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— Introduction générale —

INTRODUCTION GENERALE - Le Carcinome hépatocellulaire

Le Carcinome Hépatocellulaire (CHC) est le principal cancer du foie ; il représente 90 % des
maladies hépatiques primaires [1] et touche les hépatocytes et le parenchyme hépatique [2]. La
seconde forme de tumeur d’origine hépatique beaucoup plus rare est le cholangiocarcinome qui
touche les voies biliaires intrahépatiques. Le foie est un foyer de métastases pour de nombreux cancers
primaires tels que le cancer du poumon, du sein, colorectal et du pancréas dont les tumeurs
neuroendocrines. Mais presque toutes les tumeurs peuvent métastaser vers le foie, par conséquent,

les tumeurs secondaires du foie sont plus nombreuses que les tumeurs primaires [3].

1. Incidence

Le CHC a une incidence mondiale élevée, il est le 5¢™ cancer le plus commun chez ’homme et
le 7¢™¢ chez la femme [4]. Le CHC est une tumeur agressive qui est associé & un mauvais pronostic, il
présente un taux de mortalité élevé [5], c’est la deuxiéme cause de déces par cancer chez les hommes

et la 6™ chez les femmes [4].

L'incidence géographique du CHC est hétérogene et correspond a différents facteurs

étiologiques [5-7].

- Le taux d’incidence le plus élevé se trouve dans les régions ou le virus de I’'hépatite B est
endémique comme en Asie du Sud-Est et Afrique Subsaharienne (85 % des cas de CHC dans
le monde) [8]. Un autre facteur de risque dans ces régions est I'exposition a I'aflatoxine
B1 [5,6,9] (une mycotoxine produite par un champignon qui pousse sur les céréales
conservées dans de mauvaises conditions qui a des effets carcinogéne [9,10]). De plus les
patients atteints sont en moyenne plus jeunes que dans les pays développés ou I'incidence
est plus faible, I'infection par le virus de I'hépatite B étant contractée durant I'enfance ou
au moment de la naissance (transmission de la mére a I'enfant) [7].

- Le Japon (avec I'ltalie et I'Espagne) constitue une zone d’incidence intermédiaire dont le
principal facteur de risque est le virus de I’hépatite C [5]. L'dge moyen de diagnostic du
CHC chez des patients avec une infection chronique du virus de I'hépatite C est de 62 ans
au Japon [7].

- Dans les pays développés (en Europe, Amérique et Australie) I'incidence est plus faible,
mais le nombre de cas est en augmentation [7,11]. Les principaux facteurs de risque sont
le virus de I’hépatite C, I'alcoolisme et ’'hémochromatose. La stéatose dysmétabolique non
alcoolique et les maladies métaboliques associées a I'obésité sont un autre facteur qui est
de plus en plus fréquent dans les pays occidentaux [2,7]. La stéatose dysmétabolique non

alcoolique est la maladie du foie la plus commune dans les pays occidentaux [7].
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2. Facteurs de risques

Depuis 15 ans, l'incidence du CHC a plus que doublé et elle augmente également avec I'age
[11]. Les hommes sont plus touchés que les femmes. Le premier facteur de risque est I'infection par le
virus de I'hépatite B (plus de 50 % de tous les cas [7,12]), suivi par celui de I'hépatite C. Les autres
facteurs sont I'abus d’alcool, I'ingestion d’aflatoxine, ’'hémochromatose, les maladies métaboliques
liées a I'obésité telles que la stéatose dysmétabolique non alcoolique. La hausse de I'incidence du CHC
est attribuée a I'augmentation de deux facteurs de risques : I'infection par le virus de I’hépatite C et
les maladies métaboliques du foie liées a I'obésité : la stéatose hépatique non alcoolique (NAFDL) et la

stéato-hépatite non alcoolique (NASH) [7,13,14].

Le virus de I'hépatite B, a la différence du virus de I’hépatite C, peut intégrer son génome dans
I’ADN de I’'hote. Le processus par lequel le virus de I’hépatite C induit le CHC est inconnu, mais la plupart
des tumeurs induites par le VHC surviennent dans un contexte de cirrhose ou d’hépatite chronique

induite par une inflammation chronique [7].

3. Pathogénése du CHC

L'hépato-carcinogéneése est un processus en plusieurs étapes qui implique différentes
altérations génétiques qui conduisent a la transformation maligne des hépatocytes matures ou de
leurs cellules souches (cf. Figure 1) [15,16]. Cependant les mécanismes moléculaires et les multiples
facteurs impliqués dans la carcinogénése hépatique restent mal compris, et la génétique des CHC est

tres hétérogene [5,15] .

La plupart des facteurs de risques conduisent a la formation et a la progression de la cirrhose
[8]. Le CHC se développe dans 85 % des cas dans le contexte d’une cirrhose chronique [17]. La cirrhose
est la premiere cause de prédisposition au CHC [2]. Trente a 40 % des cirrhoses donne naissance a un
CHC [5]. La cirrhose du foie se développe suite a des Iésions chroniques du foie qui conduisent a la
régénération des cellules du foie et a la formation de nodule et de structures anormales, conduisant a
la fibrose [2]. La fibrose correspond a une cicatrisation pathologique du tissu hépatique (régénération
des cellules du foie) suite a une inflammation prolongée causée par des Iésions chroniques du foie, elle
se caractérise par I'accumulation de tissus fibreux qui vont altérer la physiologie et I'architecture du
foie c’est le stade précédent la cirrhose [18]. Les cellules responsables de ce mécanisme sont les
myofibroblastes. lls résultent de I’activation et de la transformation de cellules du foie, en particulier
les cellules étoilées du foie responsable notamment du stockage de la vitamine A et qui, lorsqu’elles
sont activées, assurent la réparation des lésions hépatiques [19]. Sous l'influence de facteurs de
I'inflammation ces cellules activées vont produire en excés les composants de la matrice extracellulaire

(collageéne, glycosaminoglycanes, protéoglycanes et glycoprotéines) qui en temps normal assure
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I'intégrité fonctionnelle et structurale du foie. Une sur-activation de ces cellules conduit a la fibrose
qui conduit a la cirrhose et enfin au CHC. Les cellules sinusoidales du foie contribuent ainsi a I'initiation

et la progression de la carcinogénése des hépatocytes [20].

Facteurs de risques
VHB et VHC
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Figure 1 : Mécanismes et séquence chronologique de la carcinogénése du CHC : Modifié
d’apres [21,22].

4. Prévention

Les symptomes du CHC n’apparaissent qu’a un stade avancé de la maladie, d’ou I'importance
de la prévention, car les traitements curatifs ne sont applicables qu’a un stade précoce. La prévention
du CHC passe par la compréhension des facteurs de risques afin de définir des stratégies adaptées. Le
but est d’empécher la survenue du CHC ou de pouvoir le traiter a un stade précoce ou les traitements
curatifs existent. Parmi les stratégies préventives on retrouve la vaccination contre le virus de
I’hépatite B et C, l'utilisation d’antiviraux et la surveillance de patients a risque atteint de maladie

chronique du foie [11,23].

La vaccination contre le VHB a permis une diminution de I'incidence du CHC dans certaines
zones. En Chine I'efficacité de la vaccination a permis de réduire la prévalence du VHB (de 16 % a 1,4 %)
ainsi que l'incidence du CHC [23]. A Taiwan la mise en place de la vaccination universelle du nouveau-

né a permis de grandement réduire I'incidence du CHC chez les jeunes de 70 % [23,24].

Les traitements antiviraux contre I'infection chronique du VHB et du VHC réduisent le risque
de développement du CHC chez les patients infectés. Une étude a montré que des patients infectés de
facon chronique par le VHB et traités par un antiviral sur 5 ans maximum, développaient le CHC dans

3,9 % des cas comparé a 7,9 % des cas pour le groupe traité avec un placébo [24].
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La surveillance des patients a risques a pour but de diagnostiquer la survenue du CHC a un
stade précoce permettant I'application des traitements curatifs. Les patients a risque sont ceux
présentant une maladie chronique du foie : ceux avec une infection chronique par le VHB, une fibrose
a un stade avancé due au virus de I’hépatite C et tous les patients présentant une cirrhose [25,26]. Le
dépistage du CHC est réalisé par une échographie hépatique et un dosage de la concentration sérique
d’alpha-foetoprotéine (AFP) tous les 6 mois [2,8,24—28]. Le dosage de I’AFP seul n’est pas assez sensible
(il est par ailleurs de moins en moins utilisé) et est combiné avec I’échographie qui est efficace pour la
détection du CHC a un stade précoce afin d’augmenter les taux de détection et d’éviter les faux positif

[6,23,24].

Ainsi les causes du CHC peuvent étre réduites grace a la prévention, et un changement de
distribution géographique du CHC au cours du temps est attendu, notamment grace a une meilleure
prévention et prise en charge de I'hépatite B et C en Asie [2]. Cependant il y a malgré tout parfois
certains obstacles a la prévention (vaccination moins accessible dans certaines zones, co(t de

traitements anti-viraux, etc.) et la surveillance n’est pas largement utilisée [28].

5. Diagnostic

Bien souvent le CHC est diagnostiqué tardivement a un stade avancé. Plusieurs facteurs sont
en cause : la possible croissance rapide de la tumeur, le fait que le CHC doit atteindre une certaine
taille pour qu’il devienne symptomatique, le fait que le foie a une capacité de réserve importante avant
I"apparition d’une insuffisance hépatique et la présence d’hépatopathies sous-jacentes qui peuvent

masquer les symptémes qui relévent de la tumeur [29].

Le diagnostic du CHC est réalisé a I'aide d’'une combinaison de différentes techniques :
I’échographie, le dosage sanguin du taux d’AFP, la tomodensitométrie (TDM), I'imagerie par
résonnance magnétique (IRM) et dans certains cas la biopsie. Le CHC est le seul cancer pour lequel un
diagnostic définitif peut étre obtenu sans biopsie dans le cas des patients cirrhotiques [17,28]. Les
résultats des biopsies sont souvent des faux-négatifs (jusqu’a 40 % pour les CHC de taille inférieure a

2 cm) [30].

La premiére technique de diagnostic et de surveillance du CHC est I'échographie. Une méta-
analyse rapporte une sensibilité de 94 % [31] de I'échographie dans la détection des Iésions et une
spécificité > 90 % [32,33]. Le CHC est une tumeur tres vascularisée. La vascularisation de la tumeur est
majoritairement artérielle alors que le systeme veineux irrigue le parenchyme hépatique sain. De cette
différence résulte un motif, qui est facilement reconnaissable par imagerie par tomodensitométrie
(TDM) et par IRM (Imagerie par Résonance Magnétique). Si un nodule de dimetre supérieur a 1 cm est

détecté des analyses complémentaires par TDM et IRM sont alors réalisées. Chez des patients avec
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suspicion de CHC, avec absence de cirrhose ou pour lesquels les imageries sont atypiques une biopsie
est réalisée [6,17]. Ces examens permettent de caractériser les lésions et aident a la classification du
stade de la tumeur afin de proposer au patient un traitement adapté. Ceci est réalisé a l'aide

d’algorithmes.

6. Algorithmes et systemes de classement

Une fois le diagnostic posé, des algorithmes décisionnels permettent de catégoriser les
patients en fonction de I’évolution et de la sévérité du CHC et de choisir le traitement approprié. Ces
algorithmes prennent en compte différents parametres pronostics : la fonction hépatique, la charge
tumorale (taille et nombre de nodules tumoraux et invasion vasculaire), le niveau d’AFP et I'indice de

performance (cf. Tableau 1) [34].

Le choix du traitement approprié parmi les options disponibles est établi a I'aide d’algorithmes
tels que le systéme de classement BCLC (Barcelona Clinic Liver Cancer) [35]. Ce systéme est I'un des
plus communément utilisé [2]. Mais plusieurs systémes de classement ont été proposés au cours du
temps : la classification Okuda (premier systéme créé pour le CHC), la classification de Child-Turcotte-
Pugh (CTP), la classification TNM (Tumor-Node-Metastasis), |a classification GRETCH (Groupe d’Etude
et de Traitement du Carcinome Hepatocellulaire), la classification du CLIP (Cancer of the Liver Italian
Program), la classification CUPI (Chinese University Prognostic Index), la classification JIS (Japanese
Integrated System) etc. [36,37]. Il existe actuellement 11 systémes de classement [38,39] (cf. Tableau
I). Chaque systeme a ses avantages et ses inconvénients et il n'y a pas vraiment de systéme de
classification et de pronostic idéal pour le CHC qui soit adapté a tous les cas de CHC [37]. Il n'y a pas
vraiment de consensus sur 'utilisation d’un systéme [14,29,36,40] bien que le systeme BCLC soit celui
recommandé par I'EASL (European Association for the Study of the Liver) et 'AASLD (American

Association for the study of liver diseases).
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Tableau | : Facteurs pris en comptes par les différents algorithmes et systemes de classement

Systeme de
classement

Okuda (1984) [41]

CLIP (1998) [42]
GRETCH (1999) [43]

BCLC (1999) [35]

CUPI (2002) [44]

TNM [LCSGJ]
(2003) [45]
JIS (2003) [46]

Tokyo system
(2005) [47]
AJCC-TNM?7 (2010)
[48]

TIS (2010) [49]

HKLC (2014) [50]

Fonction
hépatique

Ascites,
albumine et
bilirubine
Score de Child-
Pugh
Bilirubine

Score de Child-
Pugh

Ascites et
bilirubine
Non

Score de Child-
Pugh
Albumine et
bilirubine

Non

Score de Child-
Pugh
Score de Child-
Pugh

Etat de la
performance

Non

Non

Echelle de
Kamofsky
Score de
Performance
ECOG
Symptémes
Non

Non

Non

Non

Non

Score de
Performance

Taux
d’AFP

Non

Oui

Non

Oui

Non

Non

Non

Non

Oui

Non

Etat de la tumeur

Nombre Taille
Non Oui
Oui Oui
Non Non
Oui Oui
Oui Oui
Oui Oui
Oui Oui
Oui Oui
Oui Oui

Volume tumoral total

Oui Oui

Invasion Métastases
vasculaire

Non Non
Oui Non
Oui Non
Oui Ou
Oui Ou
Oui Ou
Oui Ou
Non Non
Oui Ou
Non Non
Oui Ou

Autre

Phosphatase
alcaline

Phosphatase
alcaline

Modifié d’aprés [34,36—39]. CLIP : Cancer of the Liver Italian Program; GRETCH : Groupe d’étude et de
Traitement du Carcinome Hepatocellulaire; BCLC : Barcelona Clinic Liver Cancer; CUPI : Chinese
University Pronostic Index; TNM : Tumor-Node-Metastasis par le LCSGJ : Liver Cancer Study Group of
Japan; JIS : Japanese Integrated Score; AJCC-TNM7 (American Joint Committee on Cancer tumour node

metastasis version 7); TIS : Taipei Integrated Scoring System; HKLC : Hong Kong Liver Cancer.

Le systéme BCLC classe les patients atteints de CHC en 5 catégories : stade trés précoce,

précoce, intermédiaire, avancé et terminal. Ce systeme a I'avantage de relier classification du CHC,

pronostique et indication du traitement de premiere ligne [30,36,37,51]. A chaque catégorie sont

associés un pronostic et des options de traitements (cf. Figure 2).
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‘ Carcinome Hépatocellulaire (CHC)

! v , ! |

Stade 0 Stade A Stade B Stade C Stade D
CHC tres précoce CHC précoce CHC intermédiaire CHC avancé CHC terminal
1 L 1 1 |
Lésion unique <2 cm Lésion unique Tumeur large et Invasion de la veine Porte Child-Pugh C,
Child-Pugh A, ou € 3 nodules < 3 ecm multinodulaire Propagation extra- Score de Performance 3-4
Score de Performance 0 Child-Pugh A-B, Child-Pugh A-B, hépatique
Score de Performance 0 Score de Performance O Child-Pugh A-B,
Score de Performance 1-2
| candidat potentiel pour Lésion <3 nodules |
une transplantation unique
hépatique l
Non l ou Pression
550 portale
Bilirubine
Maladies |
Normale Augmentée associées
Non Ou
4 l A y . \ 4

Ablation Résection Transplantation Ablation ’ Chimioembolisation | Sorafénib ‘ Soins de support
= _ ' _ J B .
Traitements curatifs Traitements palliatifs Survie < 3 mois:
- Survie a5 ar - Médiz de surv 1-20 mois - 20% des patients

Figure 2 : Systéme de classement BCLC (Barcelona Clinic Liver Cancer) : Modifié d’apres [6,52—54].

7. Traitements

Etant donné I'hétérogénéité du CHC en terme de génétique et de son comportement
biologique et clinique [55], le choix du traitement est décidé par une équipe multidisciplinaire

d’hépatologistes, de radiologistes, de chirurgiens, de pathologistes et d’oncologistes [6].

Pour les patients a un stade précoce, la résection et la transplantation sont les traitements
curatifs optimaux, mais ces techniques ne peuvent étre appliquées que dans moins de 40 % des cas
[17]. Seulement 5 % des patients aux USA et en Europe sont éligibles pour la résection chirurgicale a
cause de maladies du foie sous-jacentes [6,8,36]. Des techniques alternatives d’ablation comme la
radiofréquence percutanée (RFA) ou I'alcoolisation percutanée (PEl) peuvent étre appliqués chez les
patients inéligibles pour les traitements chirurgicaux [17]. Cependant malgré les traitements

disponibles, le risque de récurrences du CHC reste présent.

Parmi les traitements palliatifs, la chimioembolisation transartérielle (TACE) est considérée
comme le traitement le plus adapté pour les stades intermédiaires [29,52]. Cependant certains
patients présentent des contre-indications pour cette technique (thrombose de la veine porte par
exemple) [56]. La radioembolisation ou radiothérapie sélective interne (SIRT) est une alternative
prometteuse pour ces patients [52,57]. Ces traitements palliatifs peuvent également étre appliqués

afin de rendre des patients éligibles pour une transplantation hépatique (traitement de downstaging).
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7.1. Traitements curatifs

7.1.1. La résection hépatique

C'est le traitement de choix pour les patients non cirrhotiques avec une lésion unique (qui sont
a un stade tres précoce du CHC). Pour les patients dont la cirrhose est compensée, les meilleurs
résultats sont obtenus si la tumeur est petite [8]. Les patients non cirrhotiques supportent des
résections majeures, alors que les patients cirrhotiques ont plus de risque de décompensation ou
d’insuffisance hépatique. Cependant la récurrence tumorale est élevée (taux de récidive a 5 ans est de

70 %) car la cirrhose est toujours présente avec le risque de développer un nouveau CHC [8,17].

7.1.2. La transplantation hépatique

La transplantation hépatique présente un risque moins élevé de récidive que la résection
hépatique car la tumeur ainsi que la cirrhose sont traités. Cependant des critéres stricts de sélection
(criteres de Milan) sont appliqués pour sélectionner les patients qui présentent les meilleures
conditions de réussite du traitement, notamment en raison de la pénurie d’organe. Dans certains cas
un traitement palliatif au préalable peut permettre au patient de satisfaire les critéres de sélection

(downstaging).

7.1.3. Les traitements locorégionaux d’ablation (RFA et PEI)

Ces traitements sont indiqués chez les patients qui ne peuvent pas recevoir les traitements
chirurgicaux (résection hépatique, transplantation hépatique). Les techniques d’ablations percutanées
consistent en l'application d’agents chimiques ou physiques au sein de la tumeur sous controle d’une
méthode d’imagerie (échographie ou tomodensitométrie), dans le but d’induire une nécrose tumorale.

[58,59].

L’ablation par radiofréquence (RFA) est une ablation tumorale thermique. Le but de la RFA est
d’obtenir une hyperthermie de la tumeur conduisant a la nécrose des tissus grace a l'introduction
d’une ou de plusieurs électrodes sous forme d’aiguilles au sein de la tumeur. La technique repose sur
la transformation de I'énergie électromagnétique en énergie thermique [60]. Les tissus tumoraux sont
détruits par une température comprise entre 70°C et 90°C. Un courant électrique alternatif de haute-
fréquence permet d’obtenir le phénomene de radiofréquence. Le courant engendre une agitation
ionique dans les tissus et donc une augmentation de la température ce qui provoque la nécrose des
cellules par coagulation. Les cellules tumorales sont plus sensibles a la chaleur que les cellules saines

[59].

L’ablation par injection percutanée d’éthanol repose également sur 'utilisation d’aiguilles par

lesquelles I’éthanol est injecté. C'est une ablation tumorale chimique. L'injection d’éthanol engendre
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une déshydratation du cytoplasme des cellules et conduit également a une nécrose par coagulation
des cellules tumorales. Elle engendre également une thrombose de petits vaisseaux et donc une
ischémie du tissu tumoral par son action sur les cellules endothéliales (nécrose) et des plaquettes

(aggrégation) [60].

L’ablation par radiofréquence (RFA) est actuellement plus utilisée que I'injection percutanée
d’éthanol (PEI) car elle est associée a de meilleurs résultats en termes de récidive et de survie et elle
nécessite moins de séances de traitement comparé a la PEI [14,17,29]. La survie globale de 1 a 3 ans,
ainsi que la survie de 1 a 3 ans sans récurrence est supérieure pour la RFA par rapport a la PEI [61,62].
Des études ont montré une survie globale a 1 an de 81-97 % pour la PEl et de 85-100 % pour la RFA, a
3 ansde 42-82 % (PEI) versus 46-89 % (RFA), et une survie globale a 5 ans de 14-63 % pour la PEl contre
31-64 % pour la RFA [60]. La PEI présente un taux de récurrence locale qui peut atteindre 33 % pour
des lésions inférieures a 3 cm et jusqu’a 43 % pour des Iésions supérieures. Ces résultats peuvent
s’expliquer par le fait que I'éthanol peut présenter une distribution inégale au sein de la tumeur, et
gu’il ne peut atteindre les éventuels nodules satellites a la périphérie de la caspule tumorale. La
technique de PEI ne permet donc pas de créer une marge d’ablation de sécurité [29,63]. La RFA peut
traiter des lésions de diamétre plus important que la PEl et souvent en une seule session, ce qui n’est
pas le cas de la PEI [64]. L'utilisation des techniques de PEl ou de cryoablations est réservée a des
|ésions dont la localisation est associée a des risques de complication en cas de traitement par RFA
[17,65]. Cependant I'incidence de récurrences reste élevée méme avec la RFA et est similaire a celle

obtenue suite a une résection chirurgicale (50 % a 3 ans et > 70 % a 5 ans) [29].

7.2. Traitements palliatifs

lIs ont pour but de retarder la progression tumorale et d’augmenter la survie du patient.

7.2.1. Les techniques d’injection transartérielles

Ces techniques reposent sur une particularité du CHC. Comme |'approvisionnement sanguin
de la tumeur se fait principalement par I'artére hépatique et non par la veine porte qui irrigue plutot
le parenchyme hépatique sain, le ciblage de la tumeur se fait par une injection sélective du traitement
dans le systeme artériel hépatique. Elles sont indiquées pour le traitement des patients de stade
intermédiaire du CHC (patients avec une importante charge tumorale ou des Iésions multifocales qui
ne peuvent étre éligibles pour les traitements curatifs). Elles reposent sur I'utilisation de particules
embolisantes associées a des chimiothérapies cytotoxiques (cisplatine ou doxorubicine [14]) ou de

microparticules radioactives [6].

Verger Elise | Les 3Ga/!8Re-SBMP : agent radiothéranostique des tumeurs hépatiques 883 | 29



— Introduction générale —

7.2.1.1. L’embolisation transartérielle et la chimioembolisation
transartérielle (TACE)
Le but de I'embolisation transartérielle est de supprimer I'apport sanguin de la tumeur,
d’engendrer une ischémie par occlusion des vaisseaux artériels qui irriguent la tumeur conduisant a la
mort par nécrose des cellules tumorales. Les particules utilisées ont une action embolisante de par leur

taille de I'ordre de 100 um a 500 um [66].

A la différence de I'embolisation transartérielle, la TACE combine I'occlusion des vaisseaux
artériels et I'action d’un agent thérapeutique. La TACE conventionnelle consiste a I'infusion intra-
artérielle d’agents cytotoxiques en solution dans le lipiodol (huile qui sert de vecteur aux drogues par
tropisme pour les cellules tumorales), suivi par une occlusion artérielle par I'injection de particules
synthétiques [14,52]. Une autre méthode consiste a utiliser des particules embolisantes qui ont la
capacité d’encapsuler les drogues chimiothérapeutiques puis de les libérer lentement sur le site de la
tumeur une fois injectées. Cette technique comparée a la TACE conventionnelle utilisant le lipiodol,
réduit la diffusion systémique de la chimiothérapie cytotoxique et permet d’augmenter la

concentration in situ des drogues [52].

Une étude comparative entre I'utilisation de particules sans agent chimiothérapeutique et la
TACE n’a pas montré de bénéfice de survie a I'utilisation de la TACE. Cependant |'utilisation de la TACE
est recommandée par les guides internationaux [17]. La TACE est le traitement standard des patients

de stade intermédiaire [52].

7.2.1.2. La radiothérapie sélective interne ou radioembolisation
(SIRT)
Le CHC est une tumeur radiosensible. Cependant, le foie est également un organe
radiosensible. L'utilisation de la radiothérapie doit donc étre ciblée afin de préserver le parenchyme

hépatique sain. C’est pour cela que I'utilisation de la radiothérapie externe conventionnelle est limitée.

La radiothérapie sélective interne est une modalité thérapeutique relativement nouvelle. C’'est
une forme de brachythérapie. Cette technique est basée comme toutes les techniques transartérielles
sur la différence de vascularisation de la tumeur et du parenchyme hépatique sain. En effet le CHC est
irrigué majoritairement par le systéeme artériel tandis que le parenchyme sain est vascularisé par le
systeme veineux. Elle consiste a I'injection intra-artérielle de particules en verre ou en résine de taille
comprise entre 20-40 um marquées par un radionucléide : I'yttrium-90, un émetteur de rayonnement
béta afin d’irradier sélectivement les cellules tumorales. La demi-vie de I'yttrium est de 2,67 jours, les
rayonnements traversent les tissus sur une moyenne de 2,5 mm avec un parcours maximal de 11 mm

[52]. Selon I'emplacement de la tumeur au sein du foie, la sélection du volume tumoral a irradier se
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fait en fonction du positionnement du cathéter délivrant les particules dans le systeme artériel
hépatique. On peut ainsi sélectionner tout le foie, un ou plusieurs lobes du foie ou encore un segment
seulement. Le mécanisme de la SIRT differe de la TACE, il repose sur |'action des rayonnements
ionisants plutdt que sur une embolisation des vaisseaux, la taille des particules étant beaucoup plus

petite que celles des particules d’embolisation (20-40 pum contre 100 a 500 um) [17,66].

Elle est en général bien tolérée et son utilisation n’est pas contre-indiquée chez les patients
avec une thrombose de la veine porte ce qui est le cas pour la TACE. Des données montrent que la SIRT
donne des taux de survie similaires voire meilleurs comparé a la TACE [57]. Actuellement la SIRT est
indiquée en premiere ligne de traitement chez les patients de stade intermédiaire (ou entre le stade
intermédiaire ou avancé) qui ont peu de chance de répondre a la TACE (tumeur volumineuse) ou qui
présentent des contre-indications au traitement. Les patients légerement au-dessus des critéres de
transplantation, de résection ou d’ablation peuvent également étre dirigés vers la SIRT comme
traitement de réduction de la tumeur afin de répondre aux critéres de sélection des traitements

chirugicaux curatifs (downstaging) [57,66].

Le travail de cette thése portant sur ce sujet, cette technique fait I'objet d’un chapitre dédié.

7.2.2. Biothérapie ciblée (ou thérapie ciblée) : le Sorafénib

Le CHC est résistant a la chimiothérapie systémique conventionnelle. Depuis 2007, Le sorafénib
est le seul agent systémique ayant montré un bénéfice dans la survie des patients avec un CHC [65].
Le sorafénib est une thérapie ciblée, un inhibiteur des tyrosines kinases qui sont des enzymes
impliqués dans les mécanismes moléculaires du CHC (voies de signalisation cellulaires). Sur la base des
résultats de I'étude SHARP, qui a montré un gain de survie de 2 mois dans le bras de traité par sorafénib

versus placebo [17], le traitement par sorafénib est indiqué chez les patients de stade avancé.
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CHAPITRE 1 - La radioembolisation ou Radiothérapie Sélective
Interne (SIRT)

1. Introduction

1.1. Définition du cancer

Le cancer résulte de la prolifération anarchique et incontrélée de cellules anormales au sein
d’un tissu sain. Les cellules cancéreuses peuvent se disséminer secondairement a distance du site
d’envahissement primitif pour donner des métastases [67]. Le terme cancer désigne un ensemble de
maladies pouvant se déclarer dans n’importe quel site du corps humain. C'est la cause majeure de
mortalité dans le monde avec 7,6 millions de morts et 12,7 millions de nouveaux cas par an dans le
monde [10,68]. Il existe plus de 200 types de cancers [69] dont : les carcinomes qui sont des cancers
de la peau ou des organes, les sarcomes qui sont des cancers des os, les leucémies qui touchent les
tissus produisant les cellules sanguines tels que la moelle osseuse et conduisent a une surproduction
de cellules anormales dans le sang, les lymphomes et les myélomes multiples qui sont des cancers
touchant les cellules du systéeme immunitaire et les cancers du systéeme nerveux central qui prennent

leur origine dans les tissus du cerveau ou de la moelle épiniére [67].

Le cancer est une maladie systémique complexe multigénique et multicellulaire qui résulte de
Arati : u u umeu : ui Agu

I'altération des genes suppresseurs de tumeur et des oncogenes en temps normal régulent la
maturation, la division et la migration cellulaire. La cause du cancer est également complexe, plusieurs
facteurs génétiques et environnementaux conduisent a un cancer : par exemple les prédispositions
génétiques (mutation d’un geéne conduisant au cancer), les mutations induites par des facteurs
environnementaux comme le tabac pour le cancer des poumons, les UV pour le cancer de la peau ou
I'inflammation chronique pour le cancer du colon ou du foie. Mais les mutations de ’ADN précedent
apparition de la tumeur [70-72] et conduisent a des altérations caractérisant les cellules tumorales

I t delat 70-72] et d tad [térat t tl llules t [

(cf. Figure 3). Selon Hanahan et al. [70,73] ces altérations recouvrent :

- l'auto-suffisance en signaux de prolifération,

- I’échappement aux suppresseurs de croissance.

- arésistance a la mort cellulaire (apoptose),

- la capacité de réplication a I'infini (immortalité),

- la promotion de I'angiogénese,

- l'induction de I'invasion et des métastases,

- la reprogrammation du métabolisme énergétique (caractéristique émergente) : I'effet
Warburg,

- I'échappement aux mécanismes immunitaires de destruction (caractéristique émergente),
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- linstabilité du génome et I'apparition de mutations (caractéristiques propices a
I"apparition des criteres précédents, qui aident les tumeurs a se développer),
- la promotion par la tumeur de I'inflammation (caractéristique propice a I'apparition des

criteres précédents, qui aident les tumeurs a se développer).

Autosuffisance
en facteurs de
croissance

Déreglement
du métabolisme
Echappement

énergétique
aux suppresseurs
de croissance
Résistance

a la mort cellulaire

Echappement
au systeme

'\
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<«

immunitaire
+
Instabilite microenvironnement
du génome N
et mutations Cf)pgc:tg ‘
de réplication a
I'infini

de l'angiogénése

G

Inflammation
induite

Activation
par la tumeur

de l'invasion
& métastases

Figure 3 : Caractéristiques des cellules tumorales définies par Hanahan et al. : modifié d’apres
Hanahan et al. [70,73].

En médecine nucléaire, ces caractéristiques peuvent étre imagées et conduire au diagnostic des
tumeurs (e.g.: l'utilisation du fluorodésoxyglucose (*¥F-FDG) en imagerie TEP pour I'analyse du
métabolisme (cf. paragraphe 1.3.1), ou l'utilisation de traceurs de I'angiogénese comme les peptides
RGD radiomarqués [74-76]. Mais elles doivent étre contrées afin de pouvoir traiter la tumeur

(engendrer la mort cellulaire tumorale) ce qui est réalisé en médecine nucléaire par I'utilisation des

rayonnements ionisants.

1.2. La médecine nucléaire

La médecine nucléaire est une technique d’imagerie fonctionnelle, basée sur I’'administration a des
patients de médicaments radiopharmaceutiques utilisés a des fins médicales. Ces médicaments
radiopharmaceutiques sont constitués de I'association d’'un marqueur (noyaux radioactifs) et d’un
vecteur ou traceur qui permet de cibler une fonction ou un tissu dans I'organisme. Les noyaux

radioactifs ou radionucléides, sont par nature instables, ils ont la caractéristique de pouvoir modifier
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la structure propre de leur noyau atomique pour gagner en stabilité. Au cours de cette réaction de
transformation nucléaire les noyaux radioactifs vont émettre de I’énergie sous forme de rayonnements
électromagnétiques (y) ou particulaires (o, ). Ces rayonnements ionisants seront, en fonction de leur

nature utilisés pour des applications diagnostiques ou thérapeutiques [77].

Un rayonnement ionisant est un rayonnement qui a une énergie suffisante pour enlever un
électron a un atome ou une molécule de la matiere traversée, produisant ainsi des especes ioniques
potentiellement toxiques [78]. Le diagnostic et donc l'imagerie passent par [utilisation de
radionucléides émetteurs de rayonnements * ou vy et d’appareils qui peuvent détecter ces types de
rayonnements. La thérapie passe par |'utilisation de radionucléides émetteurs de rayonnements o ou
B~ qui peuvent étre couplés a des vecteurs afin de mieux cibler la tumeur dans le cas de la radiothérapie
interne vectorisée. Par ailleurs, la radiothérapie externe qui utilise des accélérateurs de particules
produisant des faisceaux de photons ou d’électrons de haute énergie (rayons électromagnétiques X

ou y) est externe a la médecine nucléaire [79].

