (<=6 mL)

100mCi + followed by 
chemotherapy

acceptable toxicity, average absorbed 
dose=46Gy       MS greater than that of 

historical controls treated with surgery plus 
iodine-125 brachytherapy.                       

Phase II: 44Gy delivery, phase III planed

Reardon et al ., 2008 Pilot study 21 patients: n=5 AA - n=16 
GBM 131I 81C6 resection cavity: reservoir 44Gy resection cavity boost

external RT + chemotherapy               
median follow-up:151 weeks  MOST= 96,6 

weeks (90,6 weeks for GBM)                   
87% of GBM patients are alive at 1 year

Reardon et al ., 2006 Phase I 35 newly diagnosed (untreated, 
newly+ RT), 12 recurrent MG 131I ch81C6 

(chimeric)
single injection:               

Rickham reservoir into the cavity 
resection

MTD = 2,96 GBq (80mCi)                          
MS (newly) = 88,6 weeks - MS (recurrent) = 

65 weeks

Zalutsky et al., 2008
Proof of concept 

(biodistribution, adverse recurrent GBM (n=18) 211At ch81C6 
(chimeric)

resection: Rickham reservoir + 
catheter + 25 gauge butterfly 

needle (<=6 mL)
10mg - 71-347 mBq

feasible&safe&promising anti-tumor benefit 
MTD not identified - MSTGBM=54 weeks - 
MST AA=52 weeks - MST O=116 weeks
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Hbeid et al.,  2011 Phase I & II
 high grade glioma 

(n=51:recurrent AA and GBM or 
non-resectable newly 

diagnosed GBM) +                                
n=39 phase II

131I chTNT-1/B 
(chimeric)

CED directly to the resection 
cavity (1-2 catheter)        
Between 4,5 and 18 mL was 
infused at a constant rate of   
0,18 mL/h                                     
(average of 1 to 2 days through 
a microinfusion pump)

previous radiotherapy                  
well tolerated (safety&feasibility).                                        

phase I: CTV absorbed dose of 13,700cGy 
not enough patients treated at a consistent 

dose to determine the efficacy.             
MST= 37,9 weeks (12 patients)                                                          

phase II still ongoing, not yet in phase III

Merlo et al.,  1999 Pilot study
7 low-grade and Anaplasic 

Astrocytoma (n=4)   (Tumor 
volume >15mL)

90Y DOTATOC
1-3 direct injections into a Port-a-
cath: capsule permanently 
implanted and catheter inserted 
by stereotactic navigation              
(1-1,5 mL within 60s)

1110 MBq = maximum activity per 
single injection

n=1 complete remission, n=6 stabilisations, 
n=4 progression

Schumacher et al., 2002 Extended Pilot study 5 patients grade II (n=) and 
grade III (n=) 90Y DOTATOC single injection into the resection 

cavity or into solid tumor
arrest of tumor progression for 13-45 

months

Heute et al.,  2010 Pilot study recurrent GBM (n=3) 90Y DOTATOC
Local injection (intracavitary): 
Rickham reservoir (4 mL 
injected slowly: over 10 min)

cumulated dose (3 or 
4 cycles)

improved quality of life, n=1 complete 
remission, n=2 partial

Kneifel et al., 2006
Pilot study         

(feasibility & 
biodistribution & toxicity)

GBM (n=14) and                 
grade II to III (n=6)

90Y or 213Bi or 
177Lu DOTAGA-SP

Implanted catheter system 
connected to a s.c. port       
(into the tumor or resection 
cavity: 2 mL over 1 minute)

375-7500 MBq for 90Y
distributed according to tumor geometry.     

Disease stabilization, improved neurologic 
status (n=13)                                               

for GBM: MS=11 months - MOS=16 months

Cordier et al.,  2010 Prospective phase I 
study

newly diagnosed GBM (n=17) 
(criteria: maximal tumor 

diameter 7 cm...)
90Y DOTAGA-SP

repetitive intratumoral 
injections: 1-3 catheter system 
stereotactically placed within 
the tumor margin (0,5-1,5 mL)

4440-12,765 MBq
neoadjuvant therapy, prolongs the time of 

recurrence, improves the survival time and 
quality of life                                           

PFS=5-23 months - OS=6-23 months

Cordier et al.,  2010 Pilot study 5 patients: 2 grade II; 1 grade III 
and 2 GBM 213Bi DOTAGA-SP

intratumoral injection: 1-3 
catheter system connected to 
a subcutaneous port (1 mL: 3 
to 5 injections over 2 days-
months)

(comparison with 90Y)
benefit seen in the patients with relatively 

small tumors (12 and 17 cm3)

Mamelak et al ., 2006 Phase I dosimetry & 
biodistribution

19 recurrent high-grade glioma 
(n=17 GBM and n=1 AA) 131I TM-601

 single injection into tumor 
cavity: Rickham or Ommaya 
subcutaneous reservoir + 
intracavitary catheter

10mCi; 1mg of peptide

few adverse effects (dose safe&well 
tolerated) 79% of the radioactivity leaves the 

cavity within 24h after administration.   
2GBM (0,5mg-10mCi) with complete 

response (alive 37 and 39 months after 
surgery)                                                  

phase II initiated (multiple injections for high-
grade glioma)

Peptide receptor therapy
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II. Clinical trials for internal radiotherapy of malignant gliomas: 
technical choices 

The concept of focusing ionizing radiation to treat GBM has emerged many years ago with 
the development of implants able to maintain radionuclides at the site of the tumor or its 
resection cavity. The main advantage of such an approach is to deliver higher radiation 
doses within the tumor and to prevent from irradiating of surrounding healthy tissues. Indeed, 
implants will irradiate during the whole isotope decay while EBRT acts only at a time-point 
(Hu et al., 2012). It is interesting to analyze and understand which kind of radionuclides, 
vectors/targets and route of administrations are used in order to manage these clinical trials.

 

II.1 Properties of radionuclides influencing their use in GBM therapy 

Radionuclides that emit alpha ( ), beta ( ) particles and Auger electron have been 
considered for therapy purposes (Tableau VI). The biological effect is dependent on the type 
of emitted radiation and their physical properties.  
 
Tableau VI: Common particles and their physical characteristics. 

Particules Isotope charge 
Tissue penetration 

(path length) 
Energy deposit Energy Energy deposition 

(LET) 
Auger Negative nm superficial 

Low energy 
electrons  
eV order 

High into the 
cell nucleus 

Beta Negative 
(e-) Few mm - cm 

Strewn all 
along rays 
progress 

Intermediate 
ionizing power 
0,5-2,3 MeV 

Low: 
0,1-1 

KeV/µm
Alpha Positive 

(+2H+) 50-100µm Locally 
concentrate 

High ionizing 
power 

6-8 MeV 
High:  

100 keV/µm 
 

They exhibit different physical properties such as the half-life, energy, linear energy transfer 
(LET) and tissue penetration or path length. The LET refers to the damage potential of the 
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radiation and its penetration in tissue (amount of energy deposited per unit path length). As a 
consequence, the biophysical characteristics of each radionuclide have to be considered to 
meet with successful treatment. Indeed, the distribution and penetration of ionizing radiation 
is decisive for an optimal tumor cell targeting. Ionizing radiation leads to cytotoxic effects on 
cells (free radical production, action on the DNA structure, cell death). The half-life of the 
radionuclide seems to be an important property for the choice of the element. Indeed, the 

the carrier reach the tumor site targeted. The choice 
of the proper radionuclide depends on its radiation properties but also on its availability and 
its stability with the implant that will deliver the radiation to the target. 

Auger emitters such as Iodine-125 (125I) have been studied for internal radiotherapy 
application (Bodei et al., 2003, Milenic et al., 2004). Auger electrons are delivered in very 
short ranges and are incorporated and concentrated in cell nucleus in order to induce 
radiotoxicity thanks to its high-ionization density ((Kampf, 1990, Volkert et al., 1991)). Auger 
emitter limits the radiation action and the amount of damaged cells (direct tumor cells 
targeting is needed). Therefore, focus has been made on -- -emitters. 
 

--emitters (negatively charged electron emitted from the nucleus) received the 
greatest interest. Thanks to their physico- --emitters are more suitable 

-emitters. Indeed, the emission path lengths of --emitters are relatively 
long, yet sparse (mean range of 275 m, maximum range of 500 600 m for Yttrium-90; 
90Y), with low linear rate of loss of energy (Vanpouille-Box and Hindre, 2012). In the analysis 
of Volkert et al., investigators have reported that the penetrating ability of beta particles can 
overcome the heterogeneity of uptake of the monoclonal antibody in the tumor (Volkert et al., 
1991). Energy deposition takes place at some distance from the actual decay event (Brandes 
et al., 2006). Thus, the ionization is sparsely and weak and the therapeutic benefit results 

is not necessarily the effective 
target of the decay event. Given this, some of the limitations of --emitters become clearly 
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evident: treatment of single-cell metastatic diseases, leukaemias and disseminated diseases 
cannot be adequately addressed with emitters (Kushnir and Tzuk-Shina, 2011).  
The -particle-emitting radionuclides available for therapy are fewer compared to --emitters 
largely because of the short half-life of many -emitters. The -particles produce high-energy 
particles (4 9 MeV) that travel relatively short distances (40 100 m). They are 
characterized by dense emission path lengths of high LET, about 400 times greater than that 
of --emitters (80 versus 0.2 keV per m), with energy deposition taking place immediately at 
the decay site (Brandes et al., 2006). The therapy results from the direct emission of the -
particle, making the cell close to the radionuclide and the immediate adjacent cells the 
effective targets. Therefore, a main issue in -internal radiotherapy is the requirement of an 
accurate and sustainable targeting. Inconvenients of these -emitters is their relatively short 
physical half-life which is a disadvantage for the drug radiolabeling and clinical injection 
management, and its high toxicity with an inappropriate targeting. This, coupled with their 
emission path length, has generally been thought to limit the use of -emitters to leukaemias, 
highly vascularized tumors and metastatic/disseminated disease in which adequate access 
and appropriate disease size converge. However, their clinical assessment is in the early 
stage (no phase III studies performed or yet started). 213Bi and 211At are the two nuclides that 
have been studied so far in therapeutic clinical trials for GBM. 
Vaidyanathan et al., mentioned that it is not suitable to link monoclonal antibodies with an 
alpha particle emitting- radionuclide and particularly 211At. This observation is due to the 
systemic route of administration (Vaidyanathan and Zalutsky, 2011). Nevertheless, with local 
administration, it is not the case: two of the clinical trial using alpha emitters mentioned in the 
table V used a catheter system to deliver the therapeutic agent into the tumor with a mAb as 
the vector, without toxicity limitations. 
Table VII summarizes, radionuclides used in locoregional therapies for GBM.  As mentioned 
above, -emitters are high-energy particles that travel short distance. Thus, energy 
deposition takes place immediately at the decay site which avoids excessive radiation of 
surrounding healthy tissues as compared with emitters (Humm, 1986). To summarize, a 
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limitation of having an alpha particle is that only few cells take up the radioactivity 
effectiveness. We can notice that the uses of radionuclides which offer the possibility to 
deliver high focal energy need a shorter physical half-life in order to leave healthy cells intact. 
Most of radionuclides used in clinical trials are beta-emitting-radionuclides. They are 
produced by nuclear reactor and few of them are easy available by a generator. 
Efficiency is depending on the penetration range of the alpha or beta particules and closely 
linked with the vector guide combined with them.  

Various combinations of targeting vehicles and radionuclides have been investigated in 
molecularly targeted radiotherapy and will now be developed.  
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Tableau VII: Chronological classification of available therapeutic radionuclides for MG clinical and pre-clinical trials (physical characteristics). 

Isotope Nomenclature Year of use Particules 
rays

Radiation energy 
(Emax) Mean - range Half-life Method of production

3,78 days high flux reactor
961 keV - 412 keV 11 mm 2,7 days

Rhenium 186 186 Re 2012 -  and 1,07 MeV- 137 keV 1,2 mm

26,8 hours nuclear reactorHolmium 166 166 Ho 2005 - and 3,2 mm

Gold 198 198 Au 2012 - and 

nuclear reactor
Iodine 131 131 I 2006 - and  e 0,4 mm 8,02 days nuclear reactor

177 Lu 2006 - and 0,7 mm 6,71 days

Bismuth 213 213 Bi 2006, 2010 8,5 MeV 50-90 µm 45 minutes 225Ac/213Bi generator
Luthetium 177

7,2 hours cyclotron
Yttrium 90 90 Y 1999, 2002, 2006, 2010 pure 2,28 MeV 3,6 mm 2,7 days nuclear reactor or 90Sr/90 Ygenerator

Astate 211 211 At 2008 6,8 MeV 55-80 µm

2,7 days nuclear reactor or 90Sr/90 Ygenerator
Rhenium 188 188 Re 2008 - and 2,1 mm 16,9 hours 188W/188Re generator

Yttrium 90 90 Y 1999, 2000 pure 2,28 MeV 3,6 mm

nuclear reactor
Iodine 125 125 I 1990, 2010 X, and  Auger 27-35 keV 10 nm 59,9 days nuclear reactor

5,27 years nuclear reactor
Iodine 131 131 I 1985, 1995, 1997, 1998, 

2000, 2006, 2007, 2011 - and  e 0,4 mm 8,02 days

Cobalt 60 60 Co 1986, 1989 - and 318 keV - 1,332 MeV

Iodine 125 125 I 1984, 1998, up to now X, and  Auger 27-35 keV 10 nm 59,9 days nuclear reactor

73,8 days nuclear reactor
Gold 198 198 Au 1980 - and 961 keV - 412 keV 11 mm 2,7 days

Iridium 192 192 Ir 1967, 1980, - and 
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II.2 Technical procedures for applying radionuclides to the brain 

The first route of administration used was the systemic injection. However, it was soon 
understood that this method had limitations (toxicity, insufficient concentration into the tumor 
due to BBB, poor penetration). To overcome this, direct methods were developed and tested 
in clinical trials. 
Brachytherapy consists in an interstitial or intracavitary irradiation using radioactive material 
(seeds or wires) implanted in the tumor bed after a tumorectomy. The milimetric dimension 
seeds are manufactured as a titanium tube encapsulated an inner capsule containing silver 
wire with the adsorbed 125I. Another material consists in a flexible iridium-platinum wire.
Liquid brachytherapy source exists as GliaSite®. It is a biocompatible material composed 
with an inflatable double-wall balloon catheter that is placed in the resection cavity at the time 
of surgical resection. Then it is filled temporary with low-dose rate 125

acts on the edge of the cavity. The balloon diameter is comprised between 2 cm and 4 cm 
and the outer balloon is a rupture caution. MammoSite® use high dose rate 192Ir source.
Other techniques of vectors injection comprise reservoir or CED. The first one is usually used 
in clinic: the Ommaya or Rickham reservoirs are devices comprising 2 parts: a container 
placed under the skin on the head and a catheter connected to the container. It can be used 
to remove the cerebral spinal fluid from the ventricule for analyses or to inject drugs into the 
cavity. Multiple radiopharmaceutical injections can be administrated at different time point. 
Adverse effects were imputed to this mode of administration like infection, edema, fewer, 
catheter obstruction... 
CED is another local technique of administration for drug. One or more catheters allow a 
slower and higher distribution within tissue with a control flow rate. 
The risks for all these procedures are the infection at the site of catheter insertion, the device 
deformation, the position deviation, and problems which can occur during the removal. 
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II.3 Molecular targeting of radionuclides in GB treatment 

Significant progress has been made in our understanding of the molecular pathogenesis and 
signaling pathways that drive gliomagenesis and tumor cell invasion. This knowledge allows 
the identification of cellular targets and therefore dusted not only the concept of 

Erhlich (Strebhardt and Ullrich, 2008). Based on the use of nanomedicine (monoclonal 
antibodies, peptides or even a biomimetic vector) as radionucleide carriers to focus radiation 
from a specific target, internal radiotherapy that harness nanomedicines can be designed 
from the beginning to reach a specific target overexpressed in GBMs and can therefore 
boost radiation of GBMs in a predictable fashion. 
Now, functions for GBM targeting and therapy of vectors like monoclonal antibodies, 
peptides will be describe. 
 
II.3.1 Monoclonal antibodies 
Radiolabeled monoclonal antibody therapies were an important breakthrough 30 years ago 
or the treatment of glioma (Lee et al., 1988). A key step in the emergence of targeted 
radiotherapy was the development of hybridoma/monoclonal antibody (mAb) technology by 
Kölher and Milstein (Kohler and Milstein, 1975). During the 1980s, the generation of murine 
mAbs against tumour-associated antigens became a focal point of research. As a 
consequence, mAb guided radiation therapy, or radioimmunotherapy (RIT), was the first 
targeted radiotherapy approved by the US Food and Drug Administration (FDA) with two 
anti-CD20 mAb regimens involving radionuclides for the treatment of non-
lymphoma: Zevalin (Biogen Idec) and Bexxar (Corixa/ GlaxoSmithKline), which are based on 
the radiolabelled mAbs 90Y-ibritumomab and 131I-tositumomab, respectively (Goldsmith, 
2010, Milenic et al., 2004). 
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Regarding GBM treatment, the choice of the proper target is critical to achieve a local 
radiotherapy using radiolabelled mAbs to limit radiation of healthy brain tissue. Hence, 
several mAbs have been investigated but only two specific targets have led to relevant 
clinical trials: epidermal growth factor receptor (EGFR), and tenascin (TN). 
 
EGFR was the first well-define specific target which led to clinical trial for malignant gliomas 
(Milenic et al., 2004). EGFR is a tyrosine kinase transmenbrane receptor that binds EGF and 
transf (Schlessinger, 2000). EGFR plays an important role in normal 
cell proliferation and in the genesis of several cancers. Indeed, it has been described that 
EGFR is overexpressed in malignant gliomas cells (Carlsson et al., 2006, Ekstrand et al., 
1991, Voelzke et al., 2008, Wong et al., 1987). Growth of glioma is angiogenesis-dependent. 
Thus, the effect on the vasculature has a direct impact on the tumor growth. Therefore, 
EGFR antagonist was firstly radiolabelled with iodine-125, then with rhenium-188 to generate 
a local radiotherapy of GBM. Among anti-EGFR mAb, h-R3 (nimotuzumab) has a high affinity 
for EGFR, particularly for its extracellular domain. After the inactivation of tyrosine kinase 
functions, it produces an antiproliferative effect and neutralizes the production of VEGF 
(antiangiogenic effect) (Crombet-Ramos et al., 2002). The mAb can be negatively influence 
by changes occurred in the receptor like mutation, down-expression, a disorganized 
vascularization... Thanks to the high h-R3 retention in tumor site and its biological half-life of 
22.7 ± 8.9 hours (Casaco et al., 2008), the radiolabeling with 188Re (half-life of 17 hours) is 
optimal and seems efficient against gliomagenesis during this period. 
Concerning TN, it is a 6-armed glycoprotein antigen that is present in the extracellular matrix 
in many cancer. In malignant brain tumors, tenascin is overexpressed in 90% of all gliomas 
and is correlated with high proliferation index and high vascularization (Behrem et al., 2005, 
Orend, 2005, Orend and Chiquet-Ehrismann, 2006). In addition, tenascin is located primarily 
around tumor blood vessels, with this feature becoming more predominant with advancing 
tumor grade (Herold-Mende et al., 2002). Hence, tenascin is a proper target for 
radioimmunotherapy of GBMs with the different choice of epitope. BC-2 mAb binds to an 
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epitope found both on the A1 and the A4 alternatively spliced fibronectin type III repeats, and 
BC-4 mAb reacts with an epitope in the epidermal growth factor-like repeat found on all 
tenascin isoforms (Balza et al., 1993). The 81C6 mAb interacts with an epitope present 
within the alternatively spliced fibronectin III CD segment (Bourdon et al., 1983). Antibodies 
reactive with alternatively spliced regions of the tenascin molecule instead of those present 
on all isoforms should be preferred because they should increase the relative reactivity with 
tumor compared with liver and spleen, normal organs that express tenascin. Ch81C6 
labelled with alpha emitter provides an interesting pharmacokinetics. The antibody stays 
during all the radioisotope decay in the tumor cavity permitting a continuous action.  
The indirect targeting with 131I-chTNT-1/B mAb is active up to 46 hours in order to ionize 
GBM cells neighbor of dying targeted ones and at a maximal distance of beta particules of 
2.4 mm. 
The large molecular mass of antibodies and their low capacity to diffuse have led to the 
development of other targeting strategies such as the peptide receptor radiotherapy (Behr et 
al., 1998, Reubi, 2003, Waitz et al., 2011). 
 

