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INTRODUCTION

I. LES TUMEURS RENALES

A. CONTEXTE EPIDEMIOLOGIQUE DU CARCINOME A CELLULES

RENALES

En France, le cancer du rein se situe au septiéme rang des cancers avec 11573 nouveaux cas estimés
en 2012. L’incidence est plus forte chez I’homme (67%). 1l représente environ 3% des cancers de
I’adulte et ’age moyen du diagnostic est de 65 ans.

Il se situe au neuvieme rang des décés par cancer (3957 déces en 2012).

L’incidence du cancer du rein a fortement augmenté au cours des vingt derniéres années. Cette
augmentation est principalement liée a I’accroissement des petites tumeurs rénales de découverte
fortuite avec le développement et la systématisation des examens d’imagerie abdominale.

En revanche le taux de mortalité standardisé est relativement stable (figure 1).

La survie relative a 5 ans est globalement de 63%. Elle est de 90% dans le cas des stades localisés
(56% des cas).

Source : (1)



Figure 1 : Evolution du nombre de nouveaux cas et de décés (barres) et des taux standardisés monde

correspondants (TSM) (courbes, échelle logarithmique) chez I’homme et chez la femme de 1997 a

2017 en France métropolitaine
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B. EVOLUTION DE L'INCIDENCE DES PETITES TUMEURS RENALES ET

CONSEQUENCES SUR LA PRISE EN CHARGE DU CANCER DU REIN.

La banalisation de 'utilisation des techniques d’imageries en pratique clinique au cours des
derniéres décennies a entrainé une augmentation importante de I’incidence du cancer du rein. Cela
s’explique par une augmentation des petites tumeurs rénales (1ésions <4cm) découvertes fortuites. Il
semblerait que ces petites tumeurs rénales représentent aujourd’hui 48-66% des carcinomes rénaux
diagnostiqués (2).

Cette évolution souléve de nouveaux défis. En effet, la prise en charge d’une tumeur rénale reposait
autrefois essentiellement sur 1’extirpation chirurgicale lorsque les conditions locales le permettaient.
Cette prise en charge est remise en cause pour deux raisons : d’une part 20-30% de ces petites
tumeurs rénales sont bénignes (3,4), d’autre part, méme pour les tumeurs malignes, une proportion
significative semblerait avoir une évolution indolente. En effet, des études récentes ont rapporté des
résultats carcinologiques équivalents a court et moyen terme lorsque ces tumeurs étaient traitées
chirurgicalement, par traitement ablatif ou par surveillance active (5).

Cette recomposition du paysage des tumeurs rénales avec aujourd’hui une part importante des
petites tumeurs rénales remet en cause le paradigme d’une prise en charge exclusivement
chirurgicale.

Effectivement, il est indispensable de pouvoir établir un diagnostic fiable et précis lors de la
découverte d’une petite tumeur rénale afin de pouvoir différencier une tumeur bénigne ne
nécessitant ni suivi ni traitement spécifique, une tumeur maligne indolente candidate a une
surveillance active ou une tumeur potentiellement agressive justifiant un traitement spécifique
ablatif ou chirurgical.

A I’heure actuelle les outils diagnostiques restent limités et reposent essentiellement sur la biopsie

rénale.



C. EVOLUTION DE LA PRISE EN CHARGE DES CANCERS DU REIN

METASTATIQUES

Sur I’autre versant de la maladie, la prise en charge des cancers du rein métastatiques s’est
¢galement fortement améliorée au cours de la dernic¢re décennie.

Le carcinome rénal est un cancer chimio et radio-résistant. Pendant longtemps, les possibilités de
traitement au stade métastatique étaient limitées a 1’interféron alpha associé a une néphrectomie de
cytoréduction. Les résultats étaient modestes avec un faible taux de patients répondeurs.

En 2007, le premier essai validant I’efficacité du Sunitinib, un inhibiteur de tyrosine kinase ciblant
la néo-angiogénése, pour les carcinomes rénaux a cellules claires marque 1’avénement des thérapies
ciblées avec une nette amélioration de la survie des patients métastatiques par rapport a I’interféron
alpha (6). Les inhibiteurs de la voie m-TOR (mammalian target of rapamycin) ont ¢largi le spectre
des traitements systémiques du cancer du rein avec la démonstration de la supériorité du
Temsirolimus dans les situations métastatiques de mauvais pronostiques (7) ou de I’Everolimus en
deuxiéme ligne des traitements ciblant le récepteur du facteur de croissance de I’endothelium
vasculaire (VEGFR) (8).

Plus récemment, les immunothérapies de nouvelles générations avec les anti-CTLA4 (Cytotoxic T-
Lymphocyte Antigen 4) et anti-PD1 (Programmed cell Death 1) ont élargi encore le champ des
traitements possibles pour les patients en situation métastatique. En 2015, I’étude Checkmate 025 a
démontr¢ la supériorité du Nivolumab, anti-PD1, sur I’Everolimus en deuxi¢me ligne des
traitements anti-VEGFR (9). Tout récemment, 1’étude Checkmate 214 a démontré une supériorité
de I’association Nivolumab-Ipilimumab (anti-CTLA4) sur le Sunitinib en premiere ligne pour les
carcinomes rénaux a cellules claires métastatiques de pronostics intermédiaires ou péjoratifs (10).
Le défi soulevé par cette diversification de I’arsenal thérapeutique disponible est le suivi des
patients et plus particuliérement la détection rapide des progressions. Le suivi des patients
métastatiques se fait actuellement par imagerie conventionnelle (scanner) sur le suivi

morphologique de la taille des métastases selon les critéres RECIST (Response Evaluation Criteria
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In Solid Tumors). Le probléme est que la réponse a ces nouvelles thérapies ne peut étre couplée de

maniére linéaire a la taille des tumeurs. En effet, la diminution ou I’augmentation de taille peut-étre

différée ou une masse tumorale composée de fibrose ou de kyste peut garder une taille significative

sans cellules tumorales actives.

Ces traitements présentent des toxicités ainsi que des colits élevés pour le systéme de soins. La
détection retardée de progression sous un traitement expose donc le patient a une perte de chance
par le retard de mise en place d’une nouvelle ligne thérapeutique potentiellement plus efficace et
par I’exposition a des effets secondaires inutiles. Elle expose également le systéme de soin a des
cotts inutiles par la prolongation d’un traitement cotliteux inefficace.

Le développement de marqueurs de réponse précoces a ces nouveaux traitements est donc
primordial pour améliorer la prise en charge des patients présentant des cancers du rein

métastatiques.
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II. LES OUTILS DIAGNOSTIQUES ET PRONOSTIQUES

ACTUELS DANS LES CANCERS DU REIN

Actuellement, 1’évaluation clinique joue un réle limité dans le diagnostic du cancer du rein, certains
signes non spécifiques doivent en revanche déclencher des examens radiologiques, notamment la
palpation d’un masse abdominale, la présence d’adénopathies cervicales ou d’un varicocéle ou
d’cedéme des membres inférieurs pouvant évoquer un envahissement veineux (11). De méme, les
examens biologiques ne jouent pas de rdle diagnostique a proprement parler. Cependant, lorsque le
diagnostic de cancer métastatique est posé, certains marqueurs biologiques tels que le taux
d’hémoglobine, la calcémie corrigée, le taux de plaquettes et de neutrophiles sont associés au
pronostic de la maladie (12). L’évaluation diagnostique et pronostique initiale repose donc

actuellement essentiellement sur I’imagerie et la biopsie rénale.

A. APPORT DE L'IMAGERIE

La plupart des tumeurs rénales sont diagnostiquées lors d’une échographie abdominale ou d’un
scanner prescrits pour d’autre cause médicale (découverte fortuite) (13). Ces examens permettent
tout d’abord de différencier les tumeurs solides des kystes.

La présence d’un rehaussement apres injection de produit de contraste est un élément important
dans I’évaluation des tumeurs solides, elle permet d’orienter vers une origine maligne probable de
cette tumeur (14).

Le scanner ou I’Imagerie par Résonnance Magnétique (IRM) sont les examens de base pour
I’évaluation des tumeurs rénales. Ils nécessitent une évaluation avant et apres injection de produit
de contraste afin de pouvoir apprécier le rehaussement et donc la vascularisation de la tumeur. Ces
examens sont des étapes essentielles pour le diagnostic de carcinome rénal mais ils ne permettent

pas de distinguer des tumeurs malignes de tumeurs bénignes tels que 1I’angiomyolipome non

12



graisseux ou 1’oncocytome (11).
Ces examens permettent d’apporter des éléments diagnostiques et pronostiques importants dans le
cadre de carcinomes rénaux :

- Présence de métastases

- Présence d’adénopathies loco-régionales

- Extension locale de la tumeur, envahissement veineux, atteinte des surrénales et autres

organes de proximité

Dans le cadre d’un traitement systémique, le scanner jouera un role fondamental pour I’évaluation
de la réponse au traitement en mesurant I’évolution des Iésions cibles suite a I’instauration du
traitement (critére RECIST).
L’apport de I’imagerie est donc important, cependant comme nous ’avons signalé, son role ne
permet pas toujours de différencier une petite tumeur maligne d’une tumeur bénigne. Par ailleurs,
dans le cadre du stade métastatique, 1’évolution de la morphologie de la Iésion cible n’est pas
toujours corrélée a la réponse réelle au traitement systémique (thérapie ciblée ou immunothérapie).
Le développement des nouvelles techniques permettant d’une part de différencier les tumeurs
bénignes des tumeurs malignes dans le cadre des petites tumeurs rénales et, d’autre part, de décrire
précocement la réponse aux traitements systémiques pour les tumeurs métastatiques est donc un axe

de recherche présentant potentiellement des applications cliniques pertinentes.

B. APPORT DE LA BIOPSIE RENALE

Les biopsies percutanées des tumeurs rénales peuvent permettre de déterminer la nature
histologique des tumeurs rénales dont la malignité ne peut étre affirmée sur les examens
radiologiques. Les recommandations actuelles imposent la réalisation d’une biopsie lorsque il est
envisagé une surveillance active, un traitement ablatif ou un traitement systémique dans le cadre
d’une maladie métastatique (11).

Bien que les biopsies soient tres efficaces pour différencier une tumeur maligne d’une tumeur
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bénigne, ou pour préciser la nature histologique d’une tumeur, elles présentent toutefois des limites.
Dans de nombreux cas (0-22,6% (11)), les biopsies ne sont pas contributives, elles ne permettent
donc pas de conclure sur la malignité de la tumeur ce qui impose soit la réalisation d’un nouvelle
biopsie soit la décision d’une extirpation chirurgicale. Par ailleurs, les biopsies sont beaucoup moins
performantes pour définir le grade histologique des tumeurs, une récente étude rapporte une
précision de 62,5% (15) ce qui est peu fiable. Or, le grade histologique est un élément pronostique
important pouvant guider le choix de la prise en charge entre une surveillance ou un traitement
curateur (chirurgical ou ablatif).

Du fait de ces deux limites, les recommandations restent imprécises sur la place des biopsies des
petites tumeurs rénales. En effet, contrairement a la plupart des tumeurs solides, leur utilisation
n’est pas recommandée systématiquement en dehors des indications précitées (11).

La place des biopsies dans les petites tumeurs rénales reste donc a définir afin de trouver la bonne
prise en charge entre une biopsie systématique devant chaque découverte de petite tumeur rénale ou
le choix d’une extirpation chirurgicale systématique sans biopsie, lorsque cela est possible. Par
ailleurs, il parait intéressant de développer de nouveaux outils diagnostiques afin de pallier les
limites de la biopsie, a savoir, un taux significatif de biopsies non contributives et une faible

fiabilité pour prédire le pronostic d’une tumeur a travers 1’évaluation du grade tumoral.

III. LES NOUVEAUX OUTILS DIAGNOSTIQUES

A. LA TOMOGRAPHIE EN COHERENCE OPTIQUE

La tomographie en cohérence optique est une technique d’imagerie qui utilise une onde lumineuse
pour capturer des images tridimensionnelles d'un matériau qui diffuse la lumicre. Elle présente
I’avantage d’une trés grande définition, de I’ordre du micrometre et d’une visualisation en temps
réel du tissu a I’échelle microscopique. Elle utilise habituellement une lumiere infrarouge proche du

fait d’une faible absorption des tissues biologiques a ces fréquences. La pénétration est la principale
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limite de cette technique avec une profondeur d’analyse a environ 1mm.

Cette technique est d¢ja largement diffusée en pratique clinique ophtalmologique pour I’imagerie de
la rétine et plus récemment en cardiologie pour I’imagerie intravasculaire des maladies
coronariennes.

Plusieurs études ont évalué I’apport de cette technique d’imagerie en oncologie notamment
pour le carcinome bronchique (16), les carcinomes cutanés (17). Une étude de faisabilité a démontré
la possibilité d’appliquer cette méthode par voie percutanée dans le diagnostic des tumeurs rénales
(18).

Cette technique pourrait permettre de par son retour d’information instantané de pallier le
probléme des biopsies non contributives en indiquant immédiatement lorsque le point de ponction

ne se trouve pas dans le milieu tumoral (graisse péri-rénale, muscle ou parenchyme rénal sain).

B. L'IMAGERIE MOLECULAIRE

L’imagerie moléculaire est une technique d’imagerie récente consistant a coupler un traceur a une
molécule pouvant interagir avec une cible afin de mettre en évidence des interactions moléculaires
et cellulaires au sein d’un organisme vivant.

Différentes modalités d’imagerie peuvent étre utilisées : imagerie nucléaire avec un traceur
radioactif, ’IRM avec un traceur ferromagnétique, les ultrasons avec des microbulles.

Les sondes sont donc 1’association du produit de contraste avec la molécule permettant 1’interaction
avec la cible au sein de I’organisme. Cette molécule peut étre une protéine, un composant du
métabolisme cellulaire (glucose..) ou un anticorps.

En oncologie, I’imagerie moléculaire permet d’analyser des interactions biochimiques propres au
développement tumoral telles que la néo-angiogenése en ciblant la voie VEGFR. Le suivi de ces
interactions pourrait permettre le suivi de modifications précoces du métabolisme tumoral suite a
I’instauration tumorale et donc potentiellement d’évaluer la réponse a un traitement avant les

modifications morphologiques de la tumeur liée a la nécrose tissulaire secondaire.
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Par ailleurs, I’imagerie moléculaire permet d’avoir une visualisation des mécanismes moléculaires
étudiés sur ’ensemble de la tumeur. Cet avantage est particulierement pertinent pour les tumeurs
hautement hétérogenes telles que les tumeurs du rein (19).

Les techniques d’imagerie moléculaire, par une méthode non invasive, pourraient permettre d’une
part de différencier les petites tumeurs malignes des petites tumeurs bénignes et, d’autre part, de
suivre de maniere précoce la réponse aux traitements systémiques dans les cancers métastatiques,
plus particulierement dans les thérapies ciblées visant la voie VEGFR. Le développement de ces
techniques nécessite de sélectionner des sondes (anticorps) pertinentes a associer au produit de

contraste radiologique.
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IV. HYPOTHESES ET OBJECTIFS DE LA THESE

Les objectifs de la thése sont ciblés sur le diagnostic des tumeurs rénales.
Dans une premicre partie, nous nous intéressons aux petites tumeurs rénales a savoir définir la place
la plus pertinente des biopsies de tumeurs rénales dans le cas de petites tumeurs rénales pour
lesquelles un traitement chirurgical est envisagé (chapitre 1) puis I’intérét potentiel de la
tomographie en cohérence optique pour caractériser les petites tumeurs rénales (chapitre 2).

La seconde partie porte sur I’imagerie moléculaire avec tout d’abord une étude
immunohistochimique sur une cohorte de patients traités par néphrectomie afin de rechercher des
marqueurs potentiels prédictifs de survie dans le cancer du rein a cellules claires (chapitre 3). Dans
le chapitre 4, nous comparerons dans une étude préclinique 1’intérét de 1’échographie de contraste et
de ’IRM moléculaire pour prédire la réponse aux thérapies ciblées dans le cancer du rein. Enfin
dans le chapitre 5, nous évaluerons de manicre longitudinale deux traceurs en échographie

moléculaire le FSHR et VEGFRI1 pour prédire la réponse au Sunitinib dans le cancer du rein.

o Chapitre 1 : QUELLE PLACE POUR LES BIOPSIES PRE-THERAPEUTIQUE DANS LE CADRE DES
PETITES TUMEURS RENALES ?

o Hypothese : bien que non recommandé systématiquement, la biopsie rénale doit avoir
une indication rationnelle dans la prise en charge des petites tumeurs rénales pour
lesquels un traitement chirurgical peut étre envisagé.

o Objectif : Définir a partir d’'une cohorte rétrospective de patient, d’une part la fiabilité
des biopsies rénales scanno-guidées de petites tumeurs rénales, et d’autre part,
I'efficacité de ces biopsies en terme de contribution diagnostique selon les différentes

caractéristiques de la tumeur.
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o Chapitre 2 : LATOMOGRAPHIE EN COHERENCE OPTIQUE PAR PONCTION PERCUTANEE POUR
DIIFERENCIER LES MASSES RENALES : COHORTE PILOTE

o Hypothése : La tomographie en cohérence optique par voie percutanée peut
permettre, grace aux différentes propriétés optiques tumorales, de différencier les
tumeurs malignes des tumeurs bénignes.

o Objectif : Evaluer sur une cohorte prospective la fiabilité des « biopsies optiques » en
comparant les données lors de la biopsies avec I’histologie finale tumorale (sur analyse
de piéce opératoire ou sur biopsies avant thérapie ablative).

o Chapitre 3 RECHERCHE DE MARQUEURS CIBLES POUR UNE APPLICATION EN IMAGERIE
MOLECULAIRE

o Hypothese: L'expression d’un certain nombre de marqueurs rapportés dans la
littérature semble avoir un lien avec la survie dans le cancer du rein. La validation de
ces marqueurs sur une cohorte indépendante permettrait de définir des sondes
d’intérét pour I'imagerie moléculaire.

o Objectif: analyser sur une cohorte rétrospective de patients opérés de néphrectomie
avec un long suivi clinique, I'expression sur le tissu tumoral d’un certains nombres de
marqueurs définis a partir des données de la littérature.

o Chapitre 4 EVALUATION DE L'IMAGERIE PAR RESONANCE MAGNETIQUE MOLECULAIRE POUR
PREDIRE LA REPONSE AUX THERAPIES CIBLEES DANS LE CANCER DU REIN

o Hypothése: Supériorité de I'IRM moléculaire pour prédire la réponse aux agents ciblés
dans le cancer du rein par rapport a I'’échographie de contraste.

o Objectif : Comparer les méthodes d’imagerie pour prédire la réponse précoce aux
thérapies ciblées validées dans le cancer du rein. Nous avons comparé la réponse aux

trois agents suivant : sunitinib, bevacizumab et everolimus en utilisant I'échographie de
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contraste et I'IRM moléculaire ciblant le avB3, une intégrine de I'endothélium

impliquée dans la néo angiogenese.

o Chapitre 5 : ECHOGRAPHIE MOLECULAIRE DANS LE CANCER DU REIN — SURVEILLANCE D’UN

TRAITEMENT CIBLANT LE VEGFR PAR DES MICROBULLES CIBLEES DANS UN MODELE

PRECLINIQUE MURIN DE XENOGREFFES ISSUES DE PATIENTS

O

Hypotheése: L’échographie moléculaire ciblant le VEGFR et/ou le FSHR permet de
surveiller de maniéere longitudinale la réponse au Sunitinib.