1.3. Rayonnements ionisants utilisés en imagerie

Parmi les techniques d’imagerie nucléaire les principales sont la tomographie par émission
monophotonique (TEMP ou SPECT pour Single Photon Emission Computed Tomography) détectant les
rayonnements gamma et la tomographie par émission de positons (TEP ou PET pour Positron Emission
Tomography) détectant les photons y émis en coincidence suite a la réaction d’annihilation d’une
particule B* et de son antiparticule (élection) dans la matiére. Afin de compenser le manque de
références anatomiques de ces techniques, elles peuvent étre couplées a des techniques d’imageries
morphologiques et anatomiques telles que la tomodensitométrie (TDM ou CT pour Computed
Tomography) ou I'lmagerie par Résonnance Magnétique (IRM), c’est ce qu’on appelle I'imagerie

multimodale [80].

1.3.1. Rayonnement fi* et Tomographie par Emission de Positons

Les noyaux émetteurs * sont des radionucléides instables par un exces de protons. Ces types
de radionucléides ont deux méthodes pour revenir a un état stable en diminuant la charge positive,
soit par I’émission d’un positon (particule *), soit par capture électronique (cf. paragraphe 1.3.2). La
transformation par émission de positons concerne généralement des éléments de faible numéro
atomique, alors que la capture électronique (CE) est observée plutét pour des radionucléides de
numéros atomiques plus élevés [77]. L'émission de positon est accompagnée par I'émission d’'un

neutrino v et dans le noyau un proton est transformé en neutron [81].

Equation: 4X —» , 4V +e*
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Exemples: $§8Ga — $8Zn+e* ou 18F - 180 +e*

La particule B* fait un court trajet dans la matiére avant de rencontrer un électron, les deux
particules s’annihilent ce qui engendre I’émission de deux rayonnements y d’énergie 511keV dans des
directions opposées a 180° [81-83]. Ce sont ces deux rayons y émis en coincidance que I'anneau de
détecteurs de la caméra TEP enregistre, permettant de localiser le point d’émission initial (cf. Figure 4)

[80,84].

Figure 4 : Schéma de la TEP : adapté d’apres [80,85]

L'imagerie TEP utilise des vecteurs marqués par des radionucléides émetteurs de rayonnement
B+ pour détecter des changements biochimiques au niveau cellulaire ou moléculaire [80] chez le

patient (cf. Tableau Il). Elle permet la visualisation en 3D (tomographie) de ces traceurs in vivo.
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Tableau Il : Radiopharmaceutiques utilisés en TEP et leur mécanisme d’action

Processus

Radiotraceur

Meécanisme de localisation ou de captation

biochimique suivi
Flux/Perfusion
sanguin(e)
Métabolisme du
glucose
Métabolisme osseux
Synthése
membranaire
Synthese lipidique

Synthése d’ADN
Hypoxie
Liaison a des

récepteurs
spécifiques

Transport d’acide
aminé et synthése
protéique

Liaison a des
antigénes tumoraux

Apoptose
Angiogéneése
Expression génique

Source : [71,77]

150-eau
18E.FDG

18E_Fluorure
H1c-choline, 8F-
Fuorocholine (FCH)
18F_Fluoroacétate

1C-Thymidine,
18E_Fluorothymidine
(FLT)

1BE_MISO

18F_FES

8Ga-DOTATOC
%8Ga-DOTANOC

6Ga-PSMA
18F_FDOPA

H1C-L-méthionine, 8F-
FMT
18E.FCCA

Anticorps
radiomarqués (%4I-,
64CU-, 86y_)
124_Annexine,
64Cu-Annexine V
Peptide RGD,
18F-FB-E[c(RGDyK)]2
18F-Oligonucléotide,
18F_FHBG

Diffuse librement a travers les membranes

Diffuse dans les cellules via les transporteurs de glucose.
Substrat des hexokinases dans le métabolisme du glucose
S’incorpore dans les cristaux d’hydroxyapatite des os.
Substrats des cholines kinases du métabolisme de la
choline

Activé en acétyl-CoA par les acétyl-CoA synthétases a la fois
dans le cytosol et les mitochondries

Substrats des thymidines kinases (TK-1) dans la synthése
d’ADN. Refletent la prolifération des cellules tumorales

Réduction et liaison intracellulaire

Liaison spécifique aux récepteurs aux cestrogénes (cancer
du sein)

Liaison spécifique aux récepteurs de la somatostatine
(SSTR-I1)

Liaison spécifique aux récepteurs de la somatostatine
(SSTR-I1, 111, V)

Liaison spécifique du peptide a I'antigene PSMA
Précurseur pour la synthése de dopamine

Transport dans les cellules qui implique des protéines
porteuses d’acides aminés.

Piégeage intracellulaire qui implique la synthése protéique
ou la transméthylation.

Liaison spécifique a des antigenes associés a la tumeur (tels
que CEA pour le cancer colorectal, PSMA pour le cancer de
la prostate, CD20 et CD22 pour le lymphome)

Liaison spécifique aux Phosphatidylsérines (PS) de la
membrane cellulaire

Liaison spécifique au récepteur de I'intégrine ouf3s sur les
cellules endothéliales des néovaisseaux

Hybridation in vivo avec I’ARNm

Substrat de la thymidine kinase de I’herpes virus.

Parmi ces traceurs le fluorodésoxyglucose (®F-FDG [86]) (ti/2 [*¥F] = 109 min [82]) synthétisé

pour la premiere fois par Ido et al. [87] en 1978, est le plus utilisé [88,89]. C'est un analogue du glucose
qui permet de visualiser I'activité métabolique des tissus et de détecter notamment les tumeurs qui
ont un métabolisme exacerbé par rapport aux cellules normales. Ce n’est pas un traceur spécifique

[71] car d’autres cellules, immunitaires notamment, présentent également cette particularité [90].

L'augmentation de consommation de glucose est caractéristique de la plupart des cancers et
est en partie due a une surexpression des transporteurs de glucose et d’'une augmentation de I’activité
des hexokinases [91]. Cette consommation augmentée de glucose par les cellules tumorales est liée a

une adaptation du métabolisme que I'on appelle I'effet Warburg décrit en 1956 par le scientifique qui
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lui a donné son nom [92]. Cette caractéristique est définie par le fait que les cellules cancéreuses
utilisent une voie métabolique du glucose (normalement utilisée par les cellules normales uniquement
en absence d’oxygene : la transformation du glucose en lactate au lieu du pyruvate) quelles que soient
les conditions d’oxygénation. Cependant cette voie n’est pas la plus efficace et pour pallier a cela, la
cellule tumorale surexprime donc les transporteurs du glucose et les hexokinases pour augmenter le
bilan énergétique [73,90,93]. L'imagerie TEP au ®F-FDG utilise cette caractéristique pour détecter les

tumeurs.

Le ®F-FDG est absorbé par les cellules par des transporteurs transmembranaires du glucose
(GLUT) et est ensuite phosphorylé par les hexokinases (HK). Cependant suite a sa phosphorylation, a
la différence du glucose, il ne poursuit pas les autres étapes de la glycolyse et s’Taccumule donc dans le
cytoplasme des cellules métabolisant le plus de glucose (notamment les cellules tumorales), amplifiant

ainsi le signal (cf. Figure 5) [80,91,94,95].

Cependant, dans le cas du CHC, I'imagerie TEP au '8F-FDG n’est pas une méthode sensible pour
le diagnostic initial du CHC d{ au fait que les CHC de stade précoce tres différenciés ont une captation
variable du FDG. Environ 30 % des CHC n’assimilent pas le F-FDG [96]. La captation du F-FDG est
observable pour des stades avancés et les facteurs comme la taille de la tumeur, la différenciation
cellulaire et le niveau d’alpha-foetoprotéine sont prédictifs de la visualisation du CHC en TEP au 8F-
FDG [97,98]. Par conséquent, le 8F-FDG peut étre utilisé dans certains cas comme facteur pronostic
[99,100]. La raison de cette différence de captation est la surexpression dans certaines tumeurs de
I’'enzyme glucose-6-phosphatase (G6P) qui empéche I'accumulation du F-FDG dans les cellules par
I’action inverse de I’hexokinase : la déphosphorylation du 8F-FDG-6-phosphate en ¥F-FDG (cf. Figure

5) [94,96].

Transporteur de
glucose (GLUT)

s Y D e
Glucose-6-

18p.ppg  Phosphatase 18 FDG-6- Accumulation
A certains CHC Phosphate

Figure 5 : Schéma de la captation du *8F-FDG par les cellules : modifié d’aprés [94,96].
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Le *®Ga est également un des premiers émetteurs B* a avoir été utilisé en médecine nucléaire
[101]. Il est notamment couplé a des peptides analogues de la somatostatine pour la détection des
tumeurs neuroendocrines [101-104]. Dans ces tumeurs les récepteurs de la somatostatine sont

surexprimés [105-107].

L'imagerie TEP est utilisée en oncologie pour le diagnostic, la définition du stade tumoral, la

planification du traitement ou pour le suivi de la réponse au traitement [80,91,95].

1.3.2. Capture électronique

La capture électronique est un autre moyen pour les radionucléides déficients en neutrons
(comme les émetteurs de rayonnements ) de revenir a un état stable. Afin de réduire I'exces de
charge positive, un électron du cortége électronique (couche électronique k) de I'atome est capturé. Il
en résulte la transformation d’un proton en neutron dans le noyau. La capture de I'électron du cortege
électronique engendre une émission de rayons-X ou d’électrons Auger caractéristiques mais peuvent
étre également accompagnés d’émissions y qui peuvent étre utilisés pour I'imagerie TEMP (cf.
paragraphe suivant 1.3.3). L’élément fils posséde un numéro atomique plus faible que I'élément pére
(Z-1). Le gallium-67 (¥’Ga), I'indium-111 (**In) et I'iode-123 (*?3I) sont des exemples de radionucléides
se transformant par capture électronique suivie par une désexcitation du noyau transformé par

émission de rayonnements y [77,108].
Equation: 4X + e™ —» , 4V
Exemple : 133in + e~ — 111Cd ou §iGa+ e - §5Zn

1.3.3. Les rayons y et les rayons X

Les rayons X et les rayonnements y sont tous les deux des rayonnements électromagnétiques

de haute énergie qui sont indifférenciables a I'exception de leur origine :

- Les rayons y sont émis par des noyaux atomiques possédant un exces d’énergie lorsque
gu’ils reviennent a un état stable (désexcitation nucléaire).

- Les rayons X proviennent du réarrangement d’électrons du cortege électronique de
I’'atome ou d’électrons accélérés (dans le cas des rayonnements de type bremsstrahlung)

et ont donc une origine périphérique [77,78,109].

Les rayonnements y, de méme que les rayons-X, sont des rayonnements de faible énergie de
transfert linéique (TEL) et sont donc peu ionisantes [68]. Le TEL correspond a la quantité d’énergie

perdue ou transférée par unité de distance parcourue (keV.um™) [85,110,111].
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De par leurs caractéristiques ils sont principalement utilisés pour I'imagerie, mais peuvent étre
dans certains cas utilisés pour la thérapie (rayonnements de haute énergie, en radiothérapie externe)

[68].

1.3.3.1. Rayonnements gamma et Tomographie par Emission
Monophotonique

De nombreux radionucléides émettent des rayonnements gamma au cours de leur réaction de
transformation [112].Les rayonnements y représentent un excés d’énergie, ces rayonnements
électromagnétiques (photons) sont émis par des radionucléides instables dont le noyau est excité pour
revenir a un état stable. La désexcitation nucléaire peut se traduire par I'émission uniquement de
rayonnements y comme c’est le cas du technétium-99m (*™Tc) (transition isomérique) ou étre
accompagnée d’autres types de rayonnements comme dans le cas du rhénium-188 (‘®Re) dont
I’émission de particules B~ est accompagnée de rayonnements y. L'énergie du photon gamma
correspond a la différence d’énergie entre I'état initial d’excitation et I’état final : stable ou de
transition [77]. Pour la transition isomérique du *™Tc, le retour a I’état stable se fait par I’émission de
rayonnements y [77,83]. L'élément pere et I'élément fils se distinguent seulement par la différence
d’énergie et sont appelés isoméres, il n’y a pas de modification du numéro atomique ou du nombre de
masse. Le technetium-99m est dit métastable (ou état isomérique), c’est-a-dire qu’il est dans un état
excité mais cet état instable dure dans le temps alors qu’habituellement la demi-vie d’un état excité

est extrémement courte [81,83].
Equation : (Transition isomérique) 2X*— 4Y + y
Exemple: MTc*> 2Tc+ y

Comme les rayonnements y ne sont pas chargés, ils ionisent faiblement le milieu environnant
et de maniére indirecte [77,111]. Les photons interagissent avec la matiere de 3 manieres : I'effet
photoélectrique, I'effet Compton et la production de paires [81] ou peuvent traverser la matiére sans

interaction (et permettent I'imagerie) [81].

La tomographie par émission monophotonique (TEMP) utilise des vecteurs marqués par des
émetteurs de rayonnements y qui ont un mode de décroissance soit par capture électronique comme
I'iode-123 (*21) ou I'indium-111 (**YIn ; t12 = 2,8 jours [82]), soit par transition isomérique tels que le
9MT¢ (t1/2 = 6 h). La gamme commune d’énergie des rayonnements y varie approximativement de 75 a
360 keV [85,108]. La TEMP permet la détection des photons y grace a une ou plusieurs tétes contenant
les détecteurs qui vont tourner autour du patient pendant I'acquisition permettant ainsi d’obtenir

plusieurs images en deux dimensions qui sont combinées pour obtenir une reconstruction
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tomographique en 3D. Comparée a la TEP la TEMP est beaucoup moins sensible. Cette technique peut

également étre couplée a la tomodensitométrie [80,85].

1.3.3.2. Rayons X et Tomodensitométrie

Les rayons X sont des rayonnements électromagnétiques utilisés pour l'imagerie en
tomodensitométrie (TDM ou CT pour Computed Tomography). Cette technique allie I'imagerie par
rayon-X (radiologie) a la tomodensitométrie (imagerie par coupes) permettant une imagerie
anatomique en 3D du sujet imagé. Le scanner CT est constitué d’une source de rayons X et d’un
ensemble de détecteurs, les deux étant opposés. La source produisant le faisceau de rayons X et les
détecteurs tournent ensemble autour du patient permettant I'imagerie anatomique 3D. Les rayons-X
traversent le patient et vont étre plus ou moins atténués en fonction des tissus rencontrés. Les tissus
qui absorbent les rayons-X comme les os vont apparaitre en blanc, tandis que les tissus laissant passer
les rayons-X vont apparaitre en noir (e.g. : tissus mous ou I'air) [80]. Chaque tissu ayant son propre
degré d’atténuation des rayons-X, on obtient une image contrastée des détails anatomiques et
morphologiques du patient en fonction de la densité des tissus traversés, on parle d’imagerie
d’atténuation. Dans certains cas, afin d’améliorer la qualité de I'image un agent de contraste peut étre

injecté.

La tomographie par émission de positon (TEP) est souvent couplée a la tomodensitométrie
(TEP/TDM). Cette imagerie multimodale permet de combiner I'information anatomique haute-
résolution de la TDM a I'information métabolique et physiologique de la TEP [77,95,109]. L’évaluation
et le diagnostic de la maladie est donc plus précis et plus complet avec les techniques d’imagerie

multimodale.

1.4. Principaux rayonnements ionisants utilisés en
radiothérapie

La radiothérapie repose sur I’action des rayonnements ionisants afin d’induire une destruction des
cellules tumorales. L’énergie déposée au passage des radiations endommage, soit directement, soit
indirectement par la génération de radicaux libres, les biomolécules de la cellule et notamment ’ADN
[113]. Si ces dommages ne sont pas réparés, par exemple une cassure double-brin de I’ADN, ils

conduisent a la mort cellulaire (par apoptose, catastrophe mitotique ou senescence [114]).

Les rayonnements ionisants produisent des dommages complexes a I’ADN et particulierement les
cassures double-brin qui sont les plus difficiles a réparer par rapport a une cassure simple-brin par
exemple. Selon I'énergie de transfert linéique (TEL) des radionucléides les dommages a I’ADN seront

plus ou moins complexes. Les rayonnements de faible TEL comme les rayons-X, y ou B induisent une
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plus faible concentration d’événement d’ionisation et provoquent donc des dommages moins
complexes que les rayonnements o par exemple qui possédent un TEL élevé et qui vont engendrer plus
de cassure double-brin [115]. Les dommages a I'’ADN engendrés par les rayonnements ionisants
peuvent étre une altération de base ou des cassures de brins de I’ADN. Les radicaux libres générés par
la radiolyse de I'’eau engendrent principalement des cassures de type simple-brin. Les rayonnements
ionisants induisent des dommages a I’ADN par cluster (plusieurs sites de ’ADN sont endommagés sur

un ou deux tour d’hélice de I’ADN) par le passage d’une radiation [116].

Une fois qu’un dommage a I’ADN se produit dans la cellule, soit la cellule peut le réparer et survit,
soit la réparation est réalisée mais avec des erreurs ce qui engendre des mutations, soit les dommages

sont trop important et la cellule n’arrive pas a réparer, dans ces cas-la la cellule meurt.

Les rayonnements ionisants sont a double tranchant, ils peuvent traiter les tumeurs (qui sont plus
sensibles aux rayonnements ionisants que les tissus sains) mais ils peuvent engendrer des mutations
et une instabilité génétique dans les tissus sains [115]. Il est donc important de réaliser le traitement
de radiothérapie de facon sélective en ciblant le plus précisément la zone tumorale et en préservant
au maximum le parenchyme sain. La radiothérapie sélective interne (SIRT pour Selective Internal
Radiation Therapy) ou radioembolisation est une méthode de traitement palliatif des tumeurs
hépatiques qui permet justement d’administrer la radiothérapie de fagon ciblée en épargnant le

parenchyme hépatique sain.

1.4.1. Rayonnements a

Les rayonnements o. sont de type particulaire et ont une énergie de transfert linéique (TEL)
trés élevée (100 keV.um™ [82]), c’est-a-dire qu’ils cédent rapidement leur énergie lors de leur parcours
dans la matiere. Le TEL élevé des a limite la capacité des cellules a réparer les dommages a I’ADN, et
les o sont efficaces méme en milieu hypoxique, ce qui n’est pas le cas des - [117-119]. Au cours de
leur parcours dans la matiére le dépo6t d’énergie est trés important; cependant ce trajet (linéaire a la
différence des particules B [117,120]) est trés court (< 100 um ; ordre de grandeur de 10 diamétres
cellulaires [82]). Cette énergie engendre une ionisation importante qui conduit a des cassures d’ADN
double-brin (les plus difficiles a réparer) de maniére plus fréquente qu’avec les particules f. La
quantité d’ionisation engendrée par les radionucléides de faible TEL (B, y ou rayons-X) est moins

importante et les dommages a I’ADN moins complexes [108,115].

Les rayonnements o sont produits par des noyaux lourds (ayant un nombre de masse A > 210
[77]) tels que I'uranium-238 (?38U), I'actinium-225 (**°Ac), le bismuth-213 (213Bi), I'astate-211 (?!'At) ou

encore le Radium-223 (?2®Ra) [121]. lIs sont instables et émettent donc une particule o (constituée de
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deux protons et deux neutrons formant un noyau d’hélium) afin de perdre de la masse et gagner en

stabilité. Certains émetteurs o peuvent aussi émettre des rayonnements y [77].
Equation : 4X > 423Y + %
avec A : nombre de masse ; Z : numéro atomique ; X : élément péere ; Y : élément fils.
Exemple : 232At > 237Bi + ja

De par leurs caractéristiques ces radionucléides sont adaptés au traitement de certains cancers

hématologiques comme la leucémie ou le myélome multiple (cellules isolées) [122] et moins adaptés
pour le traitement des tumeurs solides étant donné leur faible parcours dans la matiere qui n’engendre

pas un effet de feux-croisés (crossfire effect) [123].

1.4.2. Rayonnement [

Les rayonnements [~ sont de type particulaire, ils sont utilisés en radiothérapie interne. Les
émetteurs de rayonnements B~ sont des radionucléides instables possédant un exces de neutrons. lls
retournent a un état stable par la conversion dans le noyau d’un neutron en proton et par I’émission
d’un électron (ou particule ), accompagné par I'émission d’un antineutrino (V). Au cours de la
transformation I'excés d’énergie est transféré aléatoirement a la particule B~ et a I'antineutrino.
L’énergie maximale (Emax) du rayonnement " est atteinte dans le cas ol toute I'énergie a été transférée
a la particule B, sans aucun transfert d’énergie a I'antineutrino. L'élément fils obtenu a un numéro
atomique plus élevé (Z+1) que I'élément pére et correspond a I'élément suivant dans le tableau de
Mendeleiev [77,81,83,112]. Tout comme les émetteurs o les rayonnements B peuvent étre

accompagnés de rayonnements y comme le ¥8Re ou non (*°Y).
Equation : 4X > ,, 4V + B

avec A : nombre de masse ; Z : numéro atomique ; X : élément pere ; Y : élément fils.

Exemple : 88Re > 880s+ e~ ou v - 0Zr+ e”

Les rayonnements 3~ en interagissant avec les atomes de la matiére, perdent de I'énergie et
engendrent des atomes ionisés et radicaux libres qui sont responsables a la fois des effets
thérapeutiques en causant des dommages a I’ADN des cellules cancéreuses, et des effets toxiques
lorsque ces dommages touchent les cellules saines environnantes [112]. A la différence des particules
o qui sont lourdes et ne sont pas déviées lors de leur parcours dans la matiere par les corteges
électroniques des atomes du milieu, les particules B~ ont un parcours dans la matiére qui n’est pas
linéaire. Cependant elles sont moins freinées que les a et ont un parcours plus long. Elles sont déviées

de leur course lors des collisions avec les atomes du milieu environnant. Plus leur énergie est faible
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plus les interactions avec la matiere seront importantes. A chaque collision I'énergie transférée par la
particule B~ éjecte un électron de I'atome rencontré (ionisation) et celui-ci va également engendrer

I'ionisation d’autres atomes autour de lui [120].

Les rayonnements B~ ont une énergie de transfert linéique (TEL) moins élevée que les a, de
I'ordre de 0.2 keV.um™ avec une portée plus grande que les a de 0,5-10 mm (représentant 50-1000

diametres cellulaires) [82]. lls sont donc plus adaptés pour le traitement de tumeurs plus larges.

Les particules B~ peuvent, lors de leur interaction avec la matiere, créer des rayonnements de
freinage ou bremsstrahlung (rayonnements X). Un pourcentage de la perte d’énergie survenant a la
rencontre avec les atomes de la matiéere se traduit par I'émission de ces rayons X [83]. Ce phénomene
peut servir pour I'imagerie indirecte de radionucléides tels que I'yttrium-90 (*°Y) qui est un émetteur

B pur, a la différence du rhénium-188 (*¥Re) dont I'émission de B~ est accompagnée par une émission

Y.

1.5. La Théranostique

La théranostique (ou théragnostique) est un terme qui combine la thérapie et le diagnostic afin de
fournir une thérapie personalisée [85,124]. Ce terme a été introduit pour la premiére fois par
Funkhouser en 2002, et définissait un médicament qui comportait a la fois une fonction diagnostique
et thérapeutique [85,125]. Le but de la théranostique est de fournir "le bon médicament a la bonne
dose au bon moment" pour chaque patient individuellement [126,127]. Le terme théranostique a un
sens large et posséde deux définitions se rapportant néanmoins toutes les deux a la médecine
personnalisée : fournir un traitement spécifique spécialisé a chaque patient. La premiere définition
désigne I'utilisation d’'une méthode permettant la prédiction de I'efficacité du traitement avec dans un
premier temps un test diagnostic suivi par la thérapie effectuée de maniere personnalisée en fonction
des résultats obtenus. La deuxieme définition, désigne une plateforme unique combinant
simultanément un agent diagnostique et un agent thérapeutique (injecté au méme moment, dans la
méme dose [125]), ainsi le traitement est suivi par une technique d’imagerie permettant I’évaluation
de ses effets et de prédire la réponse au traitement (cf. Figure 6) [80,85,128-130]. Par exemple un
vecteur intégrant les deux caractéristiques telles que des nanoparticules théranostiques (liposomes,
dendriméres, nanoparticules polymériques, nanoparticules métalliques, quantum dots, et nanotubes
de carbone...) [127]. Ces nanoparticules peuvent traiter et suivre simultanément une maladie [128]. Le
but est d’éviter les événements non désirables (tels qu’une différence de biodistribution et/ou de
sélectivité) qui peuvent survenir parfois avec I'utilisation d’agents de diagnostic et de thérapie distincts

[125].
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1) Diagnostic 2) Thérapie personnalisée

D/ j ) J

Vecteur intégrant
les deux modes :
imagerie et thérapie

Vecteur théranostique utilisé
séquentiellement

Figure 6 : Schéma concept Théranostique

Dans le contexte de la médecine nucléaire, la radiothéranostique fait référence a Iutilisation d’un
méme vecteur marqué séquentiellement par des radionucléides aux propriétés diagnostiques et

thérapeutiques [85,131,132].

En ce qui concerne la définition du terme théranostique avec I'utilisation simultanée diagnostique
et thérapeutique, il existe des radionucléides qui possedent les deux qualités pour I'imagerie et la
thérapie (dits radionucléides « double usage »). lls émettent différents types de rayonnements :
principalement des rayonnements y permettant I'imagerie en TEMP (voir des rayonnements * pour
la TEP, dans le cas du *°Tb un émetteur o [133,134]) et des rayonnements thérapeutiques tels que les
B (e.g.: 8Re ; 77Lu ; 23Bi; 3 ; ¥'Sc etc.) ou encore les a (*MAt ; 23Bi ; 149Tb) [85,123,135]. Cependant
I'utilisation de certains de ces radionucléides peut avoir certains inconvénients : une production et une
disponibilité limitée ; une énergie y associée trop élevée qui peut conduire a une dose trop élevée de
radiations aux organes sains pendant la thérapie [85]. Néanmoins si I’énergie y associée n’est pas trop
élevée elle offre l'avantage de permettre une imagerie post-traitement, renforcant I'aspect

théranostique du vecteur.

C’est pourquoi la radiothéranostique est plutdt classée dans la premiere définition du terme avec
une utilisation séquentielle des fonctions de diagnostic et de thérapie. Elle utilise donc plutét des
paires diagnostic/thérapie de radionucléides. Certains radionucléides possédent plusieurs isotopes,
qui possedent des propriétés diagnostiques tandis que d’autres sont thérapeutiques. D’autre
radionucléides de différents éléments chimique, peuvent étre considérés comme une paire
permettant d’associer la thérapie au diagnostique. lls possedent en effet des caractéristiques physico-
chimiques proches (e.g.: ®™Tc/*®Re [136,137]) ou la méme chimie de coordination (ou d’état
d’oxydation) [132,138]. Ces deux types de paires de radionucléides peuvent donc étre utilisés pour
marquer le méme vecteur pour en faire un vecteur radiothéranostique [85,123,135]. Leur utilisation

séquentielle permet d’éviter une exposition aux rayonnements thérapeutiques lors de ['étape
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diagnostique. Le marquage d’'un méme vecteur permet de conserver la méme biodistribution. Le

Tableau Il présente des exemples de ces couples de radionucléides.

Tableau Il : Couples de radionucléides théranostiques

Paire de Radionucléides Demi-vie Rayonnements pour Particules Exemple d’utilisation
(t1/2) imagerie, Energie, thérapeutiques,
keV (%) (Energie
moyenne, keV)
445¢/47Sc Scandium-44 24]j B*:+511keV (94%) - DOTA-conjugué Folate
(cm09/cm10) ciblant les
Scandium-47 3,35j v : 159 keV (68%) B-: 162keVv récepteurs de I'acide

folique surexprimés dans
certaines tumeurs

[139,140].
64Cu/%7Cu Cuivre-64 12,7 h B*:+ 511 keV (35%) - Anticorps dirigés contre
Cuivre-67 2,6j v : 185 keV (49%) B :141keV des antigenes tumoraux
(RIT) [141,142].
68Ga/5’Ga Gallium-68 68 min B*:+511 keV (176%) - Analogue de la
Gallium-67 3,26 v :93 keV (37%) e Auger :0,04-  somatostatine pour le

9,5 keV (572%) traitement des tumeurs
neuroendocrines [143].

86y /90y Yttrium-86 14,7 h B*: £ 511 keV (66%) - Citrate et EDTMP pour le
v :1077 keV (82,2%), traitement des
et beaucoup d’autres métastases osseuses
Yttrium-90 2,7 - B : 935 keV [144].
1241 /131 lode-124 4,2 p*: £ 511 keV (44%) - Traitement par l'iode du
lode-131 8j v : 365 keV (82%) B : 181 keV cancer de la thyroide
[145].
68Ga/ Technétium-99m 6h v : 140 keV (100%) - SBMP (SIRT) [146].
99mTc/188Re Rhénium-188 17 h y : 155 keV (15%) B 785 keV (85%)
Gallium-68 68 min B*:+511 keV (176%) =
68Ga/ Gallium-68 68 min B*:+511 keV (176%) - Analogues de la
(°9Y ou Yttrium-90 2,7j _ B-: 935 keV somatostatine pour le
177Lu) traitement des tumeurs
Lutétium-177 6,7] v : 208 keV (11%) B : 140 keV nheuroendocrines [131].

Modifié d’apres : [123,135]

Historiquement, depuis les années 1940 le premier radionucléide qui correspondait au concept de
théranostique est l'iode, I'iode comprenant des isotopes avec des propriétés diagnostiques ou
thérapeutiques [85,127]. Lisotope *?3| (émetteur y) peut étre imagé en TEMP, I'isotope *?*l (émetteur
B*) peut étre imagé en TEP et I'isotope 3!l (émetteur B~ et y) est utilisé pour la thérapie [85]. Une autre
paire est l'isotope diagnostic de I'yttrium: ®Y (émetteur B*) et sa paire thérapeutique: Y

(émetteur ).

N

La théranostique englobe plusieurs domaines se rapportant a la médecine personnalisée

[130,147], tels que :

- Les tests diagnostiques des biomarqueurs (génomique, transcriptomique, protéomique et
métabolomique) permettant I'identification de patients susceptibles de répondre ou non a
une thérapie donnée. Ces tests peuvent étre réalisés in vitro (fluides), ex vivo (biopsies) ou in

vivo (bioimagerie : imagerie moléculaire).
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- Limagerie moléculaire qui permet d’étudier les processus biologiques in vivo et de
diagnostiquer des maladies, de suivre leur progression et de la traiter au niveau moléculaire
avec le méme vecteur.

- Lles techniques guidées par imagerie pour le traitement des cancers (radiologie
interventionnelle):

= Techniques d’ablation (par radiofréquence ; par micro-ondes ; cryoablation)
= Techniques d’injection intra-artérielles (Chimioembolisation transartérielle ;
Radiothérapie Sélective Interne [SIRT])

- Les plateformes combinant diagnostic et thérapie telles que les nanovecteurs.

2. La Radiothérapie Sélective Interne : Concept et principe

2.1. Présentation

La radiothérapie sélective interne (SIRT pour Selective Internal Radiation Therapy) ou
radioembolisation est de plus en plus utilisée pour le traitement des cancers du foie primaires et

secondaires.

La SIRT est une méthode de traitement palliative. C'est une forme de brachythérapie, mais qui a
la différence des techniques de brachythérapie conventionnelles d’implantation, passe par I'infusion
du vecteur thérapeutique (microspheéres radiomarquées) par le systéme artériel sanguin. C’est donc

une technique peu invasive qui est guidée par I'imagerie.

La SIRT du cancer du foie a laquelle ce chapitre est dédié est un exemple de traitement
reposant sur les principes de la médecine personnalisée et de la théranostique au sens large du terme
(cf. Figure 7). Dans cette thérapie I'étape pré-thérapeutique de diagnostic correspond a une simulation
du traitement, elle est trés importante car elle détermine la maniére dont va se dérouler le traitement

pour chaque patient.

1) Etape pré-thérapeutique : 2) Thérapie 3) Imagerie
diagnostic \ post-traitement
99mTc 90Y

o P Imagerie indirecte
J TEMP ou TEP
MAA

(substituts similaires aux

: = Microsphéres
microsphéres) P

Figure 7 : Schéma des étapes de la SIRT

Cependant les deux vecteurs utilisés lors des deux étapes ne sont pas les mémes ce qui peut

conduire a des différences de biodistribution et donc une dosimétrie et une planification du traitement
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approximative. Ainsi le travail exposé dans le chapitre 2 suivant, propose une nouvelle approche
théranostique avec un vecteur unique : les microparticules a base d’amidon (SBMP pour Starch-Based
Microparticles) radiomarquées au *Ga et au ®Re [146], afin de pallier aux problémes actuellement

rencontrés lors de la SIRT des tumeurs hépatiques.

2.2 Historique et concept

Historiquement la radiothérapie externe n’a pas été utilisée pour le traitement des tumeurs
hépatiques. En effet malgré le fait que les cellules du foie peuvent se régénérer, cette capacité ne rend
pas pour autant le foie peu sensible aux rayonnements ionisants. Les hépatocytes matures ne se
divisent presque jamais et ont une durée de vie de plus d’'un an [148]. Le pouvoir régénératif du foie
(i.e. la prolifération des cellules souches hépatocytaires) est activé a la suite d’'une hépatectomie
partielle conduisant a la restauration de la masse perdue. Cette activation des cellules souches se
rencontre également en cas de nécrose et d’inflammation chronique telle que la cirrhose qui survient

souvent avant I'apparition du CHC [149].

Le foie a une faible tolérance aux rayonnements ionisants avec une limite de 30-40 Gray (Gy) pour
la totalité du foie (doses de radiothérapie externe fractionnées de 1,8 Gy/jour) [150]. Les hépatocytes
sains ont une tolérance encore plus faible aux irradiations que les cellules tumorales [151]. Des doses
supérieures a 35-43 Gy entrainent une toxicité avec 'apparition d’hépatites subaigués induites par les
radiations aussi appelées hépatites radiques (RILD pour Radiation-Induced Liver Disease ou radiation
hepatitis) pour des doses plus élevées [66,149,151-153]. Cette maladie apparait entre 2 semaines et
4 mois suivant l'irradiation hépatique et se définie par une hépatomégalie, I'apparition d’ascite avec
une augmentation des enzymes hépatiques phosphatases alcalines et transaminases [149,154,155].
Cependant cette limite de 35 Gy n’est pas une dose suffisante pour étre thérapeutique [156,157]. Une
dose d’au moins 70 Gy est nécessaire pour détruire une tumeur solide [150]. Il est possible par de
nouvelles techniques de radiothérapie externe telles que la radiothérapie stéréotaxique (SBRT pour
Stereotactic body radiaotherapy) d’administrer de plus hautes doses a la tumeur en épargnant le foie
sain [158,159], mais ces techniques ne sont applicables que pour de petites masses tumorales et
focalisées. Or bien souvent les patients avec un CHC sont diagnostiqués tardivement avec des tumeurs

multifocales, de taille importante et de forme irréguliére [151].