II.3.2 Peptides 
Peptides are composed by a number of amino acids which can vary. They do not present a 
well-defined three-dimensional structure in contrast toproteins. Most peptides used for 
radiotherapy purposes are synthetic ones because of the instability of natural peptides. They 
bind to G-protein-coupled receptors that are located and overexpressed on the plasma 
membrane of tumor cells (Fani et al., 2012). Peptides can be hydrophilic with a good 
permeability property, which allows an easy and rapid access to tumor site after systemic 
injection. Moreover, their ability to diffuseled to reach invading tumor cell clusters that 
migrate along vascular clefts. However, peptides cannot crossing the BBB, except if the latter 
is disrupted which can be notably the case with malignant gliomas (Black and Ningaraj, 
2004, Haldemann et al., 1995, Mehdipour and Hamidi, 2009). In this context, as developed 
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previously, pilot and phase I studies used a local injection into the tumor or an intracavitary 
administration through an implanted catheter system connected to a reservoir (Rickam or 
Ommaya). 
The peptides have a role to play in nuclear medicine due to their easy synthesis, favorable 
pharmacokinetics and low antigenicity (Vaidyanathan and Zalutsky, 2011). Few radiolabeled-
peptides have been engineered using a chelating agent for high affinities peptide receptor 
therapy. Indeed, some authors studied EGF (Sundberg et al., 2003), oxytocin (Chini et al., 
2003), cholecystokinin, neurotensin, Arg-Gly-Asp (RGD) motif and chlorotoxin (CTX: 131I-TM-
601) (Hockaday et al., 2005, Mamelak et al., 2006, Shen et al., 2005) radiolabeled peptides 
but most relevant studies reported somatostatin (SST) and substance P (Fani et al., 2012) as 
specific vectors to target GBM. 
SST is a natural small cyclic peptide hormone. Its activity is mediated through 5 specific 
receptors (SSTR-1 to SSTR-5) located on the membrane of the target cells. SSTR-3 
mediates apoptosis in endocrine cells whereas inhibition of cell proliferation is mediated by 
activation of SSTR-1, SSTR-2 and SSTR-5 (Patel and Srikant, 1997). In addition to these 
biological actions, SST is known to be a neurotransmitter and neuromodulator in the brain 
(Cammalleri et al., 2009). SST is a proper target for peptide receptor therapy as GBMs 
contain SSTR  (Haldemann et al., 1995, Reubi et al., 1987) with an overexpression of SSTR-
2 (Barbieri et al., 2008, Lamszus et al., 1997, Reubi et al., 1989). However, the conformation 
of SST makes it extremely sensitive to peptidase (Patel, 1999). Therefore, stable analogs 
which incorporate a Phe-(D)Trp-Lys-Thr (or a similar sequence) and which metabolically 
stabilized at both the N- and C- terminals were developed for clinical application. With this 
modification, the rapid enzymatic degradation is minimized. Three commercially available 
SST analogs were developed: octreotide ([(D)-Phe-Cys-Phe-(D)Trp-Lys-Thr-Cys-Thr(ol)],

-Cys-Tyr-(D)Trp-Lys-Val-Cys-Thr-NH2] and vapreotide [(D)Phe-Cys-Tyr-
(D)Trp-Lys-Val-Cys-Trp-NH2] (Fani et al., 2012). The main advantage of these compounds 
relies in a longer action and a prolonged half-life in plasma and tissues compares to SST 
(Pawlikowski and Melen-Mucha, 2004). 
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Radiolabelling was preferentially performed through the macrocyclic chelator DOTA (1, 4, 7, 
10-tetraazacyclododecane-1, 4, 7, 10-tetraacetic acid), the gold standard chelator able to 
encapsulate hard radiometals such as yttrium-90 or lutetium-177. Hence, octreotide, 
lanreotide and vapreotide peptides can be labeled with yttrium-90 (90Y) resulting in stable 
radioconjugates such as 90Y-DOTATOC ([90Y]-DOTA0-D-Phe1-Tyr3-octreotide) or 177Lu-
DOTA-TATE ([177Lu]-DOTA0- Tyr3-octreotate) (Merlo et al., 1999, Otte et al., 1997, Otte et al., 
1998). 
Peptide receptor therapy tested another neuropeptide in order to target directly glioma cells.
Substance P (SP) neuropeptide is a 1.8 kDa neurotransmitter from the tachykinin family. It is 
an undecapeptide: H-Arg1 Pro2-Lys3-Pro4-Gln6-Phe8-Gly9-Leu10-Met11-NH2 (Harrison and 
Geppetti, 2001). SP is involved in the growth and development of astrocytes (Palma et al., 
1999) by reaching its cell membrane Neurokinin type1 Receptor (NK1R) which binds to the 
phospholipase C. This one hydrolyses PKI to second messengers: DAG and IP3. NK1R is 
divided in two isoforms (NK1R-Tr and NKR-Fl) which are critical for SP cell internalization 
and for the therapy outcome (Cordier et al., 2014). Importantly, SP, as well as its receptor, 
has been shown to be highly expressed in MG cells and peritumoral vessels (Hennig et al., 
1995, Kneifel et al., 2006). They support the tumor proliferation and growth thanks to 
functional responses cascades of Ca2+ signalization, channel voltage dependant (Ca2+

secretion from the endoplasmic reticulum and influx from extracellular) and PKC 
phosphorylation (Lazarczyk et al., 2007). Among them, there are the DNA synthesis and the 
modulation of the secretion of cytokines such as IL-6, TGF-b1, GM-CSF... Thus, there is an 
immunosuppressive effect by avoiding the immune system action. 
Radiolabeled SP, is administrated in GBM locally and therefore it can directly interact on 
tumor cells. Alpha radionuclide is a good choice by Costa et al. because of its physical 
characteristic and particularly the high LET concentrate in cells. The peptidic vector 
(DOTAGA-SP) is interesting for a stable local control up to 72 hours but quickly sensible to 
serum peptidase into systemic circulation (fast degradation) (Kneifel et al., 2006). It could be 
interesting to use antagonist rather than NK1R agonist (SP) in order to block the tumor 
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progression and vascularization in synergy with the ionizing effects of alpha or beta particles 
on astrocytoma cells. 
 
The last peptide tested in clinical trials is the chlorotoxin peptide (CTX) and have two distinct 
and complementary inhibiting actions against glioma infiltration. The natural chlorotoxin 
peptide (4 kDa - 36 amino-acid) derives from the giant yellow Israeli scorpion Leiutus 
quinquestriatus. It is also the ligand and inhibitor of the cell surface enzyme Matrix 
Metalloproteinase 2 Receptor (MMP-
human tissues (Hockaday et al., 2005). CTX acts through the overexpressed chloride 
channel (correlated with glioma grade) too and inhibited this one. The channel will then be 
internalized in cells and the chloride flux stopped (Dardevet et al., 2015, Olsen et al., 2003). 
This channel seems helpful for glioma infiltration like the MMP-2 (use for the extracellular 
matrix degradation). In vitro, not all cells are sensitive to CTX and there are two binding 
receptors affinities (Kd values from 0.5 µM to 9 nM) for this inhibitor (Soroceanu et al., 1998). 
TM-601 used in a phase I trial, is a high-affinity synthetic version (Mamelak and Jacoby, 
2007). 131I-TM-601 t1/2 value calculated for the elimination from the Rickham reservoir and the 
brain are 39 ± 6 h and 45 ± 5 h respectively (Hockaday et al., 2005). At the binding site, up to 
8 days, there is few degradation of 131I-TM-601 via the enzymatic cleavage of iodine. Indeed, 
this peptide is resistant to peptidase. This is a good characteristic because of the half-life of 
131I of approximatively 8 days. This -emitter is available during its all period at the principle 
and secondary tumor sites with a maximal penetration range of 2.4 mm in tissues. 
 

the cell surface receptor. The peptides are used as a guide for radionuclides to the glioma 
cells expressing a particular receptor in order to achieve higher cure rates in tumours. 
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Finally, radiolabelled peptides and radio-mAbs have the property to be visible during 
diagnostic imaging. It could also highlight specific sites of tumor cells infiltration that cannot 
be visible by routinely imaging technologies (Fani et al., 2012). 
 
 

III. Opportunities and innovation in applying radionuclide-combined 
particulate systems to GB 

During the last decades, many drug delivery systems have been developed but few of them 
were tested in clinical trial. This can mainly be ascribed to the novelty of this research field.  
Progress in pharmaceutical research field has been exploited in the design of tumor-targeting 
nanoscale (Ting et al., 2009) and microscale (Salem et al., 2010) carriers able to deliver 
radionuclides. Indeed, encapsulation of drug improves biodistribution and biovaibility and so 
allows control tissular and cellular distribution profiles of drugs (Garcion et al., 2006). Thus, 
biomimetic approach is inspired by effects naturally designed and occurred in all biological 
categories. To date, treatment strategies for solid neoplasm are limited by the precise access 
and coverage of tumor site and lack of CT scan or MRI infiltrative cells visibility. 
Nanomedicine seems to be an interesting direction to study and overcome it. Nanodevice 
can take a lot of structural forms from linear to a spherical geometry one. For example, using 
particle systems like dendrimers, liposomes, lipid nanocapsules become a new vehicle of 
radionuclide by slow flow diffusion by convection for an uniform delivery. In clinical trial, their 
size is spread between 1 to 1000 nm and most of them are approved by Food and Drug 
Administration (biocompatible and degradable) (Jain and Stylianopoulos, 2010). Moreover, 
their size provide attractive characteristics that are the precision and the equal size-fight 
between glioma cells and high panel of nanotools (Leary, 2010). 
Since many years, the development of nanovectors had progressed from a first to a third 
generation (passive to active state). Indeed, they become more sophisticated in order not to 
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be directly be eliminated by the body, to stay much longer in blood flow or to target more 
precisely specific tumor cells (Kamaly et al., 2012). 
Moreover, with those new nanomedicine-tools, physician, chemist or nuclear scientists can 
easily link with few kDa fragment or load in sphere-vehicle suitable radioisotope in order to 
develop promising radionuclide delivery system. It will become anano-radio-medicine that 
widely limits uncontrolled and non-specific isotope diffusion in all healthy parts of patient 
body. The accuracy of this feature may allow reducing the radiation dose delivered into the 
tumor cavity and so decrease brachytherapy side effect like local radionecrosis.  
To sum up, it combines medicine, science and radio-technology in order to develop internal 
nano-radiomedicine for MG imagery & therapy field. 
Attractive progresses in radioprotection and chemist field ensure the access to new 
radionuclides. In this final part, we will discuss radionuclide-combined particulate systems 
(micro- and nano- particles systems) that are in development for a potential therapeutic 
application in neuro-oncology. 
 
As described previously, among radioactive isotope-carrier possibilities, there is the field of 
nanotechnology that represents a nanometer scale for drug delivery. All of them have an 
adjustable surface or core in order to bind specifically the active tumor target for medical 
applications (McNeil, 2005). 
Nanomedicine using particle systems such as liposomes becomes a promising carrier to 
improve the radionuclide biodistribution and bioavaibility therefore controlling its tissular and 
cellular distribution profiles. This type of lipid nanoparticle loaded with Rhenium-186 or 
Technetium-99m (100nm diameter) was tested by Phillips et al. in 2012 for image tracking 
and therapy (Phillips et al., 2012). In U87MG glioma cells implanted nude rats, a local 
administrated volume of 25 µL cover better the site without infiltration far from the injection 
site and toxicity. In this study, 100 Gy is the minimal effective dose with a significant greater 
Median Survival (MS) for treated animals. Indeed, there is a MS of 49 days for an injection of 
non-radioactive liposomes in control rats and a MS increased by 77 more days for liposomes 
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loaded with 186Re group. Furthermore a mean dose of 1700 Gy shows efficacy on another 
model of more invasive xenografted GBM (rats bearing U251 GBM cells (Median Survival 
over 120 days)). More recently, Huang et al. (Huang et al., 2015) have evaluated in an 
orthotopic F98 glioma model, the 188Re-labeled PEGylated nanoliposome (Polyethylene 
Glycol) as an intravenously therapeutic agent. PEG endows a steric stabilization and limits 
the recognition by the reticuloendothelial system. The liposomal surface affects positively the 
Vd when it injected by CED. 
Another prospect was mainly developed by Benoit et al. using tensioactive lipid 
nanocapsules (LNC). These nanocarriers are biomimetic, with a size ranging from 20 to 100 
nm that mimic lipoproteins (Heurtault et al., 2002). They are characterized by a hybrid 
structure between polymer nanocapsules and liposomes. LNC are prepared by solvent free, 
soft energy procedure conferring them a great stability. 
The formulation is simple and based on phase inversion temperature (PIT) process (Shinoda 
K, 1969). All components are approved by the Food Drug Administration (FDA) for oral, 
topical and parenteral administration. A first approach by Beduneau et al. has functionalized 
LNC in order to deliver intracranial therapeutic agents. Thus various drugs; such as 
etoposide, docetaxel, paclitaxel, technetium-99m, rhenium-188; are encapsulated into these 
lipid nanovectors in order to create immuno or radionanocapsules (Allard et al., 2008, 
Beduneau et al., 2008, Beduneau et al., 2007, Garcion et al., 2006, Huynh et al., 2009, 
Lacoeuille et al., 2007, Morille et al., 2010, Vanpouille-Box et al., 2011a, Vanpouille-Box et 
al., 2011b). Thus, loading a radioactive therapeutic isotope within LNC is possible only if the 
element has undergone chemical modifications to assign it lipophilic properties. 
Recent progress in rhenium-188 chemistry led to the development of a patented lipophilic 
complex of rhenium-188 sodium dithiobenzoate (188Re-SSS) (Lepareur et al., 2005). 
All in all, encapsulation of 188Re-SSS within LNC creates high activity nano-objects for 
internal radiation application.  
In 2008, 188Re-lipid nanocapsules (LNC188Re-SSS) were injected into MG rat models by an 
interesting delivery system: CED for a better volume delivery. This method of administration 
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was first tested by Allard et al. (Vanpouille-Box et al., 2011a). It is certified that more than 
90% of the radioactive lipophilic complex was charged into LNC. Furthermore, this vehicle is 
essential for a retention and localization effect of 188Re in brain: I.e because of weak retention 
on site for perrhenate alone (more than 90% in urine and faeces 72 h post-CED vs 10%). 
Internal LNC188Re-SSS administration feasibility was performed and was highly conclusive. A 
single 8 Gy dose of LNC188Re-SSS (with a 60 µL total infuse volume and a flow rate of 0.5 
µL/min) six days after MG development shows a survival efficacy (MST of 80%) (Allard et al., 
2008). This study identifies the interest and the feasibility of this internal radiation strategy. 
Three years later, Vanpouille-Box et al confirmed the importance of the LNC loaded 188Re 
administration route and demonstrated that a multi-fractionated treatment (combination of 
two injection techniques (simple injection 10 µL with a flow rate of 5 µL/min and CED 60 µL 
during 2 h) was more efficient useful and effective in order to obtain promising results in term 
of rats long term survival (median survival up to 45 days). Previously, getting of long term 
survival was not significantly formally obtained. Thus, they optimized the strategy studied by 
Allard et al. for an early and/or a late stage GBM development with day six and day twelve or 
day twelve and day eighteen (MST of 83%) LNC188Re-SSS injection. Futhermore, it was 
found that the activity gradient revealed by the two injections methods (SI and CED) is 
indispensable for long-term survivors. 96 hours post treatment, the major part of the activity 
remains within the brain and this in any form of administration (small volume single injection 
or high volume CED). Internal LNC188Re-SSS administration feasibility was performed and 
was highly conclusive. The radioactive effect goes along with a local and peripheral immune 
response and immune protection up too. 
 
From these results, it could be anticipated that rhenium would be a usefull radioisotope for 
solid tumor because it induces less radiation toxicity than other radionuclides because of its 
little tissue penetration. A new clinical trial supported by Andrew J Brenner and started in 
March 2014 (during three years: end March 2017) in The Cancer Therapy and Research 
Center at UTHSCSA (San Antonio, Texas) uses this characteristic and suggests to highlight 
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this effect with the improvement of the localization state directly in recurrent confirmed 
malignant brain tumor. Patients enrolled in th

-
186 (beta and gamma particules) vector (186RNL): 2) find the highest dose that could be 
injected and 3) evaluate how it is safe, this activity efficacy and patient become. They will 
follow rhenium behavior after a single CED injection through a catheter by SPECT-imaging 
(Andrew, 2014). 
 