Objectif : Comparer I’expression différentielle du signal d’échographie moléculaire en
utilisant les sondes FSHR et VEGFR entre un groupe de souris traitée par Sunitinib

versus non traité.
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CHAPITRE 1 : QUELLE PLACE POUR LES BIOPSIES PRE-

THERAPEUTIQUES DANS LE CADRE DES PETITES TUMEURS

RENALES ?

Travaux publiés dans Clinical Genitourinary Cancer (20)

I. INTRODUCTION

Le développement des techniques d’imagerie et de leur utilisation en routine clinique dans
I’exploration des douleurs abdominales ou musculo-squelettiques est a 1’origine d’une augmentation
de I’incidence des tumeurs rénales asymptomatiques de découverte fortuites. Les séries les plus
récentes rapportent un taux de tumeurs de découvertes fortuites de 65% parmi les tumeurs rénales
solides. Dans ce groupe de tumeurs de découverte fortuite, 38% sont localisées et inférieures a 4cm
(21,22). Par ailleurs, 20 a 30% des petites tumeurs rénales (<4cm) sont bénignes (22) alors que 5,2%
de ces petites tumeurs rénales sont d’emblée métastatiques (23). Du fait de cette grande variabilité
dans la présentation des tableaux cliniques, il semble primordial de pouvoir définir au mieux en pré-
thérapeutique la nature maligne d’une petite tumeur rénale ainsi que son sous-type histologique afin
de mieux cibler le traitement et le suivi.

Bien que les biopsies semblent la méthode de référence pour définir les caractéristiques tumorales
avant traitement, leur usage reste relativement marginal en pratique clinique de routine. Dans une
récente analyse d’enquéte médicale, seuls 6% des patients traités chirurgicalement d’une tumeur

rénale avaient bénéficiés d’une biopsie en préopératoire (24).

II. HYPOTHESES ET OBJECTIFS

Evaluer a partir d’une expérience mono-centrique, le rendement diagnostique, la précision et le taux
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de complications des biopsies rénales scanno-guidées pour les petites tumeurs du rein. Analyser les

facteurs prédictifs de biopsies rénales contributives.

III. MATERIEL ET METHODES

Une requéte a été effectuée par la base de données du service d’anatomo-pathologie pour réviser
toutes les biopsies rénales scanno-guidées pratiquées entre Janvier 2007 et Décembre 2012. Les
patients avaient tous signés une autorisation d’utilisation du tissu prélevé a des fins de recherche et
le projet a été validé par le comité éthique de I’Institution. Les critéres d’inclusion étaient la
présence d’une petite tumeur rénale (<4cm) et un rehaussement du signal sur le scanner apres
injection de produit de contraste >15 unités Hounsfield. La présence de métastase, un stade >T1a,
les techniques de biopsie non scanno-guidées (biopsies sous contrdle écho ou per-opératoire) et les
patients ne pouvant pas recevoir d’agent de contraste iod¢ (insuffisance rénale sévere ou
hypersensibilité) étaient les critéres d’exclusion. Les données cliniques, d’imagerie et d’anatomo-
pathologie étaient étudiées afin de définir les caractéristiques spécifiques a chaque patient : age,
sexe, poids, taille, indice de masse corporelle (IMC), comorbidités, complications dans les 2 mois
post-biopsie, prise en charge thérapeutique de la tumeur, caractéristiques scannographiques de la
tumeur (latéralité et score RENAL), caractéristiques histologiques (biopsies contributives, caractere
malin, sous-type histologique, grade de Fuhrman, nombre de fragments et immunohistochimie).
Lorsque la tumeur était traitée chirurgicalement les caractéristiques histologiques de la tumeur
étaient comparées avec celles de la biopsie.

Toutes les biopsies étaient pratiquées dans le service de radiologie selon la technique standard, en
condition stérile et sous anesthésie locale. Le repérage se faisait sous controle scanner. Toutes les
biopsies étaient prélevées en utilisant un pistolet co-axial de 18 Gauge automatique.

La biopsie était considérée comme contributive si assez de tissu était prélevé (>1mm), et si la

conclusion histologique pouvait au minimum définir s’il s’agissait d’une tumeur maligne ou
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bénigne. Elle n’était pas considérée comme contributive si le matériel ne contenait que de la nécrose,
du tissu rénal normal, de la fibrose, du contenu séro-hémorragique ou du muscle. Tous les
prélévements étaient fixés puis marqués avec I’hématoxyline et 1’éosine. L’ immunohistochimie
n’était pratiquée qu‘en cas de doute sur 1’analyse histologique classique ou de possibilité d’une
autre tumeur primitive. Les marqueurs immunohistochimiques généralement utilisées étaient la
vimentine, CD10, cytokératine 7, cytokératine commune, AMACR et I’antigéne de membrane
¢épithéliale. Le choix de ces marqueurs dépendait uniquement du jugement du pathologiste.

Les analyses statistiques étaient réalisées avec le logiciel IBM SPSS 22. Un test non paramétrique
de Mann-Whitney U était utilisé pour les variables continues et un test du Chi2 pour les variables
catégorielles, afin de comparer les groupes entre biopsies contributives et non-contributives. Une
analyse transversale de plusieurs variables indépendantes était réalisée avec une régression binaire

logistique pour chercher les facteurs prédictifs de biopsies contributives.

IV. RESULTATS

Cent dix-neuf patients ont eu des biopsies rénales pour tumeur sur cette période. Quarante patients
ont été exclus de ’analyse: stade métastatique (n=11), taille tumorale>4cm (n=2) ou du fait de
techniques non scanno-guidées (n=27). Soixante dix-neuf procédures de biopsies ont ét¢ analysées.
Les caractéristiques des patients et des tumeurs sont résumées dans le tableau 1. Aucune
complication majeure n’a été rapportée dans cette série (Clavien 3-5). Deux (2.5%) complications
de stade de Clavien 2 ont été rapportées et gérées sans hospitalisation : une douleur lombaire
associée a de la fievre et un rétention aigiie d’urine.

Sur les 79 biopsies, 70 (88.6%) sont contributives et 9 (11.4%) non contributives. L’analyse
histologique comportait une étude immunohistochimique dans 56 (70.9%) cas décrits dans le
tableau 2. Quarante-sept (67.1%) tumeurs sur les 70 biopsies contributives se sont avérées étre
malignes et 23 (32.9%) bénignes. Le grade de Fiihrman parmi les tumeurs malignes se répartissait

ainsi : grade I 32 (68.1%), grade II1 7 (14.9%) et non évaluable du fait de matériel insuffisant dans
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8 (17.0%) cas. Vingt-trois (32.9%) tumeurs étaient bénignes : 14 (20.0%) oncocytomes, 5 (7.1%)
angiomyolipomes, 1 (1.4%) adénome kystique, 1 (1.4%) tuberculose, 1 (1.4%) néphrite interstitielle,
1 (1.4%) tissue cicatriciel.

Vingt-neuf patients ont été traités chirurgicalement, permettant de comparer les données des
biopsies avec celles de la piece définitive. Deux des biopsies étaient non contributives, apres
extirpation chirurgicale, il s’agissait d’un carcinome a cellule claire et d’un carcinome papillaire.

Au final, 27 biopsies ont été comparées avec les pieces chirurgicales définitives.
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Tableau 1 : Caractéristiques cliniques et radiologiques de la population étudiée (n=79) et des

tumeurs

Characteristic Value
Gender
Male 54 (68%)
Female 25 (32%)
Age at Diagnosis (years)
Median 67.2
Quartile 25-75 60.8-75.5
Body Mass Index (kg/m?)
Median 26.7
Quartile 25-75 24.2-29.4
Tumor Side
Left 36 (46%)
Right 43 (54%)
Tumor Size (mm)
Median 25
Quartile 25-75 18.5-32
Unknown
Exophytic Properties
50% or more 36 (46%)
Less than 50% 16 (20%)
Entirely endophytic 24 (30%)
Unknown 3 (4%)
Distance Tumor-Collecting
System/Sinus
>7 mm 37 (47%)
Between 4 and 7 mm 10 (13%)
<4 mm 27 (34%)
Unknown 5 (6%)
Anterior/Posterior Location
Anterior 18 (24%)
Posterior 47 (59%)
Undetermined 9 (11%)
Unknown 5 (6%)
Location Relative to Polar Lines
Outside polar lines 21 (27%)
Crosses polar lines 10 (13%)
>50% across or crosses axial 43 (54%)
midline
Unknown 5 (6%)
RENAL Nephrometry Score
Low (4-6) 34 (46%)
Moderate (7-9) 29 (39%)
High (10-12) 9 (15%)




Tableau 2 : Expression des marqueurs pour les 56 tumeurs nécessitant un marquage par

immunohistochimie
Clear Cell
Marker (n = 23)
CD10 14/14 (100%)
Vimentin 21/21 (100%)
CK7 0/22 (0%)
CKe 21/21 (100%)
EMA 8/8 (100%)
P-504S 1A (100%)

Smooth muscle actin
HMB45

NT
NT

Papillary
(h=8)
4/4 (100%)
8/8 (100%)
8/8 (100%)
1/1 (100%)
6/6 (100%)
5/5 (100%)

NT

NT

Chromophobe
(n = 10)
1/1 (100%)
0/7 (100%)
7/8 (88%)
9/9 (100%)
5/5 (100%)
1/1 (100%)
NT
NT

Oncocytoma
(n = 12)
0/1 (0%)
017 (0%)
2112 (17%)
11/11 (100%)
8/8 (100%)
0/1 (0%)
NT
NT

Angiomyolipoma
(h=1)
NT
NT
NT
NT
NT
NT
1/1 (100%)
1/1 (100%)

Undifferentiated
(n=2)
NT
2/2 (100%)
0/1 (0%)
2/2 (100%)
NT
NT
NT
NT

Abbreviations: CK = cytokeratin; CKc = common cytokeratin; EMA = epithelial membrane antigen; HMB = human melanoma black; NT = not tested; SMA = smooth muscle actin.

?Results reported for each biopsy-based diagnosis.

A.

DIAGNOSTIC DE MALIGNITE

Le pool de biopsies comportait 25 tumeurs malignes et 2 tumeurs bénignes alors que les picces

définitives comprenaient 24 tumeurs malignes et 3 tumeurs bénignes. En effet, une tumeur

diagnostiquée comme carcinome chromophobe a finalement été reclassée en oncocytome apres

analyse complete de la piece de néphrectomie partielle. La sensibilité, spécificité et précision des

biopsies étaient donc respectivement de 100%, 67% et 96%.

B.

DETERMINATION DU SOUS-TYPE HISTOLOGIQUE

Sur les 27 tumeurs, 25 (93%) correspondaient au sous-type histologique définitif. En plus du

reclassement du carcinome chromophobe en oncocytome, une tumeur initialement classée comme

carcinome a cellule claire sur biopsie fut reclassée en carcinome papillaire.

C.

GRADE DE FUHRMAN

Seize tumeurs malignes furent évaluées selon le grading de Fiihrman a partir du matériel de biopsie :

13 grade II et 3 grade III. Trois (12%) tumeurs furent reclassées de II a II1.
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D. PRISE EN CHARGE DES TUMEURS

Parmi les 79 patients, 52 (67.1%) recurent un traitement curatif, 24 (30.4%) furent prise en charge
par surveillance et 2 (2/5%) perdus de vue. Le groupe traité comprenait 44 (83.0%) carcinomes a
cellules claires, 2 (3.8%) oncocytomes et 7 (3.2%) biopsies non contributives.

Les choix thérapeutiques se décomposait ainsi : 38 (71.7%) traitements chirurgicaux dont 25
(47.1%) néphrectomies partielles et 11 (20.7%) néphrectomies élargies, 15 (28.3%) traitements

ablatifs par cryothérapie.

E. SCORE RENAL

Les données scanner des tumeurs étaient accessibles dans 74 cas. Pour 5 patients, le scanner
diagnostique injecté n’était plus accessible dans la base de donnée et le scanner non injecté per-
biopsie ne permettait pas de définir le score RENAL. Les caractéristiques néphrométrique de la
population, notamment la taille, le caractére exophytique, la proximité des sinus, la localisation
antérieure ou postérieure, la topographie par rapport aux lignes polaires sont résumées dans le
tableau 1. D’apres le score RENAL, 34 (46.0%) tumeurs présentaient une complexité faible (score
4-6), 29 (39.0%) modérées (7-9) et 9 (15%) ¢élevées (10-12).

Nous avons étudi¢ I’influence des données cliniques et radiologiques sur la rentabilité des biopsies.
Les biopsies sur tumeurs de complexité modérée et élevée (7-12) étaient plus souvent contributives
que pour les tumeurs de complexité faible (4-6) : 98% vs 82% (p=0.026). En régression binaire,
seul le score RENAL était significativement différent entre le groupe contributif vs non contributif
(7.1 vs 5.3, p=0.02). Aucune autre différence significative ne fut relevée parmi les autres parameétres
¢tudiés : sexe (p=0.27), Indice de masse corporelle (p=0.21), latéralité de la tumeur (p=0.51), taille
tumorale (p=0.94), caractére exophytique (p=0.41), proximité des sinus (p=0.08), localisation
antérieure ou postérieure (p=0.28) topographie par rapport aux lignes polaires (p=0.07). La

régression logistique binaire a confirmé le score RENAL comme seul facteur prédictif de biopsies
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contributives (p=0.04, Odds Ratio=1.78).

V. DISCUSSION

Dans la plupart des cancers, la pratique d’une biopsie permettant la confirmation du caractére malin
de la tumeur avant traitement est obligatoire et hautement recommandé. La communauté urologique
est restée réticente a cette stratégie pour plusieurs raisons : la sécurité liée a ce geste invasif, la
possibilité de biopsies non contributives, le faible impact sur la stratégie thérapeutique finale. Ces
raisons doivent étre restituées dans le cadre actuel du cancer du rein.

Les éveénements indésirables les plus préoccupants li€s aux biopsies sont I’essaimage tumoral et les
saignements. L’essaimage le long du trajet de ponction est extrémement rare. Cela est
particulierement vrai depuis la généralisation de 1’utilisation d’aiguilles coaxiales, limitant le
contact entre le matériel tumoral potentiellement malin et le trajet de la ligne de biopsie. A notre
connaissance, seuls 6 cas d’essaimage ont été rapportés dans le cas des tumeurs du rein et aucun
avec |’utilisation d’aiguilles coaxiales (25). Le taux de complications dans notre série est trés bas :
2.5% de complications peu séveres (score de Clavien-Dindo 2) uniquement. Ces résultats sont
cohérents avec les séries précédentes rapportant généralement des taux de complications <8% (26).
Seule la série de Lechevallier et al a rapporté un taux de complications ¢élevé de 38% (26), ces
résultats remontent néanmoins a 2000 et les techniques ont depuis probablement gagné en sécurité.
Le rendement diagnostique et la précision ont atteint des niveaux acceptables permettant de guider
le clinicien dans sa décision thérapeutique. L.’amélioration de ces performances est liée aux progres
du guidage radiologique par scanner ou ultrasons et par I’amélioration des techniques anatomo-
pathologiques avec le développement des marqueurs en immunohistochimie permettant d’affiner le
diagnostic (figure 1). En effet, parmi les 79 biopsies de notre série, 56 (70.9%) ont nécessité un
marquage immunohistochimique afin de déterminer le diagnostic. La plupart des marqueurs utilisés
en routine clinique a été validée au cours des dix derniéres années et a certainement permis d’affiner

le diagnostic de malignité et la précision du sous-type histologique. Dans notre étude, le rendement
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diagnostique était de 88.6%, similaire aux études précédentes publiées allant de 80% a 96% (27—
30). Les biopsies scanno-guidées permettent de déterminer la malignité d’une tumeur avec une
précision de 96%, cependant elles sont moins performantes pour déterminer le sous-type
histologique (cellules claire, papillaire, chromophobe...). Le grade de Fithrman avec une précision
dans notre étude de 64% doit tout au plus alerter lorsqu’il s’agit d’un haut grade. Compte tenu du
nombre important de tumeurs reclassées vers des grades plus élevés, un grade de Fiihrman bas sur
biopsie ne peut rassurer le clinicien et représenter un argument pour surveillance active. Ces
résultats sont cohérents avec les données de la littérature. En effet, la précision rapportée varie de 86%
a 100% pour la détermination de la malignité, 86% a 100% pour la détermination du sous-type
histologique et 64% a 76% pour le grade de Fiihrman (25).