Afin de contourner ce probleme des techniques d’injection intra-artérielles de microparticules ont
été développées [66,156,160,161]. L’administration de microparticules par voie artérielle remonte en
1947 avec l'injection de microparticules de carbone de 40-50 um de diamétre, marquées au %Zn ou a
I''®Au pour le traitement de métastases pulmonaires de cancer rénal [112,161-163]. Des

microparticules de résine marquées au 32P (30-50 um) en suspension, ont également été utilisées en
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injection intra-artérielle pour le traitement de diverses tumeurs solides [112,163-165], mais ce sont
principalement les microsphéres d’*°Y qui se sont développées pour la radiothérapie sélective interne
des tumeurs hépatiques. L'utilisation de la SIRT pour le traitement d’autres organes que le foie a
également été rapportée récemment dans la littérature [166—168] pour la rate [169], le carcinome a
cellules rénales [170] ou les métastases du poumon [171] mais ces applications sont minoritaires pour

le moment par rapport aux tumeurs hépatiques.

La SIRT des tumeurs hépatiques résout le probléme de la radiosensibilité du foie et permet
d’administrer des doses élevées de radioactivité (supérieure a 150 Gy pouvant aller jusqu’a 3000 Gy)
tout en préservant le parenchyme hépatique sain [56,66,151,161,172—-176]. Cette technique se base
sur I"administration de microparticules plus larges que le diamétre a I'extrémité des capillaires
nouvellement formés des tumeurs [112,175] et sur la spécificité des tumeurs hépatiques qui ont un
apport sanguin artériel hypervascularisé [161,163,175], tandis que le parenchyme sain est irrigué par
la veine porte [177-180]. En 1951, Bierman et al. ont été dans les premiers a découvrir cette
particularité [181,182], ce qui a permis le développement des techniques d’injection transartérielles

ciblant le traitement a la tumeur grace a I'utilisation d’un cathéter.

Ainsi le principe de la radiothérapie sélective interne du foie a été exploré en 1964 par Blanchard
et al. [151,182,183] avec I'injection de microparticules marquées a I'yttrium-90 dans I'artére hépatique
de lapins porteurs de tumeurs, avec des résultats prometteurs. Peu apreés, Les premieres études
cliniques des microsphéres d’?%Y [183-187] ont commencées au début des années 1960
[161,163,174,182], et les premiers essais cliniques de radioembolisation trans-artérielle utilisant des
microparticules d’yttrium-90 en céramique dans les années 1980. Cependant une partie de
I'yttrium-90 de ces particules était relarguée, entrainant une myélosuppression chez les patients,
mettant fin aux essais. Afin d’y remédier, des microsphéres en verre incorporant I'yttrium-90 ont été

développées en 1986, les TheraSphere® [182].

Les microparticules utilisées sont de plus petite taille (25-35 um de diametre) que les particules
utilisées en chimioembolisation (100-500 um) [156,188,189]. De fait, la SIRT ne repose pas sur le méme
principe d’ischémie et d’occlusion des vaisseaux, qui s’accompagne de I'action cytotoxique de I'agent
chimiothérapeutique, observé en chimioembolisation ; mais sur lirradiation de la tumeur

accompagnée d’'une microembolisation, les particules atteignant les artérioles [152,188,189].

2.3. Particularité des tumeurs hépatiques

Le foie normal est irrigué a 80 % par le systeme veineux (la veine porte) et a 20 % par l'artere
hépatique [163,190,191]. Au cours de la carcinogénése des tumeurs hépatiques, avec la

néoangiogénese [192], 'approvisionnement en sang change, au cours de la croissance tumorale sa
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vascularisation devient quasiment uniquement artérielle (90-100 %) [177,178,181,190,193] afin de
pallier au besoins important en oxygéne et en nutriments. L'apport nutritionnel et d’oxygéne pour les
petites tumeurs (de 1 a 2 mm) se fait par diffusion et transport, par la suite la croissance tumorale
dépend de la néoangiogénése [194-196]. En effet la construction d’un nouveau réseau microvasculaire
est essentielle pour le développement des tumeurs solides. Au cours de leur croissance le
microenvironnement devient hypoxique, pauvre en oxygene et en nutriments, ces conditions initient
la néoangiogénése par I|'activation de voie de signalisation favorisant I'action des facteurs pro-
angiogéniques tels que le facteur de croissance vasculaire endothéliale (VEGF pour Vascular
Endothelial Growth Factor) [197—-199]. A mesure que la tumeur grossit, le centre devient nécrotique

et hypoxique [161].

Un plexus microvasculaire, c’est-a-dire, un réseau dense de néo-vaisseaux interconnectés, se
forme a la périphérie des tumeurs hépatiques [163,178,180,196,200]. La densité de vaisseaux autour
des tumeurs est beaucoup plus importante que celle perfusant le parenchyme hépatique sain, avec
des ratios de 3 jusqu’a 20 vaisseaux perfusant la tumeur pour 1 vaisseau perfusant le parenchyme
hépatique sain [161,163,175,180,196]. De plus, les tumeurs hépatiques peuvent recruter des artéres

extra-hépatiques proches du foie pour augmenter leur apport sanguin artériel [180].

Le CHC est une tumeur hautement vascularisée [199,201,202]; cependant, les tumeurs
hépatiques, et surtout les métastases qui sont moins vascularisées que le CHC, peuvent développer
des régions ischémiques qui contribuent a la distribution non uniforme des microspheéres d’yttrium-90
[203]. La densité des vaisseaux tumoraux et le flux sanguin est variable entre les tumeurs hépatiques
primaires et secondaires et méme au sein d’une méme tumeur, ce qui engendre une hétérogénéité

des doses absorbées intra-tumorales [175].

Une autre particularité des tumeurs hépatiques est la formation de shunts artério-veineux lors de
la néoangiogénese tumorale [180]. Les shunts sont des anastomoses, des jonctions directes entre les
arteres et les veines qui ne se font pas par l'intermédiaire d’'un réseau de capillaires, dans le
parenchyme hépatique ou au sein de la tumeur [204]. A la différence des métastases hépatiques, le
CHC est associé a une incidence élevée de shunts artério-veineux qui contournent ainsi le lit de
capillaires tumoraux [173,205-209]. Les microparticules d’*°Y injectées peuvent donc via ces shunts
rejoindre les poumons et engendrer un risque de pneumopathie radique [173,205,207,208]. Dans le
cas de la présence de shunts artério-veineux, les poumons sont perfusés par la veine porte et les
arteres du cceur et des poumons [205]. Dans le cas des cancers métastatiques du foie les shunts sont
plus rares [208]. Des shunts artério-veineux peuvent également détourner le flux sanguin vers d’autres

organes tels que les intestins ou encore I'estomac. L'anatomie des artéres hépatiques doit donc étre
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analysée précisément par angiographie et scintigraphie avant I'administration des microparticules

d’?°Y [205].

Le carcinome hépatocellulaire se développe généralement dans un contexte de foie cirrhotique, il
est dans la plupart des cas multifocal et atteint les deux lobes du foie [210]. Les lésions les plus

vascularisées retiennent un plus grand nombre de microsphéres [205].

2.4. Biodistribution des micropshéres d’°°Y

Du fait des caractéristiques des tumeurs hépatiques précédemment décrites, les microsphéres
d’yttrium-90 une fois injectée en intra-artériel s"accumulent préférentiellement a la périphérie de la
tumeur. Leur biodistribution présente le méme ratio tumeur/foie sain que la distribution des
vaisseaux : de 3 pour 1 voire 20 pour 1 [161,163,175,180,196] (cf. paragraphe précédent 2.3). Ainsi des
doses élevées de radioactivité peuvent étre administrées a la tumeur sans compromettre le
parenchyme hépatique sain. De par I'anatomie microvasculaire du foie les microspheres ne se
déposent pas dans le parenchyme hépatique mais restent confinées au niveau des espaces portes des
lobules hépatiques (triade) [19,211]. Les microparticules d’°Y se logent a I’extrémité des artérioles et
capillaires du plexus dans une zone d’environ 6 mm de large autour de la tumeur et permettent ainsi
une irradiation ciblée. Les microsphéres d’?°Y se distribuent de maniére uniforme si elles sont injectées
au sein d’un foie normal, tandis qu’elles se concentrent de maniére hétérogéne a la périphérie des
tumeurs au sein d’un foie malade [161,211-213]. Plus les tumeurs sont hypervascularisées meilleur
sera le ratio de microparticules distribuées au sein de la tumeur et plus faible sera la dose au foie sain
[208]. Lirradiation de la tumeur par les rayonnements - engendre des dommages irréversibles au
niveau cellulaire (dommages a I’ADN) qui conduisent a une réduction de la tumeur ou un retard de la
croissance. La dose absorbée délivrée est importante car les microspheres sont au plus proche de la
tumeur [151,175,196]. De plus I'arrivée de sang chargé en oxygene est conservée du fait de la taille
des microsphéres d’*°Y qui n’engendrent pas d’embolisation permettant ainsi une meilleure efficacité
de la radiothérapie par la formation des radicaux libres de I'oxygene sous |’effet ionisant des radiations

[214].

2.5. Anatomie des artéres hépatiques

Le degré de variations anatomiques du systéme mésentérique et du lit artériel hépatique est tres
élevé. L'anatomie des artéres hépatiques varie beaucoup d’un individu a un autre [180,215-220]. Les
variations anatomiques du systeme artériel irriguant le foie ont été pour la premiére fois décrite et
classifiée par Michels [217,221] au début des années 50, puis la classification a été modifiée par Hiatt et
al. en 1994 [222], et les connaissances s’étendent grace a I'évolution des techniques d’imagerie

[216,223]. La Figure 8 présente I'anatomie majoritaire des artéres hépatiques chez I’homme. La
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vascularisation artérielle du foie prend son origine du tronc cceliaque chez 55-65 % des patients. Le
tronc ceeliaque se divise en trois artéres : I'artere hépatique commune, I'artére splénique et I'artere
gastrique gauche. De I'artere hépatique commune part I'artére gastroduodénale (dans 90 % des cas) ;
a la suite de cette bifurcation I'artere hépatique s’appelle I'artére hépatique propre. Elle est suivie par
I'artere hépatique principale qui se divise ensuite entre |'artére hépatique droite et I'artére hépatique
gauche [175,220]. Le schéma de la Figure 9 représente la vascularisation artérielle hépatique. L’artere
iliaque externe se prolonge par I'artére fémorale, lieu d’entrée du cathéter utilisé pour la radiothérapie
sélective interne des tumeurs hépatiques. L'injection des microparticules est réalisée a I'aide d’un
cathéter inséré au niveau de I'artére fémorale qui remonte I'artére iliaque jusqu’au tronc cceliaque
pour arriver a l'artére hépatique (méthode de Seldinger [158,175,210,224]) pour administrer les
microsphéres d’°°Y 3 la tumeur de facon ciblée [210,214,225,226]. C'est pourquoi il est important de
réaliser une angiographie afin d’obtenir la cartographie des artéres pour chaque patient avant le
traitement et d’emboliser si besoin certains vaisseaux collatéraux pour éviter la dispersion des

microsphéres vers d’autres organes que le foie [227].

Artére gastrique gauche
Tronc ceeliaque < Artére splénique
Artére hépatique commune

Artére Artere
gastroduodénale  Hépatique propre

T

Artere _ Artére
-

Hépatique gauche S~ P Hépatique droite

I
I
~ ! -~
~ ou l ou - ‘/\
N 1 7/
AY | /
/
I
I

Artére hépatique  Artére hépatique

Embranchement ~ Embranchement \\ ] droite antérieure  droite postérieure
vers le segment Il vers le segment Il V1
du foie du foie vy
Embranchement
vers le segment IV
du foie

Figure 8 : Schéma de I'anatomie des artéres hépatiques chez ’homme s’appliquant a 55-65 % de la
population d’apreés la description classique : d’apres [220].
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Figure 9 : Schéma de la vascularisation artérielle : adapté de plusieurs sources : [216,218,228-232]

3. Microsphéeres radiomarquées a I'yttrium-90

Il existe deux types de vecteurs et trois radionucléides généralement utilisés pour Ia
radioembolisation [176] : le lipiodol (mélange d’esters iodés d’acides gras de I’huile de graine de pavot)
radiomarqué a l'iode-131 (**Y) ou au rhénium-188 (!%8Re) et les microsphéres radiomarquées a
I'yttrium-90 (°Y) [227]. Nous allons pour I'instant nous concentrer sur les microsphéres marquées a

I’°Y pour revenir dans un autre chapitre sur le lipiodol.

Le terme microspheéres (ou microparticules) se rapporte a des petites particules sphériques qui
peuvent étre constituées de différents matériaux, et dont la taille est comprise de 10 nm a 2000 pm.

Néanmoins les tailles de 10 a 500 nm font plutét référence aux nanoparticules [112].

Les microspheres sont utilisées en médecine majoritairement pour I'administration de
médicaments de maniére passive ou active. Dans le cadre de la radioembolisation les microspheres
délivrent des rayonnements ionisants de maniére passive [112], mais sont injectées de maniéere
sélective grace a la particularité vasculaire des tumeurs hépatiques qui sont spécifiquement perfusées
par les artéres. Dans le cadre du lipiodol, I'administration est similaire aux microspheres, cependant il

cible activement les cellules tumorales hépatiques par affinité [233-235].
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3.1. L’Yttrium-90

L'yttrium-90 pour traiter les tumeurs du foie a d’abord été utilisé en application topique et en
injection intra-tumorale directe avant le développement des techniques d’administration intra-
artérielles [151]. Il est I'un des radionucléides métalliques thérapeutiques le plus fréquemment utilisé
en clinique [136]. Il peut étre administré en injection directe dans le cas de la synovectomie par

exemple et est également utilisé dans différentes techniques de radiothérapie ciblée :

- La radioimmunothérapie (RIT): anticorps radiomarqués (anti-CD20, anti-CD22)
administrés en intraveineux (iv) pour le lymphome.

- Laradiothérapie interne ciblant les récepteurs peptidiques de la somatostatine (PRRT pour
Peptide Receptors Radionuclide Therapy) : analogues de la somatostatine radiomarqués
(DOTATOC) administrés en iv pour les tumeurs neuroendocrines.

- lLa radiothérapie sélective interne (SIRT): microsphéres radiomarquées infusées de

maniére sélective par cathéter en intra-artériel pour les tumeurs hépatiques [236,237].

L'yttrium-90 est un émetteur B pur (Emax = 2,3 MeV ; Emoy = 0,9 MeV) avec une demi-vie de 64 h
(2,67 jours) et décroit en zirconium-90 (*°Zr) stable [108,136,151,238]. C’est un radiométal qui fait
partie de la famille des terres-rares et est considéré comme un analogue des lanthanides car il a des
propriétés chimiques similaires. En effet I’°Y et les lanthanides sont des radiométaux trivalents :
Me(lll), qui préféerent étre dans un état d’oxydation +3 (*Y* sous forme ionique)
[138,145,237,239,240]. Les rayonnements de haute énergie traversent les tissus sur une moyenne
d’environ 2,5 mm pour un maximum de 11 mm [66,151,172], correspondant a 50-200 diameétres
cellulaires [211], ce qui permet d’avoir une irradiation homogene de la tumeur méme avec une
absorption tumorale hétérogéne [176]. Un gigabecquerel d’°°Y délivre une dose absorbée de 50 Gy.kg"
1 [151]. U'yttrium-90 est obtenu par bombardement de neutron de I'yttrium-89 dans le cas des
microsphéres d’°°Y qui sont livrées déja radiomarquées [241] ; cependant il est également disponible

par I'élution d’un générateur %°Sr/°°Y sous forme de *°YCl; [108,238,242].

3.2. Les microsphéres actuellement en clinique

Deux types de microspheres marquées a I'yttrium-90 sont commercialisés, les SIR-Spheres® en
résine et les TheraSphere® en verre (cf. Tableau IV comparatif). Elles ne sont pas biodégradables et
restes implantées de maniere permanente [209]. Bien que les données cliniques en terme d’efficacité

soient similaires, elles présentent des caractéristiques différentes [66,175].

Verger Elise | Les 3Ga/!#8Re-SBMP : agent radiothéranostique des tumeurs hépatiques 888 | 53



— Chapitre 1 : SIRT -

3.2.1. TheraSphere®

Les TheraSphere® sont des particules de verre de taille comprise entre 20-30 um (moyenne de
25 um) [66,151,205]. De I'yttrium-89 non-radioactif est incorporé directement dans le verre des
particules ce qui empéche le radionucléide de se détacher du vecteur, il est ensuite bombardé de
neutrons afin d’obtenir les microsphéres chargées d’yttrium-90 par activation de I'yttrium-89

[161,215].

Elles ont été développées en 1986 [182] et approuvées en 1991 au Canada pour le traitement
des cancers du foie, et en 1999 par la FDA (Food and Drug Administration) pour le traitement du CHC
[152,208]. En Europe, Australie et Asie leur utilisation s’applique aux cancers du foie qu’ils soient

primaires ou secondaires [152,243].

L’activité spécifique par sphére (2500 Bg/sphére) [66] est beaucoup plus importante que celle
des SIR-Spheres® tout comme leur densité (3,3 g.mL™? [182]). Leur densité est supérieure 3 celle du
sang alors que celle des SIR-Spheres® en est proche [244]. Un milligramme de TheraSphere®
correspond a 22 000 a 73 000 sphéres [151]. Ainsi les TheraSphere® n’ont pas d’effet embolique étant
donné le faible nombre de particules injectées par traitement, c’est pour cette raison qu’elles peuvent
étre injectées, méme en présence de thrombose de la veine porte (TVP). Ce symptdéme est souvent
une caractéristigue du CHC de stade avancé [245]. Les techniques de chimioembolisation
transartérielle sont par ailleurs contre-indiquées en présence de thrombose de la veine porte, car elles

risquent de compliquer encore plus ce symptéme.

A la différence des SIR-Spheres® ou seule une dose de 3 GBq peut étre commandée, plusieurs
doses sont disponibles pour les TheraSphere® : 3 GBq (81 mCi), 5 GBqg (135 mCi), 7 GBqg (189 mCi),
10 GBq (270 mCi), 15 GBq (405 mCi) et 20 GBq (540 mCi) [208]. Un flacon de 3 GBq correspond a 1,2

millions de particules [66,246]. Le flacon de TheraSphere® peut étre conservé 12 jours [243].

3.2.2. SIR-Spheres®

Les SIR-Spheres® sont des particules de résine en polymeére acrylique, de taille comprise entre
20-60 pm (moyenne de 32 um), marquées a I'yttrium-90 qui est greffé 3 leur surface [66,205,215]. L"°Y
est lié de fagon stable au groupement carboxyliqgue du polymere suite a la production des
microparticules de résine [205,215]. Le transfert des atomes d’yttrium-90 sur la résine se fait par

échange de cation [108,182]. Le risque de relargage de I'yttrium-90 est tres faible [161,247].

Leurs activité spécifique et leur densité sont beaucoup plus faibles que celle des TheraSphere®
avec 50 Bg/sphére [66] et 1,6 g.mL! [66,108]. Une plus faible densité permet théoriquement une

meilleure suspension [208]. Elles sont disponibles par dose de 3 GBq (correspondant a 40-80 millions
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de microsphéres) [246], qui peut, a la différence des TheraSphere®, étre divisée en plusieurs doses

[243]. Cependant, leur durée de conservation est uniquement d’un jour [243].

Tableau IV : Caractéristiques des microsphéres d’yttrium-90

Fabricant
Utilisation
Approuvé pour

Radionucléide

Demi-vie

Constante radioactive Agy
Matiere des particules

Méthode de radiomarquage

Activité spécifique par
microparticules

Nombre d’atomes radioactifs par
particules®

Taille

Diamétre moyen

Densité

Activité commercialement
disponibles (GBq)

Nombre approximatif de particules
par traitement (~3GBq)

Quantité approximative de
particules par traitement (mg)
Nombre de particules par GBq
Nombre de particules pour 1Img
Modéles dosimétriques de calcul de
dose

Durée de vie du produit
Administration

Pression relative pour l'infusion
Effet embolisant

Nécessité d’utiliser un agent de
contraste lors de l'injection

#Valeurs calculées

Sirtex Medical, Lane Cove Australia

Therasphere BTG, Ontario, Canada

Thérapie

- CHC pour les USA ;
- Les tumeurs hépatiques non

résécables (CHC et tumeurs
secondaires) pour I'Europe,
I’Australie et autres pays en-
dehors des USA [243]

- Meétastases du carcinome
colorectal pour les USA

- Toutes les tumeurs hépatiques

(CHC et métastases) pour I'Europe,
I’Australie et pays en-dehors des
USA [243]

64,2 h
3,0.10%s?

Résine en polymeére acrylique
[205,215]
Attaché a la surface de la résine [66]

50Bq
1,7.107

20-60 pm [208]
32,5 um [66]
Faible : 1,6 g/mL [66,108]
3

Elevé (~40-80 millions) [208]
1370 [248]
20 millions en moyenne [243]

Plusieurs formules existent :

- Méthode Empirique (abandonnée)

- Modele Surface Corporelle (SC)
(Body Surface Area : BSA)

- Modéle de Partition (ou modele
multi-compartimental MIRD
[Medical Internal Radiation Dose])
[57,204,243,249]

1jour [243]

Eau stérile injectable [175]

Injection des microspheres en

suspension dans de I'eau stérile

injectable alternées avec I'injection

d’un produit de contraste [208].

Basse [209]
Modéré [208]
Oui [57,243]

Verre

Incorporation dans la matrice de
verre [66,208]
2500Bq

8,3.108

20-30 pum [208]
25 pum [66]
Elevée : 3,6g/mL [66,108]
3,5,7,10, 15, 20

Faible (~2-4 millions) [208]
110 [248]

0,4 millions [243]

22 000 a 73 000 spheres [151,208]
Une seule formule : modéle non-
compartimental MIRD (Medical
Internal Radiation Dose) [57,204,243]

12 jours [243]
Solution saline [175]
Pas de produit de contraste.

Elevée [209]
Léger [208]
Non [57,243]
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3.2.3. Avantages et inconvénients des microsphéres d’yttrium-90

La principale différence entre les TheraSphere® et les SIR-Spheres® est leur activité spécifique.
Du fait de la plus faible activité spécifique des SIR-Spheres® (50 Bg/sphére) le nombre de
microparticules injectées est élevé (environ 40-80 millions) et peut entrainer une saturation du lit
vasculaire empéchant I'administration de la dose thérapeutique calculée (observée dans 35 % des cas)
[205,208,246]. De plus, la saturation entraine une hypoxie, ce qui limite les effets des rayonnements
ionisants [246]. Néanmoins, cette activité spécifique plus faible peut étre un avantage pour les

traitements par fractionnement [208].

Ce phénoméne de saturation n’est pas observé avec les TheraSphere® qui ont une activité
spécifique plus élevée de 2500 Bg/sphére et donc un nombre de particules injectées plus faible de
'ordre de 2 a 4 millions de microparticules [208]. De ce fait I'oxygénation nécessaire a |’action
thérapeutique des rayonnements ionisants est maintenue [208,246,250]. Cependant de maniere
opposée, la zone tumorale a traiter peut ne pas étre entierement couverte par la biodistribution des
TheraSphere® du fait du faible nombre de particules injectées [205,208,246]. De plus, si la dose
maximale tolérable a été atteinte, un nouveau traitement par fractionnement ne peut étre envisagé
[208]. Lewandowski et al. [246] propose de laisser des flacons de TheraSphere® de haute activité
décroitre avant d’administrer les particules ce qui augmente le nombre de particules injectées pour
une méme dose administrée afin d’améliorer la zone tumorale couverte par la distribution des

TheraSphere® [243].

La densité différe selon le type de microparticules d’°°Y ; celles en verre ont une densité de
3,6 g.mL?, contre 1,6g.mL? pour les particules en résine [66,108], ce qui pourrait limiter leur

biodistribution [205,208].

Le processus de fabrication des microsphéres d’?°Y de verre implique une longue activation
(supérieure a 2 semaines) de I’®9Y en %Y par bombardement de neutrons. Bien que sans conséquences
cliniques, ce processus peut engendrer la présence de traces de radionucléides contaminants de demi-
vie longue tels que I'europium-152 (**2Eu) et I'europium-154 (***Eu) (également retrouvées chez les

microsphéres en résine) [205,208].

La durée de vie des SIR-Spheres® est de 1 jour, ce qui réduit la flexibilité dans la plannification

clinique des patients, a la différence des TheraSphere® qui ont une durée de vie de 12 jours [208,243].

En ce qui concerne la dosimétrie (cf. paragraphe dédié 4.3), il existe 3 méthodes de calcul de
doses pour les SIR-Spheres®, ce qui engendre une variabilité assez élevée selon les utilisateurs, et ne

facilite pas la comparaison des études inter-centres. Les TheraSphere® présentent une unique
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méthode de calcul ; cependant, cette méthode ne prend pas en compte la charge tumorale mais
seulement le volume ciblé. Dans certains cas, un plus grand nombre de particules peut étre nécessaire

pour traiter une charge tumorale plus importante [208].

Ainsi, le vecteur idéal combinant la dose thérapeutique et I'effet embolique adéquat se situant
entre les TheraSphere® et les SIR-Spheres® n’a pas encore été développé [246]. Les microparticules

SBMP développées dans ce travail peuvent potentiellement pallier a ce probleme (cf. Chapitre 2).

4. Procédure

La SIRT se déroule selon des étapes essentielles (cf. Figure 10) [205,227]:

1) Une pré-sélection des patients atteints de tumeurs hépatiques qui sont
éventuellement éligibles pour ce traitement par une évaluation multidisciplinaire
correspondant au diagnostic et au choix du traitement a I'aide d’algorithmes et de
systemes de classement.

2) Une premiere étape pré-thérapeutique permettant la vérification de I'éligibilité des
patients.

3) Une deuxiéme étape pré-thérapeutique constituée :

a. D’une angiographie: permettant la cartographie des vaisseaux hépatiques
perfusant la tumeur, et d’envisager I'embolisation des vaisseaux collatéraux qui
engendrerait une distribution extra-hépatique des microsphéres.

b. De linjection intra-artérielle de macroagrégats d’albumine marqués au *"Tc
(*Tc-MAA) permettant une simulation du traitement et I’évaluation des shunts
hépatopulmonaires ou gastro-intestinaux.

4) Cette évaluation scintigraphique permet le calcul de la dose thérapeutique optimale
par |'évaluation dosimétrique des images des #°™Tc-MAA.

5) Le traitement avec I'injection des microsphéres d’*°Y.

6) L'imagerie et I’évaluation post-traitement.
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Figure 10 : Schéma des étapes de la SIRT suivies par les patients atteints de tumeur hépatique
primaire ou secondaire dirigés vers ce traitement : Modifié d’apres [215].

4.1. Indication de la SIRT

La SIRT est indiquée pour les tumeurs hépatiques primaires ou secondaires et notamment les CHC
de stade intermédiaire qui ne sont pas éligibles pour la résection chirurgicale (ablation ou
transplantation) [172,201,205,251]. La majorité des patients avec un CHC (95 %) ne sont pas éligibles
pour les techniques chirurgicales (CHC non résécable) pour diverse raisons : tumeur bilobaire, invasion

de la veine porte par la tumeur ou cirrhose sévere associée [210].

Toutefois la SIRT est également utilisée dans le cas des patients atteint de CHC de stade précoce
(BCLC-A) en attente de transplantation pour éviter que, la tumeur étant devenue trop importante, les
patients ne répondent plus aux critéres de transplantation et soient retirés de la liste d’attente. Elle
est également utilisée chez certains patients pour réduire le volume tumoral afin qu’ils répondent aux
critéres de sélection pour la transplantation ou la résection chirurgicale (traitement de downstaging)

[66,227].
Ainsi trois catégories de patients sont des candidats potentiels pour la SIRT [57] :

- Les patients de stade intermédiaire qui ne sont pas éligibles pour la chimioembolisation a
cause de tumeurs trop nombreuses ou trop volumineuses.

- Les patients de stade avancés avec une tumeur CHC unique et une thrombose de la veine
porte.

- Les patients avec un CHC en attente d’'une approche chirurgicale éligibles pour un

traitement de downstaging.
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La SIRT est une technique bien tolérée [57,66,172,196,252] de plus elle n‘implique pas
d’hospitalisation ou de confinement en chambre plombée [176], tandis que la chimioembolisation
transartérielle considérée comme le traitement standard pour les patients avec un CHC de stade
intermédiaire [29,52,172,253], nécessite une hospitalisation pour le suivi et la prise en charge des
effets secondaires du traitement, ainsi que plusieurs interventions [227]. La présence de thrombose
de la veine porte, bien que prédictif de moins bons résultats chez certains patient (Child Pugh B), n’est
pas une contre-indication de la SIRT [251]. Beaucoup de patients CHC développent une thrombose de
la veine porte et sont donc inéligibles pour la TACE. lls peuvent donc étre dirigés vers la SIRT dans le

but de prolonger la durée et la qualité de vie [251].

Les techniques de diagnostic et les algorithmes et systéemes de classement permettent une pré-
sélection des patients pour le traitement le plus adapté a chaque cas. Cette pré-sélection pour la SIRT
est ensuite vérifiée au cours de I'étape pré-thérapeutique de la SIRT afin de déceler d'éventuelles
contre-indications relatives a ce type de traitement. Apres le diagnostic, tous les patients considérés
pour la SIRT doivent étre soumis a plusieurs examens pré-thérapeutiques afin vérifier leur éligibilité
pour cette technique de traitement et I'absence de contre-indications. Cette étape pré-thérapeutique
est importante car elle est indispensable a la planification du traitement et permet également de

garantir la sécurité des patients [252,254].

4.1.1. Place de la SIRT dans les algorithmes et systémes de classement

La chimioembolisation transartérielle est considéré comme le traitement standard traditionnel
dans les algorithmes pour les CHC non résécables et est trés utilisée dans ces cas de figure [210].
Cependant cette technique n’est pas bien tolérée par les foies trop endommagés par des
hépatopathies sous-jacente comme la cirrhose qui survient dans 80 % des CHC. Le foie cirrhotique peut
ne pas supporter le traitement de chimioembolisation transartérielle et cela peut conduire a une
insuffisance hépatique irréversible. La SIRT permet de pallier a ce probléme, elle combine efficacité
avec beaucoup moins d’effets secondaires et de toxicité que la TACE [210]. Le nombre de traitements
ainsi que le temps d’hospitalisation est beaucoup moins contraignant que la chimioembolisation

transartérielle. Cependant la SIRT a un co(t plus élevé que la TACE.

Des comparaisons sont en cours d’investigation, mais a ce jour la SIRT donne des résultats
similaires voire meilleurs en terme de taux de survie [57]. Elle est de plus mieux tolérée avec moins
d’effets secondaires que la chimioembolisation transartérielle et implique moins de sessions de
traitement et d’hospitalisation [255]. Dans I'étude de Carr et al. (2004) [210] les patients de I'étude et
de I'hopital devaient répondre a un sondage sur la qualité de vie, et la SIRT a obtenu de meilleurs

scores que la TACE [256].
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L'algorithme BCLC, le plus souvent utilisé, prend en compte la charge tumorale, I'état de la
fonction hépatique et le score de performance afin de déterminer le stade des patients [2], ces facteurs
sont d’ailleurs des éléments pronostiques de survie [34]. Il permet de choisir le traitement le plus
approprié et a I'avantage de relier le stade de la maladie a un traitement ainsi qu’a un pronostic de
survie. Cependant la SIRT n’est pas incluse dans le schéma des traitements du systeme BCLC. Les
résultats des études des essais cliniques montrent que la radioembolisation peut étre positionnée
entre la TACE et le traitement par Sorafénib. La Figure 11 montre un exemple de proposition
d’incorporation de la SIRT dans I'algorithme BCLC qui prend en charge les patients atteints de CHC

intermédiaires et avancés [204,257].

Tumeur Stade BCLC (Barcelona Traitement Survie
Clinic Liver Cancer)
Résection ]——[ Tumeur solitaire

Transplantation
hépatique
Ablation par
radiofréquence

Chimioembolisation

Trés précoce
+ précoce
(BCLCO & A)

- ¥ Survie a 5 ans
Critéres de Milan

>70%

)

Contexte de Cirrhose
a
Score de Performance 0 b)
Pas de thrombose de |a veine porte
< 5 nodules tumoraux
CHC<10cm

20 mois

N

4
N

Score de Performance <2
Maladie multifocale

Taille des tumeur > 5 cm*
Dissémination extra-hépatique limitée
@ Score de Performance <2 )

Child-Pugh B8-9
Dissémination extra-hépatique

Patients inéligibles pour TACE ou SIRT

Intermédiaire
+avancé
(BCLCB-C)

13-18 mois

Radioembolisation

Carcinome
Hépatocellulaire

(CHC)

6-13 mois

Terminal Meilleur soins
(BCLC D) de support

Figure 11 : Algorithme BCLC avec proposition de la SIRT dans les références de traitement :
Comme l'indication de la SIRT pour le stade intermédiaire et le stade avancé du CHC se chevauchent
ces deux stades ont été rassemblés dans ce schéma. *La taille des tumeurs indiquée est une
proposition, la taille a encore besoin d’étre approfondie. Modifié d’aprés [204]

Score de Performance >2
et/ou <3 mois
Child-Pugh C

4.2. Etape pré-thérapeutique

La SIRT est une option de traitement slire et efficace pour les patients atteints de tumeur
hépatique dont le traitement chirurgical n’est pas possible dans le cas ou elle est appliquée dans les
bonnes conditions et pour les bons patients. Elle peut ne pas étre appropriée pour tous les patients.
C’est pourquoi le traitement de la SIRT commence par une sélection rigoureuse des patients [258]. Afin
de vérifier que les patients soit bien éligibles pour ce traitement, qu’ils ne présentent aucune contre-
indication et assurer ainsi leur sécurité, une étape pré-thérapeutique est indispensable avant

I'injection des microsphéres d’*°Y [175].
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L’évaluation des patients candidats pour la radioembolisation est réalisée par une équipe
multidisciplinaire composée d’hépatologues, d’oncologues médicaux, de radiologues interventionnels,
de chirurgiens, de physiciens médicaux et de médecins nucléaires [57,208,232,241]. Les patients
peuvent ainsi étre dirigés vers la radioembolisation par des sources de spécialités médicales variées
[208]. Différentes analyses doivent étre pratiquées au cours de |'étape pré-thérapeutique : une
évaluation clinique (historique du patient, statut de performance...), biologique (tests sanguins pour
tester la fonction hépatique), radiologique (évaluation des lésions, charge et volume tumoral),
angiographique (évaluation de la vasculature hépatique) et scintigraphique (simulation du traitement
et évaluation du shunt hépatopulmonaire) [205,232,252]. Tous ces tests sont effectués afin de vérifier
|’absence de contre-indication, de statuer sur I'éligibilité du patient a ce type de traitement, d’assurer
sa sécurité et de planifier au mieux le traitement de radioembolisation en |'absence de contre-
indication. Cette phase pré-thérapeutique doit étre réalisée une a trois semaines avant le premier

traitement planifié [57].
Elle est constituée de deux étapes :

- La premiére étape pré-thérapeutique consiste a un historique médical du patient, un
examen clinique, I'évaluation des performances du patient, des dosages biologiques
(évaluation de la fonction hépatique) et I'analyse des images TDM et IRM des tumeurs. Elle
permet de vérifier I'éligibilité des patients pour la SIRT [175,259].