With the imaging capabilities ( rays) of the radioactive isotope 177Lu, Wilson et al  (Wilson et 
al., 2012) studied in two GBM mice models the therapeutic potential of 177Lu-DOTA-f-
Gd3N@C80 ( emitters). This radionuclide-carrier is a metallofullerenes that was injected 
into the tumor by convection-enhanced delivery (CED). An approximately 1MBq single dose 
improves survival. Authors compared a xenograft model of U87MG with a more aggressive 
cell line GBM12 tumor in athymic Nude-Foxn1nu mice. They demonstrated that 1.35 mBq of
177Lu-DOTA-f-Gd3N@C80 increase survival time (~80% day 100 vs 20,7 and 30,3 days for 
control mice) for both cell lines (Shultz et al., 2011). Furthermore, this vehicle is able to 
achieve a stable radiolabelling with the use of the DOTA chelate. It was demonstrated that 
the nanocarrier alone provide less therapeutical effects than the radiolabelled f-Gd3N@C80 

one (2.51 times increased of ST). 
This radioactive isotope was tested for a peptide therapy application too. Knottins 2,5D and F 
are an artificial ligand that highly interacts with MG cells whose overexpressed integrin 
receptors. Those receptors are important to ensure the continued existence of the tumor 
cells. The therapeutic assay in mice bearing U87MG tumors demonstrated encouraging 
responses to 2,5F DOTA-177Lu peptide therapy (Jiang et al., 2011). It is the best artificial 
peptide for in vitro cells-interaction and biodistribution studies compared with 2,5D. 
Furthermore, the blank carrier binds specifically to their receptor as well as radiolabeled 
carrier. 
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As described above (peptide receptor therapy part), TM-601 chlorotoxin (CTX) extract 
peptide can be labeled with Iodine-131. It shows great local results for imagery (SPECT) and 
therapy fields (Hockaday et al., 2005).  
Recently, Costa et al. try to use a 180nm neutral stable nucleic acid lipid particle (SNALP) in 
mice xenograft (U87MG) or syngeneic model (GL261) (Costa et al., 2013). This protective 
carrier limits enzyme damage and allows the engraftment of chlorotoxin on its surface. 
However, in this study, the carrier was injected in peripheral vein and not directly into the 
tumor mass. The results for this guided therapy are promising, indeed, thanks to chlorotoxin 
labeling, tumor cells internalized well the drug-carrier (Fu et al., 2012). 
In perspective it can be suggest to try to radiolabel this chlorotoxin strategy or incorporate 
directly 177Lu-DOTA-TM-601 instead of CTX. In that case, it can not only target specifically 
the tumor mass with the ligand but also, it will provide two more advantages 1) the cells 
degradation through the isotope radiation and 2) deliver a drug or a silencing RNA.  
 
Of Note, dendrimers have also shown great promises for carrying radionuclides (He et al., 
2011, Sarin et al., 2008). Sarin et al. used a biocompatible polyamidoamine (PAMAM) 
dendrimers that allows the imaging of GBM by gadolinium MRI and bypass the BBB. This 
carrier was recently developed and characterized for brachytherapy application after the load 
of 198Au nanoparticles (Ritawidya et al., 2012). However, it is not test in vivo yet. 
 
Recently, Chen et al., evaluated a radio-photothermal therapy based on 131I reduced 
graphene oxide (131I RGO-PEG). This two dimensional sp2 carbon nanocarrier, permits 
tumor gamma imaging tracking too. After a subcutaneous injection of breast cancer cells in 
femel Balb/c mice and when the tumor volume reaches approximatively 100 mm3, 131I RGO-
PEG is intravenously injected. 24 h post injection, 131I RGO-PEG accumulated in tumor site. 
Furthermore, a localized heating in the tumor region was shown under 808 nm laser 
irradiation (0.2W/cm²) during 20 min and inhibited growth. It is highlighted that the 
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radionuclide acts during its radioactivity decay half-life (131I = 8 days), then the tumor regain 
its growth speed. It will be interesting to test this internal activated radio-photothermal 
nanocarrier on glioma (Chen et al., 2015). 
 
An evolution of the brachytherapy seed system with a radioactive solution which becomes 
gelatinized in vivo was tested in C6 glioma cells  rat model. It is the holmium-166 chitosan 
complex (Huh et al., 2005)
surgery and some complications like infection and hemorrhages. Holmium-166 is a beta 
(94%) and gamma (6%) emitters. In this pre-clinical model, it induced cytonecrosis. However, 
this study needs more investigations concerning the optimal injected dose and benefit 
effects. 
 
All these new experimental results are strong foundations that strengthen the idea of a 
translation toward a clinical trial. However, before translating these technologies to clinic, 
investigators have to plan an enlarge evaluation of their radio-strategy against MG in other 
preclinical model for example a large naturally occurring MG canine model. 
Although therapeutic pre-clinical trials in cancer-bearing dogs are not routinely integrated in 
anti-
is growing. One of the major concerns in oncology translational research is to improve 
predictive value of models used for innovating therapeutic studies. 
Important work of the American National Cancer Institute, published in prestigious journals 
(Khanna et al., 2009), have shown that companion animals could represent relevant model 
for human cancer research, under following conditions: 1) homology between the human 
cancer of interest and the canine tumor is established, 2) presence of the therapeutic target 
is assessed in the dog and 3) compatibility of the question that researchers want to address 
in the dog with higher veterinary oncology standards and ethics. 
The canine model was chosen because it exhibits wide similarities with the human 
glioblastomas such as epidemiologic (share the same environmental life as humans), 
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neuroanatomy, physiology (the glioma grade is linked with high expression of epidermal 
growth factor receptor EGFR, p53 mutation, vascular endothelial growth factor, platelet-
derived growth factor receptor and insulin-like growth factor-binding protein 2: (Higgins et al., 
2010, Lipsitz et al., 2003, Rowell et al., 2011, Stoica et al., 2011) and response to 
conventional therapy (Kimmelman and Nalbantoglu, 2007). This realistic canine model was 
already used to develop and set up brachytherapy and surgery protocols many years ago 
because of its dimension allowing a surgical approach like in human patients and in which 
the distance separating the brachytherapy seed from the remaining tumor cells would be 
similar to the situation in the human patient (Dickinson et al., 2010, Platt et al., 2012, Pradilla 
et al., 2006, Stubbs et al., 2002, Valles et al., 2009, Varenika et al., 2008). It provides a great 
alternative to rodent models and might contribute to predict the toxicity, efficiency of a new 
treatment strategy (Porrello et al., 2004, Porrello et al., 2006). 
Therefore, evaluation of brachytherapy for the treatment of dog malignant gliomas was firstly 
described in 1983 by Ostertag et al. (Ostertag et al., 1983). They used healthy Beagle to 
investigate 131.35 MBq Iodine-125 titanium seeds and their incidence in surrounding tissues. 
Secondly, in 1984, in vivo dosimetry studies were already done in canine with 4,5 to 229.4 
MBq iridium-192 non-permanent implants (Sewchand et al., 1984). Two years later, the 
effects (25 to 362 days analyses) of this same radioisotope was tested for a permanent use 
(Janzer et al., 1986). More recently, dog brain was used to deliver 125-Iodine brachytherapy 
directly into resection cavity  through a balloon catheter to test the administration technique 
(Stubbs et al., 2002). In this pre-clinical application, dogs tolerated the apparatus well and 
the apparatus played its role of retention of 125I at the site. This is also an important concern 
for radioprotection. There were some limitations with this balloon procedure such as cavity 
size, neurological risks and leakage in ventricle compartment that could compromise the 
therapeutic dose delivery. 
Companion model gives the opportunity to have a better approach for the glioma 
therapeutical interest. Thus, it is a key model for a transition between laboratory and clinic.
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CONCLUDING REMARKS 

We have shown that, although a wide variety of internal radiation therapy agents have been 
tested in early clinical trials phases for the malignant gliomas management, there is a real 
need for developing new modalities since there is no curative treatment for this pathology so 
far. It becomes fundamental to explore multidisciplinary approach in order to find the 
appropriate innovative high grade astrocytoma therapeutic concept. The results from pilot 
studies, phases I and II trials were not followed by phase III trials. Potent pre-clinical results 
are needed to manage an appropriate trial in human scale. Even if progress obtained in 
animal models can sometimes be inconclusive at a human scale application, strategies will 
be revised, completely reinvented or change tack for another disease. All new medicines are 
constructive and of interest for a future application. Thanks to his analogy with human brain 
neoplasms, the canine model is the first key approved step before manage a phase I trial. 
With his large scale analysis, this spontaneous glioma model will give more informations 
which can be easily translate to human application.  
Dose deposited depend on radionuclide and our knowledge on an optimal dosimetry is very 
restricted and not well comprehend in clinical trial. This parameter is indispensable because 
it determines the radionuclide pertinence and not least the therapeutical efficiency. But no 
cure was achieved. 
Evolution from a simple injected device to a more sophisticated that specifically target 
malignant glioma cells have emerged since a hundred years. We can highlight that for the 
majority of trials reviewed in this work, there is a tendency for using Ommaya/Rickham 
reservoir in the tumor cavity. We can define this strategy like a deposit in an empty space 
where molecules have to reach their target sites on glioma cells. The localized delivery is 
highly complex and is difficult to be predictable. Indeed, the radioactive medicine dispersion 
is influencing by many biological and technical parameters (ability of penetration, distance, 
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cavity, tissue, pressure, volume of injection, flow rate, catheter design, placement, 
 

As analyzed in this review, there are many available radionuclides. Although there are still 
many challenges, the choice of the effective radionuclide for malignant gliomas internal 
radiation therapy must be well consider and patient dependent. 
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Comme présentée dans la dernière partie de la revue bibliographique, la stratégie 
thérapeutique locale utilisant les nanocapsules lipidiques chargées en rhénium-188 ou 
LNC188Re-SSS présente un potentiel pour le traitement des glioblastomes. 
Cette deuxième partie déclinée en article scientifique a pour objectif à 
pré-clinique et pour la première fois -tumorale des LNC188Re-SSS sur des 
cellules humaines de glioblastomes de haut grade. 
 Ceci est étudié dans un modèle murin de xénogreffe de GB humain Lab1 suite au protocole 
de fractionnement de la radiothérapie interne nanovectorisée. Les souris nudes ayant un 
système immunitaire particulier (déplété en cellule lymphocyte T), nous permettent 

pour la réponse au 
traitement. ration au site tumoral irradié. 
Enfin, la problématique majeure distribution des LNC 
après leur administration par Convection-Enhanced Delivery ou CED au niveau du site 
tumoral . 
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Abstract:  

Patients diagnosed with glioblastoma (GB) have no curative option and usually obtain the 
improvement of the median survival time to 15 months given by the Stupp standard therapy. 
Recently, we developed a radiopharmaceutical carrier based on 188Re-lipid nanocapsules 
(LNC188Re-SSS) which showed promising results in the rat hepatocellular carcinoma and 
glioma models. In this study, we tested the distribution, the retention and the efficacy of 
LNC188Re-SSS through their administration by convection-enhanced delivery (CED) in a 
recurrent human GB model (Lab1) implanted in the striatum of immunocompromised mice to 
be closer of a clinical situation. We demonstrated that an infusion of 3 µL of LNCs with a flow 
rate at 0.5 µL/min induced a complete distribution of LNCs in the tumor without a leakage 
into the contralateral hemisphere. The analysis of the activity retention of LNC188Re-SSS in 
mouse brains showed that about 70 % of the activity is present in the tumor region at least 
until 24 h after LNC injection. Considering the 188Re half-life of 17 h, this retention time is 
sufficient for this radionuclide to emit lethal  radiations against the tumor. Accordingly, a 
double fractionated internal radiotherapy with LNC188Re-SSS triggered survival responses in 
the human GB model with cure rates of 50% which was not observed with an external 
radiotherapy. Tumors treated with LNC188Re-SSS presented a lower proportion of Ki67+ 
proliferative cells and a disorganization of vessels in comparison with tumors treated with 
Blank-LNCs. An increase of macrophages, granulocytes and B lymphocytes infiltration was 
observed but insufficient to induce a memory response able to protect re-challenged long-
term survivor mice with Lab1 cells. Atypical cells with a bigger nucleus were also observed in 
tumors treated with LNC188Re-SSS. These cells could be endopolyploid cells already 
describe to confer resistance to environmental and genotoxic stress and further studies are 
necessary to consider their implications in the recurrence of the tumor after the LNC188Re-
SSS treatment. In conclusion, we showed that LNC188Re-SSS could induce long-term 
survivors in an immunosuppressive environment and highlight their potential for GB therapy 
knowing the inter-individual heterogeneity of the immune status of GB patients. 
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Introduction 
Glioblastoma (GB) is the most frequent and aggressive tumor of the central nervous system. 
To date, the standard strategy encompasses a maximal surgical removal of tumor mass 
followed by fractionated external radiotherapy of a total of 60 Gy, with concomitant and 
adjuvant chemotherapy with temozolomide ([1]Stupp et al. 2005, [2]Stupp et al. 2009). 
However, the prognosis remains poor, with a mean progression-free survival of 7 months 
and an average survival of 12 to 15 months ([2]Stupp et al., 2009). In recent years, various 
radiation therapy modalities have emerged to target more precisely the GB site without 
create adverse effects on healthy tissue ([3]Vanpouille-Box et al., 2012). In our laboratory, 
we developed a nanovectorized radiotherapy that consists in lipid nanocapsules (LNCs) 
loaded with a lipophilic complex of Rhenium-188 (LNC188Re-SSS; half-life: 16.9 h; emitter: 
2.12 MeV and  emitter: 155 keV) ([4]Allard et al., 2008; [5]Vanpouille-Box et al., 2011a; 
[6]Vanpouille-Box et al., 2011b). This nanovectorized radiotherapy presents the main 
advantage of being a low-cost and simple technology providing its high availability and 
accessibility to patient. LNCs were obtained by a low-energy emulsification method and can 
be formulated in the absence of organic solvent with only generally recognized as safe 
(GRAS) excipients ([7]Hureaux et al., 2010). The 188Re radionuclide can be easily eluted 
from the 188W/188Re generator ([8]Lepareur et al., 2011). The emission of this radionuclide 
allows to check the accuracy of the targeting, to follow the behavior and to predict the 
treatment efficacy with the dose distribution of the 188Re within or in the area of the tumor. 
Such dual purpose (imaging/therapy) of the 188Re named theranostic will become the future 
of oncology and nuclear medicine ([9]Guo 2014, [10]Srivastava 2012). 



DEUXIEME PARTIE 
  

~ 121 ~ 

We previously showed the interest of LNC188Re-SSS for the treatment of GB and 
hepatocellular carcinomas ([5]Vanpouille-Box et al., 2011a; [6]Vanpouille-Box et al., 2011b). 
We observed in the 9L glioma rat model that fractionated internal radiation with LNC188Re-
SSS triggered remarkable survival responses (cure rates of 83%) ([6]Vanpouille-Box et al., 
2011b). The treatment of rats bearing the 9L glioma with free-188Re did not induce an 
improvement of their survival probably due to its rapid elimination in urine and feces after its 
intracranial delivery ([6]Vanpouille-Box et al., 2011b). Despite these promising results, the 
use of the 9L glioma model may be critical because of its highly immunogenic characteristic 
not representative of the human situation which may increase the efficacy of the LNC188Re-
SSS ([11]Barth R.F. et al., 2009, [12]Stojiljkovic M. 2003). Indeed, in the 9L glioma model, 
LNC188Re-SSS stimulated tumor-specific immune response resulting in tumor rejection with 
high production of IFN-  cytokine, increase recruitment of immune effector T cells within the 
tumor and memory response in long-term survivor animals. These immune responses could 
not be triggered in patients with GB whose immune status are heterogeneous ([13]Sughrue 
et al., 2009; [14]Kmiecik et al., 2014). For this reason, we investigated in this study the 
efficacy of LNC188Re-SSS in an immunocompromised GB model consisting of human GB 
cells implanted in nude mice in which T cell effectors were absent. The distribution and tissue 
retention of LNC188Re-SSS were also analyzed in this model. 

 

 

 

 

 

 

 



DEUXIEME PARTIE 

~ 122 ~  

I. Materials and methods 

I.1 Glioblastoma cell culture 

As previously described ([15]Clavreul et al., 2009), human Lab1 cell line was derived from a 
primary culture of a GB biopsy (Department of Neurosurgey, CHU, Angers, France). Cells 
were grown t
Verviers, Belgium) containing 10% fetal calf serum (FCS) and 1% antibiotics (Sigma-Aldrich, 
Saint-Quentin Fallavier, France) at 37°C in a humidified incubator under a 5% CO2 
atmosphere. All experiments were performed with cells between passages 29 and 31.
 

I.2 The orthotopic Lab1 GB model 

Female nude-NMRI mice, aged 9 weeks, were obtained from Janvier-Labs (Le Genest Saint 
Isle, France). Experiments were approved by the committee on the Ethics of Animal 

anesthetized by an intraperitoneal injection of xylazine (Rompun®, Bayer, Puteaux, France: 
13mg/kg body weight) and ketamine (Clorketam®, Vétoquinol, Lure, France: 100mg/kg body 
weight) and were positioned in stereotactic head frame (Stoelting apparatus). 
On day zero (D0), mice received an intracranial injection into the right striatum (coordinates: 
+ 0.5 mm anterior from the bregma, - 2.1 mm lateral and - 3 mm deep from the outer border 
of the cranium) of 5000 Lab1 cells in 5 µL HBSS containing Ca2+ and Mg2+ and using a 10 µL 
Hamilton® syringue (700 series RN) with a 1.5 cm 26 gauge needle. 
The animals were kept in polycarbonate cages in a room with controlled temperature (20-
22°C), humidity (50-70%) and 12h light/dark cycles. Tap water and diet were provided ad 
libitum. 
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I.3 Production and characterization of LNC188Re-SSS complex 

Blank-LNCs (50 nm) were obtained using a phase inversion process according to the 
description of the formulation methodology by Heurtault et al. [16]. As previously described 
([5]Vanpouille-Box et al., 2011), the lipophilic complex (188Re-SSS) was added to the LNCs 
formulation components of the emulsion. After three cycles of progressive heating and 
cooling, LNC188Re-SSS were stabilized with an irreversible shock of 0°C deionized water 
which was added to the mixture at 78°C. Before intracranial injection, LNCs were filtered (0.2 
µm) and 1 mL of the formulation was measured with the dose calibrator in order to have 
precisely the volumic activity. The mean size, polydispersity index and zeta potential were 
determined using a Malvern Zetasizer® Nano Serie DTS 1060 (Malvern Instruments S.A., 
Worcestershire, UK) one week after the formulation. 
 

I.4 LNC distribution analysis: comparison of two techniques 

The distribution of LNCs in the orthotopic GB Lab1 model was followed through 
immunofluorescence and autoradiography analyses (Figure 21).  
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Figure 20: Experimental design to analysis LNCs distribution in the orthotopic GB Lab1 model 
through fluorescence (LNC-DID) and autoradiography (LNC188Re-SSS). 
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DEUXIEME PARTIE 
  

~ 125 ~ 

I.4.1 Fluorescence analysis of LNC distribution 
For fluorescence analysis, LNCs loaded with a stably incorporated fluorescent lipophilic dye, 
DID, were produced as previously described ([17]Lainé AL et al., 2014). Briefly, DID (25 
mg/mL) is added to the LNC formulation components in accordance with the Labrafac® 
concentration. LNC-DID were injected via CED (Pump 11 elite 70-4507INT, Harvard 
Apparatus®, Les Ulis, France) at the center of the Lab1 tumor at D12 using a Hamilton® 
syringue (700 series RN) with a 1.5 cm 32 gauge needle. Two parameters of LNC injection 
were tested: the volume of injection (Vi) and the flow rate. Four different Vi (3 µL, 5 µL, 10 µL 
and 15 µL) with a same flow rate (0.5 µL/min) and a same Vi (3 µL) with two flow rates (0.25 
µL/min and 0.5 µL/min) were performed (n=3 for each condition). 
One hour after the injection of LNC-DID, brains were harvested and snap-frozen in 
isopentane cooled by liquid nitrogen and stored at -80°C. Brain coronal sections were cut (10 
µm thick) and collected onto silanized slides. Cryosections were fixed for 10 min in 4% PFA 
pH 7.4 at 4°C and nuclei were counterstained with DAPI (Sigma). Cryosections were then 
analyzed under a fluorescence microscope (Axioscope® 2 optical, Zeiss, Le Pecq, 
Germany). The volume of distribution (Vd) of LNC-DID was determined using a computerized 
image-analysis system (MetaView, Roper Scientific, Evry, France). Vd was determined with 

(µm). 
 