Il a longtemps été considéré que la pratique des biopsies tumorales rénales avait un faible impact
sur la décision thérapeutique. Ceci était certainement vrai lorsque les tumeurs étaient découvertes
lors de manifestations symptomatologiques, a un stade plus avancé et donc avec trés peu de doute
sur le caractere malin. A cette époque, la tumeur était retirée chirurgicalement lorsque cela était
possible. Ce paradigme doit étre revu pour deux raisons principales. Tout d’abord, les biopsies
rénales ont démontré leur rendement diagnostique et leur faible risque. Par ailleurs, la généralisation
de I’utilisation de techniques d’imagerie dans 1’exploration de symptdmes en routine clinique
(douleur abdominales, lombaires,...) a entrainé une augmentation de la découverte fortuite de
petites tumeurs rénales asymptomatiques (31). Ces petites tumeurs rénales sont plus fréquentes avec
une forte proportion de tumeurs bénignes, parfois difficilement distinguables des tumeurs malignes
en imagerie (32). Dans notre série, 32.9% des petites tumeurs rénales étaient bénignes, ces données
sont cohérentes avec les données précédemment publiées (33). Les tumeurs bénignes sont
inoffensives et leur extirpation chirurgicale expose le patient a des risques de complications
significatifs. Dans notre série, les tumeurs bénignes n’étaient pas surveillées en imagerie. Dans deux
cas, il fut décidé de ne pas traiter des carcinomes a cellules claires du fait du mauvais état général
des patients et de la petite taille tumorale. Dans ce cas, un scanner était réalisé réguliérement afin de

contrdler I’évolution. Au final, les biopsies ont donc modifié notre prise en charge puisqu’elles ont
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permis de ne pas traiter un nombre important de tumeurs bénignes. Cependant, le résultat des
biopsies n’a pas impacté le choix des modalités thérapeutiques entre extirpation chirurgicale ou
thérapie focale (cryothérapie). De ce fait, les biopsies permettent la prévention de nombreuses
procédures inutiles, diminuant le risque de complications pour le patient et de dépenses de santé
inutiles pour le systéme de santé. Par ailleurs, le traitement des tumeurs rénales a évolué. En effet,
alors que la néphrectomie élargie était encore récemment la seule option thérapeutique valable, de
nombreuses options acceptables existent aujourd’hui. La surveillance active et la thérapie focale
sont des alternatives a la néphrectomie partielle ou ¢élargie dans le cas de mauvais candidats a la
chirurgie. Lorsque ces alternatives thérapeutiques sont indiquées, la biopsie est alors I’'unique
possibilité d’obtenir un diagnostic de certitude histologique et sont donc recommandées (11). Dans
notre rapport, les biopsies ont mené a une décision de ne pas intervenir dans 24 cas (30.4%), la
cryothérapie percutanée représentait 28.3% des traitement actifs. Dans leur récente revue de la
littérature, Volpe et al ont affirmé que les biopsies rénales ont un impact sur la prise en charge des
tumeurs rénales dans 24.3% a 68.9% des cas.

Le score RENAL est un algorithme permettant d’évaluer la complexité et la topographie des
tumeurs (34). A partir des données d’un scanner rénal avec injection de produit de contraste, il
donne un score pour la taille, le caractére exophytique de la tumeur, la proximité des sinus, et le
topographie par rapport aux lignes polaires, il précise également si la tumeur est antérieure ou
postérieure. Ce score est corrélé a la décision thérapeutique du chirurgien, aux complications
peropératoires et post-opératoires, aux résultats carcinologiques et a la dégradation de la fonction
rénales apres néphrectomie partielle (35-38). L’impact du score RENAL a également été étudié
dans le cadre des thérapies ablatives ; en terme de résultats carcinologiques et fonctionnels, les
résultats sont controversés (39—42). A notre connaissance, I’impact du score RENAL sur le
rendement diagnostique des biopsies n’avait jamais été étudié. De manicre surprenante, nous avons
mis en évidence un lien entre un score RENAL ¢élevé et un meilleur rendement de biopsies
contributives. Les parameétres du score RENAL n’ont pas montré d’association significative

lorsqu’ils étaient analysés indépendamment, peut-étre du fait de la petite taille de notre cohorte.
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Cependant, 1’analyse en groupe de complexité a permis de mettre en évidence cette association.

Au regard de ces résultats, les biopsies de tumeurs rénales semblent particulierement pertinentes
dans le cadre des tumeurs complexes du rein. En effet, ces biopsies plus contributives permettront
de prévenir des chirurgies particulierement risquées lorsqu’elles mettront en évidence que la tumeur
de score RENAL ¢levée est de nature bénigne.

Une difficulté persistante pour les pathologistes est la différenciation des tumeurs bénignes
oncocytaires des tumeurs malignes chromophobes (43). L’histologie et I’immunohistochimie ne
permettent parfois pas de conclure de maniere définitive sur la nature de la tumeur a partir de
fragments biopsiques. Le choix d’une extirpation chirurgicale lorsque le patient peut tolérer un tel
traitement et que le doute persiste semble raisonnable. Bien qu’élevé (88.6%), le rendement des
biopsies des petites tumeurs du rein en terme de taux de biopsies contributives pour déterminer le
caractere malin peut étre amélioré. Le développement de nouvelles techniques d’imagerie et autres
technologies permettant une analyse histologique instantanée du tissu tumoral et un meilleur ciblage
du tissu tumoral devrait permettre d’augmenter cette précision diagnostique. Nous montrerons dans
le prochain chapitre les résultats de notre expérience dans 1’utilisation de la tomographie en
cohérence optique et de I’imagerie moléculaire.

Cette étude présente un certain nombre de limites qu’il convient ici de reconnaitre : une population
d’étude limitée et une analyse rétrospective présentant le risque de biais de sélection. La
confirmation histologique des résultats de biopsie n’a pu se faire que pour les patients opérés. La
majorité des tumeurs bénignes sur les biopsies n’a pas été opérée, ce second biais de sélection

pourrait sous-estimer le taux de faux-négatifs sur les biopsies.
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Figure 1 : Evaluations radiologiques et histologiques des tumeurs. Le patient A présente une tumeur
de 26mm localisée dans le rein gauche (A1). Cette tumeur présente les caractéristiques
histologiques d’un carcinome rénal a cellules claires : architecture de cellules denses a cytoplasme
clair, des limites cellulaires claires et distinctes en coloration HES grossissement 20*10 (A2),
expression de la vimentine (A3, 40*10) et absence d’expression du CK7 (A4, 40*10). Ce patient a
été traité par cryothérapie.

Le patient B présente une tumeur de 21 mm localisée dans le rein droit (B1) et présentant les
caractéristiques histologiques d’un angiomyolipome : une architecture triphasique avec des cellules
myoides allongées, des adipocytes matures et des vaisseaux sanguins dysmorphiques avec
d’épaisses parois en coloration HES grossissement 20*10 (B2), expression de I’AML (B3, 40*10)
et de 'HMB45 (B4, 40*10).

Le patient C présente une tumeur de 30mm localisée dans le rein droit (C1) présentant les
caractéristiques histologiques d’un carcinome papillaire de type 1 : papilles couvertes de larges
cellules a contenu cytoplasmique granulaire ¢osinophile en coloration HES grossissement 20*10
(C2), expression du marqueur CK7 (C3, 20*10), du marqueur AMCR (C4, 20*10). Ce patient a été

traité par néphrectomie partielle.
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Abbreviations: AMCR = Alpha-Methylacyl-CoA Racemase; AML = Acute Myeloid Leukemia; CK = Cytokeratin; HES = Hematoxylin Eosine Safran; HMB = Human Melanoma Black.

VI. CONCLUSION

Les biopsies des petites tumeurs rénales peuvent étre pratiquées en routine clinique afin de prévenir
le risque d’une chirurgie potentiellement morbide inutile. Pour les tumeurs complexes (score
RENAL ¢levé), éviter une chirurgie potentiellement technique et risquée peut diminuer le risque de

complications inutiles. L’efficacité des biopsies peut cependant étre améliorée.
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CHAPITRE 2 : LA TOMOGRAPHIE EN COHERENCE OPTIQUE

PAR PONCTION PERCUTANEE POUR DIFFERENCIER LES

MASSES RENALES : COHORTE PILOTE

Travaux publiés dans Journal of Urology (44)

I. INTRODUCTION

L’incidence des masses rénales a fortement augmenté au cours des derniéres années, entrainant une
augmentation importante des traitements (3,45,46). Du fait de la diffusion de I’imagerie
abdominale, 68% des tumeurs sont diagnostiqués de petite taille <4cm avant d’étre symptomatique
(2,47). Le scanner et ’IRM sont tres sensibles pour détecter les petites tumeurs rénales mais
manquent de spécificité pour différencier les tumeurs malignes des tumeurs bénignes ainsi que les
sous-types histologiques (48,49). Comme nous I’avons vu précédemment, une biopsie contributive,
définie par la présence de matériel en quantité et en qualité suffisante pour un diagnostic
histologique, permet une caractérisation tumorale avec une sensibilité et une spécificité de 90% a
100% (50). Une biopsie non contributive, manquant de matériel en quantité ou en qualité pour
permettre une caractérisation histologique de la tumeur, est rapportée dans 10% a 20% des cas de
biopsies de masses rénales et méme jusqu’a 30% dans les petites tumeurs rénales (50,51). Le temps
nécessaire a I’analyse des biopsies ainsi que la nécessité fréquente de répéter la procédure en cas de
biopsie non contributive peut retarder sévérement le diagnostic (50).

La tomographie en cohérence optique (OCT) est une technique d’imagerie de haute résolution
permettant 1’analyse des propriétés optiques spécifiques a chaque tissu. L’OCT utilise une lumiére
infra-rouge, rétrodiffusée, permettant la construction d’image en temps réel d’une résolution axiale

de 15um pour une pénétration du tissu allant de 2 a 3mm (52). Le développement récent de fibres
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optiques de faible diamétre permet une nouvelle approche du tissu a travers des trocarts. Ceci a
conduit a de nouvelles procédures diagnostiques telles que I’OCT trans-bronchique, ’OCT des
arteéres coronaires ou I’OCT des tumeurs rénales (16,52,53). Dans 1’analyse OCT de haute
résolution, I’atténuation en profondeur du signal au sein du tissu pénétré peut étre calculé et est
exprimé coefficient d’atténuation (pocr). Les changements cellulaires au cours de la carcinogéneése
altérent les caractéristiques de diffusion de la lumiére au sein du tissu (54). Les cellules malignes
affichent un nombre de noyaux plus élevé, de forme plus large et plus irréguliere, plus de
mitochondries actives, ceci entraine une différence de diffusion de la lumiére (52,55,56).
L’utilisation de la mesure du coefficient d’atténuation poct permet une quantification pouvant servir

de base a la différentiation tumorale (18,55,57-60).

II. HYPOTHESES ET OBJECTIFS

L’hypothese de cette étude est donc que les tumeurs malignes présentent une valeur poct moyenne
significativement plus ¢élevée que les tumeurs bénignes.

Le premier objectif de cette cohorte pilote est de définir les valeurs poct correspondantes au tissu
oncocytome et au carcinome rénal. L’objectif secondaire est de définir plus précisément la valeur
noct de chacun des principaux sous-types histologiques des carcinomes rénaux a savoir cellules

claires, papillaire et chromophobe.

III. MATERIEL ET METHODES

A. CONSIDERATIONS ETHIQUES ET POPULATION

Cette étude a été validée par le comité éthique institutionnel du Centre Académique d’ Amsterdam
(2012-269). Le protocole a été¢ enregistré aupres du Comité Central Néerlandais sur la Recherche
Impliquant des Sujets Humains (NL41985.018.12) et dans la base clinicaltrial.gov (NCT02073110).

Tous les participants ont signé un consentement éclairé écrit. La cohorte pilote présentée consistait
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en 40 patients inclus dans cette étude prospective, observationnelle, in vivo qui comptera un total de
194 patients. Cette étude respecte les recommandations de 1’initiative STARD (Standards for
Reporting of Diagnostic Accuracy) (61). Les critéres d’inclusion étaient un age >18 ans, la présence
d’une tumeur rénale solide se rehaussant apres injection de produite de contraste au scanner,

candidat pour un traitement curateur.

B. PROTOCOLE

L’étude utilisait le systéme OCT commercialisé Illumien™ Optis™, avec la sonde Dragonfly™ duo
imaging. Le systéme Illumien Optis est basé sur les transformations de Fourier, les longueurs
d’ondes optiques utilisées varient de 1280nm a 1350nm. Le Dragonfly Duo est une sonde utilisant
une fibre a usage unique captant les informations dans un mouvant de rétractation. Son diametre fait
0.9mm. La capture se fait de manicre helicoidale, sur un angle de 90° et sur une longueur de
rétractation de 54mm. Les informations OCT acquises consistent en 541 images transversales
(mode B) avec une résolution axiale de 15um et une résolution transversale de 20um (52).

Les mesures OCT étaient réalisées en consultation par un radiologue interventionnel assisté d’un
urologue. La tumeur rénale ciblée était visualisée par échographie ou scanner a la discrétion du
radiologue interventionnel, se basant sur les caractéristiques de la tumeur et du patient. Apres
anesthésie locale, une aiguille introductrice de 15Gauges (Angiotech, Gainsville, Floride) était
introduite jusqu’au contact de la capsule tumorale (figure 1, A, 4). A I’aide de cette aiguille, un
trocart de 18Gauges (Cook Medical, Bloomington, Indiana) était mis en place, au contact de la
tumeur (figure 1, A, 3). La profondeur de ponction dans la tumeur dépendait de la taille tumorale,
pouvant varier de 1 & Sem. Une fois le trocart correctement mis en place, la sonde OCT était
introduite a I’intérieur du trocart (figure 1, A, 2). Une fois la sonde OCT en place, le trocart était
retiré permettant le contact direct entre la sonde et le tissu tumoral a analyser. Un minimum de 3
acquisitions/rétractation était réalisé pour chaque tumeur.

Apres avoir retiré la sonde OCT et le trocart d’approche, un pistolet a biopsie automatique de
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16Gauge (Cook Medical) était introduit par I’aiguille introductrice afin de prélever des biopsies
conventionnelles (figure 1, B, 5). Un minimum de deux carottes biopsiques était prélevé pour
analyse histologique. Le matériel histologique de référence était acquis au moment du traitement

curateur : piece de néphrectomie en cas de chirurgie ou seconde série de biopsies en cas de

cryothérapie.
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Figure 1 : Schéma de la procédure OCT (A) et biopsie (B), les repéres sont la paroi abdominale (1),
la sonde OCT (2), le trocart de 18Gauge (3), I’aiguille introductrice co-axiale de 15Gauge (4) et le

pistolet a biopsie automatique (5).

C. ANALYSE OCT

La plateforme OCT contient un logiciel permettant I’affichage d’image OCT en temps réel. Cela
permet une analyse qualitative des données OCT acquises pour chaque procédure. Pour 1’analyse
quantitative du coefficient d’atténuation pocr, les données étaient exportées au format TIFF vers un
autre ordinateur. Les fichiers TIFF étaient analysés a 1’aide du logiciel FIJI (ImageJ) pour analyse
séquentielle de I’ensemble des images bidimensionnelles saisies (mode B) (figure 2, A). Une
analyse visuelle des images OCT le long de la ligne de rétractation comparée aux images écho,
scanner et IRM permettait de définir une zone d’intérét (ROI) a analyser sur I’ensemble des images
OCT. L’identification de repére OCT tels que la graisse péri-rénale et la capsule rénale permettait
de définir la limite proximale du tissu tumoral sur les images OCT. La longueur de la ROI était
ensuite déduite par mesure de la longueur de la tumeur sur imagerie conventionnelle.

Au sein de la ROI, le pocr était évalué sur 5 différentes scan en mode B le long d’une ligne droite,
ce qui consiste en 30 scans en mode A paralleles. Cette saisie se faisant de maniére centrifuge

depuis le centre de la sonde (figure 2). La moyenne des 5 mesures pocr €tait utilisée pour la
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corrélation finale avec les données histologiques. Un outil Fiji développé par le laboratoire
permettait de placer les informations le long de la ligne d’atténuation permettant d’introduire les
données oct sur le graphique acquis (figure 2, B). Afin d’obtenir une valeur pocr plus précise, le
coefficient d’atténuation extrait était corrigé en tenant compte de I’index de réfraction du tissu, la
fonction « point spread » et le systéme « roll-off » comme décrit par Muller et al (60). L’analyse
d’atténuation OCT était effectuée par un chercheur dédié. Afin de prévenir les biais, ce chercheur

réalisait I’analyse en aveugle des résultats histologiques.
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Figure 2 : L’ensemble des données OCT sont chargées dans le logiciel F1JI pour étre visualisées en
bidimensionnel (A et D). Les données de chaque point situé sur la ligne irradiant vers I’extérieur
depuis le centre de la sonde (A et D) sont reportées sur le graphe (B et E). A I’aide d’un outil
développé spécifiquement, la pente du graphe est déterminée et représente le coefficient
d’atténuation pocr. Dans cet exemple, la valeur pocr est done de 5.3mm™ (B) et de 3.2mm™ (E), elle
est corrélée aux analyses histologiques correspondantes de carcinome a cellules claires (C) et

oncocytome (F)
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D. ANALYSE HISTOLOGIQUE

Un anatomopathologiste expérimenté aux pathologies génito-urinaires analysait les prélévements
histologiques selon les protocoles du département d’anatomo-pathologie. Les premiéres étapes
consistaient a fixer puis enrober le tissu. Le tissu était ensuite sectionné en tranche de 3um et monté
sur lame. Une coloration a I’hématoxyline et €¢osine pour analyse histologique était systématique.
Una analyse des marqueurs en immunohistologie était réalisé a la discrétion de I’anatomo-

pathologiste. Les résultats histologiques des biopsies sont plus sujets aux imprécisions que les
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prélevements chirurgicaux issus de néphrectomies. Comme nous 1’avons vu précédemment, la
différenciation entre oncocytome et carcinome chromophobe est particulierement complexe a partir
du matériel de biopsie (43). Dans le mesure du possible (patients traités chirurgicalement), cette
cohorte pilote utilisait donc I’analyse histologique du tissu prélevé chirurgicalement comme

référence de corrélation avec les données OCT.

E. STATISTIQUES

Un test statistique de Mann-Whitney U, testant deux groupes non appariés de données numériques
non normalement réparties, était utilisé pour comparer les différences des coefficients d’atténuation
Hoct entre le groupe tumeurs bénignes (oncocytomes) et tumeurs malignes. Le test de Kruskall-
Wallis, évaluant 3 groupes non appariés de données numériques non normalement réparties, était
utilisé pour comparer les poct entre les trois sous-types de carcinomes rénaux : cellules claires,
papillaire et chromophobe. La différence était considérée comme significative lorsque p<0.05. Les
sensibilité, spécificité, valeur prédictive positive (PPV) et valeur prédictive négative (NPV) du pocr

pour prédire I’histologie des tumeurs rénales étaient évaluées a 1’aide d’une courbe ROC (62).