- La deuxieme étape pré-thérapeutique consiste a une angiographie pour I'évaluation de la
vascularisation hépatique tumorale et a une scintigraphie suite a I'injection des macro-
agrégats d’albumine marqués au ®™Tc (*®*"Tc-MAA). Cette étape permet de planifier le
traitement et d’évaluer le niveau de shunt hépato-pulmonaire qui, s’il est trop élevé, est
une contre-indication au traitement. Elle sert également au calcul de dose a administrer

au patient par la suite [175].

4.2.1. Premiere étape pré-thérapeutique : Evaluation clinique

Plusieurs analyses sont effectuées lors de cette premiére étape pré-thérapeutique afin de
vérifier I'éligibilité des patients pour la SIRT. Elle comprend un bilan de santé et sanguin pour certains
marqueurs, une évaluation de I’historique du patient et une évaluation par imagerie (TDM ou IRM) de

I’état des lésions du foie permettant également une premiere évaluation de la vascularisation [57].

4.2.1.1. Historique clinique des patients

Les éventuels antécédents de traitements sont également passés en revue au cours du bilan

de santé, les patients avec tumeur hépatique ayant souvent un historique médical complexe [193,208],
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et certains cas sont contre-indiqués pour la SIRT. De plus, certains traitements doivent étre arrétés
guelques semaines (2-3) avant la thérapie, tels que la chimiothérapie systémique ou certaines
molécules qui sont connues pour avoir des propriétés radio-sensibilisantes. Ces traitements peuvent

étre repris 2 semaines apres la SIRT [193,208].

Les patients atteints de CHC ont souvent un historique chirurgical ou thérapeutique précédant
la SIRT, tel gu’une résection chirurgicale, une ablation par radiofréquence ou une chimioembolisation
[208]. Les patients ayant regu des traitements de chimio-embolisation sont plus prompts a présenter
des altérations des arteres hépatiques. En effet la chimio-embolisation induit une ischémie liée a
I'injection de microparticules de taille comprise entre 300 et 700 pm. Cette ischémie induit un
recrutement par les hépatocytes d’apport sanguin de la veine porte ou de vaisseaux artériels extra-
hépatiques. Ce réarrangement de I'architecture vasculaire augmente les chances de viabilité des
cellules tumorales et augmente le nombre de traitements de chimio-embolisation nécessaire. Ce

mécanisme est indépendant de la tumeur et intervient a chaque procédure d’embolisation [208,223].

Les patients qui sont dirigés vers la SIRT, doivent notamment avoir une confirmation du

chirurgien que leur tumeur ne peut pas étre enlevée chirurgicalement [175].

4.2.1.2. Score de performance

Une évaluation de I'état de santé général et physique du patient est effectuée a I'aide du score
de performance ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group) ou d’un score équivalent tel le score
Karnofsky (cf. Tableau V) [208]. C’est un des facteurs les plus important dans la détermination de
I’éligibilité et de la pré-sélection du patient pour la SIRT [193]. Il comporte 5 niveaux tels que décrits
dans le Tableau V suivant. Les patients éligibles pour la SIRT doivent avoir un score entre 0-2 pour
ECOG, ou au moins 60 % pour le score de Karnofsky [152]. Les patients avec un score ECOG supérieur
a 2 sont contre-indiqués pour la SIRT car ils ont plus de risques de présenter une insuffisance hépatique
et une mortalité associée au traitement [172,258]. L’apparition d’effets secondaires sévéres ou d’une
insuffisance hépatique liée aux radiations est plus commune chez les patients avec un mauvais score
de performance [215]. Malgré tout chaque patient est un cas unique et certains patients avec un faible

score de performance peuvent éventuellement bénéficier du traitement.
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Tableau V : Statut de performance ECOG et équivalence Score Karnofsky

0 Pleinement actif, capable de réaliser toute activité telle 100
qu’avant I'apparition de la maladie sans aucune restriction.
(Asymptomatique).

1 Restreint dans les activités physiques fatigantes, mais 80-90
capable de marcher et capable de réaliser un travail léger ou
de nature domestique ou de bureau. (Symptomatique)

2 Capable de marcher et de s’occuper de soi mais incapable de  60-70
réaliser des activités de travail. Debout plus de 50% de la
journée. (Symptomatique)

3 Capacité limitée a s’occuper de soi, confiné au lit ou la chaise  40-50
plus de 50% de la journée. (Symptomatique)

4 Complétement handicapé. Ne peux s’occuper de soi seul. 20-30
Totalement confiné au lit ou a la chaise.

5 Mort 0

Sources : Oken, M.M., Creech, R.H., Tormey, D.C., Horton, J., Davis, T.E., McFadden, E.T., Carbone, P.P.:
Toxicity And Response Criteria Of The Eastern Cooperative Oncology Group. Am J Clin Oncol 5:649-
655, 1982. et [193,208].

4.2.1.3. Imagerie hépatique pré-thérapeutique

La réalisation d’un scanner (TDM) ou/et d’une IRM permet de définir I'état des lésions
hépatiques, d’évaluer 'ampleur de la maladie et de visualiser la présence ou non de maladie extra-
hépatique [260]. Les patients avec des tumeurs extra-hépatiques ne sont pas éligibles pour la SIRT qui
est une intervention localisée au foie et n‘aura donc aucune influence sur les métastases extra-
hépatiques. Ces patients doivent étre dirigés vers une thérapie systémique plutét qu’une approche
locorégionale. Une TEP-TDM au BF-FDG peut aider a visualiser les lésions extra-hépatiques ou des
métastases hépatiques dans le cas ol ces tumeurs sont avides de glucose ce qui n’est pas toujours le
cas des CHC. La sensibilité de la détection du CHC par la TEP-TDM au *¥F-FDG entre 50-70 % est sous-
optimale [209]. L’évaluation des lésions hépatiques par imagerie permet de définir le stade de
I’évolution de la maladie afin de diriger les patients vers le traitement le plus approprié au moment du
diagnostic. Dans le cadre de la SIRT cette évaluation permet la détection d’éventuelles contre-
indications mais aussi la planification de traitement [57]. Les images hépatiques TDM et IRM sont
utilisées pour localiser la tumeur, évaluer la charge tumorale et calculer le volume de la tumeur et du
foie a des fins dosimétriques. Elles permettent une premiére visualisation et évaluation de I’'anatomie
des arteres et de la vascularisation tumorale qui sera plus approfondie dans la deuxieme étape pré-
thérapeutique avec une angiographie [232]. L'imagerie permet également d’évaluer la perméabilité
de la veine hépatique et donc I'éventuelle présence d’une thrombose de la veine porte (TVP). La TVP
n’est pas une contre-indication pour un traitement par les TheraSphere®. En revanche, du fait de I'effet
embolique plus prononcé des microspheres de résine, la TVP était indiquée comme contre-indication

pour les SIR-Spheres® [152]. Cependant, des études récentes ont montrées qu’elles pouvaient
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également étre utilisées chez des patients ayant une TVP [57,173,209,261,262]. Ces images sont aussi
nécessaires pour évaluer la réponse tumorale au traitement en les comparant aux images post-

traitement [208].

4.2.1.4. Evaluation de la fonction hépatique et marqueurs
tumoraux
Le succes de la SIRT et I'apparition d’effets secondaires sont directement liés a I'état de la
fonction hépatique apres le traitement. Une évaluation de I'état de la fonction hépatique et de I'état

cirrhotique du foie doit donc étre réalisé dans cette premiére étape pré-thérapeutique [175].

Les fonctions du foie sont multiples : fonction biochimique, de synthese et d’excrétion [263].
Les fonctions et le métabolisme du foie peuvent étre évalués indirectement par la réalisation d’un
dosage sanguin (bilan hépatique) de certaines enzymes ou substances produites ou transformées par
le foie [264]. Un taux anormal de ces protéines traduit un dysfonctionnement hépatique et donc un

dommage éventuel au foie [263].

L’évaluation de la fonction hépatique se fait ainsi par I'analyse sanguine : des transaminases
(ASAT : Asparatate-aminotransférase et ALAT : Alanine-aminotransférase) enzymes du cytoplasmes
des hépatocytes [265] et dont une élévation du taux traduit des dommages au foie, de la bilirubine
sérique (composé issu de la dégradation des hématie, métabolisé par le foie), et I'albumine et des

facteurs de coagulation (protéines produites spécifiquement par le foie).

4.2.1.4.1. Les transaminases

Les transaminases normalement intra-cellulaires sont libérées dans la circulation sanguine en
cas de lésions au foie [263,264]. Elles interviennent dans la synthese de la glutamine et de I'acide
pyruvique [265]. L'ALAT ne se trouve que dans le foie (et les muscles) tandis que I’ASAT se retrouve
dans plusieurs organes tels que les muscles, le cceur, les reins, le cerveau et le foie, dans le cytoplasme
des cellules mais également au niveau mitochondrial. Le dosage de I’ALAT est donc plus spécifique que
celui de I'ASAT [263,264,266]. Les taux sériques des transaminases augmentent en cas de maladie
hépatique : hépatite aigue ou chronique, cirrhose, infection ou cancer. Le degré d’augmentation
variant en fonction de la maladie [263,266]. Le taux sérique maximal considéré comme normal de ces

enzymes est de 19 U.L pour les femmes et de 31 U.L? pour les hommes [265].

4.2.1.4.2. La bilirubine

La bilirubine est un pigment biliaire jaune qui provient de la dégradation des globules rouges
et plus particulierement de la partie contenant le fer: I’'heme [267,268]. Cette dégradation est

effectuée principalement dans la rate et aboutit a la production de bilirubine non conjuguée (ou
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bilirubine IX alpha). C’est une forme libre de la bilirubine (toxique) qui est lipophile et insoluble en
milieu aqueux. Elle est transportée vers le foie par liaison a I'albumine dans la circulation sanguine afin
d’étre éliminée dans la bile. La métabolisation de la forme libre de la bilirubine en forme conjuguée
est réalisée par le foie. La bilirubine non conjuguée est captée par les hépatocytes dans le cytoplasme
puis est conjuguée a l'acide-D-glucuronique afin de la rendre soluble, elle peut ensuite étre excrétée
par une protéine transmembranaire dans la bile dans le canal biliaire. Elle est ensuite dégradée dans
la lumiere intestinale [268—270]. En cas de défaut d’excrétion biliaire des hépatocytes la bilirubine
conjuguée peut étre excrétée dans le plasma, mais elle est normalement absente du sérum [264]. Un
taux élevé de bilirubine dans le sang peut traduire un dysfonctionnement hépatique (bien que d’autres
facteurs tels que ’lhémolyse ou une obstruction du canal biliaire peuvent également jouer sur le niveau
de bilirubine sérique) [270]. Le dosage de la bilirubine (totale) prend en compte les deux formes libres
et conjuguées. Le taux normal de bilirubine (< 17 umol.L?; < 10 mg.L ™1 [264]) est une balance entre sa

production et son élimination par le foie [266].

4.2.1.4.3. Les protéines produites spécifiquement par le foie

Le foie produit et excréte dans le sang de maniére spécifique des protéines importantes telles
gue I'albumine et les facteurs de coagulation. Une diminution du taux de ces protéines peut indiquer
une maladie hépatique. Ainsi le taux d’albumine sérique et le temps de prothrombine sont des

indicateurs plus spécifique de la fonction hépatique [267,270].

L'albuminémie est diminuée en cas d’insuffisance hépatique [264]. Le dosage du taux
d’albumine sérique fait partie des systemes de classement comme le score de Child-Pugh par exemple

[266].

Le temps de Quick (TQ) ou temps de prothrombine (TP) dont I'expression des résultats a été
standardisée par le rapport international normalisé (RIN) évalue la fonction de synthése de facteurs
de coagulation du foie. Le temps de prothrombine est un indicateur universel de l'insuffisance
hépatique. Ce test permet de mesurer le temps nécessaire a la coagulation du sang. Un temps de
coagulation plus long, indiquant un taux de facteurs de coagulation plus faible peut indiquer des

dommages ou une maladie du foie [264,266].

L’évaluation des patients avec un CHC est tres différente de celle des patients atteints de
maladie métastatique hépatique. Il est rare pour les patients atteints de tumeur hépatiques
secondaires de présenter des fonctions hépatiques élevées, en particulier le taux de bilirubine sérique

qui est habituellement normal [193].
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Les meilleurs indicateurs de la fonction hépatique générale sont le temps de prothrombine, le

dosage sérique de I'albumine et celui de la bilirubine totale [208].

4.2.1.4.4. Le score de Child-Pugh

Une partie de ces analyses biologiques est ainsi reprise dans le systeme de Child-Pugh qui fait
partie de certains algorithmes de classement du CHC comme le systeme BCLC (Barcelona Clinic Liver
Cancer ou le CLIP (Cancer of the Liver Italian Program) [37]. Ce systéeme d’évaluation de la fonction
hépatique prenant en compte 5 parametres a été premierement développé en 1964 sous le nom de
score de Child-Turcotte. Ce premier systéeme a été développé a |'origine pour prédire le résultat de la
chirurgie de traitement de I’hypertension de la veine porte chez les patients cirrhotiques. Un des 5
critéres a été ensuite modifié par Pugh et al. en 1973 prenant alors le nom de score de Child-Pugh
[270]. Le score de Child-Pugh permet une classification du niveau de la cirrhose. Cette classification

comprend I'évaluation de 5 variables différentes [232]:

- la bilirubine sérique,

- I'albumine sérique,

- le temps de prothrombine (PT) (ou temps de Quick)/Ratio International Normalisé (RIN),
- la présence ou non d’encéphalopathie,

- la présence ou non d’ascites.

Selon le niveau de chaque variable, des points sont attribués afin de définir le score de Child-
Pugh (cf. Tableau VI). Le score obtenu est défini selon le total de points atteint [14,270]:

- de5 a6 points: Classe A,

- de 7 a9 points : Classe B,

- de 10 a 15 points : Classe C.

Tableau VI : Définition du score de Child-Pugh

1 point 2 points 3 points
Encéphalopathie Absente Confusion Coma
(Grade I-l) (Grade llI-1V)
Ascite Absente Minime Abondante
(Facile a controler) (Difficile a contréler)
Taux Bilirubine < 35 pmol.L? 35350 pmol.L? > 50 pmol.L?
<2,0mg.mL? 2,0-3,0 mg.mL*? >3,0mg.mL*
Taux Albumine >35g.L? 28335g.lL? <28glt
Taux de prothrombine >50% 40 a 50 % <40%
Ou Temps de Quick < 4,0 sec 4,0-6,0 sec > 6,0 sec
Rapport International <1,7 1,7-2,3 >2,3

Normalisé (RIN)
Modifié d’aprés [14,270]
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4.2.1.4.5. L’alpha-feetoprotéine (AFP)

Plusieurs marqueurs du CHC ont été proposés et certains sont utilisés en clinique pour la
détection du CHC [271] dont I'alpha-feetoprotéine (AFP). Ce marqueur tumoral du CHC peut également
étre dosé au cours du diagnostic et de I'évaluation pré-thérapeutique [208]. C’'est une protéine qui est

produite par le foie en cas de tumeur ou de cirrhose [264].

L’alpha-foetoprotéine est une glycoprotéine sérique d’environ 70 kD [271] qui a été reconnue
comme marqueur du CHC il y a plus de 50 ans [272]. Elle a été premiérement décrite dans les années
1960 [271]. La concentration sérique de I’AFP décroit rapidement aprés la naissance et sa production
est réprimée chez I'adulte en temps normal. Mais une élévation du taux d’AFP est observée lors de
I’hépatocarcinogénese, dans les carcinomes embryonnaires et dans les cancers gastriques et des

poumons [271].

C'est le biomarqueur le plus utilisé dans les programmes de surveillance du CHC et jusqu’a
récemment il était inclus dans les recommandations internationales pour la surveillance du CHC
[32,273]. Il présente en effet des limites : dans 35 % des cas le taux d’AFP est normal (< 100 ng.mL™?)
dans les CHC de petite taille (< 5 cm) [32,271], de plus un taux élevé peut étre non-spécifique. En effet
chez des patients atteints d’hépatite chronique le taux d’AFP peut étre élevé en I'absence de cancer
car ils possédent un taux de régénération d’hépatocytes élevé [271]. De ce fait, le taux d’AFP est plus
utilisé dans le cadre du diagnostic que pour la surveillance [32]. Le test a une sensibilité de 39-65 %,
une spécificité de 76-94 % et une valeur prédictive positive de 9-50 % pour la présence de CHC [271].
L'utilisation de I’AFP est complexe et sous-optimale a cause des différentes recommandations
existantes sur la limite maximale du taux normal d’AFP. De plus on observe une variabilité dans la
sensibilité et la spécificité des différents taux maximum utilisés qui peuvent varier selon les différentes
étiologies et les différentes populations [271,273]. Toutefois, une augmentation du taux d’AFP est

associée a un risque accru de développement du CHC [273].

Il'y a débat sur les valeurs, mais un taux d’alpha-foetoprotéine supérieur a 400-500 ng.mL* est
considéré comme limite diagnostique pour la présence d’une tumeur chez les patients avec cirrhose
[208,271]. S'il est couplé a d’autres techniques de diagnostic tel que I'échographie il permet une
augmentation de la détection dans 6-8 % des cas [32]. Le taux d’AFP semble avoir une valeur
pronostique au moment du diagnostic chez les patients atteint de CHC : un taux supérieur a 400ng.mL
! est associé a une charge hépatique plus importante, des lésions multi-lobaires, une invasion de la
veine porte et une médiane de survie réduite. Son suivi peut étre également utilisé pour évaluer la
réponse au traitement chez les patients. De plus I’AFP est un excellent marqueur de I'apparition d’une

récurrence de novo apres le traitement [271].
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Parmi les autres marqueurs tumoraux du CHC proposés on trouve [271] :

- des variantes de I’AFP au niveau de la chaine des sucres telles que AFP-L1, -L2 et -L3 ;

- la des-gamma carboxyprothrombine (DCP) qui est une prothrombine anormale présente
dans le plasma des patients CHC mais également en cas de déficience en vitamine K ;

- le glypican-3 (GPC-3) qui n’est pas exprimé en temps normal sauf dans le placenta ou le
foie foetal mais qui est exprimé dans la majorité des CHC;

- I'antigéne du carcinome épidermoide (SCCA : squamous cell carcinoma antigen) qui est
surexprimé dans le sang et les tissus tumoraux des patients HCC ;

- la protéine de Golgi 73 (GP73) ;

- le facteur de croissance des hépatocytes (HGF : Hepatocyte Growth Factor) qui dont le
taux sérique est plus élevé chez les patients HCC par rapport a des patients cirrhotiques ou
avec une hépatite chronique qui n’ont pas développé de cancer ;

- le TGF-B1;

- le VEGF.

4.2.1.4.6. Facteurs pronostics de survie

Les principaux facteurs pronostics de survie du CHC sont I'état de la fonction hépatique, la
charge tumorale incluant la taille et le nombre de nodules tumoraux et I'invasion vasculaire, le niveau
d’alpha-feetoproteine et le score de performance [34]. Bien que la TEP-TDM au ®F-FDG ne soit pas une
méthode optimale pour I’évaluation pré-traitement ou post-traitement des patients atteints de CHC,
elle a une valeur pronostic étant donné que les CHC pour qui I'absorption de ®F-FDG est négative ont

un meilleur pronostic que les CHC ayant une absorption de F-FDG élevée [209].

4.2.2. Deuxieme étape pré-thérapeutique

Les patients qui répondent aux critéres de sélection de la premiére étape pré-thérapeutique
sont soumis a une angiographie et une scintigraphie de perfusion hépatique artérielle qui constitue la
seconde étape pré-thérapeutique. Le but de cette deuxieme étape pré-thérapeutique est d’assurer

une distribution ciblée des microsphéres d’yttrium a la tumeur [151].

4.2.2.1. Angiographie

Etant donné la variabilité de la vasculature hépatique et de la tendance des tumeurs
hépatiques a présenter des shunts artério-veineux, tous les patients doivent passer un examen
angiographique [152,208,209,259]. Les malformations artérioveineuses peuvent étre soit liées a la

tumeur mais également étre congénitales [260]. Le but de I'angiographie est d’obtenir une carte

Verger Elise | Les 3Ga/!8Re-SBMP : agent radiothéranostique des tumeurs hépatiques 880 || 68



— Chapitre 1 : SIRT -

détaillée de I'anatomie des artéres, d’identifier les variations anatomiques et d’isoler la circulation
hépatique en embolisant les vaisseaux extra-hépatiques [152]. L’identification des variations de
I’anatomie vasculaire est une étape essentielle dans la SIRT afin de prévenir une distribution hors du

foie des microspheres d’yttrium-90 [204].

Une premiere évaluation de 'organisation vasculaire ainsi que des lésions hépatiques est
effectuée par imagerie au scanner (TDM) ou par IRM au cours de la premiere étape pré-thérapeutique
permettant une premiere cartographie artérielle afin d’envisager I'abord de la tumeur [179,232].
L’évaluation angiographique permet une cartographie plus précise, notamment des petits vaisseaux
qui ne sont pas visualisables en TDM ou IRM qui sont en-dessous de la résolution spatiale de ces

techniques d’'imagerie [274].

L’évaluation angiographique est réalisée 1 a 2 semaines précédant l'injection des
microparticules marquées a I'yttrium-90 [252,275,276], afin de visualiser I'organisation du lit
vasculaire artériel et de définir les artéres perfusant la tumeur. Il est parfois nécessaire d’emboliser
certains vaisseaux collatéraux avant le traitement, telle que I'artére gastroduodénale afin que les
microspheres d’yttrium-90 ne diffusent pas vers d’autres organes risquant d’engendrer des

complications cliniques [179,180,215,227].

L’angiographie hépatique est réalisée par I'introduction d’un cathéter au niveau de I'artére
fémorale par la méthode de Seldinger [175]. Le cathéter remonte jusqu’au foie en passant par I'artere
iliaque puis dans I'aorte au niveau de I'artére mésentérique supérieure, puis par le tronc cceliaque
pour arriver dans les artéres hépatiques. Une premiére angiographie de I'aorte abdominale est
réalisée, suivie par celle de I'artéere mésentérique supérieure. Ceci afin de vérifier qu’il n'y a pas
d’artere hépatique accessoire ou de remplacement qui prend son origine au niveau de l'artere
mésentérique supérieure. La perméabilité de la veine porte ainsi que la présence de shunts artério-
veineux sont également évalués. La présence d’'une thrombose tumorale de la veine porte augmente
le risque de shunts hépatopulmonaires [260]. L'état des arteres et I'absence de sténoses qui pourraient
entrainer un risque d’occlusion et un reflux des microspheéres vers des organes extra-hépatiques, sont
également vérifiées. Les artéeres du tronc cceliaque présentent de nombreuses variations. Une
angiographie du tronc cceliaque est ensuite réalisée pour évaluer I'apport sanguin artériel hépatique
et analyser 'anatomie des branches hépatiques : arteres hépatiques commune et propre ; pour finir
par les angiogrammes des artéres hépatiques gauche et droite (qui irriguent les différent segments du
foie), ainsi que de I'artére gastroduodénale (qui irrigue vers le pancréas, I'estomac, le petit intestin et
'omentum) [151,152,180,193,208,218,226,232,274,275]. Toutes les artéres irriguant la tumeur

doivent étre identifiées pour assurer un traitement complet et permettre de calculer les volumes
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tumoraux a cibler de maniére précise. Les calculs dosimétriques doivent étre basés sur le volume

irrigué par I'artére cathétérisée [208,259].

De plus, de nombreuses artéres prenant leur origine des branches de I'artére hépatique vont
irriguer des organes extra-hépatiques telles que I'artére falciforme, I'artére cystique, les artéres de
I'arcade pancréatico-duodénales, I'artere gastroduodénale ou encore I'artére gastrique droite (cf.
Figure 9). L'injection des particules d’yttrium-90 via ces artéres collatérales conduit a une distribution
extra-hépatique des microparticules et a de sérieuses complications qu’il faut donc éviter [275]. Une
embolisation prophylactique de certaines artéres telle que l'artére gastroduodénale ou l'artere
gastrique droite peut étre réalisée par la mise en place d’hydrocoils ou de coils métalliques qui vont
obstruer le flux artériel afin de limiter la distribution des microparticules au foie
[179,182,205,259,276]. Si possible I'embolisation des artéres est évitée au maximum, les principales
arteres embolisées sont I'artére gastroduodénale, gastrique droite et cystique. L’embolisation

systématique de toutes les collatérales des artéres hépatiques n’est plus pratiquée [204].

Cette étape permet également d’évaluer le meilleur placement du cathéter pour le traitement
[227]. Dans le cas d’une administration via I'artere hépatique principale, I'irradiation est distribuée aux
deux lobes du foie (bien qu’un traitement du foie entier avec les TheraSphere® ne soit pas
recommandé). Si la tumeur est restreinte a un seul lobe du foie, le cathéter peut étre positionné dans
|'artére hépatique droite ou gauche en fonction du lobe affecté par la tumeur. Dans certains cas des
traitements hypersélectifs de certains segments de lobe peuvent également étre réalisés (en fonction

de I'avancement du cathéter dans |'arbre artériel) [66,205].

4.2.2.2. Scintigraphie de perfusion (*°*"Tc-MAA)

Au cours de I'angiographie, (une fois les artéres analysées et les embolisations prophylactiques
effectuées [152]), une simulation du traitement est réalisée par l'injection de macro-agrégats
d’albumine marqués au technétium-99m (**"Tc-MAA) via le cathéter afin de faire une scintigraphie de

perfusion hépatique en scintigraphie planaire, TEMP ou TEMP/TDM.

La premiére utilisation des %°™Tc-MAA pour la prédiction de la biodistribution des microsphéres
date de la fin des années 1980, précédées au méme moment par les microsphéres d’albumine sérique
humaine marquées au *™Tc. Dans les années 1960, la biodistribution était évaluée par I'injection des
mémes microsphéres de céramique utilisées pour le traitement mais marquées a I'ytterbium-169, un
émetteur y (**°Yb ; E, = 198 keV ; T1/2 = 32 jours) au lieu de I’°Y [182]. A la fin des années 70, Grady et
al. [187] utilisérent un colorant fluorescent (la fluorescéine) illuminé par de la lumiére ultra-violette

pour vérifier le positionnement du cathéter placé par laparotomie [182]. Le *™Tc offre I'avantage
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d’étre un émetteur vy pur, de faible énergie (Emax = 140 keV ; t12 = 6,02h) qui peut étre imagé par TEMP
ou TEMP/TDM.

Les Tc-MAA de taille (diamétre : 10-100 um et 35 um de moyenne) sont utilisés pour mimer
leur comportement, en partant du principe que leur biodistribution sera la méme que celle des

microspheres [173,175,208,243].

Le CHC présente souvent des shunts artério-veineux a la différence des métastases hépatiques
[207,208,259]. Les shunts artériels peuvent détourner une quantité non négligeable de microspheres
vers les poumons (shunts pulmonaires) engendrant un risque de pneumopathie radique [112]. Les
shunts peuvent également détourner le flux artériel hépatique vers d’autres organes extra-hépatiques

tels que les intestins ou encore I'estomac [209].

Cette étape permet de prédire la biodistribution des micropsheres dans le foie et de vérifier que
la totalité de la zone tumorale est couverte, d’évaluer I'impact éventuel des microsphéres sur les tissus
sains et de visualiser 'absence de biodistribution extra-hépatique. Elle permet également de mesurer
le shunt hépato-pulmonaire et de planifier la dose a administrer par délimitation des volumes de

distribution observés en scintigraphie a des fins dosimétriques [175,179].

Une activité de 3-5 mCi (111-185 MBq) de *Tc-MAA dans 5mL de solution saline est injectée (avec
le méme débit que celui du traitement) dans le cathéter pour la réalisation de la scintigraphie de
perfusion hépatique [175,260,277]. Avant l'injection il est recommandé d’agiter la seringue pour
resuspendre les macroagrégats et éviter leur agglutination afin d’éviter une distribution non

homogeéne [180].

L’angiographie initiale et le site planifié du traitement définissent la maniére dont les ®™Tc-MAA
vont étre injectés. Les shunts hépatiques étant rares dans les métastases hépatiques, I'injection des
9mTc-MAA en totalité est souvent réalisée au niveau de 'artére hépatique afin d’évaluer en une seule
fois leur distribution hépatique totale que ce soit pour le CHC ou les tumeurs hépatiques secondaires.
Dans le cas d’une tumeur solitaire et d’un seul traitement planifié, I'injection des ®™Tc-MAA est
réalisée avec la position du cathéter déterminée par angiographie. Cependant pour le CHC, les tumeurs
sont souvent bilobaires, et dans ce cas si des shunts sont observés, il est nécessaire de diviser par deux
la dose des ®™Tc-MAA et de réaliser deux injections et scintigraphies séparées : une dans l'artére
hépatique droite et une dans I'artere hépatique gauche. En effet, chaque tumeur peut engendrer des

shunts pulmonaires de degrés variés [152,173,180,193,205,208].

Dans le cas d’'un CHC avec une seule Iésion, une seule évaluation du shunt pulmonaire est requise ;

cependant, si un traitement par fractionnement dans le cadre de Iésions multiples est planifié, pour
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chaque fraction du traitement le shunt pulmonaire doit étre réévalué avec l'injection des *"Tc-MAA
pour chaque artére [208]. De plus dans le cas de traitements répétés, les lésions précédemment
traitées peuvent avoir une microsvascularisation remaniée, et donc les scintigraphies *"Tc-MAA

doivent étre répétées [205].

La scintigraphie ou TEMP/TDM doit étre réalisée dans I’heure qui suit 'injection des *™Tc-MAA
pour éviter au maximum la dégradation normale des ®™Tc-MAA au cours du temps qui peut altérer la
qualité de I'image et faussement augmenter le taux de shunt aux poumons. L’activité de la thyroide et
de I'estomac est aussi augmentée par absorption du ®™Tc libre. L’origine de I'activité dans I'estomac
n‘est pas toujours facile a déterminer (due au *™Tc libre ou a la présence d’un shunt du foie a
I’estomac) [175,180,208,215]. C’'est pourquoi du perchlorate de sodium ou de potassium (600 mg) est
donné par voie orale quelques heures avant l'angiographie et [linjection des %™Tc-MAA

[175,205,209,215].

La fraction de shunt pulmonaire peut étre calculée grace a une imagerie scintigraphique planaire
antéro-postérieure ou une TEMP corps entier, et la biodistribution des microsphéres au sein de la

tumeur et du parenchyme hépatique sain peut étre évaluée sur les images TEMP/TDM [57].

Des régions d’intérét (ROI) sont délimitées sur les images (projection antérieure et postérieure)
autour des poumons et du foie pour mesurer I'activité dans chaque compartiment (poumons, foie, et
tumeur pour certains modeles dosimétriques) [57,175,180,209]. La fraction de shunt pulmonaire en
pourcentage est calculée par I'équation suivante [249] : le nombre de coups mesuré dans les poumons
divisé par la somme du nombre de coups mesuré dans les poumons et le foie, multiplié par 100
[57,180].

Coups ROIpyymons X100
Coups ROIpoymons + Coups ROIpyi,

Fraction de shunt pulmonaire % =

e Coups ROlpoumons= Mmoyenne géométrique du nombre total de coups dans la région d’intérét
des poumons sur les vues antérieure et postérieure des scintigraphies **™Tc-MAA.
e Coups ROIlrie= moyenne géométrique du nombre total de coups dans la région d’intérét du

foie sur les vues antérieure et postérieure des scintigraphies ®™Tc-MAA.

Selon la fraction de shunt pulmonaire, la dose administrée peut étre réduite ou le traitement

annulé si la fraction de shunt pulmonaire est trop importante (> 20 %).

Il est important de corréler les données de la scintigraphie aux analyses angiographiques et au

images TDM si possible, car certaines parties de la scintigraphie peuvent étre difficile a lire par la
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proximité du tube digestif avec le foie par exemple ou la présence de plusieurs organes dans une petite

zone [209,276].

La scintigraphie de perfusion hépatique permet ainsi de visualiser la biodistribution des
microspheres au sein du foie, de calculer le shunt hépato-pulmonaire, mais également d’observer des
shunts extra-hépatiques (dans la région gastro-intestinale par exemple) qui peuvent ne pas avoir été
identifiés au cours de I'angiographie. Si ces shunts sont observés dans I'estomac ou les intestins les
patients sont contre-indiqués pour le traitement. Une nouvelle angiographie peut étre effectuée pour
tenter d’identifier I'artere incriminée afin de I'emboliser, mais ce n’est pas toujours possible si le
diametre de I'artere est trop petit. Une autre alternative est d’avancer le cathéter au-dela de I'origine
de I'artére pour éviter le shunt de cette artere mais le volume de biodistribution risque d’étre réduit
et la thérapie moins efficace (cf. Figure 12) [151,175,209].