I.4.2 Autoradiography analysis of LNC distribution 
LNCs are loaded with 188Re-SSS complex (3 MBq) as described above. The blue dye DID 
was added in the formulation to get a visual of the LNC distribution in the brain slices. Two 
CED injection protocols of LNC188Re-SSS-DID in the center of the Lab1 tumor with a same
flow rate of 0.5µL/min were carried out: group 1 was injected at D12 with 3 µL of LNC188Re-
SSS (n = 8) and group 2 was injected at D19 with 5 µL of LNC188Re-SSS (n = 8). 
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One hour and 24 hours after the CED injection, mice were dripped with NaCl 0.9% (10 min) 
and with 8% PFA pH 7.4 (10 min). Then, brains were harvested and placed overnight in 8% 
PFA pH 7.4 at 4°C. 
Each brain was cut with a slicer in order to obtain 8 slices (1 mm thick). Brain slices were 
exposed 5 min in a Super Resolution storage phosphor screen. The screen is scanned with a 
Phosphorimager device - Cyclone® under the following acquisition characteristics: 600 DPI 
(42 micron pixels), (PerkinElmer®). Autoradiography images were analyzed with 

alues of each brain print. 
Whole brains were also analyzed in a Gamma Counter to have a direct access to counts in 
CPM. CPM are translating in activity unit (MBq) in order to have a link between the Digital 
Light Unit (DLU) proportions in each brain slices and the activity. ImageJ analysis software 
was used to determine the area of each brain slice autoradiogram (thresholding method) and 
the Vd was calculated. 
 

I.5 Evaluation of LNC188Re-SSS therapy on the orthotopic Lab1 GB 
model and comparison with an external radiotherapy 

On D0, 5000 Lab1 cells, in 5 µl HBSS with Ca2+ and Mg2+, were implanted into the striatum of 
mice as described above (n=20). On D12, either 3 µL of Blank-LNCs (n=7) or 3 µL of 
LNC188Re-SSS (n=8) were injected into the center of the tumor via CED with a flow rate at 
0.5 µL/min. This injection protocol was repeated at D19 with a volume of 5 µL of Blank-LNCs 
or LNC188Re-SSS. For the external beam radiation protocol, a fractionated regimen of 6 Gy 
(whole brain targeting  dose rate of 2.9 Gy/min with a X-ray irradiation system XRAD 225 
Cx; 225 keV, 13 mA  collimator 15 mm - Nantes) at D12 and D19 following Lab1 cell 
implantation was performed on five isoflurane/oxygen anesthesized mice. This irradiator 
provides 3D image-guided placement. Tumor volume was measured by MRI every week and 
the mice were killed when they had lost more than 10% of their body weight. 
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Long-term survivors obtained from fractionated internal radiation therapy (D12 and D19) 
were re-challenged with 5000 Lab1 cells in the left striatum (coordinates: + 0.5 mm anterior 
from the bregma, + 2.1 mm lateral and - 3 mm deep from the outer border of the cranium) at 
D104.  
 

I.6 MRI 

Tumor progression and volume were checked and measured by µMRI the day previous LNC 
injection: D11 and D18 and weekly after the treatment protocol. Mice were manipulated 
under isoflurane/oxygen anesthesia (1.5-0.5% O2, 0.5 L/min). 
A Bruker Biospec 70/20 device operating at a magnetic field of 7T and equipped with a 1H 
cryoprobe was used in order to obtain T2 rapid anatomical proton images: rapid acquisition 
relaxation enhancement (RARE) sequence [TR = 3200 ms; mean echo time (Tem) = 21.3 
ms; RARE factor = 4; FOV = 2 x 2 cm; matrix 256 x 256; 11 contiguous slices of 0.5 mm, 
Nex = 1]. Tripilot multi sequence: sagittal, axial and coronal view. 
Mouse body temperature was maintained at 36.5-37.5°C by a feedback-regulated heating 
pad throughout the imaging protocol. 
Tumor volume was determined in each brain slices with the region of interest (ROI) in the 
PV.5 software. 
 

I.7 Evaluation of LNC188Re-SSS CED effect on tumor growth and its 
microenvironment 

As describe above, on D0, mice were injected with Lab1 cells and received on D12 Blank-
LNCs (n=4) or LNC188Re-SSS (n=8) via CED. They were killed on D19 and brains were 
snap-frozen in isopentane cooled by liquid nitrogen as described above to assess in the 
tumor, the apoptosis, the intratumoral Ki67+ proliferative cells, CD31+ vessels and the 
immune reaction. Another group of mice (n=4) was killed on D26 to analyze the histology of 
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the brain. For histological analysis, formalin-fixed, paraffin-embedded sections of brains were 
stained with hematoxylin-phloxin-saffron. 
 

I.8 Immunofluorescence 

Briefly, cryosections were fixed with ethanol (95%)/acetic acid (5%) or acetone and washed 
three times with PBS. In order to block nonspecific binding, sections were incubated in PBS 
containing 4% BSA and 10% normal goat serum. All incubations with isotype controls and 
primary antibodies directed against endothelial cells (anti-mouse CD31 clone G4.18, BD 
Biosciences, Le Pont de Claix, France), macrophages (anti-mouse F4/80 clone R73, 
affymetrix eBioscience, Paris, France), B lymphocytes (anti-mouse CD45R clone 341, 
eBioscience), granulocytes [anti-mouse Ly6-G (GR-1) clone RB6-8C5, eBioscience], NK 
cells (anti-mouse CD335 (NKp46) clone 29A1.4, OZYME, Saint Quentin en Yvelines, 
France) and proliferative cells (anti-human Ki67, clone OX-62, Dako, Trappes, France) were 
performed overnight at 4°C. Primary antibodies were detected using biotinylated secondary 
antibodies and the signal was amplified with streptavidin-FITC (Dako) in dark room. Nuclei 
were counterstained with DAPI 1/1000 (Sigma). All slides are keeping at 4°C before the 
analyses under a fluorescence microscope (Axioscope® 2 light microscope).  
Apoptotic cells were detected based on the Trevigen® kit protocol: TACS 2 TdT-Fluor In Situ 

France). 
 

I.9 Statistical analysis 

Results are expressed as mean ± SD. Comparisons between Blank-LNCs and LNC188Re-
SSS groups for the internal radiotherapy efficacy study were made using the log-rank test. 
Differences were considered significant at p < 0.05. 
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II. Results

II.1 Analysis of LNC distribution in the orthotopic Lab1 GB model 

Two technical approaches were used to follow the distribution of LNCs in the orthotopic Lab1 
GB model: fluorescence (LNC-DID) and autoradiography (LNC188Re-SSS). At D12, the tumor 
volume of Lab1 evaluated by MRI and fluorescence, was about 2-3 µL. The injection in the 
tumor of 3 µL of LNC-DID with a flow rate at 0.5 µL/min resulted in a Vd of 10.2 ± 1.9 µL 1 h 
after the injection (Table VIII). This Vd increased to a value of 15.7 ± 1.6 µL when the flow 
rate was at 0.25 µL/min. An injection of 10 µL or 15 µL of LNC-DID induce a Vd around 36 µL 
resulting in a large distribution of LNCs in the whole hemisphere and a leakage into the left 
hemisphere by the corpus-callosum. At D18-19, the tumor volume of Lab1 was 23-24 µL and 
an injection by CED of 5 µL of LNC-DID in the tumor with a flow rate at 0.5 µL/min induced a 
volume of distribution of 32.1 ± 7.1 µL. The analysis of LNC distribution through 
autoradiography showed higher Vd values in comparison with immunofluorescence Vd 
values (Table VIII). These values are not representative and may be explained by the 
difficulty to eliminate the background influence on the radiation emission print in this small 
tumor model. Following these data, for the therapeutic protocol, a Vi of 3 µL with a flow rate 
at 0.5 µL/min was chosen at D12 and a Vi of 5 µL with a flow rate at 0.5 µL/min was chosen 
at D19 to target optimally the tumor.  
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Tableau VIII: Determination of LNC distribution with fluorescence (LNC-DID) and autoradiography (LNC188Re-SSS) analyses following their CED 
injection into the Lab1 GB model (mean  SD). 
 
 
 

 
Tableau IX: Autoradiography analysis: injection and distribution characteristics. 

Vi (µL) Flow rate LNC-DID      
(10 µm)

LNC-DID     
(1 mm)

LNC188Re-SSS            
(without threshold)

LNC188Re-SSS       
(with threshold)

LNC-DID        
(1 mm)

LNC188Re-SSS       
(without threshold)

LNC188Re-SSS       
(with threshold)

0.5 µL/min 10.2 ± 1.9 12.6 ± 3.8 148.5 ± 31.2 40.9 ± 17.1 24.4 ± 5.5 153.9 ± 7.9 54.1 ± 7.3
0.25 µL/min 15.7 ± 1.6 - - - - -

5 µL 12.6 ± 7.8 - - - - -
10 µL 39.2 ± 7.6 - - - - -
15 µL 33.9 ± 14.6 - - - - -

D18 5 µL 32.1 ± 7.1 26.9 ± 6.9 168.5 ± 68.6 44.6 ± 18.1 54.4 ± 11.8 283.4 ± 44.3 75.4 ± 10.0

Vd at 1 h (µL)

D12
3 µL

0.5 µL/min

Vd at 24 h (µL)

Infusion volume (Vi) Injected dose 
(MBq) Time after injection Expected 

activity (MBq)
Expected activity 

with 15% 
distribution at 24 h

Mean brain activity 
(MBq) Lost activity (%) Lost activity with 

biodistribution (%)
%  total activity in 
right hemisphere

% total activity in    
left hemisphere

1 h (n=4) 2.8 - 1.9 ± 0.4 29 - 69.4 ± 9.7 30.5 ± 9.7
24 h (n=4) 1.1 0.9 0.8 ± 0.03 24 9 76.0 ± 5.4 24.0 ± 5.4
1 h (n=2) 3.02 - 1.9 ± 0.6 36 - 82.7 ± 8.4 17.3 ± 8.4
24 h (n=3) 1.2 1 0.9 ± 0.1 25 10 61.7 ± 10.0 38.3 ± 10.0

3 µL 3,2
5 µL 3,5



DEUXIEME PARTIE 
  

~ 131 ~ 

II.2 Analysis of the retention of 188Re-SSS activity within mice brain

We analyzed the activity of LNC188Re-SSS in each brain hemisphere and slices at D12 (3 µL, 
3 MBq, 0.5 µL/min) and D19 (5 µL, 3 MBq, 0.5 µL/min) 1 h and 24 h after their injection in the 
Lab1 tumor localized in the right brain hemisphere. One hour after the CED infusion, 71% of 
the expected activity was present in the mice brain and 70% of this activity was confined in 
the right brain hemisphere where the tumor was present. At 24 h, 79% of the expected 
activity was still present in the brain and 76% are in the right brain hemisphere (Table IX). 
The activity distribution of LNC188Re-SSS in brain slices are presented in Figure 21. As 
previously described ([5]vanpouille et al., 2011), approximatively 15% of the LNCs are 
distributed in the body 24 h after the CED administration (Figure 22). 
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Figure 21: (supplementary data) Distribution of the LNC188Re-SSS activity (MBq) through the whole mice brain. A Vi of 3 µL (A) or 5 µL (B) of 
LNC188Re-SSS was injected at D12 and D19 after Lab1 cell implantation respectively. After 1 h and 24 h, brains were cut in 8 slices of 1 mm: [from 
the front (number 1) to the back (number 8)]. The graphs represent the mean of the 188Re activity measured in the left and right brain hemispheres 
of animals (n = number of mice analyzed). 
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Figure 22: (supplementary data) Biodistribution of the LNC188Re-SSS 1 h (n=1) and 24 h (n=1) after their CED injection in mice bearing GB (Vi = 5 
µL). Results are expressed as a percentage of the injected dose. (n = number of mice analyzed). 
   

1 h after 5 µL LNC188Re-SSS injection by CED  
in the right brain hemisphere

24 h after 5 µL LNC188Re-SSS injection by CED  
in the right brain hemisphere
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II.3 Analysis of the efficacy of the internal radiotherapy on the Lab1 GB 
model and comparison with an external radiotherapy 

Lab1 tumor-bearing mice were treated by a CED injection of LNC188Re-SSS or Blank-LNCs 
at D12 (3 µL, 3 MBq, 0.5 µL/min) and D19 (5 µL, 3MBq, 0.5 µL/min) (Figure 23, A). Mice 
receiving no treatment and Blank-LNCs died within 27 days with a median survival of 21 and 
20 days respectively (Figure 23 B, D). By contrast, mice treated with LNC188Re-SSS showed 
an increased median survival time of 180% when compared to mice treated with Blank-
LNCs. In addition, 4 mice (50%) treated with LNC188Re-SSS were long-term survivors (Figure 
23, D). The monitoring of Lab1 tumor growth by MRI showed that the tumor volume was 
about 2 µL at D11. For control mice (no treatment and Blank-LNCs), the Lab1 tumor grew up 
until D25 with a diffuse morphology (Figure 23, C). For mice treated with LNC188Re-SSS, 
there is a significant reduction of Lab1 tumor growth (approximatively twice less) six days 
after the first injection of LNC188Re-SSS (12.72 ± 5.28 µL) compared to Blank-LNCs (30.00 ± 
4.60 µL) (Figure 23, C and D).  For long-term survivor animals, MRI or histological analysis 
did not show a detectable brain tumor at D100. These long-term animal survivors were re-
challenged with implantation of 5000 Lab1 cells in the left striatum. We did not observe for 
these animals an increase in their median survival time. They died within 27 days as the 
control group animal. 
To investigate whether these results of fractionated D12  D19 internal radiotherapy might 
prove to be relevant compared with the external beam radiation, mice bearing intracranial 
Lab1 tumor were irradiated with 6 Gy at D12 and D19. This treatment slowed down the tumor 
progression but unlike internal radiotherapy, none of the tumor-bearing mice was cured by 
the external radiation (Figure 23, D). 
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Figure 23: Efficacy of fractionated D12  D19 internal radiotherapy using LNC188Re-SSS after their CED administration in the Lab1 GB model. A) 
Experimental design of the treatment of the Lab1 GB model with LNC188Re-SSS. The presence and the localization of the Lab1 tumor were verified 
at D11 after Lab1 cell injection by MRI. Animals that presented a wrong localization of the tumor or a tumor insufficiently developed (< 1.5 µL) were 
excluded from the study. At D12, mice were infused with 3 µL of Blank-LNCs or LNC188Re-SSS (3 MBq,) with a flow rate at 0.5 µL/min. This protocol 
was repeated at D19 with an infusion of 5 µL of Blank-LNCs or LNC188Re-SSS with the same flow rate. The tumor progression was checked by MRI 
images weekly. B) Kaplan-Meier survival curves for Lab1 tumor-bearing mice with indicated treatments. [No treatment (n=5, black line), Blank-LNCs 
(n=7, blue line), LNC188Re-SSS (n=8, orange line). Fifty percent of mice treated with LNC188Re-SSS were long term survivors. C) Representative T2-
weighted MRI images of mice treated with Blank-LNCs or LNC188Re-SSS. D) Table representing the efficacy of LNC188Re-SSS therapy on the 
xenograft Lab1 GB model and the comparison with an external radiotherapy. The external radiotherapy (2x 6 Gy) was done at D12 and D19 after 
Lab1 cell injection. The increase in median survival time (IST median) is calculated in comparison to the control Blank-LNCs group (%). The mean 
tumor size (µL) at D11 and D18 after the intracerebral injection of Lab1 cells was measured with the analysis of ROI by MRI (mean values ± SD; * p = 
0.03 < 0.05). (n = number of animals). 
 
 
 

Protocol n Range Median Long term survivors IST median D11 D18
No treatment 5 19-27 21 - - - -
Blank-LNCs 7 17-24 20 0 - 2.0 ± 0.2 30.0 ± 4.6
LNC188Re-SSS 8 19-104 56 ** 4 180 1.9 ± 0.2 12.7 ± 5.3 *
Rechallenge 3 19-33 27 - 35 - -
ext RT 6 Gy 5 25-47 44 * - 120 1.9 ± 0.8 12.2 ± 7.7 *

Tumor volume (µL)Survival Time (days) Increase life time (%)D 
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II.4 Effect of LNC188Re-SSS treatment on the tumor and its 
microenvironment 

At D19 (7 days after the first intratumoral injection of LNC188Re-SSS), we observed a 
modification of the histology of the tumor treated with LNC188Re-SSS in comparison with the 
injection of Blank-LNCs. The Lab1 tumor treated with Blank-LNCs presented a high 
cellularity while the tumor treated with LNC188Re-SSS was smaller and was composed of 
atypical cells with a bigger nucleus. Some Ki67+ cells were present in the tumor treated with 
LNC188Re-SSS and disorganized CD31+ vessels were also observed (Figure 24). Apoptosis 
cells were present in tumors treated with Blank-LNCs or LNC188Re-SSS and no significant 
difference was observed between the tumors. The injection of LNC188Re-SSS induced an 
intratumoral infiltration of CD45R+ lymphocytes B and an increase in the infiltration of F4/80+ 
macrophages and Ly6-G+ granulocytes (Figure 24). No NK cell was identified. At D26 (7 
days after the second intratumoral injection of LNC188Re-SSS), the tumoral tissue is more 
weakened and disintegrated and composed with more atypical cells (approximatively ten-fold 
with respect to the untreated tumor) (data not shown). As indicated above, for long-term 
survivors, no tumor was observed at D100 and the tissue was considered normal by 
histology. 
The periphery of the tumor was also analyzed. The structure of this area was similar to that 
observed in the contralateral hemisphere and the vessels were well organized after the first 
or second injection of LNC188Re-SSS. No figure of apoptosis cells was observed (data not 
shown).
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Figure 24: Evaluation of LNC188Re-SSS CED effect on tumor growth and its microenvironment. 
At D19, seven days after the treatment of Lab1 bearing mice with Blank-LNCs or LNC188Re-SSS, 
the following parameters were analyzed in the brain tumor:  histology, Ki67+ proliferative cells, 
CD31+ vessels and the immune reaction (B lymphocytes, macrophages and granulocytes). For 
these analyses, 3 brains for each group were used. Ki67, CD31, CD45R, F4/80 and Ly6-G 
markers are in green fluorescence and nuclei were in blue. Scale bars = 100 µm. 
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III. Discussion

Nuclear medicine and nanotechnologies are at the leading edge of interest for the domain of 
oncology. To overcome external radiation limitations and the necessity of a local prolonged 
radiation action, great advances led to the development of new radiolabelled delivery-
systems used for a local therapeutic strategy. This confined theranostic concept links 
radionuclide-based therapy and imagery diagnostic to promote a personalized GB treatment. 
Consequently in this work, we developed the local CED infusion of LNC188Re-SSS that 
combine LNCs and the radionuclide 188Re. This potent radionuclide can directly kill tumor 
cells through its beta radiations.  Furthermore, it is easily available through a generator and it 