IV. RESULTATS

Entre Aout 2013 et Avril 2015, 139 patients ont consulté le département pour tumeurs solides du
rein prenant le contraste au scanner. Soixante-douze de ces patients ont eu des biopsies et furent
inclus dans notre ¢tude. Les inclusions sont résumées dans le schéma de la figure 3. Parmi ces 72
patients, des biopsies et mesures OCT ont été réalisées chez 66 patients. Dans 3 cas le matériel OCT
a dysfonctionné, dans 2 cas une réévaluation a montré qu’il ne s’agissait pas d’ une tumeur solide et
qu’il ne pouvait étre défini de trajet clair de ponction pour le prélévement. Au moment de la
publication de ces travaux, 43 patients inclus dans le protocole OCT avaient recu un traitement

curatif chirurgical (figure 3). Dans 3 cas, 1’analyse histologique définitive ne correspondait au trois
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sous-groupes histologiques définis dans I’étude (cellules claires, papillaire ou chromophobe)
rendant les données inutilisables pour I’é¢tude (figure 3). Il en résulte donc un groupe de 40 patients
inclus pour I’analyse de corrélation entre le pocr et les résultats histologiques de la piéce opératoire.
Les 40 tumeurs inclues dans 1’analyse se décomposaient ainsi : 4 oncocytomes, 25 carcinomes a
cellules claires, 8 carcinomes papillaires et 3 carcinomes chromophobes. Le détail des
caractéristiques de la population est présenté dans le tableau 1. Le poct médian des oncocytomes
¢tait significativement inférieur a celui des carcinomes (3.38 mm™' , IQR 2.77-4.20 vs 4.37 mm" ,
IQR4.17-4.96, p=0.043; figure 4, A). L’analyse de la courbe ROC a montré une valeur seuil pocr
de 3.85mm™ pour différencier les oncocytomes des carcinomes avec une sensibilité, une spécificité,
une valeur prédictive positive et une valeur prédictive négative respectivement de 86%, 75%, 97%
et 37% (figure 4, B). L’aire sous la courbe de la courbe ROC était de 0.81 (95% IC 0.66-0.92).
L’analyse des différents sous-types histologiques des carcinomes a montré des pOCT médian de
4.36 mm™ (IQR 4.17-5.14) pour les cellules claires, 4.79 mm™ (IQR 4.22-4.96) pour les papillaires
et 3.58 mm™ (IQR 2.82-4.52) pour les chromophobes. Le pocr médian était significativement
inférieur pour les oncocytomes que les cellules claires (3.38 vs 4.36 mm™ , p=0.049) ainsi que pour
les oncocytomes que pour les papillaires (3.38 vs 4.79 mm™ , p=0.027). En revanche, il n’y avait
pas de différence significativement différente entre les oncocytomes et les chromophobes (3.38 vs
3.58mm™ , p=0.857) (figure 5).

Dans deux cas, un fragment de la sonde s’est déchiré au moment de la ponction. Il fut ensuite
demand¢ aux patients de bloquer leur respiration en inspiration profonde. Des mouvements
excessifs du rein au moment de la ponction entrainent une courbure de la sonde pouvant entrainer
une rupture dans la zone de contact avec le trocart. Dans les deux cas, des fragments de 1 a 2 mm de
sonde resteérent dans le tissu n’entrainant pas de complication particuliére. Un patient a rapporté une

hématurie transitoire spontanément résolutive 4 heures apres la ponction.
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Figure 3 : Schéma de la sélection des patients. VHL : Von-Hippel-Lindau. BHD : Birt-Hogg-Dubé.

PA

: analyse histologique.

139 pts. solid renal mass

A 4

72 pts. included

>

67 pts. notincluded

- 22 Refused

- 6 Prior biopsies

- 13 Active surveillance: not suitable for this study

- 7 Hereditary kidney disease (VHL, BHD)

-7 Mono kidney / kidney insufficiency

- 2 Included in different trial

- 5 Metastasis / progressive disease: no candidate surgery
- 5 Unable to stop anticoagulants

\ 4

66 pts. OCT scans acquired

6 pts. not scanned

- 1 High risk trajectory

-1 No tumor: infarction

- 1 No tumor: haematoma
- 3 Device malfunction

A 4

43 pts. OCT + resection PA

23 pts. no resection specimen

A 4

40 pts. OCT - PA correlation

>

3 pts. PA other than predefined subgroups

- 1 Fibrotic lesion
-1 Hemangioma
-1 Inconclusive: Leiomyoma or Angiomyolipoma

42



Tableau 1 : Caractéristique de la population

Mean pt age (range)
No. M/F
Mean cm tumor size (IQR)
No. It/rt side tumor
No. surgery type:
Open partial nephrectomy
Open radical nephrectomy
Laparoscopic partial nephrectomy
Laparoscopic radical nephrectomy
No. pathology results:
ccRCC
pRCC
chRCC
Oncocytoma

59 (32—83)
28/12

3.98 (2.55—4.78)
21/19
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Figure 4 : Boite a moustache comparant le pocr de I’oncocytome et du carcinome rénal (A). Le pocr
médian de ’oncocytome est significativement inférieur a celui du carcinome rénal (3.38 mm™' IQR
2.77-4.20 vs 4.37 mm™ IQR 4.17-4.96, p=0.043). Le groupe carcinome rénal présente deux valeurs
extrémes du fait du regroupement de tous les sous-types histologiques ce qui entraine un intervalle
large de données pocr. Le seuil pocr de 3.85mm’! permet d’obtenir une sensibilité, spécificité,
valeur prédictive positive et valeur prédictive négative respectives de 86%, 75%, 97% et 37% pour

différencier les carcinomes rénaux des oncocytomes. L aire sous la courbe ROC est de 0.81 (95%

I1C 0.66-0.92).
A B
100 |-
__70f -
E 65F . 80 L
§ 6.0 = I
c o\e |
Q - ——— et —
% 55 > 60 -
% 5.0F 5 :
QO 45F 1 @ 40
= S I
L 40F 7]
g 3s) — 20 H
g 35 -
£ 3.0 .
< % i
2.5_ 1 1 O—|\||||||||1||||||||I
Oncocytoma RCC 0 20 40 60 80 100

100-Specificity (%)

44



V. DISCUSSION

Cette cohorte est la premicre ¢tude a notre connaissance démontrant la faisabilité¢ d’'une mesure
OCT percutanée d’une tumeur rénale. La quantification des coefficients d’atténuation pocr a
montré que la technique OCT apporte des moyens supplémentaires pour différencier les
oncocytomes des carcinomes, ces données ont été confirmées par 1’analyse histologique définitive
des piéces de néphrectomies.

Jusqu’a 20% des petites tumeurs rénales sont finalement bénignes sur I’analyse définitive des picces
opératoires. Bien que les biopsies ne soient pas encore acquises en routine clinique urologique, leur
pratique augmente afin d’éviter le sur-traitement des tumeurs rénales. De plus, les biopsies sont
clairement recommandées en cas de traitements ablatifs (radiofréquences ou cryothérapies) ou de
surveillance active. Dans cette étude, nous avons corrélés les résultats OCT avec 1’analyse
histologiques des pi¢ces opératoires. Cependant, dans les analyses a venir, les données OCT seront
¢galement comparées aux secondes biopsies pour les patients traités par cryothérapies.

Dans ’interprétation de ces résultats, il est important de noter le faible nombre d’oncocytomes, ce
qui diminue la fiabilité des conclusions présentées. Il s’agit d’une limite de ces travaux. La
différenciation entre oncocytome et carcinomes rénaux montre une sensibilité et une spécificité
respectivement de 86% et 75% et une valeur prédictive positive de 97%. Une préoccupation est la
valeur prédictive négative de 37% rendant une valeur négative peu fiable pour exclure un carcinome
rénal. De plus, dans 1’analyse des sous-types histologiques, il existe un chevauchement important
des données des tumeurs oncocytomes et chromophobes (pocr  3.38 vs3.58 mm™', p=0.857).

Nos travaux in vivo précédents utilisant la technique OCT sans ponction au cours d’interventions
chirurgicales n’ont pas montré¢ de différence significative poct entre le tissu malin et le tissu
bénin ; ces données n’étaient pas interprétables compte-tenu du faible nombre de cas inclus (18).
Cependant les valeurs pocr étaient supérieures a celles reportées dans ces travaux tant pour le tissu

malin que pour le tissu bénin. Ces différences peuvent s’expliquer par la différente voie d’abord :
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percutanée contre application externe de contact en peropératoire.

Apres les deux cas de fragmentation de la sonde, le protocole a été modifié. Nous avons demandé
aux patients de retenir leur respiration en inspiration profonde afin d’éviter les mouvements du rein
et le trocart était rétracté sur une plus courte distance afin de maintenir son extrémité a I’intérieur du
rein, limitant les mouvements de courbure de la sonde et donc I’angulation sur I’extrémité du trocart
pouvant entrainer la rupture. Il n’y a pas eu d’autre incident aprés ces modifications.

Dans cette étude ; les mesures OCT étaient réalisées avant les prélévement biopsiques afin d’éviter
les manipulations du tissu avant analyse OCT. Cependant, il est possible que la procédure OCT
entraine une altération du tissu biopsié. Les données de la littérature montre un taux de biopsies non
contributives de 10 a 20% pour les tumeurs rénales et jusqu’a 30% pour les petites tumeurs du rein
(50). Dans cette étude, le taux de biopsie non contributive était de 27% pour une taille tumorale
moyenne de 3.98cm (IQR 2.55-4.78). Bien que ces résultats ne soient pas incompatibles avec les
données de la littérature, il n’est pas exclu que les ponctions et manipulations précédents la biopsie
altérent la qualité du tissu prélevé.

Bien que le trajet de ponction était contrdlé par imagerie, il n’est pas impossible que pour certaines
mesures OCT du parenchyme rénal normal ait été scanné du fait d’un mauvais ciblage. Cela
biaiserait les données OCT en abaissant la valeur pocr de la tumeur ponctionnée et donc la
moyenne de son sous-groupe. Le résultat serait donc une sous-estimation des capacités de
différenciation de la technique OCT pour différencier les groupes tumoraux. Par ailleurs, la
ponction OCT présente les mémes limitations techniques d’acces que pour les biopsies
conventionnelles, notamment pour les tumeurs antérieures ou sous-diaphragmatiques.

Les résultats prometteurs de cette étude garantissent plusieurs applications potentielles. La bonne
valeur prédictive positive pourrait permettre une détection rapide et précise des carcinomes rénaux
et donc une meilleure sélection des patients par I’'urologue ce qui représenterait une amélioration
par rapport a 1’utilisation du scanner ou de I’IRM. Par ailleurs, 1’acquisition et I’analyse en temps
réel des données pourraient permettre de re-ponctionner directement en cas de résultats non

contributifs. Cela permettrait donc de réduire les procédures non contributives qui limitent
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actuellement le développement des explorations pré-thérapeutiques des tumeurs rénales. Cette
acquisition en temps réel permettrait également de réduire la prise en charge globale des tumeurs
rénales. Afin d’arriver a ces objectifs, plusieurs étapes restent a franchir dans le développement de
I’OCT percutanée. Les valeurs seuils pocr doivent étre définies, c’est a dire quantifier précisément
les valeurs moyennes pour chaque type tumoral. L’analyse des pocr doit étre intégrée au logiciel de
la plateforme afin de pouvoir obtenir cette valeur en temps réel, immédiatement apres 1’acquisition
des images. Les résultats de cette étude démontrent le potentiel de I’OCT percutanée pour
différencier les tumeurs rénales, ouvrant ainsi de nouvelles possibilités de recherche et

développement.

VI. CONCLUSION

Nous avons démontré la faisabilité de la tomographie en cohérence optique percutanée dans
I’exploration des tumeurs rénales. Le pocr est significativement plus élevé dans le carcinome rénal
que dans I’oncocytome avec une analyse de la courbe ROC montrant des résultats prometteurs pour
leur différenciation. Cela démontre le potentiel de la technologie OCT percutanée pour la
différenciation des tumeurs rénales. La poursuite de ce projet et de I’inclusion des patients
permettra de définir plus précisément les valeurs seuils de pocr et a terme le développement

d’analyse en temps réel permettant une différenciation instantanée des tumeurs rénales.
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CHAPITRE 3 : RECHERCHE DE MARQUEURS CIBLES POUR UNE

APPLICATION EN IMAGERIE MOLECULAIRE

Ces travaux ont été publiés dans World Journal of Urology (63)

I. INTRODUCTION

La prise en charge du carcinome rénal a beaucoup évolué au cours des dix derni¢res années. D une
prise en charge quasi-exclusivement chirurgicale dans les cancers localisés, il existe aujourd’hui un
large éventail de traitements systémiques ayant démontré leur efficacité dans les stades
métastatiques (64). L’anticipation fiable du risque oncologique li¢ au carcinome rénal est
primordiale afin de pouvoir adapter le suivi et ajuster le traitement en cas de risque élevé. Bien que
de nombreux marqueurs ont été décrit dans la littérature comme associé au pronostic du carcinome
rénal, leur application en pratique clinique a souvent été limité par une interprétation subjective des
résultats d’immunohistochimie ou par leur faible impact une fois intégré dans des modéeles
prédictifs (65). Aucun marqueur n’est actuellement validé pour prédire le pronostic d’un carcinome

rénale en pratique clinique (64).

II. HYPOTHESE ET OBJECTIF

L’hypothese de cette étude est qu’un certain nombre de marqueurs précédemment dans la littérature
pourrait permettre de prédire le pronostic des carcinomes a cellules claires.
Le but de cette étude est donc de tester ces marqueurs en immunohistochimie sur un groupe de

carcinomes rénaux a cellules claires et de comparer leur expression aux résultats carcinologues.
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III. MATERIEL ET METHODES

A. PATIENTS ET METHODES

De Janvier 1998 a Décembre 2009, 184 patients traités chirurgicalement (144 néphrectomies
¢largies, 40 néphrectomies partielles) pour des carcinomes rénaux a cellules claires non
métastatiques pT1b-pT3 ont été sélectionnés pour 1’étude. Les cancers non cNOMO ont été exclus.
Les tumeurs pT1la ont également été exclues du fait de la trés faible incidence de métastase ou de
récidive locale dans le suivi post-opératoire (66). Afin d’homogénéiser la description de chaque cas,
tous les cas ont été décrit selon la classification TNM de 2005 (67). Une révision histologique
centralisée de tous les cas était effectuée par un anatomo-pathologiste dédié spécialisé en pathologie
uro-génitale.

Les patients étaient exclus en cas de sous-type non a cellule claire lors de la révision histologique,
en cas de cancer concomitant mettant en doute 1’origine d’une éventuelle métastase, en cas de
traitement néo adjuvant ou en cas de déces du patient dans le mois suivant la chirurgie sans lien

avec le cancer (figure 1).
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Figure 1 : Schéma d’inclusion et d’exclusion des patients
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B. IMMUNOHISTOCHIMIE

Pour chaque patient, le sous-type histologique et le grade de Fithrman était confirmé par notre
anatomo-pathologiste sur une lame colorée a I’hématoxyline et éosine (HE). En cas de différence
dans le grade tumoral, le résultat de notre anatomo-pathologiste référent était retenu afin d’éviter
une variabilité inter-observateur. Pour chaque tumeur, des régions caractéristiques de la tumeur
¢étaient repérées sur la lame HE puis le bloc de paraffine était prélevé dans la région correspondante
afin d’extraire la carotte pour la micromatrice tissulaire (TMA). De 1 a 6 carottes étaient prélevées
pour chaque patient puis fixées dans le bloc paraffine de la TMA.

La TMA était ensuite sectionnée en lame de 3um, une lame était colorée en HE pour 1’analyse
architecturale et six marqueurs étaient utilisées d’apres leur association décrite dans la littérature
avec le pronostic des carcinomes rénaux a cellules claires : Ki67 (DAKO clone MIB1) (68,69), C-
myc (Abcam, Agilent Technologies) (70), anhydrase carbonique 9 (Abcam, clone ab15086) (71—

73), vimentine (DAKO clone V9) (74-77) et PTEN (DAKO clone 6H2.1) (78).

C. ANALYSE D'IMAGE

Les lames TMA étaient numérisées avec le scanner Philips IntelliSite Ultra Fast (Philips Digital
Pathology Solutions, Best, Pays-Bas). Chaque carotte était ensuite identifiée manuellement dans
I’interface utilisateur et sauvegardée au grossissement *20 (2px/um). Les images numérisées étaient
analysées a 1’aide du logiciel Image Pro Premier (vs 9.1, Media Cybernetics, Rockville, MD), déja
évalué pour des analyses de pathologie oncologique (79-83). Si nécessaire, des régions d’intérét
¢taient définies afin d’exclure des zones de parenchyme normal, de fibrose, de nécrose kystique ou
de tissu plié¢ pouvant fausser I’analyse (834 régions d’intérét sur 2105 points, 39%). A 1’aide de
I’option smart segmentation du logiciel, un réglage de segmentation était défini pour repérer le
signal 3,3'-diaminobenzidine (DAB) puis un second pour repérer le signal total du tissu analysé.
Les mémes réglages étaient utilisés pour I’analyse de tous les points et de tous les marqueurs. Les

marqueurs cytoplasmiques (CAIX, C-Myc, Vimentine et PTEN) étaient exprimés en pourcentage
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de surface marquée par le DAB (100*nombre de pixels identifiés DAB/nombre total de pixel dans
la surface analysée). Les marqueurs nucléaires (Ki67 et p53) étaient exprimés en nombre de cellules
marquées/mm’. Les particules DAB+<9pixels” étaient considérées comme un bruit de fond.
L’option taille relative du logiciel était utilisée pour compter les noyaux agrégés (figure 2). Pour
chaque patient, la valeur utilisée pour I’analyse statistique d’un marqueur était la valeur médiane de

’analyse des différents points.
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Figure 2 : Analyse automatique des images. Les images A-D proviennent de la méme carotte.
Coloration HE avec grossissement *10, 1px/um (A), Coloration CAIX (B), Détection automatique
du signal DAB (C), détection de toute la surface analysée (D). Les résultats sont exprimés en
pourcentage de surface ayant réagi en coloration DAB (nombre de pixels bleus en C/nombre de
pixels bleus en D). En bas : exemple de comptage automatique des cellules Ki67+. Détail de la
coloration DAB des noyaux Ki67 (E) et comptage automatique des particules a partir du signal

DAB (F). Les résultats sont exprimés en nombre de cellules Ki67+/um’.
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D. STATISTIQUES

Des analyses en régression de Cox univariée et mutivariée ont été utilisées pour identifier des
prédicteurs indépendants de survie sans récidive, de survie spécifique et de survie globale. Les
variables analysées étaient 1’age, le sexe, I’indice de masse corporelles (IMC), le stade p, le grade,
le score d’état général, CAIX, vimentine, PTEN, C-myc, p53, Ki67. Les stades ont ét¢ analysés en
deux groupes pT1b et pT2-3 puisqu’il n’existait pas de différence de survie entre les groupes pT2 et
pT3 dans notre cohorte. Les variables ont été intégrées dans le modele multivarié de Cox lorsque
p<0.10 dans I’analyse de Cox univariée. L’association était considérée comme significative lorsque
p<0.05. Nous avons définis au sein de notre cohorte les paramétres cliniques et anatomo-
pathologiques pronostiques de la survie sans récidive (SSR, temps entre la chirurgie et I’apparition
de métastase ou de récidive locale), de la survie spécifique au cancer (SS, temps entre la chirurgie et
le décés spécifiquement li¢ au cancer) ou la survie globale (SG, temps entre la chirurgie et
quelconque cause de déces). Pour une plus grande pertinence clinique, nous avons transformé les
variables continues des marqueurs associés de maniére indépendante aux survies sur les analyses
multivariées en variable catégorielle. Le point seuil permettant de diviser une valeur continue en
valeur positive ou négative était obtenu par la méthode du plus petit p sur le test de log-rank (84).
Dans un second temps, nous avons testé ces variables en analyse multivariée pour les trois survies.
La corrélation entre les stades et grades tumoraux et la valeur de chaque marqueur était testée par
un modele de régression logistique binaire en traitant les données histologiques en variables a deux
valeurs (grade : I-II ou III-IV et stade pT1b ou pT2-3). La corrélation entre les marqueurs
significatifs était testée par un test de Spearman non paramétrique (hypothése bilatérale). Deux
analyses de sensibilité ont été effectuées en catégorisant les stades en pT1b, pT2 ou pT3 et en
¢évaluant les marqueurs comme continu.