Test angiographie
+ Scintigraphie de Perfusion hépatique (TEMP/TDM)

e B
Pas d’accumulation extra- Accumulation extra- Accumulation extra-
hépatique hépatique hépatique uniquement
A A (excepté vésicule biliaire) dans la vésicule biliaire
L 4 ‘k | W
Traitement SIRT II Revoir I'angiogramme Cathéter placé
! et refaire I'angiographie distalement a l'artére
/ | cystique ou embolisation
I Vaisseaux aberrants B 1o cvstiuce
) visibles ? SIRT super-sélective
1
1 oui | Non
/
I |
Embolisation des Faisabilité d’une thérapie
vaisseaux aberrants + super-sélective ?

Injection #MTc-MAA
Oui | Non

Réalisation d’une injection Pas de SIRT

L super-sélective de *Tc-MAA

au cours de la méme session

Figure 12 : Arbre décisionnel pour I'utilisation des ™" Tc-MAA dans la planification de la SIRT selon
les cas d’accumulations extra-hépatiques rencontrés : modifié d’apres [278].

L'hypothése sur laquelle se base la perfusion hépatique scintigraphique selon laquelle les
9mTc-MAA et les microsphéres d’yttrium-90 est la méme est source de débat [243]. En effet les #™Tc-
MAA et les microsphéres d’yttrium ont un diametre similaire en moyenne (MAA: 35 um;
SIR-Spheres® : 32,5 um ; TheraSphere® : 25 um) cependant leur distribution de taille est différente. La
distribution de taille des ®™Tc-MAA varie de 10-100 um et peut aller jusqu’a 150 um, tandis que la
taille des SIR-Spheres® est comprise entre 20-60 um et celle des TheraSphere® entre 20-30 um

[66,175,279]. Leur morphologie est également trés différente les *™Tc-MAA sont des agrégats de

Verger Elise | Les 3Ga/!#8Re-SBMP : agent radiothéranostique des tumeurs hépatiques OS8O | 73



— Chapitre 1 : SIRT -

forme hétérogéne et les microparticules d’yttrium sont sphériques. La densité des ®°™Tc-MAA (1,1
g.mL?) est différente de celle des microsphéres ; elle est plus proche des SIR-Spheres® (1,6 g.mL?) que
des TheraSphere® (3,3 g.mL?) [182]. De plus le nombre de microsphéres d’*°Y injectées différe par
rapport au nombre de ¥®™Tc-MAA. Les SIR-Spheres® sont environ 300 fois plus hombreuses que les
agrégats qui sont environ 50 fois plus nombreux que les TheraSphere®. Les macro-agrégats n’ont pas
d’effet embolique sur la circulation artérielle hépatique tandis que les SIR-Spheres® présentent un
potentiel embolique plus important que les TheraSphere® [243]. Les ™Tc-MAA ne sont pas I'analogue
optimal des microsphéres d’?°Y [182]. Malgré ces différences, des études ont montré la corrélation des
biodistributions des #°™Tc-MAA et des microsphéres d’*°Y [243,278,280]. Cependant, plusieurs études
ont montré que ces différences peuvent conduire a une biodistribution non corrélée entre I'étape

pré-thérapeutique et le traitement, ainsi qu’a une dosimétrie approximative [182,243,281-284].

Actuellement il n’y a pas d’alternatives au ®°™Tc-MAA, ¢’est pourquoi dans ce travail de thése, nous
proposons une alternative avec le développement d’un vecteur radiothéranostique unique: les
microparticules a base d’amidon (SBMP pour Starch-Based Microparticles) qui peuvent étre marquées
au ®"Tc ou au %8Ga pour I'étape pré-thérapeutique et au ¥Re pour le traitement (cf. chapitre 2;

[146]).

4.2.3. Sélection des patients (résumé)

La sélection des patients basée sur les analyses précédemment décrites, est réalisée par une
équipe multidisciplinaire. Les patients éligibles pour la SIRT doivent avoir un score de performance et
une fonction hépatique favorable, une absence de shunt hépato-pulmonaire significatif et de flux
artériel collatéral dirigé vers le systeme gastro-intestinal et une espérance de vie supérieure a 3 mois
[175,209,215]. Selon Salem et al. le patient idéal pour la SIRT est un patient de stade Okuda 1 qui
présente une charge tumorale inférieure a 50 % du volume hépatique, aucune ascite, un taux de

bilirubine normal et un taux d’albumine supérieur a 3 g.dL™ [208].

La SIRT présente plusieurs contre-indications générales, la grossesse ou l'allaitement ainsi

gu’une espérance de vie inférieure a 1 mois ; ce sont des contre-indications absolues [205,251].

Certaines contre-indications sont relatives : un degré élevé de cirrhose du foie (caractérisé par
un score de Child-Pugh supérieur a B7), une charge tumorale intra- ou extra-hépatique trop
importante, une insuffisance rénale, la présence d’une maladie pulmonaire et la présence de contre-
indications au cathétérisme de I'artere hépatique et si le patient a recu un traitement antérieur par
radiothérapie externe ou un traitement de chimiothérapie oral dans les deux mois qui précedent la

SIRT a cause de I'augmentation du risque de RILD [205,251].
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Au cours de I'évaluation pré-thérapeutique, principalement dans la deuxieme étape des
contre-indications spécifiques aux microsphéres d’yttrium sont recherchées. Deux contre-indications
sont absolues : un shunt artério-portal important ; un shunt hépatopulmonaire trop élevé (risque de
pneumopathie radique) et la présence de reflux dans les artéres irriguant la région gastroduodénale
ou un shuntimportant vers d’autres organes comme les intestins ou le pancréas (risque de pancréatite)

[151,251].

Le Tableau VIl suivant résume les indication et contre-indications communes pour la SIRT.

Tableau VII : Indications et contre-indications relatives et absolues communes de la SIRT

Indication Contre-indications relatives Contre-indications absolues

Maladie non traitable par résection Thrombose de la veine porte de la Hypertension portale étendue ou non
chirurgicale, transplantation branche principale traitée

hépatique ou par techniques ablatives

curatives

Maladie non traitable ou réfractaire Anomalie des voies biliaires ou Espérance de vie < 3 mois

aux alternatives stents ; exceptions : papillotomie et

chimiothérapeutiques ou patient ne cholécystectomie

souhaitant pas recourir a ces
alternatives

Cirrhose du foie compensée ou début  Bilirubine sérique > 34,2 umol.L? Hépatite active

de décompensation (Child-Pugh <B7) (2 mg.dL?)

Score de Performance (ECOG) < 2 Leucocytes > 2.10°.L'1 ou numération Distribution extra-hépatique des
plaquettaire > 60.10°.L1 99mTc-MAA en TEMP/TDM

Maladie confinée au foie ou Débit de filtration glomérulaire Shunts pulmonaires non acceptable

majoritairement hépatique <35 mL.min‘ (= 30 Gy si session unique ; = 50 Gy si

session multiples)
Indications pré-opératoires Rapport International Normalisé (RIN)
(downstaging) (coagulation sanguine) > 1,5

Modifié d’apres Braat et al. [204]

4.2.3.1. Criteres d’inclusions

Résumé des critéres d’inclusion des patients pour la SIRT [57,152,259,261,285] :

- La nature non résécable (inopérable) de la tumeur.
- L’age du patient doit étre supérieur a 18 ans.
- ECOG supérieur a ou égal a 2.
- Parameétre biologiques :
o Données hématologiques adéquates :
=  Nombre de granulocytes > 1,5.10° L%
=  Numération plaquettaire > 50.10°.L*
o Fonction rénale : taux de créatinine sérique < 2,0 mg.dL?
o Fonction hépatique : taux de bilirubine sérique < 2,0 mg.dL*
- La possibilité, capacité a subir une angiographie et une cathéterisation sélective des

vaisseaux.
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- La majorité des patients ont un score de Child-Pugh <7, cependant un score de Child-
Pugh plus élevé n’est pas une contre-indication absolue.

- Pour les patients cirrhotiques, le volume tumoral ne doit pas dépasser 50 % du volume
total du foie, et pour les patients avec une fonction hépatique normale le volume

tumoral ne doit pas dépasser 70 % du volume total du foie.

4.2.3.2. Criteres d’exclusion

Résumé des critéres d’exclusion des patients pour la SIRT [57,259,261,285] :

- La présence d’un autre type de traitement du cancer du foie.

- Insuffisance hépatique (taux de bilirubine sérique > 2,0 mg.dL?)

- Un flux sanguin vers le tube digestif qui ne peut pas étre corrigé.

- Un shunt pulmonaire trop important (> 30 Gy pour un traitement unique ou > 50 Gy pour
un traitement fractionné).

- La présence d’'une maladie extra-hépatique.

4.3. Dosimétrie

Le but principal de la SIRT est de délivrer une dose thérapeutique de microsphéres d’°°Y 3 la tumeur
tout en épargnant les tissus sains [57]. La dosimétrie est I'estimation de la dose (exprimée en Gray :
Gy) de radiations absorbées dans les tissus qui va étre délivrée ou qui vient d’étre délivrée. Elle est lié

a la quantité de radionucléides délivrée a I'organe cible qui s’exprime en GBq [249].

Avant le traitement il est nécessaire de planifier la dose a administrer et de vérifier qu’il n’y a pas
de shunts vers les poumons. L'injection des macroagrégats d’albumine permet de faire une simulation
du traitement afin de vérifier la biodistribution des microparticules une fois injectée, mais aussi de

calculer la dose a administrer.

Le calcul de dose est basé sur I'analyse des images de la scintigraphie obtenues suite a I'injection
des #"Tc-MAA et sur 'analyse des volumes du foie ou de la charge tumorale sur les images de

tomodensitométrie [57].

La méthode de calcul de dose est différente selon le type de microspheéres utilisées. Ceci est d0 au
fait que la biodistribution des microsphéres en résine et en verre n’est pas la méme [175]. Pour les

TheraSphere® il existe une méthode, et pour les SIR-Spheres® 3 méthodes existent [204,243].

4.3.1. TheraSphere®

La dose recommandée pour le traitement par TheraSphere® est comprise entre 80 et 150 Gy

(dose cible nominale moyenne [209]) afin d’adapter la dose a chaque cas selon la gravité des
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hépatopathies sous-jacentes. Les patients CHC atteints de cirrhose sont plus sensible et recoivent donc

une dose moins élevée (de 80-100 Gy) par rapport a des patients sans cirrhose (100-150 Gy) [173,208].

De plus si I'injection d’une seule dose importante pose un probléeme concernant la tolérance
au traitement, une approche fractionnée peut étre envisagée, avec par exemple I'injection de deux
doses de 50-70 Gy au lieu d’une seule dose de 100-150 Gy [208], tout en vérifiant la dose aux poumons
qui ne doit pas dépasser 50 Gy dans le cas d’un traitement par fractionnement (30 Gy dans le cas d’une
administration unique) [209,286]. L’évaluation du shunt pulmonaire doit étre réalisée avant chaque

injection [208].

La dosimétrie est basée sur les formules MIRD (Medical Internal Radiation Dose [287,288]). Le
modele de calcul de dose pour les TheraSphere® repose sur une équation simplifiée du modele macro-
dosimétrique multi-compartimenté MIRD [243] qui correspond au modeéle de partition utilisé pour les

SIR-Spheres®. Il est ainsi également appelé macro-dosimétrie MIRD mono-compartimenté.

Ce modéle part du principe que la biodistribution des particules est homogéne au sein du volume
traité et que I'yttrium-90 décroit totalement in situ [205,208,289]. C’'est pour cela qu’elle ne prend en
compte que le volume du foie [175]. En réalité la distribution des microspheres est hétérogene et
inégale [161,211,212]. Malgré cela cette formule permet d’estimer la dose appropriée pour le

traitement de maniére constante et reproductible [288].

La méthode de calcul de dose pour les TheraSphere® est indépendante du volume tumoral, elle se
base uniquement sur la masse de tissu hépatique ciblée définie par imagerie [204,208,243]. Le volume
ciblé du foie du patient est déterminé par imagerie TDM ou IRM puis converti en masse en se basant

sur un facteur de conversion de 1,03 g.cm™[173,249,288].

L'équation de base permettant le calcul de la dose d’activité a injecter au patient

[151,161,208,215,241,286] :

D(Gy)xM(kg)
A(GBq)verre = T

Avec A : I'activité a injecter ; D : la référence de dose et M : la masse du tissu hépatique ciblé.

Cependant cette équation ne prend pas en compte les pertes d’activité dues a la fraction de shunt
pulmonaire, une estimation de la dose administrée au foie en prenant en compte le shunt pulmonaire

peut donc étre apportée par I'équation suivante [249]:

[Dose désirée (Gy)][Masse de foie ciblée (kg)]
50 [1— F]

Activité nécéssaire (GBq) =
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e F: Fraction de l'activité injectée déposée dans les poumons telle que mesurée par l'injection des
9mTc-MAA. F peut étre estimée au maximum a 0,61 ce qui représente I'activité maximale qui peut

étre administrée aux poumons lors d’une administration de TheraSphere®.

Une estimation encore plus précise peut également étre calculée en prévoyant également
TP . . R Lo,
I"activité résiduelle du flacon contenant la dose a injecter qui peut étre estimée a 2 % pour le calcul

avant le traitement, suivant cette équation [173]:

. DxM
50.x (1= *153°) % (1~ 1a0)

A : Activité injectée au volume cible du foie en GBq

e D: Dose absorbée (en Gy) par la masse de foie ciblée

e M : Masse de foie ciblée (kg)

% LSF : Lung Shunt Fraction : La fraction de shunt pulmonaire calculée a partir des images obtenues suite
a linjection des macro-agrégats d’albumine marqués au *™Tc 3 la suite de la cartographie
angiographique réalisée lors de I'étape pré-thérapeutique.

%R : Activité résiduelle du flacon qui est mesurée aprés l'injection des particules d’yttrium-90, une
valeur de 2 % est utilisée pour estimer au plus proche I'activité a injecter avant le traitement.

Aprés 'injection la dose réellement absorbée par le foie peut étre calculée par cette équation [249]:

50 [Activité injectée (GBq)][1 — F]
Masse de foie sélectionnée comme cible (kg)

Dose au Foie (Gy) =

.....

e F: fraction de I'activité injectée déposée dans les poumons telle que mesurée par l'injection des
9mTc-MAA lors de I'étape pré-thérapeutique.

Et en prenant compte de I'activité résiduelle du flacon [208] :

50 [mesure de l' activité avant l'injection (GBq)]x(1 — LSF)X(1 —R)
Masse de foie ciblée (kg)

Dose (Gy) =

e A:activité injectée.

o D :Dose délivrée absorbée par la masse de foie ciblée.

e LSF: Fraction de shunt pulmonaire mesurée sur les images obtenues aprés l'injection des *°™Tc-MAA
lors de I’étape pré-thérapeutique.

e R :Activité résiduelle du flacon apres I'injection.

L’activité injectée ne doit pas engendrer une dose aux poumons supérieure a 0,61 GBq [204]:

% Fraction pulmonaire x A (GBq) = 0,61 GBq au maximum.

4.3.2. SIR-Spheres®

Pour les SIR-Spheres?®, il existe 3 méthodes permettant de calculer I'activité de la dose a injecter :

- la méthode empirique,
- laméthode SC (Surface Corporelle ou BSA pour Body Surface Area),
- le modele de partition (méthode MIRD [227]).
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Ces méthodes se basent également sur le principe d'une biodistribution uniforme des microsphéres

au sein du foie et d’une décroissance compléte in situ [208].

4.3.2.1. La méthode Empirique

C'est la premiére méthode développée pour les microsphéres en résine [205,249]. Et c’est cette

méthode qui a été utilisée lors de I'essai clinique des SIR-Spheres® [290].

Cette méthode se base sur la charge tumorale du foie pour définir la quantité d’activité a

injecter (cf. Tableau VIII) [249]:

- Silatumeur représente 25 % ou moins de la masse totale du foie définie par TDM : la dose
recommandée est de 2 GBg.

- Sila charge tumorale est supérieure a 25% de la masse totale du foie définie par TDM : la
dose recommandée est de 2,5 GBq.

- Si la tumeur est supérieure a 50% de la masse totale du foie définie par TDM : la dose

recommandée est de 3 GBq.

Tableau VIII : Dosimétrie des SIR-Spheres® : Méthode de calcul Empirique basée sur la charge
tumorale

Pourcentage de Activité
charge tumorale recommandée
au sein du foie
<25% 2,0 GBq
25-50 % 2,5GBq
>50 % 3,0 GBq

Source : [205,208,290].

L'inconvénient de cette méthode est que la dose au foie sain (et donc la tolérance au
traitement) n’est pas prise en compte, ce n’est donc pas une approche individualisée, et elle peut
exposer les patients a un risque de toxicité liée a des irradiations non nécessaire ou une dose

insuffisante a la tumeur [205,215,227,243].

Du fait de la faible activité spécifique des SIR-Spheres®, un grand nombre de particules est donc
injecté, cependant chez certains patients on observe une saturation du lit vasculaire artériel qui ne
peut accepter la totalité des microparticules de la dose initialement prescrite [205,208,246]. Cette
saturation engendre une embolisation qui limite I'action des rayonnements ionisants d( a I'hypoxie
engendrée [291,292]. L'aspect sélectif et les bénéfices de la SIRT sont donc perdus. Cette situation est
souvent rencontrée avec I'utilisation de ce modele empirique avec jusqu’a 50 % de la dose non injectée
pour cause de saturation des vaisseaux [249]. La méthode SC ou le modele de partition est donc

recommandé pour les SIR-Spheres® [249].
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4.3.2.2. La méthode SC (Surface Corporelle ou BSA pour Body
Surface Area)

Cette méthode qui est la plus utilisée pour la radioembolisation avec les microspheres en
résine [203,243,290], est une variante de la premiere méthode empirique présentée dans le
paragraphe précédent. L'activité est calculée et adaptée en fonction de la taille de la tumeur et de la
taille du patient (surface corporelle) [209,290]. Ce modeéle part du principe que la taille des patients
est en corrélation avec la surface corporelle et permet donc d’ajuster la dose en fonction de ces

proportions [203].

Elle a été introduite par Van Hazel a la suite de I'observation d’hépatites dues aux radiations
(RILD pour radiation-induced liver disease), chez des patients avec des foies de petite taille [249]. Elle
suppose une corrélation entre la surface corporelle et la masse du foie ou la charge tumorale

hépatique, mais des expériences ont montré qu’il n’y en avait pas [243].

Cette méthode permet également le traitement de différentes lésions situées dans des lobes
différents [227], un facteur de correction est appliqué pour les traitements concernant un lobe

particulier du foie (cf. équation 3) [293].

Cependant la premiére méthode empirique présentée et la méthode BSA, ne prennent pas en
compte le degré d’absorption tumorale, les méthodes dosimétriques telles que le modeéle de partition

doivent donc étre plutot utilisées [205].

Cette méthode de calcul est appropriée pour de petites lésions avec une marge diffuse, tout

comme les métastases [203].

Cette approche comme la précédente méthode empirique peut également exposer les
patients a un risque de toxicité liée a des irradiations non nécessaires ou une dose insuffisante a la

tumeur [205,215,227,243].
La méthode SC est basée sur les calculs suivants [204,205,208,215,243,249,290] :

1) Premiérement la Surface corporelle (BSA) en m? est calculée :
BSA (m?) = 0,20247 x[hauteur (m)]%7?° x[poids (kg)]>*?5
2) Lactivité est ensuite calculée selon I'équation suivante :

volume tumoral
A (GBq) = (BSA—0,2) +

volume tumoral + volume du foie

3) Dans le cas d’un traitement d’un lobe, un facteur de correction est apporté dans
I’équation. L'apport du facteur de correction ne change rien entre les deux équations
dans le cas d’un traitement du foie entier [293].
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L Volume tumoral Volume du Lobe du foie
Activité (GBq) = (BSA -0,2+ )

Volume du lobe du foie Volume total du foie

4.3.2.3. Le modéle de partition (ou méthode multi-compartimentale

de macro-dosimétrie MIRD)
Cette méthode a été développée a partir de la méthode MIRD (Medical Internal Radiation
Dose) : elle considere la tumeur et le foie sain comme deux organes différents [215]. Elle repose donc
sur la délimitation de 3 compartiments distincts (les poumons, la tumeur et le parenchyme hépatique
sain). Cette méthode peut étre appliquée uniquement si une délimitation de la tumeur et du

parenchyme hépatique sain est réalisable [203].

Ce modele de calcul s’applique généralement pour des tumeurs hépatiques uniques et
discretes [243], mais suite a une modification il peut également étre appliqué dans le cadre de Iésions
multiple si celle-ci sont bien localisables. Il est donc trés peu utilisé dans le cadre de métastases
hépatiques étant donné leurs caractéristiques : lésions diffuses infiltrant le parenchyme hépatique

[203].

Bien qu’en réalité la distribution des microspheres d’yttrium-90 ne soit jamais uniforme et
plutot inégale, ce modele MIRD d’estimation de dose part du principe d’une biodistribution uniforme.

Malgré cela cette méthode donne des estimations de doses consistantes et reproductibles [288].

Afin d’appliquer cette méthode, plusieurs parameétres doivent étre parfaitement déterminés :
le volume tumoral, le volume du parenchyme sain et celui des poumons [249], ainsi que leur masse et
I’activité retrouvée dans chacun de ces volumes a partir de la scintigraphie des *™Tc-MAA. Le rapport
d’activité Tumeur/Foie sain (T/N), ainsi que le pourcentage de shunt pulmonaire sont également
calculé et pris en compte dans le schéma de cette méthode pour déterminer la dose a administrer au

patient [290].

La dose maximale de rayonnements au foie sain et aux poumons est déterminée comme
facteur limitant. L’activité maximale qu’il est possible d’administrer au patient est calculée tout en
respectant ces limites. Ainsi la dose au foie sain ne doit pas dépasser 80 Gy pour les patients sans
hépatopathie sous-jacente, et 70 Gy pour les patients atteints de cirrhose. Concernant la dose aux
poumons elle ne doit pas dépasser 25 Gy et étre de préférence inférieure a 20 Gy. La dose regue par

la tumeur n’est pas limitée [290].

Selon cette méthode la formule suivante permet de calculer la dose de rayonnement recgue

par un organe (ici le foie) ayant recu des SIR-Spheres® [249,290] :
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49670 XActivité totale d'Y®° dans le foie (GBq)
Masse du foie (g)

Dose de rayonnement du foie (Gy) =

e 0U 49670 est une constante de conversion de dose absorbée qui dérive des équations du modéle
dosimétrique MIRD et qui exprime I’énergie moyenne relarguée par I’°Y pendant le processus de

décroissance en supposant que toute I’énergie 3~ est absorbée dans les tissus.

L'activité calculée la plus faible obtenue par ces deux équations doit étre utilisée. Certains

parameétres de ces équations se calculent selon les équations suivantes :
» Lerapport T/N se calcul selon I'équation suivante :

_ Atumeur / Mtumeur

T:N =
Afoie /Mfoie

e Auwmeur : 'activité au sein de la tumeur, calculée a partir du scanner des *"Tc-MAA.

®  Muumeur : Masse tumorale en gramme (excluant le parenchyme hépatique sain) déterminée a partir
du scanner TDM.

e A : I'activité dans le foie total, calculée & partir du scanner des *™Tc-MAA.

®  Mroie : Masse totale du foie en gramme (excluant le tissu tumoral hépatique) déterminée a partir du

scanner TDM.
» L: Le pourcentage de Shunt pulmonaire : il est calculé selon I’équation suivante [249] :

Coups ROIpyymons X100
Coups ROIpyymons + Coups ROIpye

L [Shunt Pulmonaire %] =

L'utilisation de ce modeéle permet de définir précisément la dose absorbée. Cependant, s’il est
appliqué dans un mauvais contexte, par exemple un patient avec une maladie diffuse, les activités

calculées ne sont pas adaptées pour la sécurité du patient comme I'a montré Kennedy et al. [249].

4.3.2.4. Dosimétrie des SIR-Spheres® : Prise en compte du
pourcentage de shunt pulmonaire
Les trois méthodes de calcul de dose pour les SIR-Spheres® prennent en compte le shunt
pulmonaire [243], en réduisant la dose prescrite en fonction de I'importance du shunt pulmonaire afin
de réduire le risque d’irradiation des poumons (cf. Tableau IX) [208,243] . Un pourcentage de shunt

pulmonaire > 20% est une contre-indication du traitement.
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Tableau IX : Prise en compte du shunt pulmonaire dans la dosimétrie de planification de dose des
SIR-Spheres®

Pourcentage de shunt Pourcentage de réduction de la
pulmonaire dose a administrée
<10 % LSF Pas de réduction de dose
10-15 % LSF 20 % de réduction de dose
15-20 % LSF 40 % de réduction de dose
> 20 % LSF Contre-indication : pas de
traitement

Source : [208,290].

La dose finale prescrite peut également étre ajustée de maniéere a ce que la dose aux
poumons reste en dessous de 30 Gy [260]. La dose cumulée aux poumons peut étre calculée selon

I’équation suivante :

LSF

49 670 X (Arotat X 735)

Dpoumons = M
Poumons

®  Dpoumons : Dose cumulée aux poumons en Gy.
e Auwotal : Activité totale prescrite en GBg.
e LSF: Fraction de shunt pulmonaire.

®  Mpoumons : Masse totale des poumons estimée a 1 kg.

4.3.3. Avantages et inconvénients des méthodes de calcul de dose pour
les microsphéres d”°°Y

Concernant les méthodes dosimétriques SIR-Spheres® :

- La méthode la plus ancienne : la méthode empirique n’est plus utilisée. En effet ce n’est
pas une approche de calcul personnalisée car elle est basée uniquement sur la charge
tumorale et ne tient pas compte des autres données cliniques du patient. Elle est associé
a un profil de toxicité défavorable [204,243,260].

- Laméthode SC est celle qui est la plus utilisée car elle est plus simple et pratique en routine
clinique [175]. Elle est semi-empirique et plus personnalisée car elle prend en compte plus
de données spécifiques du patient (Surface corporelle, masse tumorale et masse
hépatique saine). Néanmoins I'hypothése d’une corrélation entre la charge tumorale et la
surface corporelle sur laquelle elle est basée n’est pas fondée [243]. La limite de cette
méthode est I'absence de prise en compte du volume ciblé dans la méthode de calcul, ce
qui peut conduire a un traitement sous optimal (patient de petite taille avec un foie
conséquent) ou toxique (patient de grande taille avec un foie de petite taille). Le ratio de

biodistribution individuel des microsphéeres dans la tumeur versus le foie sain ne fait

Verger Elise | Les 3Ga/!#8Re-SBMP : agent radiothéranostique des tumeurs hépatiques OS8O | 83



— Chapitre 1 : SIRT -

également pas parti de I’équation. Prendre en compte ce ratio permet de corriger I'activité
en fonction d’'une tumeur hypervascularisée ou hypovascularisée [204].

- La méthode de partition (ou méthode multi-compartimentale) est celle qui prend en
compte le plus de données pertinentes relatives au patient. Elle se base sur les données
scintigraphiques obtenues suite a l'injection des *™Tc-MAA et prend en compte la
différence de distribution des microspheres entre la tumeur et le foie sain [227,293]. La
méthode de partition est la plus précise, mais ne s’applique pas a tous les cas de tumeurs.
Elle est parfois difficile a utiliser dans des cas ou la ou les lésions tumorales ne peuvent pas
étre délimitées facilement. De plus, la plupart des patients dirigés vers la SIRT ayant de
multiples lésions, son utilisation n’est souvent pas possible. Sa complexité la rend moins

attrayante pour une utilisation en routine [204,260].

Concernant la méthode dosimétrique TheraSphere® ou méthode MIRD non-compartimentale
[57], c’est une méthode simplifiée de la méthode de partition et elle ne prend pas en compte le ratio
de biodistribution des microsphéres a la tumeur versus le foie sain, ce qui constitue une limite majeure

[204,243].

Les méthodes, SC et la méthode TheraSphere® sont attrayante par leur simplicité d’utilisation,
mais sont cependant sous-optimales. La méthode de partition (muti-compartimentale) fournit une
base scientifique plus solide pour le calcul de la dose, et il a été montré par Garin et al. [294] qu’elle
est applicable aux TheraSphere® [204,243]. Elle est supérieure aux méthodes SC et devrait étre utilisée
lorsque c’est possible [293]. Le modele de partition offre une amélioration, néanmoins il considere une
biodistribution uniforme de I'activité au sein du compartiment tumoral ou du compartiment foie sain
ce qui simplifie la réalité [289]. Les microsphéres ont en effet une biodistribution hétérogene au sein
de la tumeur [213]. Afin d’améliorer la dosimétrie de la SIRT des méthodes dosimétriques basées sur

les voxels sont en cours de développement [227,289].

4.3.4. Dosimétrie basée sur les voxels

L'aspect dosimétrique de la SIRT est de plus en plus étudié a la fois pour I'imagerie pré-
traitement (**"Tc-MAA) et pour les images post-traitement (cf. paragraphe 4.5.2) [295]. Une autre
méthode possible est la dosimétrie basée sur les voxels [227]. La méthode des voxels se base sur
I'imagerie (scintigraphie pré-traitement ou imagerie post-traitement), et assigne a chaque voxel une
dose absorbée. La méthode de dosimétrie voxel 3D permet d’obtenir des cartes de distribution de
dose et des histogrammes dose-volume (DVH pour Dose-Volume Histogram). Elle permet d’appliquer
des modeles de radiobiologie permettant de prédire la probabilité de la toxicité, les complications au

niveau des tissus sains, la réponse tumorale et la probabilité de controle de la tumeur [243]. Cette
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méthode a la différence de la méthode de partition est indépendante de la segmentation
tumeur/organes a risques. La segmentation de la tumeur et des organes a risque est nécessaire mais
a la différence des autres méthodes cette segmentation n’est pas utilisée pour calculer la dose
absorbée, mais pour rapporter les valeurs calculées de dose absorbée [289]. Elle prend en compte les
dommages biologiques a la tumeur et aux tissus sains en évaluant voxel par voxel la distribution des
9mTc-MAA. Le but étant d’optimiser la dose maximale a la tumeur tout en tenant compte des limites
tolérables pour les tissus sains pour un patient donné et ainsi optimiser la personnalisation du
traitement [227]. Elle peut étre appliquée aux images pré-traitement pour le calcul de la dose a injecter
(scintigraphie *™Tc-MAA), mais également aux images réalisées post-traitement pour vérifier la

distribution des microsphéres post-traitement et évaluer la dose absorbée réelle du traitement [295].

4.4. Traitement : Injection des microsphéres d”*°Y

Une fois les examens pré-thérapeutiques (vérification que le patient ne présente aucune contre-
indication) et la plannification du traitement effectués (avec le calcul de la dose a administrer),
I'administration des microsphéres peut alors se faire. Etant donné que les vaisseaux peuvent se
réarranger rapidement, un artériogramme de contréle doit étre effectué juste avant la SIRT afin de

vérifier qu’il n’y a eu aucune revascularisation depuis I'étape de pré-traitement [209,260].

L'injection des microsphéres d’yttrium-90 est réalisée a I'aide d'un cathéter (type 3-F
[208,226,259]) introduit au niveau de I'artére fémorale. La position du cathéter est la méme que celle
utilisée lors de I'angiographie et de la simulation du traitement avec I'injection des ®™Tc-MAA. Le
traitement doit étre effectué dans les 4 semaines qui suivent la sélection du patient et I'étape pré-
thérapeutique [151,227]. Un examen angiographique par fluoroscopie est effectué pour confirmer
gu’il n’y a pas eu de formation de nouveaux vaisseaux créant une connexion avec le tube digestif et
gue toutes les collatérales sont bien embolisées. Cet examen permet également le placement du
cathéter de la méme maniére que lors de I'administration des %°™Tc-MAA. L’administration des
microsphéres d’*°Y se fait a 'aide de kits d’infusion dédiés a chaque type de microsphéres. Ces kits
sont congus pour réduire I'exposition aux radiations des personnes réalisant I'injection [57,296].
Malgré leurs différences, ils sont tous constitués d’'une boite en méthacrylate, pour protéger des
rayonnements contenant le flacon blindé de microspheéeres a administrer, d’ou partent les connexions
d’entrées reliées a une seringue pour exercer la pression et de sortie reliée au cathéter [175].
L'administration des microsphéres est dépendante du flux sanguin de I'artere hépatique qui suit la fin
du cathéter, par conséquent le cathéter ne doit pas stopper la circulation sanguine. De plus le débit de

perfusion des microsphéres doit correspondre au flux sanguin de I'artére hépatique [208,259].
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Avant le traitement les patients peuvent étre soumis a des traitements prophylactiques pour que
la SIRT soit plus tolérable et prévenir des effets secondaires indésirables. Par exemple dans le cas ou
de petits vaisseaux parcourant le systéme gastro-intestinal ne seraient pas identifiés, les patients
peuvent prendre des inhibiteurs de pompes a protons 1 semaine avant la SIRT et continuer 4 semaines
au moins apres lintervention, afin de prévenir I'apparition ulceres gastro-intestinaux. Des
antiémétiques peuvent parfois étre prescrits également [209,215,259]. A la suite de I'injection des
antiémétiques et des antidouleurs peuvent étre administrés sur demande des patients en fonction des

symptomes rencontrés [209].