-
emission (155 keV). On the other hand, the combination with LNCs avoids its rapid 
elimination. As can be seen previously, we demonstrated that only 35% of the 188ReO4-
administered into the rat striatum stay in the brain after 4 days compared with retention of 
96% for the LNC188Re-SSS. Finally, the well-established and easy optimized encapsulating 
procedures show the safety of 188Re-lipid nanocapsules. In this study, we investigated the 
efficacy of LNC188Re-SSS on the orthotopic Lab1 GB model implanted in 
immunocompromised mice to be closer of a clinical situation. The Lab1 GB cells came from 
a recurrent GB that has relapsed 6 months after the treatment of the initial tumor with a 
fractionated radiotherapy (59.4 Gy). The immunocompromised mice were nude mice in 
which T cell effectors were absent. Such animal model is interesting and mimics a part of the 
well-known immunobiology of GB. Indeed, GB patients are immunosuppressed and show a 
tumor microenvironment immune escape which contribute to the infiltrative development of 
the tumor ([18]Castro 2003; [19]Dix 1999; [20]Grauer 2007, [21]Ooi 2014). Particularly, this 
observation was supported by the suppressive immune factors like TGF IL-10 and PGE2 

secreted by the tumor and the recruitment of CD4+ Foxp3+ CD25+ regulatory T-cells (Treg) 
which inhibit and delayed effector T-cell proliferation and functions (lymphopenia) 
([22]Roszman et al., 1991; [19]Dix et al., 1999; [23]Tada et al., 1996; [24]Sonabend et al., 
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2008; [25]Rolle et al., 2012; [26]Thomas et al., 2012). Before initiating the therapeutic 
efficacy of LNC188Re-SSS in Lab1 GB model, we addressed the analysis of the distribution 
and the retention of the LNC188Re-SSS in the Lab1 tumor. The intratumoral injection of 
LNC188Re-SSS was performed through CED technology. This method which permits a direct 
intracranial drug-transfer technique bypassing the blood-brain barrier is well described. It 
uses a bulk-flow mechanism to convey and distribute macromolecules to clinically significant 
volumes of solid tissues ([27]Bobo et al., 1994; [28]Morrison et al., 1994; [29]Saito et al., 
2004). The fluorescence analysis of LNC distribution suggested an excellent distribution 
pattern of LNCs in the tumor via CED. We observed that 1 h after the injection of 3 µL of 
LNC-DID at a flow rate of 0.5 µL/min in the Lab1 tumor presenting a volume about 2-3 µL, 
the Vd of LNCs was 3 fold greater. According with previous studies ([30]Chen et al.,1999; 
[31]Krauze et al., 2006), we noted that this Vd increased with a lower flow rate fixed at 0.25 
µL/min. An injection beyond 5 µL resulted in a large distribution of LNCs in the whole 
hemisphere and a leakage into the left hemisphere by the corpus-callosum. Surprisingly, 
such volumes are frequently used in intracerebral tumor models and do not seem realistic 
([32]Shultz MD et al., 2011). Due to the small tumor model and the difficulty to eliminate the 
background influence on the radiation emission print, the distribution data obtained through 
fluorescence could not be validated through autoradiography. Actually, we developed in the 
laboratory a non-invasive quantitative SPECT imaging in spontaneous canine glioma models 
to evaluate the infusion volume of LNC188Re-SSS in order to be as close as possible to the 
human and to obtain relevant data before the translation to a phase I clinical trial. According 
to our previous results in the 9L rat model ([5]Vanpouille-Box et al., 2011), the analysis of the 
activity retention of LNC188Re-SSS in mouse brains showed that about 70 % of the activity is 
present in the interest region at least until 24 h after LNCs injection. The 188Re half-life being 
of 17 h, this retention time is sufficient for this radionuclide to have a continuous radiobiologic 
action at a maximal distance of 10 mm (mean penetration range of 3.1 mm) while reducing 
the toxicity risks. This good retention highlights the interest of LNC188Re-SSS in GB therapy 
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which avoids a rapid radioactivity clearance and a non-specific binding generally 
encountered with radiolabeled monoclonal antibodies. 
We demonstrated that the fractionated internal radiotherapy of LNC188Re-SSS triggered 
survival responses in the Lab1 model with cure rates of 50%. The tumors treated with 
LNC188Re-SSS present a lower proportion of Ki67+ proliferative cells and a disorganization of 
vessels in comparison with tumors treated with Blank-LNCs. It is well known that ionizing 
radiation leads to mitotic catastrophe, apoptose or necrose, senescence, cell stress and 
enhances the anti-tumoral immune response ([33]Lorimore et al. 2001, [34]Moore 2002, 
[35]Mekid 2003, [36]Formenti et al. 2009, [37]Holland et al. 2012, [38]Balagamwala et al. 
2012, [39]Park et al. 2014, [40]Ewald et al. 2010). In this study, we did not observed a 
significant increase of apoptotic cells in the tumors treated with LNC188Re-SSS in comparison 
with tumors treated with Blank-LNCs but we noted the presence of multinucleated giant cells 
with flattened morphology. These non-apoptotic giant cells could be endopolyploid cells that 
have been already described after severe genotoxic insult with irradiation or chemotherapy 
([41]Illidge et al., 2000; [42]Kaur E et al., 2015). It is highlighted in the literature that the 
majority of these cells stop endoreduplication and undergo senescence, while some release 
para-diploid mitotic sub-cells, starting clonogenic regrowth and reenter the mitotic cell cycle 
before a disease recurrence ([43]Iranov et al., 2003; [44]Erenpreisa et al., 2008; 
[45]Erenpreisa et al., 2011; [46]Mirzayans et al., 2013; [47]Schwarz-Finsterle et al., 2013).. 
The induction of such cells through the LNC188Re-SSS treatment could explain why 50% of 
animals bearing Lab1 tumor showed only a prolonged median survival. Further studies are 
needed to determine the implication of the giant cells in the LNC188Re-SSS ionizing radiation 
resistance. The analysis of the immune response in tumors treated with LNC188Re-SSS 
showed an increase of the infiltration of innate cells such as macrophages and granulocytes 
and of B lymphocytes in comparison with tumors treated with blank LNCs. Such immune 
tumor infiltration has already been observed after radiation ([5]Vanpouille-Box et al.; 
[49]Candolfi et al. 2007, [33]Lorimore et al. 2001; [50]Ma et al 2011). In comparison with the 
9L glioma model, the rechallenging of the long-term survivors with Lab1 GB cells did not 
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prolonged the median survival of mice indicating the importance of T cells in the induction of 
a memory response against the tumor. For interest, the peritumoral zone presented a normal 
histology without neither immune infiltration nor apoptosis highlighting limited side effects 
after local delivery of LNC188Re-SSS on healthy brain. 

 

IV. Conclusion 

In conclusion, we validated in this study the interest for a clinical application of LNC188Re-
SSS for GB therapy. This nano-radio-therapeutic system can be distributed in the tumor 
through CED and can be retained in the interest region at least until 24 h with no toxicity on 
healthy brain. LNC188Re-SSS are functional in an immunosuppressive environment which 
has a great importance knowing the inter-individual heterogeneity of the immune status of 
GB patients. 

 

Acknowledgements: 

Supplemtary data: 

LNCs body distribution study (figure 22) 

A distribution study was carried out using two female nude-NMRI mice at day 19 following 
Lab1 cell injection. A Vi of 5 µL of LNC188Re-SSS was performed with a flow-rate of 0.5 
µL/min. the animals were sacrificed at post-injection interval times of 1 hour (n=1) and 24 
hours (n=1). The organs were removed, washed, and weighed. The content activity of each 
organ was determined using a gamma counter (Packard Auto-Gamma 5000 series).
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Evaluation de la toxicité et du potentiel thérapeutique des 
LNC188Re-SSS sur un modèle pré-clinique de gliome 

syngénique 
 

Objectifs 

 

nos résultats montrent que la radiothérapie interne factionnée est toujours bien efficace dans 

macrophages/cellules microgli
de la masse tumorale est également soulignée. Tout ceci, en parallèle aux effets de la 
radiothérapie interne utilisant les LNC188Re-SSS.  

LNC188Re-SSS, 7 jours après son administration intra-tumorale (analyses au jour 19), sur les 
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Figure 25 l et de sa périphérie 7 jours 
après  MBq de LNC188Re-SSS au sein de la masse tumorale. Désorganisation 
atypie des cellules tumorales. 
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Une étude précédente menée par Claire Vanpouille-
-

tumorale spécifique. En effet, un recrutement des effecteurs du système immunitaire 
adaptatif (lymphocytes T CD4 et CD8), inné et inflammatoire (cellules Natural Killer, 
macrophages) a été mis en évidence. Cependant, ce modèle « rat Fisher 9L » est considéré 

moindres pour le rat comparé à ceux pour la souris. Dans ce contexte, il nous a paru 
intéressant de travailler avec le modèle syngénique murin GL261, peu immunogène. Il 
semble approprié pour étudier la réelle contribution des acteurs du système immunitaire 

ternes. Cependant une bonne efficacité anti-tumorale 
non retrouvée, ne nous a pas permis de continuer vers cet objectif. En revanche, une étude 

comme le décrit le -clinique est un point 

La partie III de ce mémoire est consacrée à la description des résultats expérimentaux pour 
le modèle GL261, à leur interprétation et à la discussion dans un dernier chapitre. 
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I. Matériels et méthodes

I.1 Culture des cellules GL261 

Comme précédemment décrit, la population de cellules adhérentes GL261 est une lignée 
cellulaire bien établie en laboratoire. Les cellules sont cultivées en présence de milieu 

maintenue à 37°C sous atmosphère humide à 5% de CO2. Le milieu de culture contient de la 
L- 1% pyruvate de 
sodium, 1% Hépès, 1% acides.aminés essentiels et 1% antibiotiques (Sigma-Aldrich, 
France). Le milieu est renouvelé entièrement tous les 2-3 jours. Une proportion des cellules 
ensemencées est non adhérente et est éliminée lors des renouvellements de milieu de 
culture. Lorsque les cellules atteignent une confluence de 80%, elles sont traitées par 5 mL 
de trypsine/EDTA  contenant 
les cellules en suspension est collectée puis ajoutée à deux volumes de DMEMc. 

antillon est centrifugé pendant 5 minutes à 10000 rpm. Après élimination du 
surnageant, le culot cellulaire est remis en suspension dans du DMEMc. Les cellules sont 
ensuite dénombrées sur cellule de Malassez après coloration au bleu Trypan. Enfin, elles 
sont réensemencées à une densité de 5 000 cellules/cm2 en présence de DMEMc. 
Toutes les expérimentations sont réalisées avec des cellules dont le passage est compris 
entre 7 et 10. 
 

I.2 Le modèle syngénique de gliome GL261 

Les souris femelles C57BL6/J, âgées de 6 semaines, sont obtenues de Janvier-Labs (Le 

des Pays de la Loire (permis N° CEEA 2012.56). Les animaux sont anesthésiés par une 
injection intrapéritonéale de xylazine (Rompun®, Bayer, Puteaux, France: 13mg/kg) et de 
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kétamine (Clorketam®, Vétoquinol, Lure, France: 100mg/kg), et sont positionnés sur une 
cadre de stéréotaxie (Stoelting apparatus). 
Au jour zéro (J0), une injection intracrâniale de 10 000 GL261 en suspension dans 2 µL de 
DPBS est réalisée dans le striatum droit des souris. Les coordonnées (+ 0.5 mm antérieur au
bregma, - 2.5 mm latéral et - 3 mm de profondeur par rapport à la surface du cerveau) sont 
illustrées ci-dessous par la figure 26 : 
 

 
Figure 26:  
 
 
Cette opération est faite avec une aiguille de 32 gauge (1.5 cm) fixée à une seringue 
Hamilton de 10 µL (700 series RN).  
Les animaux sont hébergés dans des cages de polycarbonate dans une pièce dont la 
température est contrôlée (20- -70%) et les cycles de 

ad libitum. 
 

P:0,30cm

L:0,20cm
P:0,30cm

L:0,25cm
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I.3 Mise en place du modèle GL261 in vivo  

Un groupe de souris est sacrifié aux jours 12 (n=3) et 18 (n=3) de croissance tumorale dans 

 
 

I.4 Production des LNC188Re-SSS 

Les LNCs et les 3 MBq LNC188Re-SSS de taille de 50 nm sont formulées comme
précédemment décrit dans le matériel et méthodes du modèle Lab1 (Deuxième partie du 
manuscrit). 
 

I.5 Analyse de la toxicité des LNCs 

Une étude histopathologique sur  cerveaux sains 
vecteurs radioactifs ou non. 3 souris par groupe ont été utilisées pour les conditions 
suivantes : 

- LNC blanches  constant de 5 µL pour deux débits testés : 0.25 et 
0.5 µL/min. 

- 3 MBq de LNC188Re-SSS : débit constant de 0.5 µL/min pour les deux volumes 
  : 3 et 5 µL. 

-striatale 
et une souris sa
cérébral normal. 
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I.6 Analyses des effets des LNC188Re-SSS dans le modèle syngénique 
GL261  

Au jour J0, 10 000 cellules GL261, dans 2 µL de DPBS, sont implantées dans le striatum des 
souris comme décrit ci-dessus. Au jour 12, 3 µL de LNCs blanches contrôles ou 3 µL de 
LNC188Re-SSS 

blanches contrôles ou 3 µL de LNC188Re-SSS. 
Compte-tenu du nombre insuffisant de long survivants, le rechallenge a été non concluant et 

 

I.7 188Re-SSS sur la croissance tumorale

Le volume tumoral est mesuré par IRM chaque semaine. Les souris sont sacrifiées dès la 
perte de plus de 10% de leur poids.  
Les souris sont sacrifiées 2 jours (48h) et 14 jours (J26) après la première fraction de 3 µL 
de 3 MBq e LNC188Re-SSS ou 3 µL de LNCs blanches (contrôles). Les cerveaux sont fixés 

Hémalun-Eosine-Safran (HES) (ONIRIS, Ecole Nationale Vétérinaire de Nantes). 
 

I.8 IRM 

La progression tumorale et son volume sont suivis et mesurés par micro-IRM le jour qui 
précède (J11 et J18) les injections des LNCs puis chaque semaine après le protocole de 

(1.5-0.5%, O2 0.5 L/min). A la -
DOTA-gadolinium, les images sont directement acquises. Un appareil Bruker Biospec 70/20 
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tomique pondérée T1 : séquence RARE FLASH [TE = 3.3 ms, TR = 
107 ms, RARE factor = 4av, mean echo time (Tem) = 1min21s, alpha = 60°, FOV = 2 x 2 
(cm), matrix 192², 11 contiguous slices of 0,5 mm].  
 
La figure 27 nnance magnétique et 

 
 

 
 

Figure 27 : A : Agencement du dispositif anesthésique-
gé ; B : 

Photo de la micro IRM BioSpec 70/20USR de Bruker ; C : Poste de contrôle  respiratoire et 

A

ballonnet

B

C

Berceau avec contrôle de 
température

Zoom berceau
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- -NMRI) 
 

 
animal est maintenue à 36.5-37.5°C pendant toute la durée du protocole 

 
Le volume tumoral est déterminé sur chaque coupe de cerveau par le biais de la région 

. 
 

I.9 Analyses statistiques 

Les résultats sont exprimés comme la moyenne ± SEM. P
radiothérapie interne, les comparaisons entre les groupes contrôles (LNCs blanches) et 
traités (LNC188Re-SSS) sont faites en utilisant le test log-rank. Les résultats  sont 
considérées significativement différents pour p < 0.05. 
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II. Résultats

II.1 Le modèle de gliome murin syngénique : souris C57BL6/J / cellules 
GL261 

 

-methylcholantrene dans 
le cerveau des souris C57BL/6J (Ausman JI et al. 1970, Zimmerman HM et al. 1947, 
Szatmari T et al. 2006, Maes W et al. 2011). A partir de cette tumeur, des lignées cellulaires 
GL261 ont été établies in vitro. Celles-ci ont été étudiées principalement pour les 
expérimentations en immunologie. 
Notre travail a permis de présenter et de valider par deux techniques (imagerie et histologie) 
sa description après son induction in vivo

ité. La tumeur GL261 a 
 un gliome de type diffus et infiltrant qui a 

une croissance rapide (Figure 28
des cellules GL261 atteint environ 24 µL ± 1,9 µL soit 4.8
souris (environ 500 µL).  

oupes histologiques a 
contribué à suivre la progression tumorale de ce modèle. Ce dernier nécessite une injection 
intra-  le gadolinium  pour visualiser la masse tumorale 

T1. En effet, cet agent pallie la difficulté de délimiter de manière adéquate le volume tumoral 

irecte : T1-DOTA-gadolinium. 
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pour se développer. La masse tumorale, déjà bien développée à 12 jours, poursuit sa 
croissance à 18 jours, avec une augmentation marquée de la cellularité tumorale associée à 

GL261. 
 
 

 
Figure 28: Images IRM comparées à 
caractère infiltrant du modèle tumoral GL261. 
 

T1 Directly after the injection 
of DOTA-gadolinium

D12 MRI with DOTA-gadolinium D18 MRI with DOTA-gadolinium

HES staining x2

HES staining x40
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II.2 Efficacité de la radiothérapie interne fractionnée et délivrée aux 
jours 12 et 19 post injection des cellules de gliome GL261 

Le schéma expérimental est identique à celui du modèle Lab1 précédent, avec un volume 
188Re-SSS au jour 12 et de 5 µL de LNC188Re-SSS au jour 

19 (Figure 29 A). Tous les animaux traités avec les LNCs blanches meurent dans les 34 
jours post injection des cellules GL261, avec une médiane de survie de 28.5 jours (Figure 29
B et C). En comparant avec ces souris contrôles, nous observons une augmentation de la 
médiane de survie de 79 % pour les souris traitées avec LNC188Re-SSS. 
Notons que seulement deux animaux longs survivants (20%) traités avec le fractionnement 
de LNC188Re-SSS sont sans tumeur résiduelle (Figure 29 C). Un seul a été rechallengé avec 
10 000 cellules GL261 dans le striatum controlatéral gauche. 
Cependant, lorsque comparé avec les résultats obtenus dans la première partie de ce 
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Figure 29: Efficacité de la radiothérapie interne fractionnée (jours 12  19). A) Design expérimental du traitement du modèle de gliome GL261 avec 
les LNC188Re-SSS. B) Courbes de Kaplan-Meier des souris GL261 contrôles (n=8 Blank-LNCs) et des souris GL261 traitées (n=6 3 MBq LNC188Re-
SSS). et C)  

 
 
 

A 

D11 D18 D12 D19 D25 D100 D0 

MRI MRI MRI 

CED 
LNC188Re-SSS or Blank-LNCs GL 261 cell injection Rechallenge 

CED 
LNC188Re-SSS or 

Blank-LNCs 

Protocol n Range Median Long term survivors IST median
Blank-LNCs 8 24-34 28,5 0 -
LNC188Re-SSS 6 47-100 51* 2 78,9
Rechallenge 1 - -

Survival Time (days) Increase life time (%)C 

Survival proportions: Kaplan Meier curves

0 50 100 1500
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40

60

80

100 Control Blank-LNC
LNC188Re-SSS

12 19

rechallenge

*** Log-rank test P = 0,0003
Time (days)
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II.3 Effets des radiations dans le striatum sain des souris 
immunocompétentes 

 
 LNC seul injecté 

-établis. Cette observation est révélée par examen 
histopathologique après coloration HES de cerveaux injectés avec un débit de 0.5 µL/min 
(Figure 30 ébit pour la poursuite des études. 
Le débit plus faible (0.25 µL/min) ne montre également pas de lésion. 
La figure 30  
de 3 MBq de LNC188Re- fet, deux jours 

 des LNC188Re- tissu 
nerveux (spongiose du neur
des lésions de nécrose neuronale sans doute secondaire au traumatisme mécanique de 

et une minéralisation multifocale discrète post-nécrotique de quelques cellules neuronales et 

- lume de 
distribution. Par ailleurs, à long terme, les souris gardent des conditions de vie normales et la 

physiologique ou de 3 MBq de LNC188Re-SSS (n=4 souris par condition).  
188Re-SSS 

sans toxicité notable. 
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Figure 30: Images histologiques 
de LNCs blanches ou de 3 MBq LNC188Re-SSS. Lésion de nécrose parenchymateuse nerveuse 

- -Eosine-Safran; 
grandissement x10 et zoom x40. 
 