La discrimination des nouveaux marqueurs a été évaluée par I’index de concordance de Harell. Une
correction bootstrap (150 échantillons) a été¢ conduite pour éviter les biais de sur-ajustement.
L’indice de concordance de Harell a été calculé pour les modéles incluant les paramétres cliniques

et histologiques significatifs en analyse multivariée (modéle de référence), puis en incluant les
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parametres des nouveaux marqueurs. Une augmentation de 1’indice C de Harell supérieure a 0.005
¢tait considérée comme un critére de pertinence du modele (85).
Les tracés d’étalonnage ont été explorés en comparant les modeles incluant les nouveaux marqueurs

avec les autres modéles.

IV. RESULTATS

A. RESULTATS CLINIQUES DE LA COHORTE

Quarante et un patients ont été exclus de I’analyse (figure 1). Cent-quarante trois patients ont été
inclus dans I’analyse. Les caractéristiques de la population sont résumées dans le tableau 1. Le suivi
médian était de 62.9 mois (IQR 35.0-91.8). Quarante-six (32.3%) patients ont récidivé (2 récidives
locales et 44 métastatiques), 24 (16.8%) patients sont décédés spécifiquement du cancer et 46
(32.2%) sont décédés d’une quelconque cause. La SSR de pT1b, pT2 et pT3 étaient respectivement
de 90%, 51% et 62%. Les valeurs respectives pour la SS étaient 98%, 81% et 78%. Enfin pour la

SG 91%, 78% et 67%.
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Tableau 1 : Caractéristiques des patients (exclusivement carcinomes a cellules claires)

Patients (n = 143)

Age at treatment (year)
Median (IQ)
Gender
Male (%)/temale (%)
BMI [median (I1Q)]

65.5 (57-73)

91 (63.6)/52 (36.4)
26.5 (24.4-28.8)

2002/2009 TNM pathological stage [n, (%)]

pTlb
pT2

pT3a

pT3b

pT4*
Tumor size (mm)

Median (IQ)
Fuhrman grade—no (%)

I

II

111

IV
Follow-up (in months)

Median (IQ)
Recurrence

N, (%)

Median time (in months) (IQ)
RCC-specific death

N, (%)

Median time (in months) (IQ)
All-cause death

N, (%)

Median time (in months) (IQ)

48 (33 %)/48 (33 %)

31 (22 %)/pT2a 18
(13 %) — pT2b 13 (9 %)

29 (21 %)/I42 (29 %)
35 (24 %)/20 (14 %)
-2 (1.4 %)

66 (50-100)
49 (34 %)
60 (42 %)
28 (20 %)

6 (4 %)

62.9 (35.0-91.8)

46 (32.2 %)
14.4 (5.0-30.5)

24 (16.8 %)
33.9 (17.7-66.1)

46 (32.2 %)
33.9 (17.7-66.1)

BMI body mass index, /Q interquartile (25-75)

* pT3b cases according to 2002 TNM became pT4 in 2009 TNM

because contiguous extension into ipsilateral adrenal gland
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B. FACTEURS PREDICTIFS DES RESULTATS CLINIQUES

L’analyse univariée de la SSR est présentée dans le tableau 2. L’IMC (p=0.002), le stade (p<0.001),
le grade (p=0.003) et la vimentine (p=0.003) étaient des facteurs prédictifs de récidive. Compte-
tenu de 15 valeurs manquantes dans la population, nous avons décidé de réaliser les analyses sans
I’IMC, les résultats étaient comparables avec ou sans cette variable. L’analyse Cox multivariée pour
la SSR est présentée dans le tableau 2. Dans les premicres analyses, les marqueurs étaient traités
comme des valeurs continues. Le risque de récidive était donc associé de manicre significative avec
un IMC plus bas, un stade et un grade plus péjoratif, une expression CAIX plus faible et une
expression de la vimentine plus forte. Le décés spécifique était associé a un age plus grand, un
grade plus péjoratif, une expression CAIX plus faible et vimentine plus forte. Le risque de déces
pour quelconque cause €tais associé a 1’age plus grand, un grade plus péjoratif et une forte
expression de la vimentine.

Ni le stade ni le grade n’étaient corrélés a I’expression de la vimentine (stade p=0.239, grade
p=0.660) ou du CAIX (stade p=0.608, grade p=0.660). Les expressions de la vimentine et du CAIX
n’étaient pas corrélées (p=0.443). Ces deux variables pouvaient donc étre intégrées dans une
variable catégorielle unique CAIX-/Vimentine+ permettant d’obtenir un test plus discriminant. Le
meilleur seuil permettant de séparer la sous-expression de CAIX était de 30%, le meilleur seuil
permettant de séparer la sur-expression de la vimentine était de 50%.

Nous avons donc construit la variable CAIX-/Vimentine+, les patients étaient considérés comme
positifs lorsque la méme tumeur présentait a la fois moins de 30% d’expression de CAIX et plus de
50% d’expression de vimentine (groupe 1), ils étaient considérés comme négatifs dans toute autre
situation (groupe 2). Trente-neuf (27.3%) patients appartenaient au groupe 1, 103 (72.0%) au
groupe 2 et 1 (0.7%) avait une valeur manquante (vimentine). En analyse multivariée, le groupe 1
une risque plus élevé de récidive (p<0.001, HR=3.6) (tableau 2), décés spécifique (p<0.001, HR 4.6)

et de déces de quelconque cause (p=0.010, HR=2.4).
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Tableau 2 : Survie sans récidive. Analyse univariée et multivariée

Variable Univariate Multivariate
4 HR HR-95 % CI 14 HR HR-95 % CI

Clinical features

Age 0.53 1.01 0.98-1.03 - - -

Gender (M vs F) 0.88 1.05 0.58-1.91 - - -

BMI 0.002 0.89 0.82-.96 0.021 0912 0.844-0.986

ASA (34 vs 1-2) 0.463 1.31 0.642-2.653 - - -
Pathological features

Stage (T2-3 vs T1b) <0.001 4.9 1.9-124 0.004 4.531 1.598-12.845

Grade (III-1V vs I-1I) 0.003 2.5 1.4-4.6 0.000 3291 1.688-6.415
Immunohistological markers

CAIX 0.07 0.98 0.96-1.00 0.013 0971 0.949-0.994

Vimentin 0.03 1.027 1.003-1.052 0.007 1.035 1.009-1.062

PTEN 0.41 1.01 0.99-1.04 - - -

CMYC 0.17 1.01 0.99-1.03 - - -

p33 0.47 1.00 0.99-1.003 - - -

Ki67 0.45 1.00 1.00-1.001 - - -

CAIX-/Vimentin+ (categorical, CAIX-/Vimentin+ vs non- 0.001 2.84 1.57-5.13 0.000 3435 1.789-6.596

CAIX-/Vimentin+)
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C. CORRELATION ET CALIBRATION

La différence entre I’indice C du modele de référence et celui des modéeles incluant les nouveaux

marqueurs était toujours supérieure a 0.005. Cela s’est confirmé pour les trois survies : sans récidive
(+0.03), spécifique (+0.02) et globale (+0.01). Les tracés d’étalonnage comparables entre le modele
de référence et le modele incluant la variable CAIX+/Vimentine- prouve que le modéle a peu perdu

en calibration tout en augmentant sa discrimination.

V. DISCUSSION

Dans cette étude, nous avons démontré sur une cohorte avec un long suivi, I’effet négatif pour les
résultats cliniques d’une sous-expression de CAIX et d’une surexpression de la Vimentine sur le
tissu tumoral réséqué pour des carcinomes rénaux a cellules claires non métastatiques. Ces
associations étaient assez robustes pour étre considérées comme des facteurs prédictifs
indépendants de récidive, de déces spécifique et de déces pour quelconque cause avec une précision
plus élevée que les modéeles n’incluant que les données clinico-pathologiques.

CAIX est une protéine faisant partie de la famille des anhydrases carboniques, elle a été décrite
comme jouant un role dans la régulation de la prolifération cellulaire en cas d’hypoxie, dans
I’oncogenese et dans la progression tumorale (86). CAIX est exprimé dans environ 85% des
carcinomes rénaux a cellules claires mais pas dans les autres sous-types histologiques. L.’association
négative entre une sous-expression de CAIX et les résultats cliniques dans le carcinome rénal a
cellules claires a été rapportée dans d’autres études (71,72). Cette association a également été
rapportée pour d’autres cancer comme le cancer du col utérin (87), de 1’oesophage (88) et du cancer
colo-rectal (89). L’intérét du CAIX pour le diagnostic, le pronostic et le traitement a été rapporté
dans plusieurs études (90).

La Vimentine est une protéine filament intermédiaire. Elle est exprimée de maniére physiologique

par les cellules mésenchymateuses. Dans I’oncogenése, la Vimentine joue un role dans la transition
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épithélio-mésenchymateuse conférant des propriétés de migration et d’invasion aux cellules
tumorales (91). La Vimentine est exprimée dans plus de 87% des carcinomes rénaux a cellules
claires (77). L’impact déléteére de I’expression de la Vimentine sur les résultats cliniques des
carcinomes rénaux a ¢galement été rapporté dans plusieurs études précédentes (74-76).

Plusieurs études ont rapporté le potentiel de marqueurs immunohistochimiques pour prédire les
résultats cliniques dans le carcinome rénal. Kim et al (74) ont établi un nomogramme a partir d’une
cohorte de 318 patients présentants un carcinome rénal a cellules claires, tout stades confondues, y
compris métastatique. Les marqueurs immunohistochimiques inclus dans leur modéle comprenaient
le p53, CAIX et la Vimentine. Avec le rdle de la sous-expression de CAIX et de la surexpression de
la Vimentine pour prédire le pronostic des carcinomes rénaux a cellules claires, leur mod¢le est
assez proche du notre bien que nous n’ayons pas trouvé d’association avec p53. D’autres études ont
démontré¢ I’effet délétére d’une sous-expression de CAIX (92,93). Klatte et al ont évalué différents
marqueurs dans leur hypothése de base et ont finalement rapporté un modele intégrant Ki-67, p53,
VEGFR-1 épithélial et VEGFR-D épithélial. Dans leur modele, CAIX n’était pas prédictif des
résultats cliniques. Cependant nous pouvons critiquer une cohorte sous-dimensionnée avec 170
patients inclus pour plus de 20 marqueurs testés ce qui représente un risque élevé de biais dans
I’analyse statistique (94). Pour cette raison, nous avons inclus les marqueurs testés par pallier.
L’immunohistochimie est une technique puissante d’analyse de I’expression protéique. Le probléme
est la subjectivité dans I’interprétation des résultats (65). Les évaluations précédentes des marqueurs
immunohistochimiques citées précédemment sont basées sur une lecture « manuelle ». Il s’agit
d’une mesure semi-quantitative des résultats qui est donc opérateur-dépendantes. La méthode
change d’une étude a ’autre et les auteurs ponderent souvent leur quantification par I’intensité du
signal DAB, ce qui est probablement un facteur d’erreur du fait que le marquage
immunohistochimique n’est pas une méthode stoechiométrique (95). L analyse automatique des
images tend a pallier cet inconvénient. Dans cette étude nous avons réalisé les analyses a 1’aide du
logiciel Image Pro Plus. Les réglages utilisés pourraient étre réutilisés sur d’autre cohorte pour une

validation externe sans biais d’interprétation. Ce point rend notre méthodologie plus reproductible
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que les précédentes études. La fiabilité de ce logiciel a été¢ comparée a une évaluation visuelle de
I’expression de la survivine dans le cancer rectal (79). Les auteurs ont conclu a une bonne
concordance entre les deux méthodes et un avantage du logiciel en terme de sensibilité augmenté
pour la discrimination, et une plus grande fiabilité et reproductibilité dans la mesure de I’expression
protéique. Le logiciel a été testé en oncologie pour évaluer 1’association entre 1’expression
immunohistochimique de marqueurs, les caractéristiques clinico-pathologiques et les résultats
oncologiques dans le cancer de I’endométre (80), du poumon non a petites cellules (81), du larynx
(82) et colo-rectal (83). A notre connaissance, cette étude est la premiére application dans le
carcinome rénal a cellules claires.

Une autre limitation de I’immunohistochimie est de définir le seuil permettant de différencier le
groupe a risque ou non de récidive en fonction de I’expression du marqueur. Nous avons ici essayé
de rationaliser ce seuil en utilisant I’analyse automatique d’image plutot qu’une analyse visuelle
afin d’obtenir un pourcentage précis plutdt qu’une donnée semi-quantitative subjective. Nous avons
ensuite utilisé la méthode du plus petit p des tests log-rank pour définir le meilleur seuil. Dans notre
série, 50% pour la Vimentine et 30% pour le CAIX semblaient étre les valeurs seuils pertinentes
pour différencier les patients a risque ou non. D’autres seuils ont précédemment été rapportés,
souvent choisis de maniére arbitraire. Le but de notre mod¢le était d’identifier le groupe de patient a
risque de récidive, indépendamment de leur stade TNM. Afin de limiter le nombre de groupe
(patients a haut risque vs bas risque), nous avons combiné le groupe CAIX-/Vimentine+.

Malgré un long suivi de notre cohorte et des résultats robustes confirmés sur les trois analyses de
survies et sur I’analyse de sensibilité, notre étude présente quelques limitations. Comme dans toutes
les études rétrospectives, il existe un risque de biais de sélection. Au cours de la période d’étude de
11 ans, le suivi variait et quelques différences existaient entre les centres participants. Au cours de
cette période, ’avénement des thérapies ciblées a entrainé une augmentation de la survie spécifique
et globale des carcinomes rénaux métastatiques. L’exclusion des pT1la a été considérée compte-tenu
de la faible prévalence d’éveénements métastatiques. Nous ne pouvons cependant pas nier I’ intérét

de marqueurs également dans la population pTla, leur étude nécessiterait cependant une cohorte
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beaucoup plus grande. Cette étude est basée sur 1’utilisation de TMA avec parfois des délinéations
de régions d’intérét au lieu de I’analyse de la totalité de la surface tumorale réséquée. Ce point
pourrait-étre une source de variabilité intra/inter observateur. Quelques données telles que
I’envahissement lympho-vasculaire ou la nécrose n’étaient pas évaluées et n’étaient pas
systématiquement rapportées dans les comptes-rendus. Cependant, la classification TNM reste le
seul systéme pronostique universel utilisé en pratique clinique. La taille de notre cohorte était trop
petite pour la diviser et tester une cohorte de validation. Bien que cette étude soit déja une
validation de résultats précédemment obtenus, les résultats spécifiques obtenus nécessitent une

validation externe et dans 1’attente ne peuvent étre considérés que comme exploratoires.

VI. CONCLUSION

Dans cette étude, nous avons décrit le potentiel des marqueurs immunohistochimiques (CAIX et
Vimentine) pour prédire le pronostic des carcinomes rénaux a cellules claires localisés (pT1b-pT3)
traités chirurgicalement. Nous décrivons une technique fiable et reproductible pour évaluer
I’expression de ces marqueurs permettant une validation externe et une potentielle application en

pratique clinique de routine.
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Chapitre 4 EVALUATION DE L'IMAGERIE PAR RESONANCE

MAGNETIQUE MOLECULAIRE POUR PREDIRE LA REPONSE AUX

THERAPIES CIBLEES DANS LE CANCER DU REIN

Travaux publiés dans Contrast Media & Molecular Imaging (96)

I. INTRODUCTION

Le carcinome rénal est un cancer chimio et radio-résistant, sa prise en charge thérapeutique a
longtemps été limitée a I’extirpation chirurgicale. Le développement des thérapies ciblées au cours
des dix derniéres années a permit une amélioration forte de la survie des patients au stade
métastatique. Le premier essai clinique ouvrant une autorisation de mise sur le marché de thérapie
ciblée dans le cancer du rein a été publié en 2007 avec la démonstration de la supériorité du
Sunitinib sur I’interféron-a en terme de survie sans progression et de taux de réponse (6). Depuis,
de nombreux nouveaux agents ont été validés, ciblant le récepteur du facteur de croissance
endothélial vasculaire (VEGFR) : Sunitinib, Sorafenib, Pazopanib, Bevacizumab, Axitinib ou la
voie impliquant la cible mammalienne de la Rapamycine (mTOR) : Temsirolimus et Everolimus.
Grace a ce nouvel arsenal thérapeutique, les patients peuvent recevoir plusieurs lignes de
traitements au cours du suivi de leur pathologie. Pour un meilleur contrdle de la maladie, il serait
primordial de pouvoir évaluer le plus précocement possible la réponse tumorale a un agent afin de
décider si son administration doit étre maintenue ou changer pour un autre. Suivre la réponse
tumorale des modeles tumoraux précliniques permet d’améliorer notre compréhension du bénéfice
de chaque traitement. L’échographie par agent de contraste (DCE-US) est utilisée depuis de
nombreuses années dans 1’évaluation de la réponse tumorale (97-100). Récemment, I’imagerie
moléculaire s’est développée en recherche préclinique pour 1’étude de 1’inflammation et de la néo-

angiogenc¢se ouvrant un large champ d’applications (101-104). Cette technique émergente se base
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sur le principe d’un suivi affiné du cancer en attachant a I’agent de contraste d’imagerie des
molécules ciblant des voies impliquées dans le développement tumoral (105). Cette combinaison du
signal d’imagerie et de I’expression moléculaire permet un suivi plus rapide et plus précis de la
réponse thérapeutique tumorale.