4.4.1. Administration des SIR-Spheres®

Les SIR-Spheres® en suspension dans de I'eau stérile injectable sont injectées lentement en
alternance avec un produit de contraste qui n’est pas en contact avec les microsphéres. La pression
exercée sur la seringue permettant 'administration des microsphéres ne peut pas étre mesurée [208].
L'injection du produit de contraste permet un suivi en direct de la distribution des microsphéres de
résine. Ce suivi est nécessaire et essentiel car les SIR-Spheres® ont tendance, du fait du nombre
important de particules injectées, a engendrer une embolisation lorsque le lit vasculaire ne peut
accueillir la totalité de la dose. Le suivi fluoroscopique permet d’interrompre I'injection si un reflux ou
une stagnation des particules indiquant I'embolie de la vascularisation apparait. Les SIR-Spheres®
doivent étre injectées a un débit ne dépassant pas 5 mL.min pour éviter tout reflux [205]. Un reflux
des particules peut engendrer également la dispersion des particules vers d’autres organes que le foie,
ce qu’il faut éviter [209]. L'injection est considérée terminée si toute la dose a été administrée ou si
une saturation du lit vasculaire a été observée et dans ce cas l'injection est interrompue. Une méthode
indirecte permet de vérifier si toute la dose a bien été injectée ou d’estimer quel pourcentage de la
dose a été administré. Une mesure des rayonnements émis par un compteur de radioactivité peut étre
effectuée des quatre cotés de la boite d’injection par un radiophysicien et comparée avant et aprés
I'injection [175,208]. Le temps d’injection des microsphéres recommandé est d’environ 30 a 40 min
[259]. Le nombre de SIR-Spheres® injectées par traitement est typiquement de 40-80 millions [205].
Selon le fabriquant, la majorité des patients regoivent entre 1,3 et 2,5 GBq si le foie total est traité.
Cependant, les doses absorbées recommandées varient en fonction de la méthode dosimétrique
employée et sont encadrées par des limites de sécurité définies (cf. paragraphe 4.3.2). Par exemple
pour la méthode SC (ou BSA) la dose recommandée varie entre 2 et 3 GBq et peut étre diminuée par

selon I'importance du shunt hépatopulmonaire [290].
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4.4.2. Administration des TheraSphere®

Les TheraSphere® sont injectées lentement de maniere continue dans une solution saline (20 mL
pour I'injection et 40 mL pour rincer les tubulures et étre slr que toute la dose a été administrée). Le
débit sanguin peut étre évalué par l'injection d’une petite quantité test de produit de contraste avant
I"administration des particules [208,259]. Une injection a un débit plus rapide que celui de I'artére peut
conduire a un reflux et une dispersion des microspheres dans d’autres organes que le foie [208]. La
visualisation en direct de la distribution des microsphéres de verre n’est pas possible mais est moins
importante que lors de I'injection des SIR-Spheres® du fait du faible nombre de particules injectées
[209]. Cependant, a la différence du kit des SIR-Spheres®, la dose administrée est suivie au cours de
I'injection grace a un compteur portable qui fait partie du kit d’administration des microspheres
[175,208]. Le temps d’injection des microspheéres est habituellement de 3 a 5 min [259]. Le nombre de
microsphéeres injectées par traitement est communément de 1,2 a 8 millions de microparticules et la
saturation du lit vasculaire n’est donc pas observée avec les TheraSpheres®. La dose absorbée
moyenne recommandée par le fabriquant est située entre 80 et 150 Gy. Les patients plus sensibles
atteints de cirrhose sont traités avec une dose réduite entre 80 et 100 Gy. La dose recommandée pour
un CHC est de 120 Gy tandis qu’elle est de 150 Gy pour les métastases qui ne sont pas associées a une

cirrhose [205].

4.5, Suivi post-traitement : Imagerie post-traitement et
évaluation du traitement

Une évaluation précise de la distribution des microspheres aprés le traitement est crucial pour
vérifier qu’il n’y a eu aucune déposition extra-hépatique et afin d’évaluer la dose délivrée a la tumeur

[252].

4.5.1. Particularité de I'yttrium-90

L'yttrium-90 émet presque exclusivement des rayonnements [ et n’émet pas de rayonnements y

ce qui rend son imagerie difficile.

L'imagerie indirecte de I'yttrium-90 est cependant possible en scintigraphie ou TEMP grace a
I’émission de rayonnements de bremsstrahlung produits au cours de I'interaction des particules B~ avec
la matiere. Les rayonnements de bremsstrahlung sont générés lorsque des électrons rapides sont
déviés de leur course par des forces électrostatiques lorsqu’ils s’approchent d’un noyau atomique
environnant, ils perdent alors de I’énergie qui est émise sous forme de rayonnements y (photons) qui
peuvent étre imagés en scintigraphie ou TEMP. L'imagerie des photons issus du processus

bremsstrahlung est inhabituelle en médecine nucléaire, en effet il y a beaucoup de photons diffusés
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en bremsstrahlung qui participent au bruit de fond, leur imagerie n’est pas souhaitée habituellement.
Par conséquent I'imagerie bremsstrahlung présente beaucoup d’artefacts et une qualité d’image de

résolution spatiale faible [96,237,297,298].

L'imagerie directe TEP de I'°Y est également possible grace a la transformation avec une
probabilité de 32 atomes d’?°Y sur 1 million par un effet de production de paires. Une petite proportion
d’?°Y donne naissance a du %°Zr qui est dans un état excité, et la désexcitation peut se faire soit par
I’émission d’un électron de conversion ou par la création d’une paire électron-positon interne. C’est
ce dernier processus qui conduit a I'’émission d’un positon qui peut alors étre imagé en TEP [96].
Cependant, méme si un gain de résolution est obtenu par I'imagerie TEP par rapport a la TEMP
bremsstrahlung, du fait d’'un trés faible rendement de production de positons par I’°Y (0,003 %)
I'obtention d’une image TEP acceptable prend beaucoup plus de temps que l'imagerie TEMP

bremsstrahlung (environ 30 min par position) [175,237,297-300].

L'yttrium-90 posséde une autre particularité : I'émission de radiations luminescentes bleues
appelée radiations Cerenkov ou luminescence Cerenkov. C’est de la lumiére visible et des ultra-violets,
émis en présence de particules B~ de haute énergie ou de particule B* (positons). L'yttrium-90 est le
radionucléide qui produit le plus de rayonnements Cerenkov. L'imagerie en temps réel de cette
luminescence est une autre approche innovante pour imager I'yttrium-90, mais celle-ci n’est pas

encore utilisée en clinique a ce jour [237].

4.5.2. Evaluation post-traitement de la biodistribution des microspheres

La dose réellement délivrée a la tumeur ainsi qu’aux poumons peut étre calculée grace a ces
images post-traitement et peuvent aider a prédire la réponse au traitement [204]. Elles permettent
également de vérifier I'absence de biodistribution extra-hépatique. L’identification d’une
accumulation dans la zone gastro-intestinale dans I’heure qui suit le traitement permet de prévenir

I"apparition d’un ulcere par I'administration d’inhibiteurs de pompes a protons [252].

4.5.3. Evaluation du traitement

Afin d’évaluer la réponse au traitement et de vérifier qu’aucune toxicité sévere ne survient, un
suivi du patient clinique, radiologique et par des tests biologiques est effectué apres le traitement. Il
inclut des tests de la fonction hépatique, un bilan sanguin complet, une analyse des marqueurs de
tumeurs (AFP par exemple) et des imageries TDM ou IRM, voir également TEP. Ce suivi est réalisé 2 a 4
semaines apres le traitement puis tous les 3 mois pour mesurer la réponse au traitement et la

progression de la tumeur [57,215,259].
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4.5.4. Evaluation de la réponse au traitement par imagerie

L’analyse de la réponse tumorale par imagerie n’est pas toujours facile a interpréter [57] car I'effet
des radiations apparait seulement apres 30 jours. Les premieres images a 1 mois ne sont pas
représentatives de la réponse tumorale. Cependant I'observation d’une augmentation du signal du
pourtour de la tumeur (en TDM ou IRM) est un signe précoce de formation d’une capsule fibrotique
(et non d’'une tumeur résiduelle) qui est un indicateur de réponse au traitement [57]. Une réduction
du volume tumoral est généralement observée autour de 8 a 12 semaines apres la SIRT. Le parenchyme
s’atrophie due a la formation de la fibrose hépatique autour de la zone traitée qui se rétracte. Une

altération de la vascularisation est aussi observée dans la zone traitée [57].

La radioembolisation induit habituellement une régression tumorale de degré varié, avec un taux
de réponse évalué par imagerie qui varie entre 11 et 70 % selon les critéres d’analyse utilisés [254].
Mais la progression tumorale des Iésions traitées par SIRT est stoppée dans plus de 90 % des cas [66].
La variation dans le taux de réponse peut étre due a plusieurs raisons. Une des raisons principales est
le fait que la régression tumorale soit lente et le taux de réponse varie en fonction de la date d’analyse
[254]. La réduction du volume tumoral met plusieurs mois a apparaitre. La réponse maximale
volumétrique est observée aprés 3-6 mois et le temps médian de réponse est de 6,6 mois selon les
criteres WHO selon une étude [301] sur un large panel de patient de Salem et al. [66,254]. La régression
clinique des tumeurs solides traitées par radiothérapie est un processus lent, ceci est dii au mécanisme
de catastrophe mitotique induit par les radiations. Ce terme désigne une mort cellulaire qui intervient
pendant ou aprés une mitose ratée (aberrante). Elle est considérée comme le mécanisme de mort
cellulaire par lequel les tumeurs solides répondent a la radiothérapie qui induit des dommages a I’ADN.

C’est un processus qui est observé plusieurs jours apres le traitement [114].

Une deuxiéme raison est que la réponse tumorale dépend de la dose réellement délivrée au tissu
tumoral (intensité du traitement). Les effets biologiques de la radiothérapie sont médiés par la dose
absorbée. Celle-ci dépend de I'activité administrée mais également de la dynamique du flux sanguin
artériel hépatique et de la densité des vaisseaux au sein de la tumeur. Ces deux derniers parametres

influencent la biodistribution des particules et donc la dose absorbée.

Apres le traitement, des changements intratumoraux de nécrose tumorale et de fibrose
apparaissent. lls peuvent étre suivis par imagerie et refletent la réponse tumorale. En termes de
réponse, la nécrose précede la réponse par la réduction du volume tumoral. Mais la fibrose ou la
nécrose des tissus tumoraux ne sont pas considérées dans la réponse au traitement si I'on ne tient

compte que du volume tumoral [66,302]. Ces critéres sont pris en compte par les recommandations
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de I'EASL [302] (European Association for the Study of the Liver) pour I’évaluation de la réponse au

traitement des tumeurs.

La TDM permet de visualiser des changements dans la taille des tumeurs ; une altération de la
vascularisation ainsi qu’un réhaussement du signal (contraste). Cependant elle n’est pas capable de
donner d’information sur la nécrose tumorale. L'IRM peut permettre de mieux identifier la nécrose et

de maniére plus précoce (a partir de 6-8 semaines post-traitement) que la TDM [57].

Si le patient a été imagé en TEP-TDM au ®F-FDG avant le traitement, cet examen peut étre répété
4-6 semaines apres le traitement pour évaluer la réponse précoce a la SIRT [175]. La réponse
métabolique est plus sensible et précise pour prédire la réponse tumorale que I’évaluation

morphologique par imagerie IRM ou TDM [215].

4.5.4.1. Criteres d’évaluation de la réponse au traitement par
imagerie
Il existe des recommandations développées au cours du temps pour I'évaluation de la réponse

tumorale a la thérapie [259] :

- Lescriteres de I'Organisation Mondiale de la Santé [303] (OMS ou WHO pour World Health
Organization) publiés en 1979 qui se basent sur I'évaluation anatomique des tumeurs
- En 2000, les criteres RECIST 1.0 [304] (Response Evaluation Criteria in Solid Tumors)

mettent a jour les criteres WHO. Une nouvelle version RECIST 1.1 est publié en 2009 [305].

Ces méthodes se basent sur une mesure bidimensionnelle ou unidimensionnelle des lésions.
Ils permettent de définir 4 situations de réponse tumorale au traitement en fonction des
criteres définis : la réponse compléte, la réponse partielle, la progression de la maladie ou la
stabilité de la maladie. L’évaluation se fait en comparant les images post-traitement et a la
référence pré-traitement. Des lésions cibles et non cibles sont définies sur I'image de
référence. Concernant |’évaluation de la progression de la maladie, celle-ci est effectuée par
comparaison d’une image post-traitement a I'image post-traitement qui a permis d’obtenir la

plus petite taille des lésions, appelée nadir.
L’évaluation RECIST 1.1 définit les différentes situations de la facon suivante (cf. Figure 13) :

o Laréponse compléte : disparition de la totalité des Iésions.
o La réponse partielle : la somme des plus grands diametres des Iésions cibles est

inférieure ou égal a 30 % par rapport a 'examen de référence.
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o La progression de la maladie : augmentation de 5 mm ou de 20 % au moins de la
plus petite somme des diametres des lésions cibles du nadir, ou apparition d’une
nouvelle lésion ou augmentation de taille des Iésions non cible.

o La stabilité de la maladie : criteres qui se situent entre la réponse partielle et la

progression tumorale [306].

Réponse compléte Réponse partielle Stabilité Progressiontumorale

Référence Référence b Référence
pré-traitement pré-traitement pré-traitement

! !

Image
post-traitement

Image
post-traitement

Image
post-traitement

Image
post-traitement

Figure 13 : Schéma critéres RECIST 1.1 : modifié d’apres [306].

Cependant ces deux systémes sont plutét adaptés pour les traitements systémiques et ils
présentent des limites lors de leur application a des traitements locorégionaux tels que la SIRT.
Ces méthodes sont basées uniquement sur des critéres dimensionnels et ne prennent pas en
compte la nécrose des tissus par exemple. C'est pourquoi d’autres méthodes d’évaluation ont

été proposées proposant une amélioration des critéeres.

- Unautre méthode : les critéres EASL [302] (European Association for the Study of the Liver)
publiés en 2001 prennent en compte la nécrose tumorale en se basant sur le pourcentage
de changement dans le signal (réhaussement) des tissus tumoraux post-traitement
[259,306]. Des études comparatives des criteres WHO, RECIST et EASL ont montrés que
I'EASL était le plus adapté a I'étude de la réponse tumorale du CHC aprés traitement
locorégional. Elle se base sur I'appréciation du volume tumoral viable.

o Une réponse complete est définie par I'absence totale d’augmentation du
contraste (absence de réhaussement) dans la zone traitée lors d’une étude
vasculaire dynamique en IRM ou TDM.

o Une réponse partielle : correspond a une diminution supérieure a 50 % de l'aire
tumorale viable.

o La progression tumorale correspond a une augmentation supérieure a 25 % de

I’aire tumorale viable ou par I'apparition de nouvelle(s) lésion(s).
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o La stabilité se situe entre la réponse partielle et la progression et est obtenue par
une diminution inférieure a 50 % de I'aire tumorale viable ou une augmentation
inférieure a 25 % de I'aire tumorale.

- En 2010, 'AASLD (American Association for the Study of Liver Disease) a modifié les critéres
RECIST en incluant les critéres de I'EASL : mRECIST (cf. Figure 14) [307]. Selon cette
méthode la réponse au traitement est évaluée selon la réduction du diameétre de la portion
résiduelle vitale de la tumeur [227].

o Laréponse compléte est définie de maniére identique aux criteres EASL.

o La réponse partielle est définie par une augmentation de la nécrose tumorale
supérieure a 30 % ou diminution supérieure a 30 % du plus grand diamétre de
I'aire tumorale viable.

o La stabilité est définie par une baisse inférieure a 30 % ou une augmentation
inférieure a 20 % du plus grand diamétre de I'aire tumorale viable.

o La progression tumorale correspond a une augmentation supérieure a 20 % du

plus grand diametre de I'aire tumorale viable.

Réponse compléte Réponse partielle Stabilité Progression tumorale

Référence Référence
pré-traitement pré-traitement

1 l l 1

Référence
pré-traitement

Référence
pré-traitement

Image
post-traitement

Image
post-traitement

Image
post-traitement

Image
post-traitement

Figure 14 : Schéma des critéres mRECIST : critéres RECIST modifiés d’apreés les critéres EASL : modifié
d’apres [306].

Il a été montré que la méthode mRECIST permettait d’identifier précisément la nécrose
compléte de masses tumorales aprés la SIRT [227]. Cependant I'évaluation post-radioembolisation
reste sujette a débats notamment sur le moment optimal d’évaluation. De plus I'évaluation de la
portion vitale n’est pas toujours facile surtout pour les patients avec une réponse partielle ou une
maladie stable, qui représentent la majorité des cas. La distribution et le réhaussement de contraste

de nécrose tumorale sont en effet souvent irréguliers, rendant difficile la mesure de la portion
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métaboliquement active de la Iésion. Par conséquent la mesure de la portion nécrotique a été

proposée comme une méthode plus précise, plus reproductible et sensible [227].

4.5.5. Biomarqueurs tumoraux et tests sanguins

Suite au traitement un bilan sanguin des patients est effectué avec vérification du profil de
coagulation, des tests de vérification de la fonction hépatique et de la fonction rénale (dosage de
I"albumine, de la bilirubine totale, des aminotransférases, de |'urée sanguine et de la créatinine). Ces
tests sanguins sont ensuite vérifiés de maniere hebdomadaire pendant un mois [175,215]. Le taux
d’AFP est également dosé et peut permettre d’évaluer la réponse au traitement [259]. Ces analyses
sont comparées aux résultats pré-traitement. Cependant, les marqueurs tumoraux et en particulier
I’AFP sont habituellement non-spécifiques. La baisse du taux d’a-foetoprotéine peut traduire une
réponse au traitement. Cependant, une augmentation du taux n’est pas significative d’une non
réponse au traitement. En effet, cette augmentation peut provenir soit d’'une progression tumorale,

soit du phénomeéne lithique, d’'une infection ou de changement dans la fonction hépatique [227].

4.6. Complications, effets secondaires

Suite au traitement, les patients n’ont souvent pas besoin d’étre hospitalisés, cependant certains
centres préferent hospitaliser sur une courte période (sur la nuit principalement) les patients qui sont

en stade terminal associé a des comorbidités [175].

De maniére globale si les patients sont sélectionnés de maniére appropriée et que I'injection du
traitement est réalisée de maniére ciblée et méticuleuse I'incidence des complications est faible [151].
Les hépatites subaigués induites par les radiations ou hépatites radiques (RILD) sont rares si les critéres
de sélection des patients sont bien appliqués [308]. L'incidence de l'insuffisance hépatique ou

I’hépatite radique est inférieure a 4 % [227].

Les effets secondaires de la SIRT sont trés différents de ceux observés pour les autres techniques
d’embolisation [308]. Les effets secondaires les plus communs rencontrés apreés la SIRT sont la fatigue
transitoire principalement, les nausées/vomissements et les douleurs abdominales [309,310]. Dans le
cas d’une distribution des microsphéres vers d’autres organes que le foie, d’autres effets indésirables

peuvent subvenir tels que la formation d’ulcéres, de cholécystites [308].

Les principales complications de la SIRT regroupent : le syndrome de post-radioembolisation
(incidence 20-55 %), la dysfonction hépatique, les complications biliaires (incidence < 10 %), les ulceres
gastro-intestinaux (incidence des complications gastro-intestinales < 5 %), la pneumonite radique (rare
avec une incidence inférieure a 1 %, étant donné I’évaluation du shunt hépato-pulmonaire) et la

lymphopénie (Iégére a modérée) [57,227].
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Le syndrome de post-radioembolisation rassemble les symptomes suivant : une fatigue (54-61 %) ;
les nausées et les vomissements (20-32 %), la fievre (3-12 %), une géne abdominal (23-56 %) ; la
cachexie et l'anorexie. Ces symptomes sont moins sévéres qu’avec la chimioembolisation
transartérielle, ne sont que transitoires et ne requierent pas d’hospitalisation [57,296]. On pense que
ces symptomes sont une réaction systémique due aux lésions endothéliales des suites de I'accés intra-
artériel. Par conséquent des antipyrétiques et des antiémétiques peuvent étre prescrits le jour de

I'intervention suivant le traitement pour quelques jours [175].

Ces complications apparaissent si une irradiation excessive des tissus sains du foie ou

d’organes non ciblés se produit [253] :

- Une irradiation excessive des poumons a cause de shunts hépatopulmonaires trop
importants.
- La présence de particules dans I'appareil digestif.

- LUirradiation du parenchyme hépatique sain.

Ces évenements augmentent le risque d’insuffisance hépatique [252] voir méme le risque de
mortalité dans certains cas, c’est pourquoi |'étape pré-thérapeutique est trés importante et doit

permettre de détecter toute contre-indication afin d’éviter a tout prix ces complications.

La SIRT est plutot bien tolérée (aussi bien chez les sujets agés que chez les jeunes [311]), les
patients traités par SIRT ont moins d’effets secondaires que les patients traités par chimioembolisation

[57,312].

Lau et al. [312] rapportent dans leur étude (71 patients), qu’aucun des symptomes, habituellement
observés lors d’un traitement par chimiothérapie, n’est apparu chez les patients de I’étude. De plus, la
majorité des patients ont pu suivre une vie normale aprés le traitement. La médiane de survie de

I’étude est de 9,4 mois, avec 2 patients qui ont montré une réponse histologique compléte.

5. Etudes cliniques

Les bénéfices de la SIRT pour les patients CHC ont été largement décrits [57,208,313] dans
plusieurs études [157,210,286,310,312,314] (cf. Tableau X et Tableau XI).

La sécurité des microsphéres d’yttrium a été évaluée dans des études de phase | et de phase Il
[314], avec une médiane de survie qui varie de 7 a 27 mois pour le CHC de stade intermédiaire [189]
et qui s’étend de 7 a 42 mois dans des cohortes de patients présentant des CHC de différents stades

[201], basées sur des études rétrospectives d’analyse différentes cohortes. La SIRT est un traitement
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assez récent et les études de phase Ill sont limitées, c’est pourquoi la SIRT n’est pas encore répertoriée

dans certains algorithmes et recommandations pour le traitement du CHC [227,313].

De nombreuses études ont montré une réponse radiologique et clinique obtenue avec les
microsphéres d’°Y [251]. Une étude de Salem R. et al. [301] de SIRT par TheraSphere® chez 291
patients atteints de CHC a montré que plus le score de Child-Pugh est élevé, les résultats et les
bénéfices de la SIRT sont plus faible : le bénéfice de la SIRT est plus important chez les patients avec
un score de Child-Pugh A qui méme avec une thrombose de la veine porte obtiennent de bons résultats
tandis que les patients avec un score de Child-Pugh B ont de mauvais résultats. Le délai de progression
(TTP pour Time To Progression : le temps avant la progression [de la maladie]) global observé était de

7,9 mois [301].

Une méta-analyse de 2009 [248] a comparé plusieurs études cliniques de SIRT (microspheres
de verre ou de résine) pour le traitement des tumeurs hépatiques (primaires : CHC, ou secondaires).
Toutes les réponses que ce soit réponse compléte, partielle ou maladie stable ont été considérées
comme une seule catégorie : réponse favorable au traitement ; étant donné que les résultats peuvent
varier en fonction des critéres utilisés pour évaluer la réponse au traitement (WHO, RECIST, etc. ...). En
prenant en compte ce critére, |'étude a montré que pour le CHC, 89 % de réponse était obtenue avec

les microspheres de résine et 78 % de réponse était obtenue avec les microspheres de verre.

Les patients de CHC de stade intermédiaire (BCLC-B) représentent une population trés
hétérogeéne. La TACE est considérée comme le traitement standard pour ces patients et la SIRT est
également une indication pour cette méme population. Peu d’essais controlés randomisés ont été
réalisés pour comparer la TACE a la SIRT dans le traitement du CHC de stade intermédiaire, et les
données étaient jusqu’a présent issues d’analyses rétrospectives [227] (cf. Tableau XlI). Une étude
rétrospective de Salem et al. [315] a comparé des patients de CHC de stade intermédiaire traités soit
par SIRT soit par TACE et a montré que le TTP était plus long apres radioembolisation qu’apres la TACE
(13 mois versus 8 mois) et que la SIRT était associée avec moins d’effets indésirables que la TACE.
Plusieurs études ont également rapporté des résultats similaires. Ainsi selon plusieurs études, la SIRT
et la TACE n’ont pas de différence en termes de survie et sont également efficaces, cependant la SIRT
semble associée avec une incidence plus faible d’effets secondaires, moins de sessions de traitement

et moins de temps d’hospitalisation par rapport a la TACE [214,227].

Le premier essai controlé randomisé « SIRTACE », comparant la SIRT et la chimioembolisation
transartérielle en tant que premiere ligne de traitement pour des patients atteints de CHC non éligibles
pour des techniques chirurgicales, a été réalisé récemment par Kolligs et al. [316] (cf. Tableau XI). Cette

étude compare I'impact de la SIRT et de la TACE sur la qualité de vie liée a la santé des patients ainsi
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que la sécurité des deux techniques. La SIRT est effectuée en une seule session, tandis que la TACE
requiére plusieurs sessions. Les deux traitements ont été efficaces pour controler la tumeur et ont été
bien tolérés. Un autre premier essai contr6lé randomisé par Pitton et al. [317] (cf. Tableau XI)
comparant la SIRT et une technique particuliéere de chimioembolisation utilisant des particules
encapsulant I'agent chimiothérapeutique (DEB-TACE pour Drug-Eluting Bead TACE) a été mené et n’a

pas montré de différence entre les deux techniques de traitement.

Plusieurs études de phase Il (essais cliniques controlés randomisés) de la SIRT sont en cours
ou terminés chez les patients CHC de stade intermédiaire ou avancé (STOP-HCC, YES-P, SIRVENIB,
SARAH, SORAMIC,...) pour étudier son role et son impact clinique, afin de définir sa place dans le

traitement du CHC [295,313].
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Tableau X : Références d’études cliniques de SIRT

Salem et al.
(2010) [301]

TheraSphere®

Carr et al. (2004)
[210]

TheraSphere®

Geschwind et al.
(2004) [157]
(étude
rétrospective de
différents
centres)

TheraSphere®

Salem et al.
(2005) [286]

TheraSphere®

Sangro et al.
(2011) [309]
(étude
multicentrique)

SIR-Spheres®

CHC

CHC non
résécable

CHC non
résécable

CHC non
résécable

CHC non
résécable

Médiane :
103 Gy par
traitement
(99 a 108 Gy)
134 Gy
(médiane)
5-10 GBq (2-
4 millions
spheéres)

45-270 Gy

1,6 GBq
(médiane)

291 patients
(Child Pugh A : 131
CPB:152
CPC:8)

65 patients

Okuda | : 42
Okuda Il : 23

80 patients
sélectionnés dans
une base de 108
patients traités par
90Y

Okuda-1 : 54
Okuda-Il : 26
43 patients

325 patients
(82,5% CP A)
(56,3% BCLC C (CHC
avancé) et 26,8%
BCLC B (CHC
intermédiaire))

42 % (WHO)
57 % (EASL)

47 % Réponse
objective
(Critere : % de
réduction taille
tumeur)

79 % Réponse
(Critere : % de
réduction taille
et/ou nécrose
tumeur)

Child-Pugh A :
17,2 mois
Child-Pugh B : 7,7
mois

Okuda stade | : -
649 j (21,3 mois)
Okuda stade Il :

203 j (6,8 mois)

7,9 mois

Okuda stade | : -
628 j (20,9 mois)
Okuda stade Il :

384 (12,8 mois)

Médiane de
survie
Okuda-1:24,4
mois
Okuda-1l: 12,5
mois

CP-A : 22,7 mois
CP-B/C : 13,6 mois

12,8 mois
(médiane de
survie générale)
BCLC A : 24,4 mois
BCLC B : 16,9 mois
BCLC C: 10,0 mois

— Chapitre 1 : SIRT —

La SIRT peut étre utilisée de maniere sire,
avec un gain de survie encourageante chez les
patients sélectionné correctement.

La SIRT par Therasphere® semble étendre de
maniere significative la survie des patients
avec un CHC non résécable avec ou sans
thrombose de la veine porte. Elle présente
moins de toxicité comparée a la TACE, avec un
nombre de traitement et un temps
d’hospitalisation plus faible que la TACE.
Cependant la SIRT est plus onéreuse que la
TACE.

Chez les patients sélectionnés la SIRT est slre
et bien tolérée et est un traitement
prometteur. La survie semble similaire aux
rapports des études de TACE au temps de
I'étude.

L’utilisation des microspheres d’?°Y
(TheraSphere®) fournit une méthode sécurisé
et efficace pour le traitement d’un large
spectre de patients avec CHC non résécable.

Cette étude fourni une évidence du gain de
survie atteinte par la SIRT chez les patients
atteints de CHC méme avancés avec peu
d’option de traitement.
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Tableau X (suite) : Références d’études cliniques de SIRT

Hilgard et al.
(2010) [310]

SIR-Spheres®

Mazzaferro et al.
(2013) [314]

Therasphere®

Kousik et al.
2016 [318]

SIR-Spheres®

Young et al. TheraSphere®

(2007) [319]

CHC de stade
avancé

CHC
intermédaire
et avancé

CHCet
métastase
hépatiques

CHC

120 Gy (+18)
(moyenne
par
traitement)

Activité
injectée
médiane :
2,6 GBq

101 Gy
(médiane par
traitement)

Okuda | :
247 Gy
Okuda Il :
198 Gy

108 patients

(Child-Pugh [CP]-A :

84
CPB:24)
(BCLCA:2
BCLCB:51
BCLC C: 55)
52 patients
BCLCB:17
BCLCC: 35
CPA:43
CPB:9

30 patients

-21 CHC (dont 12
avec cirrhose CP A
[3letB[9])

- 9 métastases
hépatiques (7
cancer colorectal ;
1 mélanome; 1
carcinome ovarien)
41 patients

Réponse
complete : 3%
Réponse

partielle : 37 %
Maladie stabilisé :
53 %

Progression : 6 %
40,4 % (WHO)

40,4 % (EASL)
Réponse
complete : 7 %
Réponse
partielle : 23 %
Maladie

stabilisée : 50 %
Progression : 20 %

Médiane globale
de survie : 16,4
mois

Child-Pugh : 17,2
mois

Child-Pugh : 6
mois

Médiane globale
de survie : 15
mois

Médiane de
survie :

Okuda-I : 660 j (22
mois)

Okuda-Il: 431 j
(14,4 mois)
(Aucune
différence
statistique entre
ces 2 groupes)

10,0 mois

11 mois

— Chapitre 1 : SIRT —

La SIRT est un traitement efficace et s(r qui
peut étre utilisé chez des patients donc la
fonction hépatique est compromise. Le délai
de progression semble comparable aux études
menées avec la TACE.

Premiére étude de phase Il sur I'efficacite de
la SIRT dans les CHC de stade intermédiaire et
avancé.

La SIRT est un traitement efficace pour les CHC
de stade intermédiaire et avancé,
particulierement pour les cas de thrombose
de la veine porte.

Cette étude fournit des preuves de la sécurité
et de I'efficacité de la radioembolisation pour
le traitement du CHC non résécable et des
métastases de tumeurs solide d’origines
variées. De plus I'imagerie TEP post-
traitement est plus efficace par rapport a
I'imagerie bremsstrahlung.

Les patients avec CHC peuvent tolérer une
dose cumulative élevée de radiation avec la
SIRT. Les patients de stade Okuda | tolerent
mieux les doses cumulées de radiation sans
apparition de toxicité hépatique par rapport
aux patients de stade Okuda II.
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Tableau XI : Références d’études cliniques comparant la TACE et la SIRT : modifié d’aprés Mosconi et al. [57] et Ni et al. [320]

Lewandowski et
al. (2009) [321]

Kooby et al.
(2010) [322]

Carr et al. (2010)
[323]

Salem et al.
(2011) [315]

Moreno-Luna et
al. (2013) [324]

Kolligs et al.
(2015) [316]

1°r essai controlé
randomisé

Pitton et al.
(2015) [317]

1¢ essai controlé
randomisé

SIRT
(TheraSphere®)

TACE

SIRT (SIR-
Sphere®)

TACE

SIRT
(TheraSphere®)
TACE

SIRT
(TheraSphere®)
TACE

SIRT
(TheraSphere®)

TACE

SIRT (SIR-
Spheres®)

TACE

SIRT
(DEB-)TACE

CHC non
résécable

CHC non
résécable

CHC non
résécable

CHC

CHC non
résécable

CHC non
résécable (Child-
Pugh <B7)

CHC non
résécable (BCLC
stade B)

110,2 Gy
(médiane)

1,6 GBq
(activité
médiane)

1,8 GBq

43

43

27

44

99

691
123

122

61

55

13

15

12
12

61 % (WHO/RECIST)
86 % (EASL)

37 % (WHO/RECIST)
71 % (EASL)
11 % (WHO/RECIST)

6 % (WHO/RECIST)
41 % (WHO/RECIST)

60 % (EASL)

49 % (WHO/RECIST)
72 % (EASL)

46 % (WHO/RECIST)
69 % (EASL)

51 % (MRECIST)

51 % (mRECIST)

76,9 % (RECIST)

73,3 % (RECIST)

35,7 mois

18,7 mois

6 mois

6 mois

11,5 mois

8,5 mois
20,5 mois

17,4 mois

15,0 mois

14,4 mois

19,7 mois
26,3 mois

33,3 mois

18,2 mois

13,3 mois

8,4 mois

3,6 mois

3,7 mois

12,4 mois
11,2 mois

1,7

1,8

0 (médiane) (0-1)

1 (médiane) (1-12)

— Chapitre 1 : SIRT —

(Réponse compléte : 12 % (différence non
significative avec la TACE)

Réponse partielle : 39 %

Maladie stabilisée : 39 %

Progression : 9 %)

(Réponse compléte : 4% -différence non
significative avec la SIRT)

Réponse partielle : 47%

Maladie stabilisée : 34%

Progression : 15%)

Les deux procédures (SIRT et TACE) sont
bien tolérées sans effets délétéres sur la
qualité de vie liée a la santé des patients
et efficaces.

Pas de différence significative entre la
SIRT et la DEB-TACE
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6. Autre systeme de radiothérapie sélective interne transartérielle
pour le cancer du foie utilisé en clinique : le Lipiodol

Le lipiodol est un mélange d’esters éthylique iodés d’acides gras de I'huile de graine de pavot
contenant 38 % d’iode (a4 une concentration de 480 mg.mL™) [233,325]. Il a été synthétisé pour la
premiere fois en 1901 par Marcel Guerbet et a premierement été utilisé pour des propriétés
thérapeutique dans certaines maladies avant que I'on découvre ses propriétés opacifiantes des
rayons-X en 1921 [325]. Il a ensuite été utilisé comme agent de contraste en radiologie notamment
pour la lymphographie [159]. Le lipiodol peut parfois étre utilisé en thérapie comme source d’iode

pour le traitement du goitre [325].