 

LNC 3MBq LNC188Re-SSS 

3MBq LNC188Re-SSS 



TROISIEME PARTIE 

~ 164 ~  

II.4 Effets des radiations sur la tumeur 

et 14 jours (J26) après la première injection 
intratumorale des LNC188Re-SSS, nous observons une modification de la morphologie 
microscopique de la tumeur en comparaison avec 
LNCs blanches (Figure 31). La figure 31, illustre les images histologiques obtenues à la suite 
de colorations HES des coupes de cerveau GL261 fixés au formol suite au protocole 

188Re-SSS. 
Suite à la première injection de LNC188Re-SSS, le volume tumoral apparait réduit et le tissu 

188Re-SSS au jour 12 (donc non suivie 
paraît comme temporaire 

et le développement tumoral semble reprendre au vu de la densité cellulaire GL261 
importante à J26 post-
traitement 7 jours plus tard. Comme pour les Lab1, la tumeur présente de très importantes 
atypies cytologiques avec des cellules de très grande taille (cytomégalie) contenant des 
noyaux de très grande taille (caryomégalie) aboutissant à des monstruosités cellulaires 
évocatrices, de cellules polyploïdes après endomitose sans division cellulaire (Figure 31 B à 
D).  
Les remaniements nécrotiques pourraient révéler, au moins en partie, un effet 
radiobiologique (Figure 31 A). Toutefois, ces dommages tissulaires sont localisés au tissu 

 sain environnant. De plus, il est intéressant  de 
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Figure 31: Images histologiques des g
LNC188Re-SSS. Colorations HES des coupes fixées au formol ; (A) vue en périphérie de la 
tumeur dont le tissu est remanié par nécrose x10 ; (B et D) zoom x40 des atypies de cellules 
tumorales et (C) z  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A B

C D
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III. Discussion  Conclusion 

Cette étude sur un modèle murin syngénique menée en parallèle au modèle de xénogreffe a 
permis de répondre aux problématiques suivantes : 

- in vivo 
radioélement rhénium-188 contenu dans les nanocapsules lipidiques 

- Dans un second temps, nous avons montré que, sur nos deux modèles de 
glioblastome ayant un statut immunitaire différent, le protocole de radiothérapie 
interne fractionné présente une efficacité anti-tumorale. 

De cette manière, nous nous sommes appliqués à étudier la toxicité du radioélément in vivo
dès sa première injection dans un modèle immunocompétent. 
 

maine, le fractionnement de dose pour la thérapie du 

fractionnée de la radiothérapie et notamment celle par les LNC188Re-SSS, 
notre équipe a préalable -Box le 

dits « injection simple 
60 µL en 2 heures). Pour notre part et compte-tenu du modèle étudié, nous avons optimisé 

concerner le plus grand volume de la masse tumorale. 
Nous avons dans un premier temps défini les paramètres du processus de CED. Depuis les 
années 1990, (Bobo RH et al., 1994, Mamot C et al., 2004, Bidros DS et al., 2009, Carty N et 
al., 2010; Debinski W et al., 2009, Yun J et al., 2013) un grand intérêt est porté sur les 

s molécules injectées dans le 
cerveau. Cependant, de par la complexité de délivrer les médicaments correctement dans le 
cerveau, le choix des paramètres de CED est primordial. En effet, les variables comme le 
débit, le tissu ciblé, la technique, le volume infusé, affectent la CED dans le striatum (Chen
MY et al., 
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ventricules. Dans n
une petite aiguille de 32 gauge. De plus, de par notre étude de fluorescence sur le modèle 
Lab1, nous confirmons un débit maximal de 0,5µL/min permettant de minimiser le reflux de 
l  MY et al., 1999  Krauze MT et al., 2005). Nous avons donc été capables de 

éressants 
pour notre protocole de thérapie: le jour 12 et le jour 19. De par cette étude de distribution 

pour ce petit modèle expérimental animal qui est le modèle murin. En effet, un volume 
 de 5 µL semble convenable. Dans le cerveau des souris, des volumes 

aberrants (beaucoup trop importants) y sont injectés dans de nombreuses études pré-
tum de souris révèlent en 

effet que celui-ci représente un 

 son équipe. Le striatum de 
 

188Re-
SSS et plus particulièrement un Vi de 5 µL (volume conv  de 

 : C57BL6/J.  
Le modèle GL261 est décrit pour mimer la croissance des gliomes humains en développant 
des caractéristiques comme la néc
(Newcomb et al 2004, Smith K.E et al 2009). 
 

indispensable pour obtenir une réponse favorable au traitement. Pour le modèle GL261, du 
fait de sa réponse anti-
traitement et probablement nécessiter une activité du radioélément supérieure à celle 
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administrée au modèle Lab1. La réponse au traitement plus faible pour le modèle GL261 
(décrit comme étant peu voir non immunogène (Candolfi et al 2007)) pourrait également 

188Re-

adaptatif et donc des lymphocytes T, contrairement au modèle de souris nude 
précédemment décrit.  
 
Parallèlement, ce deuxième modèle pré-

 
En effet, d
groupes ayant été injectés en LNCs encapsulant le rhénium-188 avec notamment les 
anomalies morphologiques phénotypiques observées au microscope au niveau des cellules
tumorales des tumeurs injectées (cytomégalie, caryomégalie), monstruosité cellulaire 

augmentation avec aberration du matériel chromosomique (polyploïdie 
supposée). Une unique injection des LNC188Re-

permet la reprise de la 

dans la réponse cellulaire à la radio et chimiothérapie : Ewald et al 2010) qui est souvent lié 
à la polyploïdisation (Sharma et al, 2014, Wu et al, 
division cellulaire (Cohen-Jonathan E. et al, 1999 ; Kuilman T. et al 2010, Roninson I.B et al
2001). Une unique injection de LNC188Re-SSS semblerait être une stratégie qui inhibe la 

Lab1. Les effets de la radiothérapie et de la chimiothérapie sur la cytomorphologie sont 

comme les poumons (Idowu 2010), le sein, les tumeurs solides malignes (Wu P.C. 2012). 
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Ces changements reliés aux effets de la thérapie engendrent des atypies sur les cellules 
188Re-

membranes cellulaires par exemple. Ces atypies cellulaires radio-induites ne sont donc pas 
une propriété propre et réservé au radioélément (ici le 188Re incorporé dans les 
nanovecteurs) ou à un seul type de rayonnement. 
 
In vitro
un impact sur la viabilité des cellules par une dégradation de la clonogénicité, accompagnée 
de modifications de la morphologie cellulaire (4 Gy à 64 Gy ; 1.5 Gy/min ou 4 Gy/min) 
(résultats non montrés). Ceci a également récemment été décrit dans une étude de Kaur 
(2015) dans lequel des échantillons de gliome humain soulignent la formation de cellules 
géantes multinuclées induites par la fusion cellule-cellule et le mécanisme de sénescence 

ne allant de 6.5 Gy à 8 Gy. 
La dose létale dépend du type de cellules irradiées. La phase non proliférative dure environ 
10 jours. Ce qui expliquerait la reprise de prolifération des cellules GL261 irradiées au-delà 
de 14 jours in vitro. 
 
Il serait intéressant de valider ces observations de polyploïdie par un marquage FISH (en 

- hors les chromosomes sexuels) 
pour démontrer le possible caractère polyploïde des cellules tumorales et d
e  
De futures expérimentations sont prévues pour le modèle canin spontané de tumeur gliale 
pour augmenter 
pouvant ê développe les différents modèles gros 
animaux pré-cliniques de gliomes induits ou spontanés et pouvant être envisagés pour 
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Introduction 

 
188Re-SSS ont montré que les 

résultats de leur distribution sont primordiaux au devenir et efficacité des nanocapsules. Par 

et contrôler les facteurs influençant la bonne distribution des agents thérapeutiques par la 
technique de CED, 3 modèles animaux pré-cliniques sont principalement utilisés.  
Cette cinquième et dernière partie de ce manuscrit présente suite à un bref rappel de la 
technique de CED,  les différents modèles pré-cliniques disponibles pour la mise au point de 
la technique de distribution par CED des médicaments testés. Contrairement aux modèles 
murins classiquement étudiés, cette évaluation est généralement effectuée dans des 
cerveaux sains. Quelques rares modèles gros animaux sont porteurs de gliome. La tumeur 
se développe spontanément (modèle canin) ou elle est implantée artificiellement au sein du 
cerveau (modèle porcin). 
 
 

I. Rappels sur la CED 

La distribution adéquate des agents thérapeutiques par CED est influencée par la 
pharmacocinétique de la molécule injectée ainsi que par les variables techniques (cathéter 

et mécaniques du tissu cible (pression, zone anatomique...). Cette 
n point de vu logistique, 

permettant de fournir des conditions de travail proches de celles qui sont présentés par 
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et al., en 1999 précise que pour ce modèle animal 
(rats femelles Sprague-
(striatum) ne doit pas excéder 32 gauge. La CED doit être réalisée avec un débit compris 

 : 0.1-0.5 

 
 

 

situ, rien que la question du volume optimal à injecter et du débit est complexe et ne fait pas 

hum
disposer de modèles animaux à échelle représentative du cerveau humain. 

le dans 
les modèles murins car on ne peut pas facilement et très précisément déterminer la 
concentration en principe actif dans la tumeur et dans les tissus environnants. Même en 

al et de son 
cerveau (et bien sûr du foyer tumoral, quasi « microscopique ») limitent grandement la 

modèles souris, on se contente donc souvent (y compris dans la l

réalisée concernant la dose reçue par la tumeur. 

Les modèles « gros animaux » qui commencent à être utilisés pour ce type de traitement 
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ochent 

 

La taille du cerveau permet aussi de cibler plus précisément le site à traiter. Enfin, les 
modèles gros animaux porteurs de tumeurs pour
soit de la «  : la diffusion du 
médicament y reflèterait mieux la réalité que dans un tissu cérébral sain, à la fois 
généralement moins dense mais aussi sans foyer de nécrose ni néovascularisation. 

 gros animaux 
de la technique que nous avons étudiée chez la souris, nous proposons de présenter une 
revue synthétique des modèles gros animaux dans une cinquième partie ainsi que les 
études préliminaires qui ont été débutées à Nantes chez le chien, auxquelles nous avons 
participé. 

 

 

II. Les modèles gros animaux pré-cliniques  

II.1 Le modèle porcin 

Du fait de la difficulté à cibler précisément la zone cérébrale à traiter, les modèles gros 
animaux (chiens, cochons, primates non humains), plus proches des dimensions du cerveau 

outils développés ne nécessiteront pas ou peu 
 

modèles tumoraux. 
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autre que le Gottingen mini-
développé. Ce dernier est facile à manipuler grâce à sa petite morphologie. Cependant, du 
fait de sa petite taille cérébrale, de sa faible épaisseur crânienne, et de son large sinus 
frontal  des électrodes et des cathéters, est moins propice au 

, capable de distribuer 
les molécules dans de grands volumes cérébrales (Bjarkam et al. 2004 ; White E et al 2011).
Une première étude menée par White et al. en Angleterre, a permis de mettre au point le 
modèle porcin issu du croisement Large White/Landrace pigs (White E. et al. 2011). Cette 

manipulation d
cathéters/canules (nombre implanté, caractéristiques) adéquats pour des injections intra 

le modèle cochon Large White/Landrace « optimal » suivant : six mâles de 45 kg (4-5 mois), 
âge dont la croissance permet une fixation du cathéter au crâne et la visualisation de la 

En effet, à un âge inférieur à 4 mois, le crâne est trop fin pour 
pouvoir correctement fixer le cathéter et la matière blanche 
ce qui la rend difficile à observer par imagerie. Le développement des cochons Large 

poids important, fixation 
Cette étude met en évidence la nécessité 

des modèles gros animaux pour faire évoluer les équipements de stéréotaxie et les 

même équipe présente une nouvelle étude évaluant la CED délivrée par un système de 
cathéters implantables (Bienemann A. et al., 2012). Ceci, de manière ponctuelle/intermittente 
ou récurrentes sur trois modèles pré-cliniques : le rat Wistar, le Large White Landrace pig et 
le NIH Miniature pig. Un système de cathéters implantable correct, doit présenter les 
caractéristiques suivantes 
répétées et diamètre qui 
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0,35 

Ketone, silice fondue) chez 6 rats (Figure 32).  

 

 

Figure 32 : Illustration du cathéter (A) et de la pompe Medtronic Synchromed II (D
Bienemann A. et al., 2012 et Kim I. et al., 2014). 
 
Cependant, du fait de la problématique de la croissance des porcs (augmentation du volume 
de la boîte crânienne) et des conséquences engendrées au cathéter (changement de 
position, torsions, déconnection, expulsion du cerveau), 3 NIH miniature pigs sont utilisés 
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pour 14 injections avec un cathéter implanté en sous-

en fonction de la zone infusée par le cathéter (antérieur et en profondeur dans le putamen 
droit). Le matériel et le diamètre interne du cathéter, la solution infusée sont des facteurs de 
risque importants à prendre en compte pour minimiser les occlusions. 
 

pr
en sous-cutanée (approuvée par la FDA) a été validée pour le parenchyme cérébral de 
cochons (Sonabend A.M. et al., 2011). Cette injection intracérébrale de manière continue sur 
une longue durée (pendant une période de 10 jours) administre localement une 

utilisée dans quelques études dont celle de Kim chez le porc (Kim I. et al., 2014) est illustrée 
par la figure 27 (D). Elle est déjà utilisée en clinique pour le GBM (Kunwar et al., 2007). 
 

(MGMT-siRNA/cationic liposome) a été réalisé chez le porc et les rats sprague dawley 
(Tsujiuchi T. et al., 2014). Les auteurs ont répondu à la problématique de savoir si 

nc pas à recommander pour tous les 
médicaments à visée locale dans le tissu cérébral. En effet, dans ce cas, la distribution 

modèle pré-clinique rat. Le modèle porc le confirme. Ceci peut être en partie expliqué par la 
charge positive des liposomes à leur surface qui est un facteur limitant pour la distribution 
dans le cerveau. 
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Récemment (en 2014) et pour la première fois, une équipe française a réussi à induire un
glioblastome à partir de deux souches cellulaires différentes (U87 MG et G6) chez un cochon 
(Selek L et al., 
MG couramment utilisée en laboratoire (Figure 33). A ce timing de pousse tumorale, la 

 000 mm3

a été validée par le marquage GFAP. De plus, la tumeur présente des caractéristiques 
anatomopathologiques présentées dans la classification WHO comme par exemple la 

mère. 

 

 

 

Figure 33 : E
masse tumorale développée à par et al., 2013). 
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Il a déjà été démontré dans les modèles murins (souris, rats) de CED intracérébrale que la 

un tissu tumoral. En effet, la composition de la masse et la densité du tissu  tumoral sont des 
paramètres non négligeables à prendre en compte. Du fait des améliorations techniques 
concernant la CED précédemment présentées, ce nouveau modèle gros animal de 
xénogreffe orthotopique est par conséquent idéal pour tester les stratégies locales qui 
montrent déjà un intérêt thérapeutique chez les modèles murins. 

une transposition à la clinique humaine. De plus, il est une alternative au modèle primate qui 
va maintenant être présenté. 