Plusieurs études précliniques ont évalu¢ 1’intérét potentiel de I’imagerie par résonnance magnétique
(IRM) moléculaire ciblant le marqueur avp3 afin de suivre la néo angiogenéese dans le mélanome, le
carcinome hépatocellulaire ou les artériopathies périphériques (106—-108). Le but de cette étude
était de proposer un protocole d’imagerie multimodale comprenant de 1’échographie de contraste et

de I’'IRM qi apporte des informations complémentaires sur le statut de la tumeur.

II. HYPOTHESES ET OBJECTIFS

L’hypothese de cette étude est la supériorité de I’'IRM moléculaire pour prédire la réponse aux
agents ciblés dans le cancer du rein par rapport a I’échographie de contraste.

L’objectif de cette étude était de comparer les méthodes d’imagerie pour prédire la réponse précoce
aux thérapies ciblées validées dans le cancer du rein. Nous avons comparé la réponse aux trois
agents suivant : Sunitinib, Bevacizumab et Everolimus en utilisant 1’échographie de contraste et
I’IRM moléculaire ciblant le avp3, une intégrine de I’endothélium impliquée dans la néo

angiogenese.

III. MATERIEL ET METHODES

Toutes les expériences ont été conduites en accord avec la convention européenne pour la protection
des animaux vertébrés utilisés en recherche expérimentale et ont été validées par le comité de
recherche animale, CEEA-26 et CEEA-44 (enregistré par le ministére de la recherche frangais).
L’agent de contraste moléculaire P04000 était fournit par la société Guerbet (Aulnay-sous-Bois,
France) : dépdt de brevet US 2015/0320889 Al intitulé “vectorised magnetic

emulsion” datant dul2 Novembre 2015.
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A. SOURIS ET MODELE TUMORAL

Vingt-quatre souris nudes immunodéficientes (agées de 6-8 semaines) étaient prises en charge dans
I’animalerie de I’Institut Gustave Roussy (Villejuif, France) en accord avec les protocoles
institutionnels pour le bien-&tre animal. Les cellules tumorales rénales humaines A498 (ATCCHTB-
44, American Type Culture Collection, Manassas,USA) étaient cultivées dans le milieu EMEM
(Eagle’s Minimum Essential Medium, Gibco Life Technologies, Gaithersburg, MD, USA)
supplémenté par du FBS 10% (sérum bovin feetal). L’expérimentation commengait 30 jours apres
I’inoculation sous-cutanée dans le flanc droit des souris de 3*10° cellules dans 100uL de matrice

Corning Matrigel (Corning, Tewksbury, USA).

B. TRAITEMENT

Les souris étaient randomisées en 4 groupes de 6 souris. Le groupe controle recevait une solution
saline quotidienne. Les groupes traités recevaient du Sunitinib (SUTENT, Pfizer, New York City,
New York, USA) a la dose de 40mg/kg, de I’Everolimus (AFINITOR, Novartis, Basel, Suisse) a la
dose de 10mg/kg ou du Bevacizumab (AVASTIN, Genentech/Roche, Basel, Suisse) a la dose de
Smg/kg. Tous les traitements étaient administrés quotidiennement pendant 4 jours par voie orale en
gavage a I’aide de canules souples sauf le Bevacizumab administré en intrapéritonéal 2 jours

consécutifs.

C. PROTOCOLES D'IMAGERIE

L’évaluation de I’efficacité thérapeutique était basée sur deux techniques, I’échographie de
contraste ou I’IRM moléculaire a I’initiation du traitement (JO) et 4 jours apres I’initiation du

traitement (J4). A chaque session d’imagerie, ’animal était anesthésié¢ a I’aide d’isoflurane et la
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température corporelle était maintenue constante au cours de la procédure. Les parametres
d’acquisitions optimisés sont restés les mémes pour toutes les procédures d’échographie ou d’IRM.
Les images ¢taient tout d’abord scannées en échographie bidimensionnelle a I’aide de 1’appareil
Aplio (Toshiba, France) pour mesurer le volume tumoral en mode B (Figure 1-a) et le nombre de
vaisseaux intra-tumoraux a I’aide du mode doppler pulsé (Figure 1- b) avec une sonde de 14MHz
(PLT-1204AT, Toshiba, France). Les procédures et techniques d’imagerie compléte ont été décrites
précédemment (109,110). Le nombre de vaisseaux tumoraux au sein du volume tumoral était défini
comme le nombre moyen de vaisseaux évalués dans les plans longitudinal et axial. Ensuite,
I’évaluation de la micro vascularisation tumorale était réalisée a 1’aide d’une sonde spécifique
(émission a 2.6MHZ et réception a 5 .2 MHz) (PLT-604AT, Toshiba, France) détectant le contraste
des microbulles apres injection d’un bolus de 100uL. de Sonovue (Bracco, Italie). La prise de
contraste était enregistrée pendant 3 minutes puis quantifiée sur toute la section tumorale a ’aide
d’un logiciel spécifique (CHI-Q , Toshiba, France). Deux paramétres de perfusion semi-quantitatifs
¢taient déduits a partir des courbes temps-intensité : I’intensité maximale du rehaussement et ’aire
sous la courbe comme décrit précédemment (110).

L’imagerie par résonance magnétique €tait réalisée a I’aide d’un appareil clinique de 1.5Tesla
(Philips Achieva, CIERM) de 60cm de calibre et une bobine conventionnelle de 23mm de diameétre
en réception. L agent de contraste utilisé était le P04000 (Chematech/Guerbet,France), un agent de
contraste ciblant I’intégrine avB3 surexprimé dans les néo-vaisseaux. P04000 est une nanoémulsion
fonctionnant avec le tri peptide RGD liant avB3 et contenant des particules d’oxyde de fer profilées
pour les séquences T2 w MR (imagerie a susceptibilité pondérée). Les mesures des taux de
relaxation R2” étaient effectuées par une séquence écho multi écho 3D gradient pondéré en T2”,
permettant une sensibilit¢ aux USPIO (ultrasmall superparamagnetic iron oxyde contrast agent)
induisant des effets de relaxation apparent. Le DSC-MR (dynamic suceptibility contrast- magnetic
resonance) (figure 2) était réalisé durant une heure suivant I’injection de produit de contraste, par la
répétition d’un mapping T2* (3D 0.5mm séquence isotropique TR/ TE/ dTE = 90/5.9/9.7 msec, 6

¢chos, 0.3*0.3*0.5mm3 taille de reconstruction voxel, 220Hz/pixel, et Tacq = 4.2min), avant et
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apres injection de 100 umol Fe/kg de nanoémulsion USPIO par souris. Les images étaient traitées
avec le logiciel Matlab (2011B, Mathworks, Natick, MA, USA). Pour reconstruire les cartes des
taux de relaxation R2* (=1/T2%), les 6 signaux écho S(TE) étaient ajustés au niveau des voxels a
’aide d’un algorithme non linéaire basé sur la méthode des moindres carrés vers une courbe
décroissante exponentielle a deux parameétres, basé sur 1’équation suivante : S(TE) = A*e—TE[IR2*
avec A et R2* les parameétres inconnus. Les moyennes AR2* pré et post variations (R2* pre — R2*
post) étaient suivies tout au long d’une heure afin de quantifier la fixation de I’agent de contraste au
marqueur cible. Effectivement, dans un modéle simplifié, R2* augmente linéairement avec la
quantité d’agent de contraste de telle sorte que AR2* est directement proportionnel a la fixation

d’agent de contraste.
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Figure 1 : Volume tumoral évalué en échographie mode-B (a). Evaluation du nombre de vaisseaux

intra-tumoraux a ’aide de I’imagerie doppler (b)
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Figure 2 : Mesure de la susceptibilité de contraste dynamique en résonnance magnétique (DSC-MR)
durant 1 heure par répétition des acquisitions T2". Acquisition pré-injection (a) et une heure aprés

injection (b)

(a) (b)
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D. IMMUNOHISTOCHIMIE

Les analyses d’immunohistochimie étaient réalisées sur les tumeurs issues des groupes traités et
controle a J4, apres la session d’imagerie. Le tissu tumoral était d’abord enrobé dans un milieu
gélifié (CryomatrixOCT compound, Thermo Fisher Scientific, USA) puis congelé dans de 1’azote
liquide. Les échantillons étaient ensuite coupés en tranche de 7-8um d’épaisseur, aussi prés possible
de la plus large tranche de section tumorale correspondant a I’image acquise en écho de contraste et
IRM. Une coloration a ’hématoxyline et €osine était effectuée pour vérifier I’architecture tumorale.
Deux tranches étaient marquées au CD31 (anticorps monoclonaux rat anti-souris CD31 1 : 200,
clone mec13-3, BD Pharmingen, USA) afin de détecter les cellules endothéliales (figure 3). La
totalité de la tranche tumorale était numérisée pour chaque animal a I’aide du scanner Nanozoomer
(Hammatsu). La quantification des vaisseaux marqués au CD31 était réalisée sur I’analyse de la

tranche tumorale compléte en utilisant le logiciel Calopix (Tribvn, France).
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Figure 3 : Marquage CD31 des tranches tumorales (Grossissement *20) dans le groupe controle (a)

et dans le groupe Bevacizumab (b)

¥, &*»\‘ 2 SRR
= 4 “ g e~
- i e W > ;
X *‘_\ > 5 % .
i A0 =~ \ S
. A : \b = {
» TR TR o s { ik 3 A
EROT- 4 i
5 4 ‘)' I R
Potigr s X $ L E o s
& y
v :: "”ﬁ,‘ ¥ v ”
" ' ./:
_(um), S ()
G \ oS o o P o S
88888 - DL O / B > %
s O g N 10 O =N N

(a) (b)

E. ANALYSES STATISTIQUES

Du fait du nombre limité d’échantillons par groupe, tous les tests de cette étude étaient non
paramétriques. Les données entre les différents groupes de souris étaient comparées a 1’aide des
tests de Wilcoxon ou de Kruskall-Wallis. Les données au sein d’'un méme groupe étaient comparées

avec un test de Wilcoxon pour échantillons appariés.

IV. RESULTATS

Six souris par groupe étaient évaluées par échographie de contraste et IRM moléculaire a JO et J4.
La figure 4 représente 1’évolution du volume tumoral (a) et de la densité vasculaire intra-tumorale
(b) entre JO et J4 mesurée par écho-doppler pour les 4 groupes. Il n’existait pas de différence
significative entre les 4 groupes a JO alors qu’a J4, le groupe contrdle présentait des volumes
significativement supérieurs aux groupes traités (p=0.01). Le volume tumoral est resté stable dans le
groupe Bevacizumab alors qu’il a 1égérement augmenté dans les groupes Everolimus et Sunitinib.

La densité vasculaire intra-tumorale évaluée en doppler n’était pas significativement différente
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entre les 4 groupes a JO alors qu’elle était significativement plus faible dans les groupes traités que
dans le groupe controle a J4 (p=0.008). Le groupe Bevacizumab présentait un nombre de vaisseaux
plus faible a J4 mais cette différence intra-groupe n’était pas significative.

Les parameétres de perfusion, le pic d’intensité et 1’aire sous la courbe sont représentés sur la figure
5. Ces deux parametres ont été quantifiés car ils reflétent les modifications de rehaussement au
cours du traitement et il a été démontré qu’ils représentent un critére valide de réponse
thérapeutique dans des études préclinique et clinique (109,111). Il n’existait pas de différence
significative entre le pic d’intensité (p=0.9) et I’aire sous la courbe (p=0.9) a JO entre les différents
groupes. Cela témoigne de groupe homogene pour la micro vascularisation tumorale pré traitement
et les bolus d’agent de contraste injectés entre les différentes souris. A J4, les deux parameétres
présentaient des valeurs moyennes plus élevées qu’a JO dans le groupe contrdle et le groupe
Everolimus mais ces variations n’étaient pas significatives. A I’inverse, ces valeurs étaient
diminuées dans les groupes Sunitinib et Bevacizumab. Cette baisse n’était cependant significative
que dans le groupe Bevacizumab : Pic Intensité (p=0.03) et Aire sous la Courbe (p=0.04). A J4, les
valeurs du groupe Bevacizumab étaient significativement différentes du groupe contrdle (Pic
Intensité p=0.004, Aire sous la Courbe p=0.008) et du groupe Everolimus (Pic Intensité p=0.006,
Aire sous la Courbe p=0.008). Ces résultats sont cohérents avec les données d’un essai clinique qui
a mis en évidence la modification de la vascularisation tumorale dés 3 jours aprés administration de
Bevacizumab chez de patients atteints de carcinome hépatocellulaire, ces données précoces
pourraient étre prédictive de la réponse tumorale a deux mois en terme de survie sans progression et
survie globale (112).

En plus de I’échographie de contraste, I’efficacité thérapeutique était donc également évaluée en
IRM moléculaire par la mesure de AR2* une heure apres injection de 1’agent de contraste P04000
permettant donc de déduire la fixation au récepteur avp3. Les profils des valeurs AR2* moyennes
pour chaque groupe en fonction du temps sont représentées sur la figure 6 (n=6souris par groupe)
pour JO (a) et J4 (b). Les valeurs moyennes +/- déviations standards de AR2* (s') mesurées a

lheure sont reportées dans le tableau 1. Comme pour les mesures d’échographie de contraste, il
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n’existait pas de différence significative a JO entre les 4 groupes (p=0.99) ou entre les souris de
chaque groupe confirmant une bonne homogénéité de mesure et des bolus d’agent de contraste
injectés.

A J4, AR2* ¢était significativement différent entre les 4 groupes (p=0.04). Le groupe Everolimus
présentait des valeurs a J4 diminuées par rapport a JO. Les groupes Everolimus (p=0.009) et
Bevacizumab (0.048) présentaient des valeurs significativement plus basses a J4 que le groupe
controle.

La micro vascularisation tumorale déduite de la quantification des vaisseaux marqués CD-31 en
immunohistochimie était exprimée en pourcentage de surface marquée rapportée au pourcentage de
la surface totale. Il n’existait pas de différence entre le groupe Everolimus (2.14% +/- 0.40%) et le
groupe controle (2.72% +/- 0.41%). Ce parametre était par contre significativement diminué
(p<0.01) dans les groupes Sunitinib (1.28% +/- 0.05%) et Bevacizumab (1.13% +/- 0.52%). 1l
n’existait pas de corrélation significative entre la densité micro vasculaire et les données d’IRM
moléculaire. En revanche, il existait une corrélation significative entre la densité micro vasculaire et
les données d’échographie moléculaire pour le Pic d’Intensité (R= 0.87, p=0.0003, figure 7-a)et

pour I’ Aire sous la Courbe (R=0.81, p= 0.0013, figure 7-b).
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Figure 4 : Volume tumoral évalué par échographie a JO et a J4 apres initiation du traitement.

Nombre de vaisseaux intra tumoraux évalué par imagerie doppler pulsé a JO et a J4. Valeurs

moyennes +/- déviations standards *p<0.01.
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Figure 5 : Valeurs moyennes +/- déviations standards (a.u., unités arbitraires) pour le Pic d’Intensité

et I’Aire sous la Courbe (AUC) des 4 groupes a JO et J4 apres initiation du traitement. *p<0.05,

##p<0.01.
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Figure 6 : Profils de AR2* (moyennes +/- déviations standards) au cours du temps au cours de la

premiére heure suivant 1’injection de 1’agent de contraste P04000 pour les 4 groupes a JO (a) puis J4

apres initiation du traitement (b).
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Tableau 1 : Valeurs moyennes +/- déviations standards de AR2* (s™) a 1 heure post injection pour

les 4 groupes a JO et J4 apres initiation du traitement

AR2* (s7')
DO D4
Control 153+5.2 23.1+5.1
Sunitinib 154 + 6.7 23.0 +£13.8
Everolimus 143 +5.6 79 +4.8
Bevacizumab 16.6 + 6.3 13.6 + 8.9

75



Figure 7 : Corrélation entre la densité micro vasculaire en immunohistochimie par marquage CD-31
(%) et les paramétres d’échographie moléculaire : pic d’intensité (PI, a.u., unités arbitraires, a) et

aire sous la courbe (AUC, b). Les données de I’équation de régression linéaire avec coefficient de

détermination R* et p sont indiqués.
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V. DISCUSSION

Dans cette étude, nous avons démontré, sur un modele expérimental in vivo, la capacité de I'IRM
métabolique ciblant le marqueur avB3 a détecter la réponse micro vasculaire tumorale a
I’Everolimus et au Bevacizumab alors que I’échographie de contraste ne permet de détecter que la
réponse au Bevacizumab.

La néo angiogenése est une caractéristique primordiale du développement du cancer. Elle est la
cible plus ou moins directe des thérapies ciblées systémiques utilisées dans le cancer du rein
métastatique. La capacité de I’échographie de contraste a prédire la réponse aux traitements anti-
angiogéniques dans le cancer du rein métastatique a déja été explorée dans plusieurs essais cliniques.
Ces essais ont mis en évidence le potentiel de cette technique a différencier les patients répondeurs
vs. non répondeurs a un stade plus précoce que les autres techniques d’imagerie conventionnelles
(113). L’IRM avec agent de contraste a également ét¢ étudi€, Kins €st généralement le parameétre
analysé (114-116). Ce paramétre a été rapporté dans un essai clinique randomisé comme un
marqueur pharmacodynamique de la réponse au Sorafenib (114). Cependant, ces essais cliniques
n’ont évalué que la réponse aux traitements anti-angiogéniques, c’est a dire le le Bevacizumab ou
les inhibiteurs de tyrosine kinase (TKI): Sunitinib ou le Sorafenib.