Le lipiodol est également utilisé en tant que traitement palliatif du CHC, soit dans des procédures
de chimioembolisation transartérielle lorsqu’il est associé a des composés de chimiothérapie, soit en
tant que procédure de radioembolisation transartérielle comme les microsphéres d’*°Y. Dans ces
procédures trans-artérielles, le lipiodol est administré de la méme maniére que les microsphéres
d’yttrium-90 cependant, a la différence des microspheres, il posséde un mécanisme d’action actif
[233-235]. En effet le lipiodol a une affinité pour les cellules hépatiques tumorales, qui présentent une
rétention intracellulaire prolongée par mécanisme d’endocytose, a la différence des cellules
hépatiques saines qui I'excrétent rapidement. Il peut permettre la détection des CHC de petite taille
(2 mm) [233]. Une angiographie au lipiodol précédant une TDM permet une augmentation de la
sensibilité pour la détection du CHC [326]. Le lipiodol seul n’a pas d’action thérapeutique contre le
cancer [233,235]. Cependant lorsqu’il est radiomarqué il sert de vecteur a la radiothérapie sélective
interne. Le fait qu’il soit riche en iode fait qu’un simple échange isotopique permet d’incorporer de
fortes activités d’iode-131 et d’obtenir du lipiodol radiomarqué [176]. Il a été marqué par plusieurs
radionucléides dont l'iode-131 [327,328], le rhénium-188 [329,330], I'yttrium-90 [235,331,332],
I’holmium-166 [333], le lutétium-177 [334] et le phosphore-32 [234]. Seulement le lipiodol marqué a
I’*31] et au 8Re ont été utilisé chez 'homme [158], le lipiodol radiomarqué a I’**!| (Lipiocis) ayant

obtenu une autorisation de mise sur le marché (AMM) [234].

Le lipiodol marqué a I’'3!| a été utilisé comme traitement palliatif du carcinome hépatocellulaire
[327,328,335]. La technique d’administration du lipiodol radiomarqué est simple et consiste a
I'injection de 3-5 mL de lipiodol radiomarqué (2,2 GBq) dans I’artére hépatique propre de maniére non
sélective s’il y a plusieurs foyers ou plus sélective si la tumeur est unique ou ne concerne qu’un seul
lobe [176]. Le traitement palliatif au lipiodol marqué a I'**!| a donné de bon résultat en terme de taux
de survie pour les CHC non opérables [159]. Lintia-Gaultier et al. ont montré un bénéfice de survie de

32 semaines pour des patients atteints de CHC avancés traité avec le lipiodol marqué a I'*31], contre 8
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semaines chez les patients non traités [335]. Une réponse partielle ou incompléte (réduction de la
taille tumorale ou des marqueurs sanguins) a été retrouvé dans 71 % des patients [158]. Des réponses
complétes ont été également observées mais dépendent du type et de la taille de la tumeur. Les
tumeurs multinodales ou infiltrantes répondent moins bien et le taux de réponse est inversement
proportionnel a la taille de la tumeur. Les petites tumeurs ont une meilleure réponse au traitement
que les plus volumineuses (80 % pour une tumeur de taille inférieure a 5 cm contre 22 % de réponse
pour une tumeur de 10 cm) [158,159]. Cependant, récemment le lipiodol marqué a I'**!| a été retiré
du marché car il présentait des effets secondaires indésirables sur les poumons [336,337]. Ces effets

ont également été décrits avec I'utilisation du lipiodol marqué au ®8Re [176].

Le marquage au '®Re a été développé pour contourner certains problémes rencontrés avec le
lipiodol marqué a I’'3!I. En effet I’**!] a une demi-vie longue de 8 jours et émets des rayonnements y de
haute énergie (364 keV) qui sont des inconvénients. Les patients traités doivent étre isolés pendant
plusieurs jours a I’hopital apres le traitement pour des raisons de radioprotection, ce qui n’est pas
nécessaire avec le 8Re dont les rayonnements y sont moins énergétiques que ceux de I'*3|
[175,234,336]. A la différence de I’**!| le marquage du lipiodol par le ¥8Re ne se fait pas par échange
isotopique et nécessite un chélateur. Différents agents chélatants ont été utilisés et développés au
cours du temps [338] : 'EDTB (dérivé de 'EDTA) [339,340], le TDD [341], I’'HDD [342], ’AHDD, le N-
DEDC [343], le SSS [344] et 'ECD [345]. Le premier marquage du lipiodol par le 88Re a été réalisé par
Wang et al. en 1998 [339,340] par I'utilisation de 'EDTB (N,N,N',N'-tétrakis(2-benzymidazolylméthyl)-
1,2-éthanediamine) un dérivé de I'EDTA (acide éthyléne diamine tétraacétique). Le marquage se fait
par liaison covalent du ¥8Re-EDTB et du lipiodol [344]. Cependant la toxicité de 'EDTB n’est pas connue
et n’a pas été approuvée pour une utilisation en clinique [345]. Une autre méthode plus facile a été
développée par la suite avec 'utilisation de chélateurs lipophiles qui peuvent étre solubilisés dans le
lipiodol [344]. Le TDD (2,2,9,9-tétraméthyl-4,7-diaza-1,10-décanédithiol) a été développé en 2001 a
I’'Université Nationale de Séoul. C'est un subtrat lipophile qui une fois marqué par le ¥8Re se dissous
dans le lipiodol [341]. Le ligand HDD (4-hexadécyl-TDD) a par la suite été développé par la méme
équipe avec l'avantage d’étre encore plus lipophile que le TDD [342]. De plus une étude préclinique
sur le modeéle de cancer hépatique VX2 chez le lapin a montré que le ¥8Re-HDD-lipiodol avaient une
meilleure rétention dans les cellules tumorales que le ¥8Re-TDD-lipiodol [346]. Une amélioration du
kit de radiomarquage a été réalisée par le développement de ’AHDD (HDD acétylé) [338]. Le &Re-
lipiodol a une biodistribution similaire au 3!I-lipiodol. Des études de phase | et de phase Il ont été
menées montrant la faisabilité du traitement par le 1®Re-lipiodol et que le traitement était bien toléré
[176]. Le HDD est le chélateur qui a été utilisé dans des études cliniques de phase | [347,348] et |l

[329,349]. Le rendement de radiomarquage par le ¥Re du lipiodol étant compris entre 50 % et 70 %,
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d’autres agents chélatants lipophiles ont été développé afin d’améliorer le radiomarquage [350] :
comme le N-DEDC (bis-(diethyldithiocarbamato)nitrido) [343], 'EDC (éthyl cystéinate dimer) [345] et
le SSS (Super Six Sulphur : [*88Re"(PhCSs)2(PhCS,)]) [344]. Le 88Re-N-DEDC est obtenu avec une pureté
radiochimique de 97 % et le lipiodol est marqué par extraction de phase avec 96 % de |’activité totale
initiale du complexe utilisé [338]. L'EDC marqué au ®™Tc est utilisé en clinique comme traceur de
perfusion scintigraphique pour le cerveau. Le !8Re-EDC-Lipiodol a été obtenu avec une pureté
radiochimique de 94 % [345]. Le 88Re-SSS-lipiodol a été développé dans le but d’obtenir un meilleur
rendement et une meilleure reproductibilité [344]. Il est obtenu avec un rendement de 87 % avec une
pureté radiochimique de 93 % [351]. Une méthode d’automatisation de sa production avec une
amélioration du marquage par des activités élevées a d’ailleurs été mise au point avec une pureté
radiochimique de 92 % et un rendement d’extraction de 98 % [352]. Le %Re-EDC- et le #Re-SSS-
lipdiodol ont montré une bonne rétention dans les cellules tumorales hépatiques in vivo et une stabilité

d’au moins 48 h [338].

7. Conclusion

La SIRT est un traitement qui donne des résultats intéressants pour les patients atteints de tumeur
hépatique qui ne peuvent pas étre traités par chirurgie. Cependant, nous avons vu que 'utilisation des

vecteurs cliniques actuels, les microsphéres d’°°Y ou le *!I-lipiodol présentent certains inconvénients :
e  SIRT *°Y-microspheéres :

- Utilisation d’un vecteur différent pour I'étape pré-thérapeutique (**"Tc-MAA).

- Difficulté d'imagerie post-traitement avec un émetteur f pur.

- Microsphéres non biodégradables.

- Couverture de la tumeur non compléte (TheraSphere®).

- Saturation du lit vasculaire conduisant a une administration de dose non compléte
(SIR-Spheres®).

- Co(ts de production.

e SIRT *3!-lipiodol :

- Energie élevée de I'émission y de I'**1].

- Besoin d’isoler le patient quelques jours apres le traitement pour des raisons de
radioprotection.
- Présence d’effets secondaires non désirables dans les poumons.

- Co(t de la production d’*31],
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Certains aspects de la SIRT nécessitent d’étre améliorés. Afin de pallier a ces problémes
différents systemes microparticulaires ont été développés qui seront présentés dans le Chapitre 3. Ces

systémes cependant présentent également quelques inconvénients.

C’est pourquoi dans ce travail de thése nous avons développé et optimisé un nouveau vecteur
microparticulaire unique pour la SIRT des tumeurs hépatiques : les microparticules a base d’amidon
(SBMP pour Starch-Based Microparticles), qui peuvent étre marquées au *™Tc ou au %Ga pour I'étape
pré-thérapeutique et au ®Re pour le traitement et I'imagerie post-traitement (cf. Figure 15). Ce
vecteur présente plusieurs avantages par rapport a certains systemes développés présentés dans le

Chapitre 3, et pallie a certains inconvénients observés en clinique chez la SIRT.

1) Etape pré-thérapeutique : 2) Thérapie 3) Imagerie post-
diagnostic traitement
OniTe 90y -
SIRT 5\ g i !ma.gerle
actuelle indirecte
§ TEMP/TEP
MAA Microspheres
Proposition 63Ga 188Ra Imagerie
d’amélioration DN \ PN directe
SBMP J ' TEMP
SBMP SBMP

Figure 15 : Développement d’un nouveau vecteur unique pour la SIRT des tumeurs hépatiques : les
SBMP
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Chapitre 2 - Microparticules a base d’amidon (SBMP) marquée
au %8Ga et au 188Re comme outil théranostique pour le
Carcinome Hépatocellulaire : radiomarquage et étude
préliminaire in vivo chez le rat. (Partie expérimentale - article
[146])

1. Résumé

Objectif : Ce travail vise a développer, valider et optimiser le radiomarquage par le ¥8Re et le ®Ga des
Microparticules a base d’amidon (SBMP pour Starch-Based Microparticles) sous forme de kits préts-a-
I’emploi, le but final étant d’obtenir un vecteur théranostique unique pour le traitement du Carcinome

Hépatocellulaire.

Méthodes : Les conditions optimales de radiomarquage et de la composition des kits lyophilisés ont
été définies par le suivi de la pureté radiochimique tout en variant plusieurs parametres. Des études
de stabilité in vitro ont été menées, ainsi qu’une étude de biodistribution in vivo en tant qu’approche
préliminaire avec l'injection intra-artérielle de SBMP radiomarquées au %Ga au niveau de I'artére

hépatique de rats induits au DENA suivi d’une imagerie TEP/TDM.

Résultats : Des kits pour le ¥8Re et le %8Ga ont été optimisés avec une pureté radiochimique élevée et
stable (> 95 % et > 98 % respectivement). L’étude préliminaire in vivo a été réussie avec plus de 95 %

d’activité observée dans le foie et plus particulierement dans les régions tumorales.

Conclusion : Les SBMP sont un agent théranostique prometteur pour la radiothérapie sélective interne

(SIRT) du Carcinome Hépatocellulaire.

2. Introduction

Le Carcinome Hepatocellulaire (CHC), un cancer du foie est le 5°™ cancer le plus commun dans
le monde et la seconde cause de mort par cancer chez les hommes (7™ cancer le plus commun et 6™
cause de mort par cancer chez les femmes) [4]. Le CHC est associé a un mauvais pronostic, (avec une
survie a 5 ans de 12 %) [17]. Selon le stade de la maladie et d’autres parametres pronostiques [29,35—
37] plusieurs options thérapeutiques sont disponibles, cependant le seul traitement curatif est la

chirurgie : la résection ou la transplantation [6,8,17,353].

La Radiothérapie Sélective Interne (SIRT pour Selective Internal Radiation Therapy) est une
modalité thérapeutique relativement nouvelle [56] qui est de plus en plus utilisée a la fois pour les
tumeurs primaires et secondaires du foie [281]. Cette technique consiste a injecter des microsphéres

marquées a I'yttrium-90 (°°Y) au sein de la tumeur 3 travers les artéres hépatiques qui la vascularisent.
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La SIRT permet ainsi de délivrer des doses élevées d’irradiation tout en épargnant le parenchyme
hépatique sain qui est vascularisé par le systeme veineux [177-179,284]. L'Yttrium-90 est un émetteur
B pur (Emax = 2,3 MeV) avec une demi-vie de 64 h (2,67 jours) [136] et un court parcours au sein des

tissus (moyenne 2,5 mm et maximum 11 mm) [66].

La SIRT est une procédure en deux temps, avec une étape pré-thérapeutique réalisée avant la
thérapie. Une évaluation pré-thérapeutique est tout d’abord effectuée pour évaluer la vascularisation
tumorale, les potentielles captations extra-hépatiques et le shunt hépatopulmonaire. A la suite d’une
angiographie hépatique de diagnostic, un cathéter est positionné de maniére sélective selon la
localisation de la tumeur et des objectifs thérapeutiques. Les macroagrégats d’albumine sérique
humaine (MAA) marqués au technetium-99m (**™Tc) sont injectés via ce cathéter dans le but de mimer
la biodistribution des microsphéres d’*°Y qui seront injectées pour la thérapie dans la seconde étape
de la procédure [182]. Les scanners post-infusion ®°™Tc-MAA permettent premiérement, I'exclusion
des patients présentant un pourcentage élevé de radioactivité ayant diffusé dans les poumons ou dans
n’importe quel autre organe, telle que la zone gastroduodénale et deuxiemement, de définir une
prédiction de la dosimétrie tumorale. Les deux étapes (pré-thérapeutique et la thérapie en elle-méme)
sont basées sur la supposition que la biodistribution des microsphéres d’°°Y et des *"Tc-MAA est
identique [243]. Cependant, les MAA ont une taille et une morphologie différente (agrégats de formes
hétérogénes dont la taille est comprise entre 10 et 100 um [354]) comparé aux microsphéres d’°Y (de
forme sphérique dont la taille est comprise entre 20 et 40 um [241]) ce qui peut conduire a une

biodistribution différente et une dosimétrie tumorale approximative [182,281-284].

Dans le but de pallier a ce probléme nous proposons un outil théranostique original, les
microparticules a base d’amidon (SBMP pour Starch-Based Microparticles), comme systéme unique a
la fois pour I'étape pré-thérapeutique aprés radiomarquage au ™Tc ou au gallium-68 (®3Ga) et pour le
traitement aprés radiomarquage au rhénium-188 (¥8Re). Ces radionucléides offrent I’avantage d’étre
facilement obtenu par I’élution de générateurs (**Mo/*™Tc ; %8Ge/%®Ga et 188W/'Re) et ne requiérent
pas de cyclotron sur site comme le fluor-18 (*¥F) [132,355—-357]. Le #°™Tc est un émetteur y pur (Emax =
140 keV ; t1/, = 6,02 h) tandis que le ®®Ga est un émetteur B* (Emax = 1,9 MeV ; ti/ = 68 min) ; ils sont
utilisés a des fins de diagnostic pour la tomoscintigraphie par émission monophotonique (TEMP ou
SPECT pour Single-photon emission computed tomography) et la Tomographie par émission de
positons (TEP) respectivement. Le ®Re est un émetteur B~ (Emax = 2,1 MeV ; t1, = 16,98 h) permettant
la radiothérapie mais il émet également des rayonnements y (de 155 MeV) qui peuvent étre imagés.
Les SBMP ont tout d’abord été développées et brevetées dans notre laboratoire pour la scintigraphie
de perfusion pulmonaire et formulées sous forme de kits préts-a-I'emploi de radiomarquage au *™Tc

[358-360].
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Ces microparticules présentent plusieurs caractéristiques intéressantes comme vecteur
théranostique pour la SIRT du CHC, i.e. une origine non-humaine et non-animale qui garantit une
sécurité par rapport a un risque de transmission de maladie et une capacité de complexation des
radioisotopes. Utiliser la méme particule dans les deux étapes de la SIRT représente un avantage
majeur, étant donné que la biodistribution des agents diagnostiques et thérapeutiques doit étre
identique. De plus les SBMP radiomarquées au %8Ga offrent pour I'imagerie et la dosimétrie en TEP une
meilleure sensibilité, une meilleure résolution spatiale et une meilleure quantification du signal par
comparaison a la SPECT [80,88,361]. Enfin, les SBMP radiomarquées au ®Re pour le traitement
permettent une imagerie post-traitement plus facile, afin de vérifier la distribution de I'agent
thérapeutique. Ceci nous a donc conduit a considérer les SBMP comme un vecteur théranostique

prometteur pour la SIRT du CHC.

Dans ce travail nous avons été capable de développer et d’optimiser des kits préts-a-I’'emploi
permettant un marquage rapide et stable, & température ambiante des SBMP par le 8Re ou le %Ga.
Une biodistribution in vivo par TEP/TDM (TEP couplée a un scanner de tomodensitométrie) des SBMP
radiomarquées au *Ga et injectées en intra-artériel dans un modéle de rat CHC induit par carcinogéne
chimique a également été réalisée en tant que test trés préliminaire de I'étape pré-thérapeutique,
avant les études completes obligatoires de biodistribution et de dosimétrie, dont la réalisation est

nécessaire avant de considérer une utilisation humaine.

3. Matériel et Méthodes
3.1. Matériel

L'amidon de pomme de terre est un don généreux de Roquette Fréres (Lestrem, France). Le
métapériodate de sodium (NalQy,), le borohydrure de sodium (NaBH,), le chlorure stanneux dihydrate
(SnCly, 2H,0), le gluconate de sodium et la cadavérine proviennent de Sigma Aldrich (Etats-Unis).
L'argon médical a été fourni par Air Liquide Santé (Gentilly, France), et I'’eau déionisée a été obtenue
d’un systeme Milli-Q plus (Merck Millipore, Darmstadt, Allemagne). La solution de perrhénate de
sodium a été obtenue par une élution saline d’un générateur ¥8W/8Re (IRE, Belgique) et a été ensuite
concentrée. La solution de trichlorure de gallium (®3GaCls) est obtenue d’un générateur *8Ge/®%%Ga
(50 mCi IGG-100, Eckert&Ziegler, Allemagne), basé sur la technologie de la résine TiO,. Le générateur
est élué avec 5 mL de solution HCI 0,1 N obtenue a partir d’"HCl 30 % suprapure (Merck Millipore,
Allemagne) dilué dans de I'eau ultrapure (J.T.Baker, Etats-Unis). Les filtres hydrophiles 5 mm pour
seringue proviennent de Sartorius (Palaison, France). L’acétate de sodium trihydrate 1 M (pH =4,1) a

été fourni par Eckert&Ziegler (Allemagne).
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3.2. La synthese des Microparticules a base d’amidon (SBMP)

Les microparticules ont été préparées selon une méthode précédemment décrite et brevetée
[360]. Brievement, des microparticules d’amidon natif de la taille désirée, ont été sélectionnées par
tamisage, puis oxydées par ajout de périodate de sodium pour obtenir de I'amidon dialdéhyde. Cette
étape permet de greffer le ligand, une polyamine : la cadavérine sur les particules d’amidon modifié.
La greffe du ligand est stabilisée par une étape de réduction, par ajout de borohydrure de sodium pour
obtenir les SBMP (cf. Figure 16). Les fonctions amines de la cadavérine agissent comme agent

complexant pour les radiométaux tels que le #°™Tc, le ¥®Re et le %8Ga.

Oxydation Réaction de couplage
Particules natives d’amidon

Cadavérine

NalO,
_ﬁ;_;_';'_!;;;., Filtration, HaNCHo(CH2)aCHoNHa Filtration,
Lyophilisation \ __ Lyophilisation ~ SBMP
~ ) NS o — Microparticules
{ - 1) Ajout ligand ‘ 2) Stabilisation & base d’amidon

- Contréle : |- 4 parréduction
— (pH, Température, ‘ E
. T : T lage,
Particules d’'amidon natives sl oy i\ )

. [Quantité ligand])
+ Périodate de sodium

Figure 16 : Schéma des étapes de la synthése des SBMP

3.2.1. Mesure de taille

Les mesures de la distribution de taille des particules ont été réalisées a I'aide d’'un compteur
Coulter Multisizer 3 Coulter Counter (Beckman Coulter, France). Cing a 10 mg de SBMP ont été mis en
suspension dans de I'lsoton Il une solution électrolytique faible (Beckman Coulter, France) et aspirés a

travers une petite ouverture (200 um) jusqu’a ce qu’au moins 20 000 particules aient été comptées.

3.3. Formulation des SBMP sous forme de kits préts-a-
I'emploi
Les kits préts-a-I'emploi ont été préparés en ajoutant la quantité désirée de SBMP et 1 mL de NaCl
0,9 %, et selon les besoins des différentes expériences réalisées, une quantité de SnCl; et de gluconate
de sodium si nécessaire a un flacon stérile. Les microparticules ont été ensuite lyophilisées et

conservées sous vide.

3.4. Mesure de la Pureté Radiochimique

La pureté radiochimique (PRC) a été mesurée selon une méthode précédemment décrite [358].
Elle consiste a la filtration de 0,5 a 1 mL de la suspension de microparticules radiomarquées sur un

filtre de seringue 5 um. La PRC est déterminée a I'aide de I'équation suivante :
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Activité du filtre (MBq)
PRC (%) = ——— . —— . X100
Activité du filtre (MBq) + Activité du filtrat (MBq)

3.5. Radiomarquage au #Re

3.5.1. Détermination de la composition optimale des kits de
radiomarquage pour le *3Re

Afin de déterminer l'influence de chaque parameétre sur la PRC, différentes variations dans la
composition du kit et les conditions de radiomarquage ont été testées. Le SnCl, est un agent réducteur
requis pendant le processus de radiomarquage des SBMP avec le ®™Tc [358,359], ainsi qu’avec le 188Re
[136,137,362,363]. Pour définir la quantité optimale nécessaire pour la complexation du ¥®Re avec les
SBMP, une gamme de SnCl; de 50 pug a 2 mg (n = 3) a été testée sur des kits contenant 300 mg de
SBMP. Par la suite, la quantité de particules la plus adaptée a été déterminée sur une gamme de kits
contenant de 50 a 400 mg de SBMP et 1 mg de SnCl; (n = 3). L'influence de la quantité de radioactivité
a été testée avec I'ajout de 100 MBq et de 3 GBq, sur des kits de 300 mg de SBMP avec 1 mg de SnCl;,
(n =3). U'étape d’optimisation finale a été réalisée avec |'addition de gluconate de sodium : avec une
gamme de 0 a 60 mg (n = 3) sur les kits de 300 mg de SBMP sélectionnés. Le gluconate est un chélateur
faible qui permet la formation d’'un complexe intermédiaire qui facilite la complexation du ¥Re avec
le ligand [344]. A I'exception des variations décrites précédemment, dans la plupart des expériences
les kits ont été marqués avec environ 100 MBq de perrhénate, 2 mL ou 4 mL de volume réactionnel et
30 min d’agitation au vortex (Vortex-Genie 2T, Scientific Industries, Etats-Unis) avant la mesure de la

PRC.

3.5.2. Etude de stabilité in vitro

Des kits contenant 300 mg de SBMP, 1 mg de SnCl, et 9 mg de NaCl (n = 3) ont été marqués avec
2,5 mL de perrhénate (3107 + 422 MBq), suivi par une agitation de 30 min au vortex. Apres 1 h de
radiomarquage la premiere PRC est mesurée suivi par des mesures a 6 h et 24 h, dans le but de
déterminer la stabilité du radiomarquage au cours du temps. Apres la premiere PRC, 2 aliquots de
0,5 mL ont été prélevés, pour étre incubés avec soit 4 mL de plasma de rat pendant 1 h a 37°C, soit

avec 4 mL d’histidine 10 M un chélateur d’ions métalliques pendant 3 h & température ambiante.

3.6. Radiomarquage au %Ga
3.6.1. Radiomarquage direct avec I’éluat de °®GaCl;

3.6.1.1. Marquage des particules natives d’amidon

Vingt milligrammes de particules d’amidon native (n = 3) ont été marquées avec du trichlorure

de gallium (GaCls) (552 + 223 MBq), avec addition de NaCl ou de HCI 0,1N si nécessaire pour obtenir
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4 mL de volume réactionnel et ont été mis sous agitation (vortex). La PRC a été mesurée a différents

temps (5, 10 et 30 min) par filtration.

3.6.1.2. Marquage des SBMP

Vingt milligramme (n=6), 50 mg (n = 3) ou 100 mg (n = 3) de SBMP, ainsi que des kits (a I'origine
optimisés pour le radiomarquage par le ®™Tc [358,359]) contenant 100 mg de SBMP, 9 mg de NaCl et
55 pg de SnCl, ont été marqués avec 4 mL de ®GaCls (552 + 120 MBq et 785 + 171 MBq pour les kits

de 100 mg), et mis sous agitation avec le vortex. La PRC a été prise a différents temps (5, 10 et 30 min).

3.6.2. Optimisation du marquage au % Ga : ajout de tampon pH 4,1

Des kits de 20 mg de SBMP et 9 mg de NaCl, 50mg de SBMP et des kits de 100 mg de SBMP et
9 mg de NaCl ont été marqués avec 4 mL de %8GaCls (522 + 36 MBq) et 0,5 mL d’acétate de sodium
trihydraté 1 M (pH 4,1) et mis sous agitation au vortex (n = 3). La PRC a été mesurée a 5, 10 et 30 min.
Le pH a été mesuré sur les filtrats de PRC avec des bandelettes indicatrices de pH MColorpHast 2.0-9.0

(Merck Millipore, Allemagne).

3.6.3. Etudes de stabilité in vitro

Des kits ont été marqués avec 4,5 mL de %8GaCls (698 + 33 MBq) sous agitation au vortex. Aprés
la premiere mesure de la PRC a 5 min, 0,5 mL d’acétate de sodium trihydraté 1 M a été ajouté au kit
pour augmenter le pH de 1 jusqu’a 4 et obtenir une solution injectable. La PRC a été suivi a différents

temps (a 5, 10, 30 [n = 3] et 60 min [n = 2]).

3.6.3.1. Test de compétition Histidine

Juste aprés l'ajout d’acétate de sodium dans les kits, 1 mL de SBMP (i.e. 20 mg de
microparticules) a été incubé avec 4 mL de solution d’histidine (103 M) (Sigma-Aldrich, Etats-Unis) a
température ambiante sous agitation au vortex pendant 30 min (n = 3). La stabilité du marquage a été

évaluée en mesurant la PRC avant et aprés I'incubation avec I'histidine a 5, 10 et 30 min.

3.6.3.2. Etude de stabilité dans du Sérum de Veau Faetal (SVF)

De la méme maniére, juste aprés I'ajout d’acétate de sodium dans les kits, 1 mL de SBMP (i.e.
20 mg de microparticules) a été incubé dans 4 mL de SVF a température ambiante, sous agitation au
vortex pendant 30 min (n = 3). Le SVF est un milieu complexe qui contient notamment, parmi d’autre
protéine la transferrine, un chélateur naturel du fer qui peut également chélater I'ion Ga**. La PRC a

été suivie dans le temps et mesurée avant et aprés I'incubation avec le SVF (a 5, 10 et 30 min).
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3.7. Etudes in vivo

3.7.1. Déclaration éthique

Toutes les procédures expérimentales et les protocoles utilisés dans cette étude ont été examinés
et approuvés par lacommission d’éthique de I'utilisation des animaux a I'université de Liége (Belgique).
Le "Guide for the Care and Use of Laboratory Animals" (Guide pour la protection et 'utilisation des
animaux de laboratoire), rédigé par I'Institute of Laboratory Animal Resources, National Research
Council, et publié par la National Academy Press, a été attentivement suivi tout comme la législation
Européenne et locale. Le bien-étre des animaux a été vérifié au moins une fois par jour, et tous les
efforts ont été fait pour minimiser la souffrance animale pendant les expériences (principalement les

conditions d’hébergement, aucune souffrance n’ayant été constatée).

3.7.2. Modeéle d’induction tumorale du CHC

La carcinogénese hépatique a été induite chimiquement chez des rats Wistar males de 7 semaines
pesant entre 180 et 296 g, provenant de I'animalerie centrale du Centre Hospitalier Universitaire de
Liege (Licence d’élevage LA2610359). De la diéthylnitrosamine (DENA) (Sigma-Aldrich, Etats-Unis), un
carcinogéne chimique a été administrée dans I'eau de boisson des rats (100 mg.L) pendant 8
semaines [364]. Les animaux ont été hébergés dans des cages en polycarbonate contenant une
protection plastique jetable en polyéthyléne de la forme de la cage (liner) (Tecniplast, Italie), avec 2
animaux par cage, dans une salle avec contréle de la température (20-22°C), de 'humidité (50-70 %)
et de la lumiére (cycles jour/nuit de 12 heures). L'air de la salle était renouvelé a un taux de 10

vol/heures. L’eau et la nourriture ont été fournies ad libitum.

3.7.3. Marquage au ®Ga des kits SBMP

Des kits préts-a-I'emploi contenant 20 mg de SBMP, 55 pg de SnCl, et 9 mg de NaCl ont été
radiomarqués avec 4 mL de *GaCls (626 + 55 MBq) sous agitation au vortex. Aprés I'ajout de 0,5 mL
d’acétate de sodium trihydraté 1 M et la vérification de la PRC par filtration, la seringue a été remplie
avec la solution de SBMP radiomarquées une fois que la PRC ait atteint au moins 98 %. Pour 2 rats, 100
ou 50 uM de bleu de méthylene ont été ajoutés dans la seringue, pour faciliter le suivi de la solution

radiomarquée pendant I'injection.

3.7.4. Injection intra-artérielle des SBMP marquées au 3Ga

La totalité de la procédure a été réalisée sous anesthésie générale jusqu’au sacrifice. Trois rats ont
été injectés avec succes 10 + 1 semaines apres la fin de I'induction. Les rats ont été pesés et anesthésiés
séquentiellement par une injection de pentobarbital de sodium (60 mg.kg™) (Solution de Nembutal de

sodium, Abbott Laboratories, North Chicago, IL) suivi par une anesthésie isoflurane (1,5 % d’isoflurane,
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3 % d’oxygene, Abbott Laboratories, Etats Unis) jusqu’a I’euthanasie. La procédure chirurgicale a été
réalisée dans des conditions aseptiques sous un microscope a dissection. Une laparotomie a été
effectuée pour exposer le foie et les artéres hépatiques. Le tronc cceliaque, les artéres hépatiques et
gastroduodénales ont été identifiées et toutes les artéres collatérales visibles de I'artere hépatique
ligaturées afin d’éviter la diffusion des particules vers d’autres organes que le foie. L'injection des
%8Ga-SBMP (21 + 26 MBq) a été réalisée directement dans le tronc ceeliaque a I'aide d’une aiguille 27 G
% 0,4 x 13 (BD, Etats-Unis) connectée a une seringue de 1 mL, dans le but que la solution atteigne
|'artére hépatique puis le foie (cf. Figure 17 ). Au moment de la perforation, I'artere a été clampée pour
stopper temporairement le flux artériel. Le flux a été restauré au moment de l'injection, puis une
ligature finale du tronc cceliaque a été effectuée aprés l'injection. La paroi musculaire et la peau du rat
ont été recousues avant I'imagerie TEP/TDM. Finalement, aprés I'imagerie le rat a été gardé sous
anesthésie et euthanasié par une injection létale de pentobarbital de sodium (200 mg.kg™) (Solution
de Nembutal de sodium, Abbott Laboratories, North Chicago, IL). Le foie a été prélevé et préservé dans

du formol 4 % (Q-Path Chemicals, VWR Chemicals, Etats-Unis).

[ Veine Porte ]

Artere \ ceeliaque

gastro-duodénale [ Artére Hépatique ]

Figure 17 : Schéma de l'injection intra-artérielle

3.7.5. Imagerie TEP/TDM

La biodistribution in vivo des ®8Ga-SBMP a été suivi avec un TEP/scanner TDM Gemini TF16 (Philips
Medical Systems, Les Pays-Bas). Les acquisitions d’images statiques ont été réalisées 17 £ 1 min aprés
I'injection des ®Ga-SBMP. Les rats ont été maintenus sous anesthésie isoflurane (1,5 % d’isoflurane,
3% d’oxygéne, Abbott Laboratories, Etats Unis) pendant le temps d’acquisition de 20 min. La
fonctionnalité temps de vol (TOF pour Time Of Flight) a été désactivée dans la méthode de

reconstruction utilisée a cause de la petite taille des animaux [365]. Les images ont été analysées avec
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PMOD (version 3.607). Les volumes d’intérét (VOI pour Volume-of-Interest) pour le foie, pour I'activité
non-spécifique dans la zone intrapéritonéale et pour le corps entier ont été délimités manuellement

avec I'aide de I'outil isovolumétrique.

3.7.6. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été menées sur le logiciel Prism 6.0 (v6.0f, logiciel GraphPad, La Jolla,
Etats-Unis). Pour tester I’'hypothese nulle, une valeur seuil de 0,05 pour p (erreur o) a été choisie pour
déterminer la différence statistique. Une analyse Anova suivi par un test HSD de Tukey a été utilisée
pour effectuer les comparaisons multiples des moyennes des PRC pour les études de radiomarquage

au rhénium-188 et au gallium-68.

4. Résultats

4.1. Radiomarquage des SBMP au 1%3Re

Pour développer le kit optimal de radiomarquage par le ®Re, la variation de plusieurs paramétres
a été étudiée avec un suivi de la PRC. Ainsi plusieurs quantités de SnCl; nécessaire pour le kit ont été
testées tout comme la quantité de particules, |’activité et I'ajout de gluconate. Les SBMP ont une taille

moyenne de 29,65 + 11,73 um et 1 g de SBMP contient 87,64.10° particules.