 
Le Tableau X suivant est un récapitulatif des articles concernant les études sur les 
améliorations techniques de la CED chez le cochon. 
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débit (µL/mL) volume injecté localisation

White E. et al. , 2011 (UK)
n=6 mâle issus du 
croisement Large White 
Landrace pigs sains (45 kg)

plan chirurgical pour déterminer la localisation des 
cannules: logiciel ACCISS-II                                                 

cadre de stéréotaxie initial = Leksell D mais modifié 
pour l'étude pour être compatible à l'IRM                                                                

bras robotique pour la stéréotaxie                                                           
cathéter = tube carbothane avec un diamètre externe 

de 0,4 mm inséré au travers d'un tube guide en 
carbothane (0,6 mm), guidé par une pièce en 

carbothane implanté dans le trou trépanation de 8 mm 

0.5 µL/min (5 min), 
1 µL/min (5 min), 
2.5 µL/min (5 min) 

et 5 µL/min (20 min)
120 µL gadolinium-

DTPA putamen sain

Large W/L pig données transposables en clinique                                                       
besoin d'une immobilisation totale de la tête pour 
IRM                                                              
ACCISS II plus précis que l'atlas du cerveau 
standard                                                          
grâce au bras robotisé = un trou percé bien rond 
et non oval > pas besoin de ciment pour fixer la 
pièce au trou > pas de réaction exothermique qui 
endommagerait le cathéter                                                   
implantation des cathéters avec une erreur 
inférieure à 0.623 mm.                          
widespread distribution dans le putamen des 
hémisphère gauche et droit

Gottingen minipigs "non autorisé" en UK         
prise de poids rapide du Large WL pigs pendant 

sa croissance > idéal: 4-5 mois                 
artéfacts à l'imagerie dûs à la respiration de 

l'animal                                                           
résolution faible car: unité de neurochirurgie 

avec un 1.5 T plutôt qu'un 3 T

Bienemann A. et al. , 2012 (UK)
n=57 rats mâles Wistar n=4 
Large White Landrace pigs                                
n=4 NIH miniature pigs 
sains

système de cathéter implantable (4 composants cf. 
figure) pour des injections chroniques et intermittentes                         
coordonnées de positionnement par rapport au bregma 

chez les rats: AP=0.5mm, L=3mm

rats: 5µL/min (pas 
d'incrémentation) 
Large WL pigs: 

0.5µL/min (5min), 
1µL/min (5min), 

2.5µL/min (5min) et 
5µL/min (20min)  

NIH pigs:   
0.5µL/min (5min), 
1µL/min (5min), 

1.5µL/min (5min), 
2µL/min (5min), 

2.5µL/min (5min), 
3µL/min (5min) et 
3.5µL/min (2min)     

rats: 4µL 1% BSA 
pigs: 120µL 
gadolinium-DTPA, 
15 µL dans aCSF 
pour vérifier la 
position des 
cathéters par IRM

cerveau sain, 
matière grise (J1, 
J42; J80 et J161)

choix du cathéter carbothane (diamètres: externe 
0.6 mm, interne 0.35 mm) > 28 jours en place 
sans injection: pas obstrué.                                     
1 cochon avec une hémorragie lors de l'ouverture 
de la dura (pas d'implantation du cathéter)           
1 cochon avec 1 cathéter dans le putamen 
gauche; 1 avec 2 cathéters dans le putamen 
droit, le 3ième avec 1 cathéter dans chaque 
putamen.                                                      
injections sur une période supérieure à 163 jours 
reflux quand le cathéteer positionné en antérieur 
n'a pas eu de débit graduel.

croissance du Large WL pigs > déplacement et 
déformation du cathéter laissé en place > NIH 

miniature pigs                                                   
problème de contrôle du débit: manque 

d'incrémentation pour 1 cochon

Sonabend A.M. et al. , 2011 (USA)
preuve de concept           

n=6 cochons mâles sains 
(20 kg)

pompe sous-cutanée Medtronic Synchromed-II  
cathéter de diamètre interne de 0.7mm, terminaison 

coupée pour avoir un seul trou pour l'injection            
suivis par IRM

0.7 mL/24h pendant 
3 ou 10 jours Topotecan cerveau sain 

CED topotecan/gadolinium bien tolérée                 
3 jours après l'injection = distribution maxi et 
stable si l'injection est poursuivie pendant 10 jours

la perte de l'infusat limite le volume de 
distribution

Barua N.U. et al. , 2013 (UK) n=6 NIH miniature pigs sains

idem White et Bienemann                                    
cathéter guide de diamètre interne de 0.6mm et 

externe 0.7mm                                                                  
cathéter central de diamètre interne de 0.4mm et 

externe de 0.6mm (septum seal: SoloPort)                    
2 cathéters dans la matière blanche antérieure et 

postérieure

grand débit: 
10µL/min               

0.5L/min (5min), 1.0 
L/min (5min), 2.5 

L/min (5min), 
5L/min (10min) ± 

10L/min

grand volume: 182,5 
à 700µL par 

cathéter                     
gado-DTPA (IRM)          

AAV (thérapie 
génique)

cortex cérébral 
(matière blanche)

pas de reflux, ratio Vd/Vi: souligne la différence de 
distribution en fonction de la zone infusée 

(matière blanche ou matière grise): plus grandes 
élasticité dans la matière blanche comparée à la 

matière grise

Kim I. et al. , 2014
n=5 cochons mâles 
domestiques sains           

(environ 30 kg)
système pour injection chronique en intraparenchyme 

fait de 4 parties: pompe sous-cutanée Medtronic 
Synchromed-II  

BOLUS

Tsujiuchi T. et al. , 2014 (Japon)
n= 25 rats sprague dawley 

(mâles, 5 sem) ou rats 
mâles Wistar (essais 
CED), cochons sains

étude pilote chez le rat avant de passer au porc 
coordonnées de positionnement par rapport au bregma 

chez les rats: AP=5mm, L=3mm, P=5mm         
cathéter cochon: diamètre externe 0.2mm

rats CED: 0.5 ou 
2.5 ou 5µL/min         

pigs: 0.5µL/min à 
1µL/min puis 
2.5µL/min et 

5µL/min après des 
intervalles de 10 et 5 

min

rats: 10µL LipoTrust 
avec ou sans siRNA 

rats CED: 
liposomes+fluo   

pigs: 140µL 

cerveau sain 
matière blanche 

(frontal droit)

pas effet délétère chez les rats (avec ou sans 
TMZ en intraperitonéal en plus), CED non 

concluante dans chacun des deux modèles    
rats: grand débit (5µL/min) = reflux significatif 

dans la matière blanche

CED = distribution dépendante de la molécule 
infusée

Selek L. et al. , 2014 (France)
n=15 White large Landrace 
femele pigs (3 mois) avec 

tumeur induite

teste de 2 lignées cellulaires: U87 MG et G6 (cellules 
souches qui reproduisent l'hétérogénéité des GBM) 

coordonnées: 1cm de la suture centrale, 3cm antérieur 
à la crête occipitale                                                    

suivi de la progression tumorale par IRM

20µL de suspension 
cellulaire (10x106) _

gliome induit pour la 
première fois dans 
un grand modèle 

pré-clinique > 
cellules placées 

dans parietal corona-
radiata

succès de l'induction des GBM > mise en place 
d'un nouveau grand modèle animal opérationnel 
n=14(/15 cochons) avec développement U87MG 
en 30 jours > signes cliniques (apathie, epilespie) 
n=1(/5 cochons) avec développement G6 en 60 

jours

attention à ne pas percer la dura!         
Traitement immunosuppresseur (oral, 2 

fois/jours)

Auteurs Modèle pré-clinique Caractéristiques de l'injection Résultats Limites / compromisAnimal
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II.2 Le modèle primate non humain 

lisés à son hébergement qui occasionne entre autre, des 
hauteurs de plafond, une cage dimensionnée par primate et donc un nombre limité de 

environ 10 ans pour que le singe atteigne sa taille adulte, son utilisation est controversée
pour des questions éthiques. 

 
Une 
concernant la CED sur les Cynomolgus monkeys (Macaca Fasicularis). A partir des études 
préliminaires (Krauze et al., 2005) puis des rats et enfin des singes 
sains, ils ont conçu une canule combinée à un tube de silice fondu ne permettant pas le 

(Figure 34a). 
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Figure 34 : (A) photographie illustrant la cannule anti-reflux d -
de 5- (épaisseur 40µm) révélant la distribution de 
700 µL de liposomes couplés à la rhodamine dans la corona radiata (flèches). (D) idem dans le 
tronc cérébral (flèches) et al., 2005). 
 

atteindre un débit maximal de 5 µL/min. Il est à souligner que ces caractéristiques 
-

impossible leur comparaison). 
La figure 35 illustre le dispositif utilisé par Krauze pour la CED intracérébrale. 
 

 
Figure 35 : (A) photographie illustrant le cadre de stéréotaxie compatible IRM pour le singe (B) 
Vue détaillée du guide de la canule. (C) Tube de silicone + guide + canule. (D) Zoom sur la 

et al., 2009). 
 
Le modèle primate non humain a permis de tester la distribution dans différentes zones 
anatomiques du cerveau (matière blanche : corona radiata, la matière grise : putamen ou le 
tronc cérébral). 
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stribution, la toxicité 
des agents thérapeutiques comme le CPT-11 a été évaluée (Krauze et al 2009). Les équipes 
testent les liposomes chargés avec le CPT-11 (ou Irinotécan), analogue de la camptothecin 

yme nucléaire la topoisomérase I. 
-

augmentent la demi-
systémique. 

 

Le Tableau XI suivant est un récapitulatif des articles concernant les études sur les 
améliorations techniques de la CED chez le primate non humain. 
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débit (µL/mL) volume injecté localisation

Bankiewicz K.S. et al. , 2000 (USA) primates non-humains
cadre de stéréotaxie compatible IRM                           
canule multiple aiguilles (abaissée manuellement au 
site), 6 cannules (3/portoirs), aiguille 27 gauges

0.1 et 0.2 puis 
0.4µL/min

30µL (60min puis 
30min) à chaque 

site

striatum (2 in 
caudate et 4 dans le 

putamen)             
AAV avec LacZ

temps total de la chirurge par animal = 4,5h

Krauze M.T. et al. , 2005 (USA)
n=3 adultes mâles 

Cynomolgus monkeys 
(Macaca Fasicularis)        

2.8-3.5 kg
singes: 15 minutes après l'injection: canule retirée du 

cortex

singes: débit initial 
de 0.1µL/min puis 

augmentation toutes 
les 10min pour 

atteindre 5µL/min

singes: volume 
maximal de 
700µL/site 

rhodamine-liposome

corona radiata 
(matière blanche) et 
putamen (matière 

grise)                
(tronc cérébral)

singe: le système canule permet de ne pas avoir 
de reflux quelque soit la localisation de l'infusat 
(débit maximal de 5µL/min)

rats ne permet pas d'étudier de grands débits

Varenika V. et al. , 2008 (USA)
n=5 mâles Cynomolgus 

monkeys (Macaca 
Fasicularis) 3-10 kg        

aiguille en verre de silice + canule connectée à une 
ligne de chargement contenant les liposomes et à une 

ligne d'injection d'huile. Une seringue 1mL remplie 
d'huile génère la pression d'infusion et est connectée à 

la pompe microinfusion (BeeHive, Bioanalytical 
Systems) et régule le débit du fluide au travers du 
système. guide des cannules par IRM et insertion 

manuelle. Quantification et monitoring en temps réel 
par IRM                                                                    

attente de 15 minutes après l'injection pour retirer la 
canule.

0.1 puis 
augmentation toutes 
les 10min à 0.2-0.5-

0.8 et 1µL/min
300µL et 700µL

putament et corona 
radiata  liposome 
(124 ± 24,4 nm) + 
gado ± CPT-11 

injection plus de 3 
fois par animal > 

intervalle de 4 
semaines

la distribution des liposomes n'augmente pas plus 
malgré l'injection en continue

fuite de l'injection dans les ventricules > impact 
sur le volume injecté qui cesse directement.

Krauze M.T. et al. , 2008 (USA)
n=6 adultes mâles 

Cynomolgus monkeys 
(Macaca Fasicularis )         

3-5 kg, âge moyen de 10 
ans

CED en temps réel                                              
système d'injection: fused-silica needle cannula that 

was connected to a loading line
(containing liposomes) and an oil-infusion line. A 1-ml 

syringe (filled with oil), mounted onto a Bee Hive® 
micro-infusion pump (Bioanalytical Systems, West 
Lafayette, IN), regule le flux de fluide tout au long du 

système

IRM en continu 
pendant l'injection 

0.1µL/min puis 
augmentation toutes 
les 10min à 0.2-0.5-

0.8-1 jusqu'à 
5µL/min

2-4 mois d'attente 
entre les injections 
volume total jusqu'à 

700µL par 
hémisphère     

injections multiples 
au même site (300-

400 et 700µL)

putamen, corona 
radiata, tronc 

cérébral       
liposomes Gd (124 

± 24,4 nm) ou 
rhodamine (115 ± 

40,1 nm)

attente de 15min après l'injection avant de retirer 
la canule                                                  
distribution du GDL non affecté par sa 
concentration                                                
relation linéaire entre Vd et Vi (ratio Vd/vi 
important dans le brainstem > distribution tend 
vers la direction caudale)                                               
pas de nécrose ni de réaction inflammatoire suite 
à l'injection

Krauze M.T. et al. , 2009 (USA)
n=6 adultes mâles 

Cynomolgus monkeys 
(Macaca Fasicularis )         

3-10 kg

CED 2 à 4 semaine après implantation du guide des 
cannules                                                                 

pompe microinfusion (bioanalytical Systems, Lafayette, 
IN)

0,1µL/min avant 
l'injection pour éviter 

l'occlusion puis 
augmentation toutes 
les 10min à 0.2-0.5-

0.8-1 jusqu'à 
5µL/min

> 400µL

putamen, corona 
radiata et tronc 

cérébral       
liposome + gado ± 
rhodamine ± CPT-

11

le positionnement du cathéter est important pour 
la distribution: canule dans la matière grise>fuite 
vers la matière blanche.                                                        
la distribution est significativement augmentée si 
l'injection est hydrophile.                  
L'encapsulation et le PEG en surface augmentent 
la distribution.                                                         
> nouveau design de la canule pour n'avoir aucun 
reflux à 5µL/min.

la distribution se fait là où il y a le moins de 
résistance. Les canules de petit diamètre font 
une meilleure distribution mais le débit ne doit 
pas excéder 0.5µL/min.                                      
ne pas retirer directement la canule après 
l'injection.

Valles F. et al. , 2009 (USA)
n=10 adultes mâles 

Cynomolgus monkeys 
(Macaca Fasicularis)          

3-10 kg                                     

système guide de cannules laissé en place pour les 
injections répétées                                                      

plus de 3 injections par animal (intervalle de 4 
semaines)                                

0,1µL/min avant 
l'injection pour éviter 

l'occlusion puis 
augmentation toutes 
les 10min à 0.2-0.5-

0.8-1 jusqu'à 
5µL/min

entre 700 et 40µL de 
GDL par cible

putamen, corona 
radiata et tronc 

cérébral       
liposome + 

gadoteridol (GDL) 
(124 ± 24,4 nm)

9,3% des injections = compression des 
ventricules NHP tolère le volume injecté -> pas 
d'effet de masse ni de compression des 
ventricule (si compression = retour à la normale 
après l'injection)                                                            
seuil de visualisation de la compression 

complete compression est atteinte pour un Vi  
voir les limites avec le modèle canin porteur de 

tumeur

Gimenez F. et al. , 2011 (USA)
n=6 adultes mâles 

Cynomolgus monkeys 
(Macaca Fasicularis )         

3-5 kg, âge moyen de 8.5 ± 
1.5 ans

système d'injection: fused-silica needle cannula that 
was connected to a loading line and a 1-ml syringe 
containing infusate, mounted onto a micro-infusion 

pump (BeeHive; Bioanalytical Systems, West 
Lafayette,IN)

IRM en continu 
pendant l'injection 

0.1µL/min puis 
augmentation toutes 
les 10min à 0.2-0.5-
0.8-1 et 1.5µL/min

52-178µL/site
putamen      

liposomes (GDL) 
(124 ± 24,4 nm) ± 
Gadoteridol (Gd) ± 

protéine GDNF

2 méthodes pour définir le Vd: avec Gd et GDL 
par IRM                                                                    
mise en évidence du transport perivasculaire et le 
long des axones de la protéine

grand volume injecté = fuite dans le corps 
calleux et CSF pour la plupart des primates     

pour la maladie de Parkinson

Auteurs Modèle pré-clinique Caractéristiques de l'injection Résultats Limites / compromisAnimal
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II.3 Les carnivores domestiques : chats et chiens 

Les modèles pré-cliniques sont nécessaires pour démontrer l du ciblage et 
innocuité  Les modèles murins sont le plus souvent et 

facilement utilisés pour répondre à ces questions mais ils ont des limites, particulièrement en 
imagerie du fait de leur petite taille. De 
Cancer Institute ont montrés que les pathologies des animaux domestiques pourraient être 

humaine (Khanna C. et al. 2006, 2009). Les modèles spontanés de cancer présentent de 

spontanée. Elles sont décrites comme des tumeurs syngéniques dans des animaux 
immunocompétents. Le séquençage complet du génome canin a démontré un haut niveau 

connaissances à propos des voies de signalisations oncogénique et sur les mutations 
impliquées dans les cancers survenant chez les animaux font de ces modèles des modèles 

hommes), et le développement de métastases est similaire. Actuellement, la réponse à la 
chimiothérapie conventionnelle est bien décrite pour la plupart des cancers félins et canins. 
Elle est souvent identique à ce que nous pouvons observer chez les humains avec 

 
cancers est plus rapide, permettant ainsi des études cliniques rapides. Ceci aide également 
la médecine vétérinaire à progresser, est éthiquement plus justifiable par rapport à 

ermet de récolter des données précliniques fiables et 
précieuses avant une transposition en clinique humaine. Enfin, la réalisation de celles-ci 

ne sont pas requise  
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Le modèle chats sains expérimentaux a été utilisé une fois, par Bobo et son équipe en 1994 
(Bobo et al., 1994). Les auteurs ne justifient pas clairement le recours à ce modèle félin 
(taille supérieure au rat ?). Dans cette étude, la distribution des macromolécules 111In-
Transferryl et 14C-sucrose a été évaluée dans la corona radiata. Le paramètre du débit est 

ntation 
du flux délivrée pendant 2 heures, les molécules se dispersent à environ 2 cm au maximum 
en autoradiographie. De plus, il est noté que la concentration de ces molécules est 100 fois 
plus importante au site comparée à une administration en systémique. Ceci renforce donc le 

 
 
Pour la plupart des modèles canins, ce sont des cas de tumeurs spontanées diagnostiquées 
en clientèle vétérinaire auxquels le tra Certaines études font 
ég  
Le gliome spontané se développe plus souvent chez les races canines brachycéphales 

faible (elle varie de 14,5 pour 100 000 à environ 1 à 3%) et la tumeur, malgré une base 

un stade avancé. 
 Ce développement tumoral est décrit 

comme présentant des caractéristiques analogues aux gliomes humains (Candolfi M. et al.,
2007 ; Stoica G. et al., 2010 ; Chen L. et al., 2013).  
 
Les administrations par CED testées dans ce modèle seront réalisées dans des conditions 
réelles de traitement avec la tumeur en place. Ceci est différent des modèles singes et la 
plupart des modèles porcs présentés ci-dessus. 
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CPT-11 par CED est 
appliquée au modèle de gliome spontané chez le chien (Varenika V. et al., 2008, .Valles F. 
et al., 2009, Dickinson PJ. et al., 2008 et 2010). 

ude de Valles (Valles F. et al., 2009) est menée sur deux modèles gros animaux : le 
modèle canin porteur de gliome spontané et le modèle primate non-humain sain. Le contrôle 

réalisés en 

compartiments anatomiques du cerveau par exemple et permet alors une rectification ou un 
 

liposomes (tumeur intracrânienne dans le cas canin : flux/ pression des fluides interstitiels à 
partir 

chargés en CPT- et se 
traduit par la compression de compartiments cérébraux, non présent chez les singes sains. 

augmenterait la pression intracrânienne pour les cas où les animaux sont port
tumeur. 
 

le CPT-11 
(Dickinson PJ. et al., 2010). Dans cet essai clinique vétérinaire et pré-

placement des canules dans la masse tumorale sont tolérées par tous les chiens (Figure 36).
3) et le Vd (en 
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histopathologie. De plus, il y a un lien entre le volume distribué et la réponse au traitement 
par le CPT-11. Cette réponse est traduite par la régression de la tumeur ou la stagnation de 
sa croissance, accompagnée par 

dministration par CED sont les mêmes que celles décrites dans les modèles 
précédents (reflux le long du trajet du cathéter 
arachnoïdien). 