Contrairement au Bevacizumab ou au TKI, les traitements mTOR ne ciblent pas directement la voie
VEGF mais interagissent indirectement sur I’angiogenése par le biais la traduction des ARNm du
Facteur Induit par I’Hypoxie (117). Ils sont indiqués dans les cancers du rein métastatiques de
mauvais pronostic (Temsirolimus) ou apres échec des TKI (Everolimus) (64). Une évaluation
précoce de leur efficacité serait particulierement bénéfique en pratique clinique afin d’éviter des
traitements inefficaces pour le patient et donc une perte de temps et des surcofts inutiles.
L’intégrine endothéliale avp3 interagit avec VEGFR2 dans le déroulement de la néo angiogenese
apres activation en amont par les cellules tumorales (118). Elle joue également un role dans le

développement de la capacité d’ancrage des cellules tumorales, une caractéristique primordiale dans
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la progression tumorale (119). En 1998, Sipkins et al ont pour la premicre fois décrient le
monitorage de la néo angiogenese tumorale in-vivo en par IRM utilisant un produit de contraste
ciblant le avp3 (120). A notre connaissance, I’IRM moléculaire en général et cette technique plus
particulierement, n’avaient jamais été explorés dans 1’évaluation des réponses aux thérapies
systémiques dans le cancer du rein. Nous avons montré dans cette étude que la différence dans le
taux décroissance par seconde (AR2*s™') avant et aprés injection de 1’agent de contraste ciblant le
avp3 était significativement diminuée dans les groupes Bevacizumab et Everolimus par rapport au
groupe placebo. Ce résultat était mesuré a peine 4 jours apres initiation du traitement et était corrélé
au taux de croissance tumoral. Ce résultat suggére une modification précoce de la maturation
vasculaire aprés administration de ces agents. L’ atténuation du signal aprés injection de cet agent de
contraste ciblé pourrait &tre un marqueur potentiel, en association avec Kans pour prédire de
manicre précoce la réponse tumorale a I’introduction de ces nouveaux traitements ciblés. L’IRM
présente plusieurs avantages comme technique d’imagerie : absence de rayons ionisants, les
séquences injectées peuvent étre combinées a 1’analyse de la mobilité des molécules d’eau
(diffusion), et la spectrométrie par résonance magnétique permet I’évaluation de la composition
chimique des tissus et de repérer les régions hypoxiques (121). Ces réglages multiparamétriques
permettent 1’obtention d’informations multiples sur la tumeur a partir d’un seul examen. Cependant,
I’IRM est plus chronophage que le scanner et I’échographie, ce qui implique un acces plus limité a
cette technique. La standardisation des procédures est compliquée. Enfin, la corrélation entre le
signal d’imagerie et la concentration en marqueur n’est pas aussi évident qu’avec les données du
scanner (122).

Un intérét particulier de cette étude est la détection précoce du signal d’imagerie 4 jours apres
I’initiation du traitement. En pratique clinique, la réponse tumorale au traitement repose largement
sur 1’évaluation de la taille tumorale selon les critéres d’évaluation des tumeurs solides (RECIST)
(123). Ce critere consensuel est basé sur la mesure du diamétre le plus large de la tumeur (ou de la
métastase). La réponse peut étre compléte (disparition de la maladie), partielle (plus de 30% de

diminution), montrer une maladie progressive (plus de 20% d’augmentation) ou stable (entre les
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deux). Le probléme est le délai entre I’induction du traitement et son effet sur la morphologie
tumorale et la diminution de la masse. Durant cet intervalle, il est impossible pour le clinicien se
fiant aux criteres RECIST de différencier les répondeurs des non répondeurs. De plus, la fibrose et
la nécrose induite par les thérapies ciblées n’entrainent pas forcément de diminution de la taille
tumorale alors qu’elles ne peuvent pas étre considérées comme de la tumeur active. Les
modifications métaboliques induites par les agents ciblés dans la tumeur, et plus particuliérement
dans les voies de la néo angiogengése et de leurs signaux d’induction précédent les modifications de
taille. Cette détection plus précoce de la réponse thérapeutique pourrait permettre une amélioration
du traitement personnalisé des patients qui bénéficieraient d’un changement immédiat de leur
stratégie thérapeutique. Un autre bénéfice attendu de cette technique est un impact financier positif
li¢ a I’économie de I’administration de traitements colteux inefficaces. Bien que non évalué dans le
cadre de cette étude, le suivi de la modification du signal li¢ & avPB3 corrélé aux modifications de
taille tumorale permettrait d’évaluer le potentiel de ce marqueur a détecter une résistance au
traitement.

Cette étude présente plusieurs limites : s’agissant d’un essai préclinique, le nombre de souris inclus
dans la cohorte est limité. Par ailleurs, nous avons utilis€ un modéle in vivo par xénogreffe sous-
cutané de la lignée cellulaire A498. Bien que ce modele soit fréquemment utilisé, des variations
avec les résultats d’essais cliniques en aval ont souvent été décrites. Des conclusions définitives

nécessitent donc évidemment des validations cliniques.

VI. CONCLUSION

Nous avons décrit dans cette étude une détection précoce des modifications de la voie de la néo
angiogenese apres induction de thérapies ciblées grace a I’échographie de contraste et a 'IRM
moléculaire ciblant le marqueur avp3. Ces résultats devraient encourager le développement d’essais

cliniques afin de mieux évaluer le potentiel de ces techniques d’IRM moléculaire.
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CHAPITRE 5 : ECHOGRAPHIE MOLECULAIRE DANS LE CANCER DU

REIN - SURVEILLANCE D’UN TRAITEMENT CIBLANT LE VEGFR

PAR DES MICROBULLES CIBLEES DANS UN MODELE PRECLINIQUE

MURIN DE XENOGREFFES ISSUES DE PATIENTS

I. INTRODUCTION

Le développement récent d’un large arsenal thérapeutique pour la prise en charge systémique des
cancers du rein métastatique impose 1’utilisation de marqueurs fiables, robustes et simples d’acces
afin d’apprécier au mieux la réponse du patient a I’instauration d’un nouveau traitement. Cette
évaluation pourrait permettre de minimiser les risques d’effets secondaires mais également de
minimiser les colts et la perte de temps liée a un traitement inefficace et pouvoir ainsi proposer un
nouveau choix thérapeutique.

Les traitements systémiques ciblant la voie VEGFR tel que le Sunitinib sont recommandés en
premicre ligne pour la prise en charge des carcinomes rénaux a cellules claires métastatiques (11).
Il n’existe actuellement aucun marqueur validé permettant de prédire la réponse aux thérapies
ciblant le VEGFR dans le carcinome rénal. L‘évaluation de la réponse thérapeutique est basée sur
I’évolution du volume tumoral en scanner selon les critéres RECIST (124).

L’échographie est une technique d’imagerie simple d’utilisation, relativement peu cotiteuse,
transportable, sans rayons ionisants et permettant une analyse instantanée des tumeurs.
L’échographie de contraste basée sur 1’injection de microbulles a démontré son intérét potentiel
pour prédire la réponse des carcinomes rénaux métastatiques au Sunitinib dans des essais cliniques
(99,111). Plusieurs études se sont intéressées a 1‘échographie moléculaire ciblant le VEGFR-2 pour
prédire la réponse aux thérapies ciblées (125-134). Cependant, a notre connaissance, aucune

recherche n’a été faite sur les marqueurs FSHR et VEGFR-1 en échographie moléculaire.
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II. HYPOTHESES ET OBJECTIFS

L’hypothese de cette étude est que les modifications moléculaires consécutives a I’introduction d’un
traitement ciblant le VEGFR apparaissent avant les modifications vasculaires et morphologiques.
Les signaux d’échographie moléculaire ciblant les marqueurs FSHR et VEGFR-1 devraient donc
étre significativement inférieurs dans des groupes traités par Sunitinib par rapport a des groupes
contrdles.

L’objectif est de démontrer une expression différentielle des marqueurs FSHR et VEGFR-1 entre
des groupes traités par Sunitinib et des groupes controle au cours du suivi longitudinal d’un
traitement de 4 semaines. Nous avons utilis¢ des modeles murins de modele de cancer du rein a

cellules claires par greffe tumorale dérivée des patients (PdX).

III. MATERIEL ET METHODES

A. ANIMAUX
Le protocole d’expérimentation animale a été approuvé par le CEEA26 (Comité Ethique en
Expérimentation Animale) et le Ministére de I’ Agriculture (n° registre : APAFIS#8963-
2017022014433962) et réalis¢ selon les conditions établies par la Communauté Européenne
(Directive 2010/63/UE). Trente-trois souris femelles
Balb/c Rag2-/-yc-/-, fortement immunodéficientes, ont été choisis afin de permettre un taux de
croissance tumorale des xénogreffes maximal. Les souris proviennent et ont été hébergées au sein

de I’animalerie de I’Institut Gustave Roussy (Villejuif, France).

B. MODELE DE CARCINOME RENAL PAR XENOGREFFE DERIVEE DE
PATIENTS (PdX)

La méthode de transplantation tumorale du patient vers les souris immunodéficientes selon la

technique de greffe de tranches tissulaires a ét¢ exhaustivement décrite dans des travaux précédents

82



(135). En résumé, une carotte de 8mm de diametre était prélevée dans une zone non kystique et non
nécrotique d’une tumeur rénale fraiche juste apres extirpation chirurgicale. La carotte était ensuite
sectionnée en tranches homogenes de 300um d’épaisseur a I’aide d’un appareil spécifique
(Krumdieck tissue slicer, Alabama Research). Chaque tranche était ensuite implantée sous la
capsule rénale gauche d’une souris sous anesthésie et sous condition stérile. La prise de greffe était
ensuite suivie par échographie hebdomadaire puis, lorsque le greffon apparaissait dans la majorité
de la cohorte, une IRM était réalisée afin de mesurer précisément le volume tumoral. Une seconde
IRM était réalisée en fin de protocole, apres 4 semaines de traitement par Sunitinib, juste avant le

sacrifice des souris de la cohorte.

C. PROTOCOLE DE TRAITEMENT

Le protocole démarrait lorsque le greffon tumoral était mesurable en IRM et en échographie.
Chaque cohorte était alors divisé en deux groupes homogenes : un premier groupe recevant une
solution témoin (méthocel 0,5%, solution de dilution) et le second recevant du Sunitinib (Sutent,
Pfizer, NY, Etats-Unis) a la dose de 80mg/kg. Le Sunitinib et le témoin étaient administrés par voie

orale, en gavage, 5 jours par semaine pendant 4 semaines.

D. ECHOGRAPHIE MOLECULAIRE ET QUANTIFICATION DES
MARQUEURS

Les sessions d’imagerie €étaient réalisées sur un systeéme dédié au petit animal (VEVO®2100,
VisualSonics, Canada), a I’aide d’une sonde linéaire de fréquence centrale 21MHz (MS-250,
VisualSonics, résolution latérale et axiale respectives de 165 et 75um). Avant chaque session
d’imagerie, les souris étaient anesthésiées par inhalation d’isoflurane 2%. Au cours de 1’acquisition,
la température corporelle était mesurée et maintenue constante a I’aide d’un plateau chauffant
(Bioseb, France). Les volumes tumoraux étaient évalués en mode-B 2 dimensions (2D) comme
décrit dans la littérature (109,110). L’échographie moléculaire et la quantification des marqueurs
¢taient réalisées sur la coupe transverse la plus large de chaque tumeur en 2D (Figure 1). Les agents

de contraste (MicroMarker, Visualsonics, Canada) étaient injectés au volume de 50uL dans la veine
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rétro-orbitaire. Trois injections successives ont été réalisées : microbulles non ciblées, microbulles
ciblant le VEGFR-1 ou le FSHR. Chaque ampoule d’agent de contraste cibl¢ (Target-Ready) était
préparée en ajoutant 20mg d’anticorps biotinilé (VEGFR-1 ou FSHR) dans 1mL de solution saline
(NaCl 0,9%). Un intervalle de 30 minutes entre chaque injection d’agent de contraste permettait une
résorption complete des microbulles injectées précédemment dans le systéme vasculaire comme
décrit dans des précédentes études (136). L’intensité du signal de 1’agent de contraste était
enregistré au cours du temps. Le signal d’échographie moléculaire était enregistré 10 minutes apres
le bolus d’injection permettant ainsi aux microbulles ciblées de se fixer sur le marqueur de la
surface endothéliale vasculaire. Le signal du biomarqueur était estimé a I’aide du logiciel
VEVO®2100 permettant une quantification sur toute la surface tumorale analysée. Le résultat
exprimé (en unités arbitraires) était le rehaussement ciblé différentiel (DTE). Cette valeur indique la
quantité de microbulles adhérentes au marqueur sur la surface vasculaire endothéliale de la zone
¢tudié¢e. Le DTE est calculé en faisant la différence du signal de I’agent de contraste avant (signal
li¢ aux microbulles circulantes et adhérentes) et apres (signal 1i€ uniquement aux microbulles
circulantes) I’émission d’un signal de forte puissance acoustique permettant la destruction des
microbulles dans le plan d’examen (Figure 1), comme précédemment décrit (136). L’estimation
¢chographique des volumes tumoraux et le signal d’imagerie moléculaire étaient mesurés dans les
deux groupes contrdle et Sunitinib a I’initiation du traitement (JO) puis a 7, 14 et 28 jours apres

I’initiation.

84



Figure 1 : Exemple d’échographie moléculaire pour la mesure de 1I’expression du marqueur FSHR a
J14. Le mode B en 2 dimensions (en haut a droite) permet 1’estimation du volume tumoral par
mesure des dimensions de la tumeur dans les plans longitudinal et transversal (longueur, largeur,
épaisseur). La prise de contraste (intensité du signal en mode harmonique en fonction du temps) est
enregistrée des I’injection des agents de contraste puis 10 minutes apres injection pour estimation
du marqueur ciblant le FSHR (en bas a droite). Aprés contourage de la région d’intérét
correspondant aux limites tumorales, le logiciel VEVO LAB permet la quantification du signal sur
toute la durée de I’analyse. Le rehaussement ciblé différentiel est estimé par la différence de signal
avant et apres le burst de destruction (colonne verticale sur le graphe). Cette différence revient a
soustraire le signal li¢ aux microbulles circulantes et ainsi déduire le signal li¢ aux microbulles

fixées au marqueur FSHR.
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E. ANALYSES STATISTIQUES

Nous avons modélisé les taux de croissance des tumeurs a partir des 4 points de mesures JO, J7, J14
et J28. Nous avons utilisés un modéle exponentielle Vi(t) = Vi exp(ait) . S’agissant d’un modéle
linéaire généralisé, nous avons estimé les coefficients de croissance a; et la valeur origine V;° par la
méthode des moindres carrés. L’ajustement du modele était estimé par calcul du R2 et du R2 ajusté.
L’efficacité du Sunitinib était évaluée par un test de Student comparant les moyennes des taux de
croissances a; entre les groupes traités par Sunitinib et les groupes traités par la solution contrdle. La
différence était considérée comme significative et donc le traitement efficace lorsque p<0 .05.

Au sein des groupes traités par le Sunitinib nous avons défini les souris répondeuses et non
répondeuses en fonction des taux de croissance. Nous avons ainsi défini une souris comme non
répondeuse lorsque son taux de croissance n’était pas significativement différent du groupe non
traité.

Nous avons ensuite étudi¢ (analyse principal) ’expression différentielle des marqueurs FSHR et
VEGFR-1 en échographie moléculaire en comparant sur chaque point de mesure les DTE entre les
groupes traités par Sunitinib et contrdle puis entre les souris répondeuses et non répondeuses.

En analyse secondaire, nous avons comparé¢ les expressions longitudinales des marqueurs entre les
souris répondeuses et non répondeuses. S’agissant d’une analyse a posteriori, les gorupes initiaux
ne sont pas homogeénes. Les expressions des marqueurs ont donc été normalisées aux valeurs JO afin

de pouvoir comparer les groupes.

IV. RESULTATS

A. COHORTES ET CROISSANCE TUMORALE

Trois tumeurs rénales ont été prélevées apres extirpation chirurgicale (néphrectomies élargies) afin
de former trois cohortes expérimentales. Au total 33 souris ont été greffées et incluses dans le

protocole. Les caractéristiques des tumeurs et des cohortes sont résumées dans le Tableau 1.
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Tableau 1 : Caractéristiques des tumeurs prélevées et des cohortes transplantées

TUMEUR DU PATIENT COHORTE TRANSPLANTEE
Cohorte | Stade | Stade | Stade | Grade de Type Taille de Taux de Taux de p-
T N M Flihrman histologique la croissance | croissance | valeur
cohorte moyen moyen
n= groupe groupe
Sunitinib controle
1 1b 1 1 4 Cellules claires 12 0.009 0.033 0.006
2 4 0 1 4 Cellules claires 14 0.003 0.045 0.031
Rhabdoide
50%
Sarcomatoide
15%
3 3a 2 1 4 Cellules claires 7 0.025 0.038 0.183
Rhabdoide
50%

Le mod¢le de régression a montré un bon ajustement entre le modele de régression simulé et les

points de mesure des volumes tumoraux (R2 moyen 0.72, moyenne des R2 ajustés 0.58), le modéle

de croissance s’avere bien plus performant pour les souris non traitées (R2 moyen 0.9) il I’est

naturellement moins lorsque la croissance se stabilise apres instauration du traitement ciblé. La

figure 2 montre les exemples de courbes modélisées et les points de mesures pour 4 souris.
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Figure 2 : Courbes des volumes tumoraux en fonction du temps. Exemples des courbes de
régression du modele de croissance tumorale pour 4 souris. Les points noirs représentent les
mesures de volume écho et les courbes représentent les modeles de régressions simulés. Les
courbes en rouge (en haut) correspondent a des souris traitées par la solution contrdle et les courbes
en bleue (en bas) correspondent a des souris traitées par Sunitnib. Les taux de croissance respectifs
sont de 0.048 ; 0.027 ; 0.050 et

-0.0041. La premiére souris sous Sunitinib est clairement non

répondeuse (en bas a gauche) alors que la seconde ’est (en bas a droite).
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B. REPONSE AU SUNITINIB

L’hypothese des taux de croissance égaux entre les groupes Sunitinib et les groupes controles a été
rejetée avec une valeur p de 0,009 indiquant donc une efficacité du Sunitnib par rapport au contrdle.
La figure 3 montre les courbes de croissances tumorales de chaque souris, on remarque donc une
croissance globalement plus forte pour les souris traitées par la solution contrdle (rouge) par rapport

aux souris traitées par Sunitinib (bleu) témoignant de 1’efficacité globale du Sunitinib.
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Figure 3 : Evolution tumorale pour I’ensemble des souris. Les volumes sont normalisées sur le
volume initial estimé par le modéle (Vi(t)/Vi0). En rouge, les souris sous solution contrdle, en bleu,

les souris sous Sunitinib. On note clairement la croissance plus faible pour la plupart des souris sous

Sunitinib.
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Selon les critéres morphologiques de taille tumorale RECIST, nous avons noté qu’aucun cas ne
permet de conclure a une réponse (rémission) sur la période de 28 jours étudiée. La plupart des cas
traités par Sunitinib ont une croissance stabilisée ou ralentie par rapport aux groupes controles. Sur
la période d’étude, le suivi morphologique tumoral ne permet donc pas de distinguer I’efficacité du
traitement par Sunitinib.