 

 
Figure 36 : (A) photographie illustrant le système de CED (B) Cadre destiné chien, compatible à 

(C) . (D) Zoom sur le guide multipores. France Mise en 
jection de liposomes et (F) Guide in situ Dickinson et al., 2010). 
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Le modèle de gliome spontané canin apporte un réel avantage à la recherche thérapeutique 

résection de la masse tumorale qui est, lorsque celle- e.
Parallèlement, quelques études ont été menées chez le chien sain expérimental : 
récemment, une étude de toxicité et de distribution a été élaborée sur des chiens sains de 
race Beagle en leur administrant des nanoparticules IONP (Iron-Oxide Nanoparticles) 
couplées au cetuximab  (Platt L. et al., 2012).
Après 24h, une distribution uniforme de 289 µL des particules est obtenue avec un débit 

ion de 0.5 la seule lésion 
tissulaire observée en histopathologie est celle due au trajet de pénétration du cathéter. Ce 
travail conclut sur la validation de la technique (non toxique pour le tissu sain) qui favorise 

Cependant, les conclusions sur un modèle sain sont à prendre avec du recul car comme 
démontré à plusieurs reprises sur les autres modèles animaux, les résultats de dispersion 
seront certainement différents dans une situation où la tumeur est présente. 
 

rhénium-
été établie, avec pour objectif de tester la faisabilité, la tolérance et dans un deuxième temps 

 
Dans un premier temps, ce projet a nécessité de développer à Oniris les compétences et 
équipements vétérinair

-CT pour le gros animal. Parallèlement, un dispositif permettant de 
intracrânienne a été mis au 

point. Ce matériel a consisté en un cadre de stéréotaxie adapté au chien et compatible à 

à 
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avons participé à sa validatio
étudiants en thèses de Doctorat Vétérinaire sur le sujet (Gaël Chassain puis Anne-Laura 

 
Une innovation technique a été réalisée lors de la création du cadre, permettant de 

 clone », demande 
de 

stéréotaxie compatible IRM (Figure 37) est ajustable à différentes races de chiens. 
Le principal 

erie. Tout le dispositif 

ventralement. 
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Figure 37 : Photographies du cadre de stéréotaxie dédié chien, compatible IRM avec son 
osseuse. 
 
 
La répétabilité et la précision des biopsies du cadre ont été testées sur des cadavres de 
chiens (thèse de Doctorat Vétérinaire de Gaël Chassain). 
Les rés

stéréotaxie. De manière générale, seules les valeurs pour la profondeur z sont identiques 
entre les deux temps de repérage (3 essais sur 10 sous-
ce qui concerne les valeurs x et y, ell 3 mm ou sous-

.6 mm respectivement. 
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x IRM = premier repérage à l IRM 
x  IRM = 2ème IRM = après la biopsie ou l injection d eau 
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 En conclusion de la première phase de mise au point du cadre de stéréotaxie compatible 

 la 
biopsie) est obtenue. Celle-ci a été jugée  acceptable et satisfaisante compte tenu de la taille 
tumorale envisagée à injecter. Toutefois, elle a encore été améliorée grâce à quelques 
modifications ultérieures (Anne-Laura Potelle et Dr Roussel). La précision est désormais de 

188Re-SSS chez le modèle de gliome spontané canin. 
 
La démarche de combinaison des compétences entre différents pôles de recherches a déjà 

de dominante oligodendrogliome anaplasique. Ceci pour les 15 cas de races différentes 
(Boxer, Fox Terrier, Berger Allemand, Bouledogue F  et qui 

ge de diagnostic moyen 
est de 8.5 ans, sans déséquilibre entre les mâles et les femelles.  
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De plus, une prédisposition raciale forte est observée. Celle-ci liée au type de tumeur, 
influence la localisation de la tumeur. 
 
 
 
Le Tableau XII suivant est un récapitulatif des articles concernant les études sur les 
améliorations techniques de la CED chez le modèle spontané canin.
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débit (µL/mL) volume injecté localisation

Varenika V. et al. , 2008 (USA)
n=7 chiens:                         

4 expérimentals (8 mois-3 
ans) et 3 chiens cliniques (3-

8 ans)

système d'injection en 4 parties: (1) canule de silice 
fondue de 22 gauge moulée à un guide (2) canule 

d'infusion de 28 gauge (3) ligne de chargement des 
liposomes en Teflon stérile (diamètre interne de 0.03) 

(4) ligne d'infusion non stérile contenant de l'huile 
d'olive.                                                                            

La canule interne est 2mm plus longue que la canule 
guide (laissé en place pour les injections répétées). 
guide des cannules par IRM et insertion manuelle. 

Quantification et monitoring en temps réel par IRM et 
attente de 15 minutes après l'injection pour retirer la 

canule.

0.1 puis 
augmentation toutes 
les 10min à 0.2-0.5-
0.8-1-1.5-2-2.5 et 
3µL/min pendant 

60min

300µL (injection sur 
une période de 2.5h)

corona radiata ou 
tumeur: liposome + 

gado ± CPT-11 
injection répétée 4-8 
semaines après la 

première

la distribution des liposomes n'augmente pas plus 
malgré l'injection en continue perte de l'injection dans les ventricules.

Olson J.J. et al. , 2008 (USA) n=10 chiens
1 cathéter + ballon                                                    

bolus = 1min et CED = 30min                                    
IRM après l'injection puis 1h, 2h, 48h et 96h après.

83µL/h = 2mL/jours 0.5mL
75% saline, 25% 

gado et 1,5mg/mL 
BCNU

le Vd est variable selon les individus.                  
En injection continue avec le ballon gonflé = 
meilleure pénétration dans le cerveau par rapport 
au bolus.

Valles F. et al. , 2009 (USA) n=7 chiens porteurs de 
tumeurs, 6-34 kg, 6-11 ans

système guide par stéréotaxie de cannules laissé en 
place pour les injections répétées 4 à 8 semaines 

après la première injection                                          

0.1, 0.2, 0.5, 0.8, 
1.0, 1.5,

(augmentation 
toutes les 10min)

varie selon la 
localisation et la 

taille de la tumeur: 

pendant 60 min

tumeur:         
liposome + 

gadoteridol (GDL) + 
CPT-11 sain: 
thalamus et 

putamen seulement 
GDL

effet de masse dû à la tumeur

effet de masse dû à la tumeur augmenté lors de 
l'injection intra-tumoral                             

complete compression est atteinte pour un Vi  
threshold for visible anatomical compression 

Dickinson P.J. et al. , 2008 (USA)
n= 11 chiens (n=4 pour la 
détection après la CED, 
n=4 pour la distribution 

après la CED et n=3 pour la 
corrélation Vd et Vi)

cadre de stéréotaxie pour primates                            
IRM en temps réel pour guider l'injection                         

2 sites, le guide est laissé en place pour les injections 
répétées (4 semaines après la première injection-> 

euthanasie après)

0.1, 0.2, 0.5, 0.8, 
1.0, 1.5,

(1h), (augmentation 
toutes les 10min) 

pendant 2.5h

300µL (essais avec 
15; 90 et 211µL)

corona radiata ou 
thalamus rostral 

tumeur:         
liposome + 

gadoteridol (GDL) ± 
rhodamine ± CPT-

11

Fluorescence et IRM donnent les mêmes 
indications pour quantifier le volume.           
Corona radiata: Vd/Vi=2.8 et thalamus = de 1.2 à 
3.4 rflux et fuite dépendent de la taille du cathéter, 
de sa forme, de son placement et du débit utilisé 
> ici taille petite et débit lent.

propriété de convection dépend de ce qui est 
injecté:  gado seul et gado+liposome.     

Attention au ventricule latéral gauche, au 
placement de la canule.                                  

CED tissu tumoral  CED tissu normal car: 
grande pression interstitielle, distribution 

hétérogène de la vascularisation, oedème 
péritumorale et hétérogénéité du tissu tumoral.

Dickinson P.J. et al. , 2010 (USA)
n=9 chiens (astrocytome ou 
oligodendrogliome, grades II 

ou III)

cadre de stéréotaxie compatible à l'IRM + moule 
dentaire > infusion monitorée                                                                

système de canule en 4 composants: (1) guide 
cylindrique de 27 trous (diamètre 12mm) ou de 6 trous 
(8mm), (2) canule d'injection en silice (canule externe 
= 22gauge et une 2mm plus longue en interne = 28 
gauge), (3) ligne de chargement des liposomes en 

teflon stérile (diam. int. 0.508 mm), (4) ligne d'injection 
non-stérile contenant l'huile d'olive.                        

pompe microinfusion connectée à une seringue 1mL 
d'huile pour la pression d'injection.                                  

1 à 4 canules sont insérées par chien (taille de la 
tumeur et placement du guide dépendant).                          

Injection répétée en fonction du volume tumoral.

0.1, 0.2, 0.5, 0.8, 
1.0, 1.5,

(augmentation 
toutes les 10min)          
durée de l'injection 
de 135 à 290min     

(1 à 4h)

au maximum = 
2.125mL pendant 

une procédure 
(50µL minimum)

tumeur:         
liposome + 

gadoteridol (GDL) + 
CPT-11

le Vd varie beaucoup en fonction de la procédure 
d'injection et entre les cathéters

attention au reflux et à la fuite dans les 
ventricules et l'espace sous arachnoïdien

Platt S. et al. , 2012 (USA) n=8 Beagle sains (4 mâles 
et 4 femelles)

monitoring par IRM, 1 cathéter connecté à une pompe 
externe programmable (Medtronic Synchromed II), pas 

d'anesthésie pendant la CED

0.5, 1.0, 3.0, ou 5.0 
mL/min pendant 1, 

6, 12, ou 24h. Vi de 180 à 720 mL.
nanoparticule 

(10nm): IONP seul 
ou avec cetuximab

pompe Medtronic Synchromed II déjà utilisée en 
essai clinique pour GBM.                                                     
pas de signe de toxicité après pa CED de l'IONP 
0.5µL/min= diffusion uniforme dans la matière 
grise et blanche de 2 chiens.                               
Vd = linéairement proportionnel à Vi. meilleure Vd 
à 24h: 289mm3.                                                     
1-3 et 5µL/min= fuite le long du cathéter.

Bobo R.H. et al. , 1994 (USA) n=12 chats (3,5-4kg)
coordonées: AP=12.6mm, L=8.5mm et P=5mm   

canule de 23 gauge connectée à une seringue de 3mL 
+ tubing de 60cm (PE-50).   animaux sacrifiés le jour 

même, 2h et 24h après l'injection

0.5µL/min puis 1-2-3 
et 4µL/min toutes 

les 10min              
(durée de 30min, 1h 

à 4h)

75 ou 300 ou 
600µL/hémisphère

Corona radiata 
(bilaterallement) 

macromolécules: 
111In-Tf ou 14C 

sucrose

autoradiographie quantitative pour le Vd.           
111In: Vd/Vi=6:1 14C-sucrose: Vd/Vi= 13:1                    
le Vd augmente de manière linéaire avec le Vi.

Auteurs Modèle pré-clinique Caractéristiques de l'injection Résultats Limites / compromisAnimal
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III. Conclusion 

Pour conclure sur ce chapitre, chaque modèle pré-clinique doit être envisagé en sachant que 

comparée, nous pouvons étudier des modèles présentant une anatomie voire une pathologie 

technique de CED. Il semble que nous arrivons à la limite des connaissances techniques 
que ce modèle petit animal puisse nous apporter. Il est évident que le modèle murin est 

incontournable pour le développement des nouvelles stratégies thérapeutiques. Il est du 
devoir des scientifiques de poser les bonnes problématiques et hypothèses de travail afin de 
réaliser au mieux les recherches sur le modèle pré-clinique adéquat. Le modèle gros animal 

res) et leur accessibilité en France semble 
restreinte. Toutefois, le nombre de cas de gliomes canins diagnostiqués chaque année 

pré-

présentés précédemment soulignent la plupart des avantages, inconvénients et compromis 

délivrance doit être poursuivie pour que la CED puisse être utilisée en routine en clinique, ce 

sous-optimale non envisagée en général. 
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Conclusion générale 
 
Actuellement, la thérapie des gliomes de haut grade ou comme dans ce présent travail la 

 
Dans le domaine de la médecine nucléaire, les actions envisagées pour améliorer la simple 
curiethérapie et de développer la radiothérapie interne ciblée des glioblastomes passent 
entre autre par la mise en avant de nouvelles cibles au niveau tumoral et les choix 
techniques pertinents. Ceux-
dans la première 
la thérapie requiert trois notions majeures qui doivent être prises en compte: 

-  
- Le choix des vecteurs thérapeutiques (anticorps monoclonaux, peptides, système 

 
- Le choix des radionucléides thérapeutiques. 

 
La plupart de ces stratégies a été testée pour des cas de récidives, lorsque la sélection des 

que concernant les études de dose maximale 

 
 

-188 
comme nouvel outil pour la radiothérapie interne du gliome et ainsi que sur les données 
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administration fractionnée de LNC188Re-

188Re-SSS étudiée a été la convection-enhanced delivery pour une 
injection intra tumorale localisée. Ce nouveau travail de recherche a défini les modalités 

188Re-SSS dans le modèle murin de gliome orthotopique (Lab1) et 
appliquées au modèle murin syngénique (GL261). Ces derniers du fait de leur petite taille 
nécessitent des études préalables pour déterminer le volume cérébral recouvert après 

à traiter. Grâce au modèle souris immunodéprimé, nous étu -tumoral sans 
contribution de la réponse immunitaire de type lymphocytaire. Au cours de cette étude, une 
deuxième approche a été valorisée  Jour 19 

MBq de LNC188Re-
effets radiobiologiques sur les cellules tumorales sont responsables de ces résultats curatifs 
pour la moitié des souris traitée
(déficit de production de cellules immunitaires de type lymphocytes T), nous suspectons 
surtout un effet radio-induit par les LNC188Re-
semble ê  Ses acteurs se situent à proximité des 
atypies cytologiques des cellules tumorales (cytomégalie, caryomégalie). Nous pouvons 
nous demander quel est son rôle et sa contribution au succès du protocole de radiothérapie 
interne fractionnée chez la souris nude. Ceci pourrait être utile pour renforcer cette réponse 

mécanismes de résistance (lésions cellulaires vés après le 
traitement sont connus pour être présents en cas de stress et représenter un mécanisme de 

. Ceux-
Il serait i

cellulaire.  Nous pouvons également chercher à majorer le stress cellulaire ce qui donnerait
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une orientation de recherche intéressante pour éviter  
 
Voici quelques perspectives de recherche pour les études pré-cliniques: 

- vérifier ules atypiques évoquant des cellules 

résistance au 
188Re-SSS) : analyse

polyploïdie cellulaire avec la technique de sondes FISH et test du marquage SA-beta-
galactosidase (enzyme cytoplasmique) à partir de coupes de tissus pour 
éventuellement révéler la senescence des cellules tumorales, 

 
- 

(utilisé actuellement en clinique) pour le traitement des gliomes Lab1 par un examen 
histopathologique pour déterminer les conséquences morphologiques 
microscopiques sur la tumeur précédemment décrites avec les LNC188Re-SSS,

 
Dans ce travail de thèse, face aux données actuelles quant aux modèles pré-cliniques 

LNC188Re-SSS reflétant leur devenir et les conséquences chez le modèle murin avant tout. 

(jour 12 et jour 19 de croissance tumorale). 
 

que. Cette démarche a déjà 
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général de dominante oligodendrogliome anaplasique ores et déjà, la mise en place du 
cadre de stéréotaxie dédié chien constitue une première étape vers le développement des 

188Re-SSS. 
 

 

CED puis dans le cas des tumeurs cérébrales. Les résultats de cette synthèse 
e approche réfléchie sur les points 

suivants et pouvant être directement appliquée, et ceci sans modification majeure,  à 
 : 

- 
- Les conditions de radioprotections à appliquer, 
-  
-  
-  

 
Nous retenons la mise en évidence des avantages de ces modèles gros animaux 
précliniques. En revanche, 
recrutement des cas cliniques pour lesquels notre stratégie thérapeutique peut être 
proposée. Il serait nécessaire de communiquer auprès des vétérinaires praticiens pour 
valoriser notre projet qui mènerait à un recrutement de chiens avec un gliome à grande 

étape per
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188Re-  
 

188Re-SSS est manuelle, ce qui peut apporter des variabilités 
à la conception finale du radiopharmaceutique. Un travail en cours de réalisation porte sur la 
mise 188Re-SSS. Le but de cette démarche 

gence Nationale de 
Sécurité du Médicament (ANSM) (version 3.0, Janvier 2004) souligne le point suivant : « Le 

alitatifs ». Ainsi, une 

pièces constitutives : le dossier de médicament expérimental (DME). 
 

comparaison des résultats entre eux. Il faudrait collecter des données plus précises 

traitement et ainsi mieux cerner la dose à administrer selon la progression tumorale. 
Finalement, notre travail aura contribué au transfert vers la clinique humaine 
innovant et prometteur utilisant les LNC188Re-
Par ailleurs, suite à nos réflexions, le modèle chien de gliome spontané permettrait 

rnant ce cancer qui est encore 
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Evaluation of nanovectorized radiotherapy using 188Re-lipid nanocapsules for 
 

Résumé 
Les glioblastomes sont des tumeurs gliales de haut 
grade qui restent incurables de nos jours. Le traitement 
traitement de radiothérapie externe associé à la 
chimiothérapie) conduit à une augmentation de la 
médiane de survie des patients de quelques mois. De 
nouvelles stratégies notamment dans le champ des 
nanomédecines véhiculant un radioélément (émetteur 
ou ) ont été évaluées en clinique. La première partie, 
utilisées dans ce domaine, rend compte des critères 
importants à prendre en compte que sont le choix du 
vecteurs utilisés. Elle se conclut par une présentation 
nanovecteurs encapsulant un radioisotope : les 
LNC188Re-
thérapeutique sur un modèle murin de xénogreffe et 
montre une éradication de la tumeur initiale suite à un 

ar 
convection-enhanced delivery. Elle décrit également la 
distribution des LNC ainsi que les effets directs des 
radiations sur les cellules tumorales (cellules géantes 
atypiques, supposées polyploïdes), accompagnés par 
un infiltrat inflammatoire (immunité innée). Une 
évaluation complémentaire sur modèle murin GL261 a 
été réalisée et constitue la troisième partie de cette 
clinique pourrait être facilité par le recours à un modèle 
canin de gliome spontané homologue à celui de 

automatisées. 

Mots clés 
glioblastomes, radiothérapie nanovectorisée, 
rhénium-188, LNC188Re-SSS, modèles pré-cliniques, 
xénogreffe Lab1, GL261, CED. 

Abstract 
 
High grade glial brain tumors are defined as 
glioblastomas. Nowadays, they are incurable. The 
current therapeutic purposal (surgical resection, external 
patients median survival time up to a few months. New 
strategies as nanomedicines loaded with a radionuclide 
(  or  emitter) have been evaluated in clinical trials. A 
described in a first part which analyses the important 
criteria to take account in vectorized radiotherapy like 
the radionuclides, the route of administration and the 
vectors used. Then, it is concluded with a presentation 
of preclinical ongoing studies as the use of nanovectors 
loaded with a radioisotope : the LNC188Re-SSS. The 
second part illustrates the therapeutical strategy 
application on a xenograft mice model. The data show 
an eradication of the tumor mass of treated mice with 
the personalized convection-enhanced delivery of 
fractionated radiotherapy. Furthermore, it describes the 
LNC distribution and the direct radiation effects on 
tumor cells (atypical giant cells, polyploïdy) supported 
by an inflammatory infiltration (innate immune effectors). 
An evaluation on the GL261 mice model has been 
realized and concerns the third part of this thesis. In 
perspectives, the transfer of these data to clinical trials 
could be facilitated thanks to the dog spontaneous 
glioma model. This tumor share characteristics with the 
human neoplasma. Finally, this work will aim to validate 
the automated intracranial injection procedures.
 
 
 
 
 
 Key Words 
glioblastomas, nanovectorized radiotherapy, 
rhenium-188, LNC188Re-SSS, pre-clinical models, 
Lab1 xenograft, GL261, CED.    

lipidiques chargées en rhénium-188 pour le traitement du 
glioblastome : 
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