Selon notre définition statistique de la réponse au Sunitinib basée sur les taux de croissances

tumorales, 4 souris pouvaient étre considérées comme non répondeuses (1 de la cohorte 2 et 3 de la

cohorte 3).

C. ANALYSE DE L’EXPRESSION DIFFERENTIELLE DES MARQUEURS

L’analyse de I’expression différentielle entre le groupe Sunitinib et le groupe traité est résumée dans
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le tableau 2. On voit que pour les marqueurs FSHR et VEGFR-1, il existe une différence
d’expression statistiquement significative entre les deux groupes en tout point du suivi post
introduction du traitement. Cela signifie donc que I’expression de ces deux biomarqueurs est bien

atténuée lorsque la tumeur est traitée par le Sunitinib est que cette atténuation est mesurable par la

technique d’échographie moléculaire dés la premicre mesure post-traitement (J7). Cette différence

d’expression est maintenue tout au long des trois mesures post-traitement. Cela confirme la
robustesse des résultats.

Nous avons ensuite testé I’expression différentielle des marqueurs entre les souris répondeuses et
non répondeuses (en normalisant les expressions a J0). Nous avons constaté une différence
significative d’expression des J7 pour le marqueur VEGFR-1 (p-valeur J7 : 0.018 ; J14: 0.032 ;
J28 : 0.048), en revanche, nous n’avons pas mis en évidence de différence significative avec les
microbulles non ciblées (p-valeur J7 : 0.801 ; J14 : 0.604 ; J28 : 0.690) ou le marqueur FSHR (p-

valeur J7 : 0.920 ; J14 : 0.706 ; J28 : 0.419).

91



Tableau 2 : Analyse de I’expression différentielle des marqueurs FSHR et VEGFR-1 mesurée en
échographie moléculaire aux différents temps de mesure (JO, J7, J14 et J28). On note que la
différence est significative pour les deux marqueurs dés J7, le premier point de mesure apres

initiation du traitement.

Variable p-val

VEGFR1[0] | 0.98
VEGFR1[7] | 0.021
VEGFR1[14] | 0.038
VEGFR1[28] | 0.028

FSHR/0] 0.98

FSHR[7] | 0.046
FSHR[14] | 0.0012
FSHR1[28] | 0.0098

Ces résultats ont donc montré que la réponse au Sunitinib ne pouvait pas étre évaluée par le suivi de
volumes tumoraux sur la période de I’étude, on pouvait toutefois noter une différence dans les taux
de croissances tumorales pour la plupart des souris traitées. Ces taux de croissance ne pouvaient étre
modélisés qu’apres 3 points de mesure donc en fin d’expérimentation (J28). En revanche, on note
une différence significative d’expression des marqueurs FSHR et VEGFR-1 en échographie
moléculaire des les premiers points de mesure (J7), confirmant ainsi notre hypothése de départ. On

note également la capacité du marqueur VEGFR-1 a différencier les souris répondeuses des souris
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non répondeuses des J7 et tout au long du suivi. La figure 4 résume les différences d’expression des

trois différents marqueurs au cours du suivi longitudinal des cohortes
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Figure 4 : Boites a moustaches résumant la quantification du signal d’imagerie moléculaire avec les
microbulles ciblant le VEGFR-1, le FSHR ainsi que la quantification du signal des microbulles non
ciblées chez les souris traitées par Sunitinib (vert) ou par solution controle (rouge). Boite : quartiles
25 et 75, ligne interne de la boite : médiane, moustaches : 5° et 95° percentiles en excluant les

valeurs aberrantes (points). *=p<0.05 entre le groupe traité et le groupe contrdle
p p group group

Peak Enhancement (MB non targeted)

Utrasound Molecular Imaging Signals (MB FSHR) Ulirasound Molecular Imaging Signals (MB VEGFR-1)

......
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V. DISCUSSION

Les résultats de cette ¢tude démontrent que I’échographie moléculaire ciblant le VEGFR-1 ou le
FSHR permettent un suivi longitudinal non invasif du traitement par Sunitinib dans le carcinome
rénal. Ces résultats ont été¢ obtenus sur un modele PdX murin de carcinome rénale a cellules claires.
Le Sunitinib est un Inhibiteur de Tyrosine Kinase (TKI) ciblant la voie VEGFR et validé pour le
traitement des carcinomes rénaux métastatiques en premicre et deuxieme ligne. Malgré une
efficacité démontrée, de nombreux patients ne répondent pas au Sunitinib ou progressent
secondairement. Ainsi, dans 1’essai EFFECT, la survie médiane sans progression des patients dans
le groupe Sunitinib était de 9,9 mois (11). Par conséquent, il parait primordial de développer un
marqueur permettant d’apprécier la réponse au Sunitinib de maniére initiale puis longitudinale tout
au long du traitement. Pour que ce marqueur puisse se développer en pratique clinique, en plus de
son efficacité, il devra étre peu colteux, facile d’utilisation et non invasif. Notre étude démontre
qu’un marqueur moléculaire présente le potentiel d’une détection plus précoce et plus fiable d’une
non réponse au traitement par rapport a la méthode de référence actuelle qui est le suivi par scanner
du volume tumoral. Effectivement, I’involution ou I’expansion tumorale est souvent retardée apres
I’introduction du traitement et un volume résiduel n’est pas toujours synonyme de tumeur active,
notamment en cas de fibrose, de zones kystiques et/ou nécrotiques. Un tel marqueur permettrait une
substitution thérapeutique plus précoce vers une autre classe de traitement potentiellement active
telle que I’immunothérapie. Cette adaptation plus réactive permettrait de réduire les risques d’effets
secondaires et des colts inutiles liés au traitement par TKI.

L’imagerie moléculaire, contrairement a I’analyse histologiques et moléculaires d’une biopsie
permet I’analyse de la tumeur et de ses marqueurs dans sa globalité et pallie ainsi le difficulté que
présente les tumeurs rénales du fait de leur grande hétérogénéité (19).

L’échographie présente de nombreux avantages comparativement aux autres techniques applicables
a ’imagerie moléculaire : elle est largement disponible, facile a transporter (permettant une

utilisation au lit du patient ou en consultation), rapide, relativement peu coliteuse et n’émet pas de
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rayons ionisants. C’est pour ces raisons que nous pensons que le développement de techniques
d’imagerie moléculaire par échographie présente le meilleur potentiel pour la pratique clinique.
Nous pensons que le modele PdX utilisé dans cette étude est un modele plus pertinent qui apporte
une valeur importante aux expérimentations comparativement a la plupart des études d’imagerie
moléculaire basées sur des xénogreffes de lignées cellulaires. En effet, il a ét¢ démontré que ce
modele reproduit de maniere fiable la tumeur d’origine du patient et ce, sur plusieurs passages.
Contrairement aux xénogreffes de lignées cellulaires, le microenvironnement tumoral et plus
spécifiquement la micro vascularisation péri tumorale sont implantés avec les cellules tumorales en
respectant leur architecture. Il a été démontré que les tumeurs portées par les souris
immunodéficientes dans ce modele continuent de porter une micro vascularisation de phénotype
humain sur plusieurs générations de transplantations (135). De ce fait, ce mod¢le est
particulierement adapté a I’étude d’un marqueur tumoral d’expression endo-vasculaire en imagerie
moléculaire. Cependant, la supériorité de ce modele a représenter une tumeur et son
microenvironnement s’accompagne d’une plus grande variabilité de croissance tumorale entre
chaque souris d’une cohorte et une plus grande complexité de manipulation des cohortes.
Plusieurs études ont démontré la validité des techniques d’imagerie moléculaire en oncologie dans
des modeles précliniques pour étudier la réponse au TKI dans le cancer colorectal
(125,127,129,133), hépatocellulaire (126), épidermoide (128) pancréatique (130). Dans leur étude,
Streeter et al ont comparé¢ les signaux d’échographie moléculaire entre deux groupes de modéeles
PdX murins : un tissu tumoral répondant vs un tissu tumoral ne répondant pas au traitement ciblé
MLNS8237. L’origine tumorale de ce tissu n’était cependant pas précisée. Les microbulles ciblaient
I’intégrine avB3, décrite dans le précédent chapitre et connue pour étre associée a la néo
angiogenese. Ils ont ainsi démontré que le signal d’imagerie moléculaire était significativement
différent entre les groupes traités et non traités dans la cohorte du tissu tumoral répondant au
traitement ciblé. Ce résultat était obtenu dés le 2™ jour de 1’étude alors qu’aucune différence de
volume tumoral n’a pu étre observé jusqu’a la fin de I’étude, au 14° jour (131). Récemment, deux

essais cliniques ont évalué chez des patients 1’échographie moléculaire ciblant le VEGFR-2 dans les
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cancers de I’ovaire, du sein (137) et de la prostate (138). A notre connaissance, une seule étude s’est
intéressée au suivi de la réponse thérapeutique par échographie moléculaire dans le cancer du rein.
Rojas et al ont suivi des cohortes de souris, greffées par des cellules de carcinomes rénaux traitées
soit par Sunitinib, soit par GSI, un inhibiteur de la voie Notch. IIs ont ainsi démontré que
I’échographie moléculaire pouvait détecter une progression tumorale et des changements
fonctionnels tumoraux avant que les modifications de volume tumoral n’apparaissent (134). Nos
résultats confirment donc en partie cette étude.

A notre connaissance, cette étude est la premiere a étudier le ciblage du FSHR et du VEGFR-1 en
échographie moléculaire. Le VEGFR-1 est décrit dans la litérature comme présentant également un
role clé dans la néo-angiogeneése et représente également une cible du Sunitinib. Il n’a pourtant
paradoxalement jamais ét¢ étudié a notre connaissance comme marqueur de réponse en imagerie
moléculaire. Le choix du FSHR est basé sur une étude princeps de Radu ef al en 2010 qui a
démontré 1’expression sélective a la surface de I’endothélium vasculaire des vaisseaux tumoraux
pour de nombreux cancers, y compris le carcinome rénal (139). Ce marqueur apparait donc comme
le candidat parfait pour I’échographie moléculaire puisque 1’agent de contraste vecteur, les
microbulles, ne circulent que dans la lumiére des vaisseaux. Une étude plus récente a comparé par
immunofluorescence 1’expression du FSHR sur des pieces de néphrectomies de patients
secondairement traités par Sunitinib pour un stade métastatique. Les auteurs ont démontré que le
niveau d’expression du FSHR était corrélé a la réponse au Sunitinib (140). Enfin, un radiotraceur
conjuguant la sonde ciblant le FSHR associée au traceur (18)F a été développé et évalué in vivo sur
des modéeles murins de cancer de la prostate par xénogreffe de cellules PC3. Les auteurs ont ainsi
décrit la faisabilité de la technique sans évaluation de la réponse thérapeutique ni suivi longitudinal
de la cohorte (141). Les résultats de notre étude démontrent I’expression différentielle de FSHR et
de VEGFR-1 entre les groupes traités et controle mesurée par la technique non-invasive
d’échographie moléculaire dés les premiéres mesures apres initiation de traitement (J7). Nous avons
¢galement démontré la capacité du marqueur VEGFR-1 a différencier les tumeurs répondant au

Sunitinib des tumeurs résistantes dés les premiéres mesures post-initiation du traitement. Dans ce
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sens, ces résultats semblent particulieérement innovants et devraient encourager des recherches
translationnelles pour des applications cliniques potentielles permettant I’amélioration de la prise en
charge des patients.

Ces résultats présentent tout de méme certaines limites que nous devons décrire. S’agissant d’une
étude préclinique, la taille des cohortes était limitée. Nous avons pu démontrer des différences
d’expression entre les groupes traités et non traités pour les deux marqueurs FSHR et VEGR-1, en
revanche nous n’avons pu mettre en évidence des différences entre les répondeurs et non
répondeurs que pour le VEGFR-1. Cette différence est un point secondaire de notre analyse et elle
est sujette a plusieurs biais compte tenu du nombre limité de souris dans le groupe non répondeur et
de I’analyse a posteriori avec des signaux a JO trés hétérogenes (corrigé par normalisation a J0). Il
est difficile de dire par ailleurs si les résultats non significatifs pour le FSHR sont liés au faible
nombre de souris ou aux caractéristiques méme du marqueur. Bien que nos résultats soient tout a
fait inédits, nous ne pouvons utiliser ce type de vecteur directement pour une utilisation clinique.
Dans nos expériences, la conjugaison de I’anticorps aux microbulles se faisait par le couple
streptavidine-biotine. Cette technique simple d’utilisation est adaptée a I’exploration de nouvelles
sondes dans des essais précliniques, cependant ce complexe présente un risque anaphylactique
important chez I’humain. Il convient donc de développer un agent associant les couples FSHR ou
VEGFR-1 aux microbulles avec des techniques de liaisons alternatives. Cette méthode a déja été
développée pour le marqueur VEGFR-2. 1l s’agit de I’agent BR55 d¢ja utilisé dans des essais
cliniques (137,138). Le développement de tels traceurs pour les nouvelles sondes VEGFR-1 ou
FSHR ne devrait donc pas poser de probléme technique. L’acquisition du signal d’échographie
moléculaire se faisait en deux dimensions, ce qui imposait de sélectionner un plan tumoral, il est
possible que I’expression du marqueur fluctue le long de 1’axe perpendiculaire a ce plan compte-
tenu de 1’hétérogénéité décrite des tumeurs rénales (19). Cette limite pourrait étre palliée par une

analyse tumorale compléte avec une acquisition en 3 dimensions.
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VI. CONCLUSION

En conclusion, notre étude démontre que 1’échographie moléculaire ciblant les marqueurs FSHR et
VEGFR-1 présente un réel potentiel pour le suivi des patients présentant un carcinome rénal a
cellules claires métastatique traité par un TKI tel que le Sunitinib. Cette technique non invasive et
simple d’utilisation présenterait un intérét majeur en pratique clinique en détectant précocement les
patients non répondeurs au Sunitinib. Cela préviendrait ainsi la poursuite inutile d’un traitement
potentiellement morbide en permettant la substitution plus rapide d’une nouvelle classe
thérapeutique potentiellement plus efficace. Ces résultats devraient encourager de nouvelles
explorations afin de définir I’intérét du ciblage moléculaire en échographie dans d’autres types de

cancers et la validité de nos résultats sur le cancer du rein dans des essais cliniques.
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CONCLUSION

Ces travaux centrés sur le diagnostic de la tumeur rénale proposent des solutions pour les
enjeux cliniques actuels auxquels nous confronte cette maladie : la caractérisation des petites
tumeurs rénales afin d’éviter le sur-traitement de tumeurs bénignes ou indolentes et 1’identification
précoce de la réponse aux traitements ciblés dans les tumeurs métastatiques afin d’adapter au mieux
le traitement systémique.

Pour les petites tumeurs rénales, nous retiendrons donc avec le chapitre 1 que les tumeurs
complexes représentent la place la plus pertinente des biopsies de tumeurs rénales lorsque nous
sommes confrontés a une petite tumeur rénale susceptible d’étre traitée chirurgicalement. En effet
ces tumeurs sont a la fois de plus grand risque chirurgical et de meilleur rendement en terme de
biopsie contributive. En d’autre terme, la biopsie d’une tumeur complexe est plus fortement
susceptible de caractériser une tumeur bénigne et donc d’éviter une chirurgie qui exposerait
fortement au risque de complication inutile. Dans la chapitre 2, les résultats de la cohorte pilote
nous démontre I’intérét potentiel d’une nouvelle technique d’imagerie : la tomographie en
cohérence optique percutanée. Ces résultats démontrent la capacité de cette technique pour
différencier les tumeurs bénignes des tumeurs malignes. Le potentiel retour d’information
instantanée de cette technique d’imagerie pourrait permettre de repositionner immédiatement le
point de ponction en cas de biopsie non contributive et ainsi d’éviter le retard de prise en charge
associ¢ actuellement a 1’analyse histologique d’une biopsie classique.

Dans le chapitre 3 nous avons identifi¢ deux marqueurs prédictifs indépendants de la survie
dans le cancer du rein a cellules claires le CAIX et la Vimentine. Ces marqueurs pourraient étre des
candidats potentiels d’imagerie moléculaire et plusieurs études s’intéressent d’ailleurs actuellement
a I'utilisation du CAIX comme sonde associée a des marqueurs radioactifs pour des PET-scan
(142-144). Nous n’avons cependant pas utilis¢ ces marqueurs dans nos travaux car nous avons fait

le choix de I’échographie comme plateforme d’imagerie pour la simplicité de son utilisation
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clinique. Les agents de contraste en échographie sont des microbulles qui ne circulent que dans les
vaisseaux sanguins. Or les deux marqueurs cités sont des marqueurs exprimés dans le cytoplasme
ou la membrane des cellules tumorales et ne pourraient donc pas €tre atteints par ce vecteur.

Nous nous sommes ensuite spécifiquement intéressés au potentiel apport de I’imagerie
moléculaire dans les traitements systémiques du cancer du rein métastatique. Dans le chapitre 4,
nous avons démontré la capacité de I’'IRM moléculaire ciblant le marqueur avf3, exprimé a la
surface de I’endothélium vasculaire, a mettre en évidence les modifications précoce de la néo-
angiogencse induites par les traitements ciblant la voie VEGFR. Dans le chapitre 5, nous avons
démontré le potentiel de I’échographie moléculaire a mettre en évidence les modifications induites
au sein du tissu tumoral au cours d’un traitement par Sunitinib. Nous avons utilisé¢ deux types de
sondes : le VEGFR-1, dont les résultats similaires avaient précédemment été décrit dans la
littérature pour le VEGFR-2 et le FSHR qui est donc une nouvelle sonde innovante potentielle pour
I’imagerie moléculaire en oncologie.

Ces résultats prometteurs restent exploratoires, notamment 1’application clinique des
techniques d’imagerie moléculaire décrites dans ces travaux nécessite le développement de sondes

utilisables sans risque chez I’homme et la validation dans des essais cliniques.
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