Une gamme de SnCl; allant de 50 pg a 2000 ug, a été testée sur des kits SBMP de 300 mg pour
définir les meilleures conditions réductrices pour la complexation du ®Re (cf. Figure 18a). La PRC
maximale (91,6 + 0,9 %) a été obtenue avec des kits contenant 1000 pg de SnCl,, et était
significativement plus élevée que la PRC obtenue avec 50 pg de SnCl; (p < 0,0001) ou 500 pg de SnCl,
(p < 0,0018). L'ajout d’une plus grande quantité de SnCl, (2000 pg) n’a pas provoqué de changement
significatif dans la PRC (p = 0,2839). Pour les études ultérieures, la quantité de SnCl; par kit a donc été
fixée a 1000 pg. L'influence de la quantité des particules sur la PRC, a été déterminée par augmentation
de la quantité de SBMP de 50 mg a 400 mg (cf. Figure 18b). La PRC augmente avec la quantité de SBMP
jusqu’a 300 mg. La PRC maximale (91,6 £ 0,9 %) a été obtenue avec des kits contenant 300 mg de SBMP
et elle était significativement plus élevée que celle obtenue avec 50 mg de SBMP (p < 0,0001), avec
100 mg de SBMP (p < 0,0001) et avec 200 mg de SBMP (p < 0,0321). Ajouter une plus grande quantité

de SBMP (400 mg) n’a pas permis de changement significatif dans la pureté radiochimique (p = 0,742).
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Figure 18 : Influence de plusieurs paramétres sur la PRC pendant le radiomarquage des
SBMP par le *®Re :

(a) PRC de kits de 300 mg de SBMP radiomarqués en fonction de la quantité de SnCl,. (b) PRC
de kits radiomarqués de 1 mg de SnCl; en fonction de la quantité de SBMP. (c) PRC de kits de
300 mg de SBMP et 1 mg de SnCl, en fonction de I'activité de radiomarquage. (d) PRC de kits
de 300 mg de SBMP et 1 mg de SnCl, en fonction de la quantité de gluconate.

Cette composition de 300 mg de SBMP et 1 mg de SnCl, a été choisie pour mener les
investigations ultérieures. La capacité des kits SBMP pour complexer une activité élevée de 88Re a été
testée (cf. Figure 18c). Les PRC n’étaient pas significativement différentes (p = 0,4602), que les études
de radiomarquage soient réalisées avec des activités élevées (3097 = 345 MBq) ou faibles

(116 + 16 MBQ).

Des kits contenant 300 mg de SBMP et 1 mg de SnCl,, ont été marqués avec 3 GBq de
perrhénate et ont été soumis a des tests de stabilité dans le temps, ainsi qu’a des tests de compétition
dans du plasma de rat ou dans une solution d’histidine & 10 M, un chélateur d’ions métalliques (cf.

Tableau XIl). Le radiomarquage est stable dans le temps et en compétition.
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Tableau Xl : Stabilité dans le temps et tests de competition de kits de 300 mg de SBMP avec 1 mg
de SnCl, radiomarqué par du *Re

Temps aprées radiomarquage (h) Temps d’incubation
1 6 24 Plasma Rat+1 h Histidine + 3 h
PRC (%) 88,8+ 0,5 88,0+0,7 83,8+54 84,4+1,5 83,7+1,3

Dans le but d’optimiser le radiomarquage du kit de SBMP, l'influence de I'ajout de gluconate
dans le kit a été testée (cf. Figure 18d). Avec I'ajout de 30 mg de gluconate de sodium la PRC a atteint
96,4 £ 0,1 % et était significativement supérieure a I'ajout dans le kit SBMP, de 10 mg de gluconate

(p=0,0013), de 60 mg de gluconate (p = 0,0071) ou a I'absence de gluconate (p = 0,0011).

4.2, Radiomarquage des SBMP au 8Ga

L’étude de la complexation du ®Ga par les microparticules a premiérement été réalisée par
I'utilisation directe de I’élution de %8GaCls sans aucun ajout de tampon et & température ambiante
(cf. Figure 19a). La cinétique dans le temps du radiomarquage au *®Ga a été suivie avec la mesure de
la PRC a 5 min, 10 min et 30 min apreés le début de la réaction de radiomarquage. Comme observé sur
la Figure 193, les particules d’amidon natif ne réagissent pas avec le %Ga, étant donné que la PRC
n’atteint pas les 3 %, alors que les SBMP ont été radiomarquées avec succes. En utilisant le marquage
direct avec I'éluat de ®GaCls, on observe que la quantité de SBMP a eu une influence sur la PRC. En
effet, la cinétique de la PRC des 20 mg de SBMP radiomarquées avec le %8GaCl; était lente et la PRC
maximale n’a pas atteint les 70 %, donnant une PRC entre 35,6 + 26,1 % et 61,6 + 25,6 % (cf. Figure
19a). Le radiomarquage s’est amélioré avec |'utilisation d’un kit contenant 50 mg de microparticules,
donnant une PRC égale 2 91,7 + 1,0 % aprés 10 min de réaction, et atteignant une PRC de 94,5+ 0,3 %
apres une augmentation du temps de réaction a 30 min (p = 0,0218). Cependant, une cinétique de
réaction de marquage encore meilleure, a été obtenue avec des kits contenant 100 mg de SBMP : la
PRC atteignant 98,7 + 0,2 % aprés 10 min de réaction (p = 0,0001), en étant maximale (99,1 = 0,1 %)
apres 30 min (p =0,0002). Nous avons observé une cinétique similaire avec les kits de 100 mg de SBMP
déja optimisés pour le ®°™Tc contenant 55 ug de SnCl, I’agent réducteur nécessaire pour le " Tc ou le

188Re [136,137,362,363].
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Figure 19 : Radiomarquage des SBMP au %Ga :
(a) Radiomarquage direct de quantités variées de SBMP ou d’amidon natif avec I'éluat de
88GaCls. (b) Optimisation du radiomarquage par le %Ga de quantités variées de SBMP avec

I'ajout de 0,5 mL d’acétate de sodium trihydraté 1 M (pH 4,1).

Le radiomarquage optimisé des SBMP par le %8Ga, a été atteint par I'ajout d’acétate de sodium
trihydraté 1 M (pH 4,1) dans le kit, juste aprés I'ajout de I’éluat de %8Ga (cf. Figure 19b). Ces conditions
de marquage ont permis d’obtenir une cinétique stable de radiomarquage avec une PRC élevée
supérieure a 95 % des 5 min, et d’au moins 99 % des 10 min, pour n‘importe quelle quantité de
microparticules dans le kit, avec aucune différence statistique observée entre 20 mg, 50 mg et 100 mg.
Pour la méme quantité d’acétate de sodium trihydraté (0,5 mL), nous avons observé de légeres
variations dans le pH selon la quantité de SBMP avec un pH allant de 3,0 a 3,6 pour 20 mg; 3,9 pour

50 mg et un pH de 4,0 convenable pour I'injection avec 100 mg de SBMP.

Des études de stabilité in vitro (cf. Tableau Xlll) ont montré un radiomarquage stable avec une
PRC élevée de presque 100 %, a la fois dans le milieu complexe tel que le Sérum de Veau Feetal, mais

aussi dans la solution d’histidine, un chélateur d’ion métallique. Cette étude mime la stabilité dans le
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sang apres injection. Comme contrdle, la PRC a été suivie en paralléle avec les SBMP qui n’étaient pas
en compétition, jusqu’a 60 min avec une PRC également supérieure a 99 %.

Tableau Xill : Etude de stabilité in vitro : radiomarquage par le *®Ga de kit de 100 mg de SBMP
contenant 55 ug de SnCl,

Temps de radiomarquage 5 min 10 min 30 min 60 min
Stabilité dans le temps 956+2,2% 99,7+0,1% 999+0,1% 99,9% (100%; 99,8%)
Temps d’incubation 5 min 10min 30min

Compétition Histidine 99,6+0,2% 998+0,1% 99,8+0,1%

Compétition SVF 99,3+0,2% 995+0,1% 992+0,1%

4.3. Etude in vivo des °®Ga-SBMP

Une bioévaluation des 8Ga-SBMP a été réalisée chez 3 rats induits avec un carcinogéne chimique
pour développer la tumeur CHC, en tant qu’étude préliminaire de I'étape pré-thérapeutique
diagnostique de la SIRT, dans le but d’évaluer le comportement, la stabilité et la biodistribution des
particules in vivo (cf. Figure 20 et Figure 21). Pour cette expérience, des kits de 20 mg de SBMP
(optimisés pour le marquage par le ®™Tc, ie. avec 55 ug de SnCl,) ont été marqués avec
626 MBq + 55 MBq et I'ajout de 0,5 mL d’acétate de sodium trihydraté 1 M (pH = 4,1), avec une PRC
obtenue supérieure a 98 %. L'imagerie TEP/TDM montre que toutes les injections donnent lieu a une
localisation des particules dans le foie, sans diffusion dans le corps (cf. Figure 20). Ceci est confirmé
par I"analyse de la biodistribution TEP : les ®Ga-SBMP sont concentrées dans le foie avec une moyenne
de 96,4 +0,9 % (rat n°1 : 97,4 %; n°2 : 96,3 % et n°3 : 95,6 %) de I'activité totale dans le rat, avec le
reste de I'activité dans la zone intrapéritonéale environnant le foie avec une moyenne de 3,4 £1,2 %
(ratn°1:2,1 %; n°2 : 3,7 % et n°3 : 4,4 %) (cf. Figure 21). Dans le reste du corps, on ne retrouve pas
d’activité (moyenne de 0,2 £ 0,3 %, avec rat n°1: 0,5 % et les deux autres rats : 0,0 %) (cf. Figure 21).
L'aspect macroscopique du foie a montré que parmi les 3 rats, I'un d’eux ne présentait aucune lésion
(rat n°1) malgré I'induction au DENA. Le second rat (n°2) avait des nodules tumoraux bien définis et
plutét large avec plusieurs autres petites Iésions parcourant le foie, avec un parenchyme environnant
d’aspect lisse. Le rat n°3 présentait un CHC largement étendu dans les lobes gauches du foie avec un
aspect granuleux, tandis que le lobe droit n’était pas affecté par la tumeur. Chez le rat sans aucune
|ésion (n°1), les particules radiomarquées se sont distribuées de fagcon homogéne a travers tout le foie,
alors que I'activité dans les deux autres rats a été retrouvée principalement dans les régions tumorales

du foie (cf. Figure 20).
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Figure 20 : Imagerie TEP/TDM de rats induits par DENA, injectés en intra-artériel avec des Ga-
SBMP et vue macroscopique du foie :

Sur la vue macroscopique du foie, (vue de I'abdomen ouvert) les principaux nodules tumoraux sont
identifiés par des tétes de fleches blanches pour le rat n°2, et pour le rat n°3 la ligne en pointillés
délimite la zone supérieure tumorale du foie. Dans la colonne exposant les Régions d’intérét (ROl pour
Regions-of-interests) sur les coupes correspondantes du TEP/TDM : la ROl orange correspond au foie,
la verte a la zone intrapéritonéale et la rose a I'activité comptée dans le reste du corps (cf. Figure 4).
Abréviations : TDM (Tomodensitométrie); TEP (Tomographie par Emission de Positons); MIP
(Projection d’Intensité Maximale pou Maximum Intensity Projection) et RO! (Régions d’intérét pour

Region-of-Interest)
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Figure 21 : Analyse des Volumes d’intérét des données du TEP/TDM

5. Discussion

Dans le contexte du CHC, le développement d’un vecteur radiomarqué unique, a la fois pour
I’évaluation pré-thérapeutique (®®Ga-SBMP) et le traitement en lui-méme (*¥Re-SBMP), peut résoudre
les problémes de biodistribution non corrélées entre ces deux étapes rencontrés dans la pratique

clinique avec I'utilisation des *™Tc-MAA et les microsphéres d’yttrium-90 [182,281-283].

La taille des SBMP varie de 7 a 60 um avec une moyenne de 30 um [359,360]. Leur taille moyenne
est comparable a celle des microsphéres d’*°Y actuellement utilisées en SIRT. Cependant, la
distribution de taille des SBMP est différente, avec quelques particules plus petites, qui peuvent
théoriquement conduire a une distribution plus en aval dans la microvascularisation hépatique. Ceci
peut modifier favorablement la dosimétrie microscopique mais cet aspect nécessitera des études
comparatives appropriées avec les microparticules d’*°Y. De par leur origine (non-humaine et non-
animale), elles évitent le risque de transmission de maladie. La gamme de parcours des rayonnements
au sein des tissus et I'Emax, entre Y et le ¥8Re est similaire. L'*°Y (Emax = 2,3 MeV) a une portée
maximale de 12 mm et une moyenne de 2,8 mm dans les tissus, tandis que le 8Re (Emax = 2,1 MeV) a
une portée maximale de 11 mm et une moyenne de 2,4 mm [108,136]. La demi-vie du !8Re est plus
courte que celle de I’°°Y (17,0 h contre 64,1 h respectivement). Cependant, au contraire de I’°°Y, un
émetteur B pur, le *®Re a I'avantage de posséder une émission y avec une énergie similaire au **™Tc
(Emax [®°™Tc] = 140 keV et Emax [*®Re] = 155 keV, 15 % [108,136]), permettant une imagerie TEMP des
microparticules aprés leur injection d’une maniére plus simple qu’avec I’°Y. L’imagerie post-

traitement est importante afin d’évaluer la précision de I'administration de la dose thérapeutique :
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vérifier la distribution des particules, 'absence de déposition extra-hépatiques et prédire I'efficacité
du traitement [151,209,215,241]. L'°Y peut étre imagé indirectement par TEMP grice aux
rayonnements de bremsstrahlung qui sont créés lorsque les particules f interagissent avec la matiére.
Cependant, cette imagerie a une faible résolution spatiale et cela aboutit seulement a une évaluation
approximative. Un gain de résolution peut étre gagné avec la TEP en imageant la trés petite quantité
de positons (0,003 %) émis lors de la décroissance de I’°°Y [96,298-300,366]. L'imagerie directe du

188Re pourrait permettre une évaluation plus facile et plus quantitative.

Notre étude précédente a démontré que les SBMP n’étaient pas sensibles a la dégradation
enzymatique par I'alpha-amylase [359]. Dans les poumons la demi-vie des SBMP approche les 3 h a
cause de la dégradation mécanique des forces de friction rencontrées dans les poumons. C'est un
avantage pour les patients passant une scintigraphie de perfusion pulmonaire, étant donné que le
temps pour I'acquisition est déja suffisant. Ces forces de friction ne sont pas présentes dans le foie et
nous n’avons pas observé de dégradation des SBMP in vitro ou in vivo au cours de nos expériences.
Cependant, la stabilité in vivo des composés est de premiére importance, en considérant
particulierement la stabilité pour la thérapie i.e. les SBMP marquées au ®Re, et de plus amples

investigations chez des modeles animaux sont nécessaires.

Les kits optimisés dédiés pour le ¥8Re (300 mg de SBMP, 1 mg de SnCl,, 9 mg de NaCl et 30 mg de
gluconate de sodium) contiennent une plus grande quantité de SnCl, que les kits dédiés pour le *™Tc
(1 mg contre 55ug); ceci est di au fait que le perrhénate est plus difficile a réduire que le
perrtechnétate [136,137]. L'ajout de 30 mg de gluconate dans les kits semble aider la réaction de
complexation. Le gluconate est un chélateur faible qui peut former des complexes de transition avec

le perrhénate et réduire son état d’oxydation pour faciliter la complexation [344].

Le kit SBMP offre des avantages et une flexibilité. Le 88Re est facilement disponible a partir d’un
générateur interne au service et est rentable [176,279,367]. La production des microsphéres d’°Y
dépend directement d’un cyclotron et actuellement leur colt élevé est un challenge pour une
utilisation plus répandue [108,279]. De plus, le processus de marquage par le 1¥Re est rapide, effectué
a température ambiante et I'activité par particules peut étre ajustée selon la quantité d’activité
injectée dans le kit. Le kit !%8Re de 300 mg contient approximativement 26 millions de particules. Avec
une PRC de 96,4 % et une élution de perrhénate d’activité comprise entre 3 GBq et 22 GBq [279],
I'activité spécifique théorique des SBMP peut varier de 110 Bg/particule (9,7 millions d’atomes
radioactifs/particule) a 807 Bg/particule (71,1 millions d’atomes radioactifs/particule) (cf. Tableau
XIV). Cela place les SBMP entre les SIR-Spheres® (50 Bg/particule; 16,6 millions d’atomes

radioactifs/particule) et les TheraSphere® (2500 Bg/particule; 844 millions d’atomes
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radioactifs/particule) (cf. Tableau XIV) [66,182,208,241]. Elles offrent ainsi une alternative
intermédiaire pour surmonter les limites rencontrées dans certains cas avec les deux systéemes
cliniques. Les TheraSphere® et les SIR-Spheres® présentent des caractéristiques distinctes et
notamment leur activité spécifique par particule. L’activité spécifique plus basse des SIR-Spheres®
impliqgue un plus grand nombre de particules injectées (approximativement 40-80 millions de
microspheres par traitement) et cela peut conduire a la saturation de la totalité du lit vasculaire avec
une administration incompléte de la dose thérapeutique [205,208,246] et une potentielle limitation
de I'effet des radiations a cause de I’hypoxie. En effet, les cellules oxygénées sont plus sensibles aux
rayonnements que les cellules hypoxiques [291,292]. Au contraire, les TheraSphere® ont une activité
spécifique élevée, et par conséquent un nombre plus faible de particules est nécessaire pour le
traitement (approximativement 2-4 millions de microspheres) [208]. Ceci évite les problemes de
saturation et I'oxygénation est maintenue [250], mais une couverture inadéquate du volume tumoral
peut se produire [205,208,246]. Le but d’un systeme idéal serait d’obtenir une balance optimale entre
le nombre de particules (I'effet embolique) et la dose thérapeutique injectée (I'effet radioactif) [246],
pour obtenir une bonne distribution (couverture de la totalité du volume tumoral par les particules)
sans atteindre un état de saturation de la totalité du lit vasculaire qui peut empécher I'administration
de la dose prévue [193,208]. Les caractéristiques du kit '#Re-SBMP constituent une alternative
prometteuse pour la SIRT du CHC.

Tableau XIV : Activité et nombre d’atomes radioactifs théoriques par particule SBMP lors du
marquage de kits a 300 mg de particules par le rhénium-188 avec une pureté radiochimique de

96,4 % en fonction de I'activité de marquage et comparaison avec les microparticules marquées a
Iyttrium-90

Type de particules Activité Activité Nombre d'atome
(Radionucléide) de marquage par particule radioactifs
(SBMP - kit 300 mg) (en Bq) par particule
(en GBq) (en millions)
SIR-Spheres® (*°Y) - 50 16,6
SBMP ('%Re) 0,1 4 0,3
SBMP ('%Re) 3 110 9,7
SBMP ('*Re) 5 183 16,2
SBMP (‘%2Re) 7 257 22,6
SBMP ('*Re) 10 367 32,3
SBMP (‘%2Re) 15 550 48,5
SBMP (!2Re) 20 733 64,7
SBMP (!2Re) 22 807 71,1
TheraSphere® (°°Y) - 2500 844,0

Détails calculs : N = A/A (N : nombre d’atomes radioactifs ; A : activité en Bq et A : constante de
désintégration radioactive en s; A = In2/ti5). A [*¥8Re] = 1,1.10° s et . [*°Y] = 3,0.10° s%.

Des kits SBMP pour le **™Tc ont déja été optimisés pour la scintigraphie de perfusion

pulmonaire, mais nos résultats prouvent qu’ils sont aussi appropriés pour le radiomarquage par le
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%8Ga. De plus, le radiomarquage des SBMP par le 8Ga est une amélioration pour le dévelopement d’un
vecteur radiothéranostique optimisé pour la SIRT. En comparaison des *"Tc-MAA utilisés en clinique,
les %8Ga-SBMP fournissent deux avantages : (i) le vecteur est le méme pour I'étape pré-thérapeutique
et la thérapie (SBMP), et (ii) le ®®Ga permets I'utilisation de la TEP qui est plus précise pour la dosimétrie
que la TEMP, avec une meilleure sensibilité et résolution spatiale [80,88,361]. Par conséquent,
I'utilisation des ®Ga-SBMP peut fournir une évaluation plus précise et quantitative de la
biodistribution, permettant ainsi d’améliorer la dosimétrie individuelle et la planification du
traitement. L’utilisation des ®™Tc-SBMP a la place des %8Ga-SBMP est également possible pour I'étape
pré-thérapeutique si aucune TEP n’est disponible, mais Iutilisation des 8Ga-SBMP doit étre privilégiée

lorsque les deux techniques (TEMP et TEP) sont disponibles.

Le fait que I'amidon natif ne soit pas marqué par le ®Ga met en relief I'importance du ligand
greffé sur les SBMP dans la chélation des radiométaux. Le ligand, une polyamine, permet la
complexation a la fois du ¥8Re (probablement dans un état d’oxydation +5) et du ®8Ga (dans un état
d’oxydation +3) par les nombreux atomes d’azote qui créent de bonnes conditions en tant que donneur
dur pour la chélation [104,136,368]. Le marquage des SBMP par le ®8Ga avec une PRC de 95 % ou
supérieure, a été obtenu dans plusieurs conditions de marquage différentes, a température ambiante
et dans les 5 min de réaction. Dans le cas du radiomarquage direct, les plus hautes PRC (> 98 %) et
stables ont été obtenues avec 100 mg de SBMP uniquement, correspondant a 8,8 millions de
particules. Le radiomarquage direct des kits 100 mg dédiés au *"Tc contenant 55 ug de SnCl; a
également été un succes avec une cinétique légérement plus lente qui peut étre due a lI'agent
réducteur. Les conditions de radiomarquage optimisées ont été atteintes avec I'ajout d’acétate de
sodium trihydraté 1 M, un tampon pH 4,1. Non seulement cela a permis d’optimiser le radiomarquage
par le ®8Ga de toutes les quantités de SBMP testées, mais avec 'augmentation du pH de la solution
radiomarquée, celle-ci est par conséquent injectable. Le ligand greffé sur les SBMP, la cadavérine est
tres basique, d’ol les variations observées dans le pH avec I'ajout du méme volume d’acétate. Avec
une plus grande quantité de SBMP, la quantité d’acétate nécessaire pour obtenir un pH acceptable
pour l'injection est plus basse, comme il a été observé avec les kits de 100 mg de SBMP. En condition
acétate méme les kits de 20 mg (sans, ou avec SnCl, dans le cas de I'étude in vivo) atteignent une PRC
supérieure a 95% et méme plus, alors qu’ils atteignent seulement 60 % de PRC aprés 30 min dans les
conditions de marquage direct. A nouveau, la cinétique est plus rapide et atteint des PRC plus élevées
dans les conditions sans SnCl,. Au cours de notre investigation nous avons observé que le meilleur
moyen d’obtenir une PRC élevée, était d’ajouter de I'acétate juste aprés le ®GaCl; et non avant. Les
études de stabilité in vitro, ont de fagcon constante montré un marquage trés stable et nous n’avons

jamais observé aucune diminution dans la PRC une fois la valeur maximale atteinte. Pendant les
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expériences, nous n’avons pas observé d’influence de la quantité d’activité sur la PRC, comme c’était
le cas pour le perrhénate. La gamme d’activité testée va de 367 MBq jusqu’a 930 MBq, ce qui

correspond a la gamme obtenue au cours de la vie d’un générateur de ®Ge/%¥Ga.

L’étude préliminaire in vivo a été réalisée chez des rats induits avec du DENA, un carcinogene
chimique permettant le développement du CHC; ce modele offre I'avantage d’étre histo-
pathologiquement similaire au CHC humain [369-371]. Ainsi les nodules du CHC vont étre irrigués par
les arteres tandis que le parenchyme sain est irrigué par le systeme veineux. Cependant, le
désavantage de ce modele est sa petite taille (rat), particulierement pour des procédures
interventionnelles endovasculaires. Ce premier test in vivo a été réalisé comme une évaluation tres
préliminaire de la biodistribution et de la stabilité des SBMP aprés I'injection intra-artérielle. Les %8Ga-
SBMP ont été utilisées pour cette premiere étude préliminaire chez des rats, comme elles seraient
premierement utilisées dans I'étape pré-thérapeutique de la SIRT a des fins de diagnostic, de
dosimétrie et de planification du traitement. Dans ce contexte, nous n’avons pas utilisé le 1¥Re puisque
en tant que radionucléide thérapeutique, les contraintes de radioprotections seraient trop lourdes
pour une évaluation préclinique initiale. De plus, il est a noter que l'injection intra-artérielle dans le
modele de rat est un défi technique majeur en soi. A la place d’une cathétérisation de I'artere fémorale
par suivi angiographique [284], une intervention chirurgicale a été réalisée avec la ligature de toutes
les collatérales hépatiques a I'exception de I'artere hépatique. L’injection directe des particules
radiomarquées dans le tronc cceliaque a été difficile. Un des problémes rencontré lors de I'injection
des particules, a été leur tendance a sédimenter trés vite par gravité dans la seringue. Comme les
microsphéres d’9°Y utilisées en clinique [208,209], les SBMP sont des microparticules en suspension et
comme toute microparticule, elles sédimentent facilement dans le temps sans agitation. Pour
effectuer I'injection des microsphéres d’?°Y, des kits d’injection dédiés pour les TheraSphere® ou les
SIR-Spheres® ont été congus. Ces kits permettent une perfusion lente correspondant au débit
hépatique artériel [208] avec une suspension correcte des particules empéchant la sédimentation.
Cependant, dans notre cas, la difficulté est qu’aucune agitation ne peut étre réalisée pendant
I'injection si les particules sédimentent a nouveau. Les kits d’injection cliniques ne sont pas appropriés
pour étre utilisés dans un modeéle de rat. Ainsi I’activité et la quantité de particules injectés a varié d’'un
rat a I'autre. Une activité maximale de 51 MBq a été injectée avec succes chez le dernier rat (n°3) apres
une agitation continue des particules dans la seringue juste avant I'injection. Pour toutes les injections,
il n’y a pas eu de diffusion de la solution radioactive en dehors de I'artére, a I'exception du rat n°2 pour
lequel une partie de la solution a extravasée dans la cavité abdominale a cause d’un léger dommage
du tronc cceliague au moment de l'injection. La solution étant colorée par le bleu de méthyléne, la

majorité de la solution extravasée a pu étre nettoyée. Toutes les injections ont conduit a la
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concentration localisée dans le foie des ®8Ga-SBMP avec plus de 95 % de I'activité totale. De plus, dans
les rats qui ont développés le CHC, I'activité a été particulierement retrouvée dans les régions
tumorales du foie. Ceci peut étre expliqué par l'utilisation d’'une injection intra-artérielle et par le fait
que les tumeurs sont principalement irriguées par les artéres tandis que le parenchyme sain est irrigué
par le systeme veineux [177-179,284]. Dans le rat n°1, aucun changement dans I'apport sanguin s’est
produit étant donné qu’aucune carcinogénése ne s’est développée [190]. Ceci explique la distribution
homogéne des particules observées dans le foie. De plus, lorsqu’elles sont injectées par voie
intraveineuse, les SBMP sont retenues dans les capillaires pulmonaires [358]. Aucune activité n’a été
retrouvée dans les poumons, soutenant le fait que les SBMP ne recirculent pas. L’activité observée
dans le reste du corps est négligeable dans le rat n°1 (0,5 %) et n’est pas observée chez les autres rats.
L'activité intrapéritonéale minime observée peut étre due a de fines collatérales non-ligaturées qui
n’ont pas été identifiées pendant la chirurgie. Le résultat de I'injection est dépendant du succés des
ligatures des petites arteres collatérales. En tout cas, les résultats de I’étude préliminaire soutiennent
le fait que les particules se déposent dans le foie, étant donné qu’aucune activité n’a été retrouvée qui

pourrait étre expliquée par une distribution sanguine au-dela de la circulation artérielle.

Comme observé précédemment, a cause de la difficulté de I'injection intra-artérielle dans un
modele de petite taille tel que le rat, des études supplémentaires doivent étre menées dans un modele
plus grand, plus approprié pour les procédures interventionnelles. Par conséquent, en perspective,
afin de conduire ce travail vers la clinique, des études plus approfondies de biodistribution, de stabilité
et d’efficacité vont étre réalisées dans un modeéle animal plus grand que le rat, tel que le modéle VX2

chez le lapin [372]. L'injection sera plus facile dans I'artére fémorale avec I'utilisation de I'angiographie.

De plus, les ®Ga-SBMP peuvent par extension étre utilisées dans d’autres pathologies telles que le
diagnostic de I'embolie pulmonaire, étant donné que ces particules ont été dans un premier temps
développées dans cette intention. Leur utilisation avec le ®8Ga et la TEP pourrait augmenter la qualité

des acquisitions.

6. Conclusion

Ce travail montre que les SBMP sont un nouvel agent théranostique prometteur pour la SIRT du
CHC. Elles peuvent étre radiomarqués par 3 radionucléides différents : le ®™T¢ [358,359], le ®8Ga et le
188Re, a température ambiante avec un marquage rapide et le potentiel d’une utilisation pour la TEMP

et la TEP et également a des fins thérapeutiques.

7. Article Publié

Ce travail a fait I'objet d’un article publié dans le journal Plos One.
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Abstract

Purpose

This work aims to develop, validate and optimize the radiolabeling of Starch-Based Microparti-
cles (SBMP) by "®Re and ®8Ga in the form of ready-to-use radiolabeling kits, the ultimate goal
being to obtain a unique theranestic vector for the treatment of Hepatocellular Carcinoma.

Methods

Optimal labeling conditions and compasition of freeze-dried kits were detfined by maonitoring
the radiochemical purity while varying several parameters. In vitro stability studies were
carried out, as well as an in vivo biodistribution as a preliminary approach with the intra-
arterial injection of %®Ga radiolabeled SBMP into the hepatic artery of DENA-induced rats
followed by PET/CT imaging.

Results

Kits were optimized for '®Re and ®3Ga with high and stable radiochemical purity (>95%
and >98% respectively). The in vivo preliminary study was successful with more than 95%
of activity found in the liver and mostly in the tumorous part.

Conclusion

SBMP are a promising theranostic agent for the Selective Internal Radiation Therapy of
Hepatocellular carcinoma.
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Introduction

Hepatocellular Carcinoma (HCC), a liver cancer is the fifth most common cancer and the sec-
ond leading cause of cancer death in men worldwide (seventh and sixth for women respec-
tively) [1]. HCC is associated with a poor prognosis, with a 5-year survival of 12% [2].
Depending on the stage of the disease and other prognostic parameters [3-6] several therapeu-
tic options are available but the only curative treatment is surgery, either resection or transplant
[2,7-9].

Selective Internal Radiation Therapy (SIRT) is a relatively new therapeutic modality [10]
that is increasingly applied in both primary and secondary liver tumors [11]. This technique
consists of the injection of yttrium-90 (**Y) microspheres to the tumor through the hepatic
arteries that vascularize the tumor in order to deliver high radiation dose while sparring the
healthy hepatic parenchyma that is supplied by the venous system [12-15]. *Y is a pure
emitter (E,,,x = 2.3 MeV) with a half-life of 64h (2.67 days) [16] and a short tissue penetration
(mean 2.5 mm and maximum 11mm) [17]. SIRT is a two-step procedure, with a pre-therapeu-
tic step carried out before the therapy. A pre-treatment assessment is first performed for evalu-
ating the tumor vasculature, the potential extra-hepatic uptake and the hepatopulmonary
shunt. Following a diagnostic hepatic arteriography, a catheter is positioned selectively accord-
ing to tumor localization and therapeutic objectives. Then, human serum albumin macroaggre-
gates (MAA) labeled with *™I¢ are injected via this catheter in order to mimic the
biodistribution of the **Y-microspheres that will be injected for therapy in the second step of
the procedure [18]. Scans post infusion of *™Tc-MAA allow firstly, the exclusion of patients
with a high percentage of radioactivity being shunted into the lungs or spread into any other
organ, such as the gastroduodenum and secondly, the determination of the predictive tumor
dosimetry. Both steps (pre-therapeutic and therapy itself) are based on the assumption that the
bicdistribution of 9OY—micmspheres and *"™Tc-MAA will be identical. However, the MAA
have a different size and morphology (aggregates with heterogeneous shapes with size com-
prised between 10-100pm [19]) in comparison with the **Y-microspheres (spherical shape
with size comprised between 20-40pum [20]) that can lead to a different biodistribution and an
approximate tumor dosimetry [11,15,18,21,22].

In order to overcome this problem we propose an original theranostic tool, the starch-based
microparticles (SBMP), as a unique system for both the pre-therapeutic step after technetium-
99m (*™Tc) or gallium-68 (*Ga) radiolabeling and the treatment after rhenium-188 (***Re)
radiolabeling. These radionuclides offer the advantage of being all easily obtained from genera-
tors (**Mo/” ™ Tc; **Ge/*®*Ga and "**W/'**Re) and do not require an on-site cyclotron like
fluor-18 (**F) [23-26]. **™I¢ is a pure gamma emitter (E,., = 140 keV; t,, = 6.02h) while ®Ga
is a B* emitter (Epp,y = 1.9 MeV; t,, = 68min); they are used for diagnostic purpose to perform
Single Photon Emission Computed Tomography (SPECT) and Positron Emission Tomogra-
phy (PET) imaging respectively. '"®*Re is a p emitter (E,y = 2.1MeV: t, = 16.98h) allowing
the radiotherapy but emits also a y emission (155 keV) that can be imaged. SBMP was first
developed and patented in our laboratory for lung perfusion scintigraphy and formulated as
ready-to-use ™ Tc radiolabeling kit [27-29].

These microparticles display several attractive features as theranostic vector for the SIRT of
HCC, i.e. a non-human/non-animal origin that ensures a safety toward the risk of disease
transmission and an ability for complexation of radioisotopes. Using the same particle in both
steps of the SIRT constitutes a major advantage, as the biodistribution of the diagnostic and
therapeutic agents should be identical. Furthermore the SBMP labeled with %Ga for the imag-
ing and dosimetry with PET offer improved sensitivity, spatial resolution and signal quantita-
tion compared with SPECT [30-32]. Finally, the SBMP labeled with 188Re for the treatment
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allow a very easy post-treatment imaging in order to verify the distribution of the therapeutic
agent. Hence, this leads us to consider the SBMP as a promising theranostic vector for the
SIRT of HCC.

In this work we were able to develop and optimize ready-to-use kits allowing fast and stable
labeling of SBMP with "®Re or “*Ga. For the diagnostic kit, we labeled the already optimized
#mTe SBMP kit with *Ga, and subsequently developed a dedicated kit for **Ga. An in vivo
biedistribution by PET/CT (PET/Computed Tomography) of the SBMP radiolabeled with
%%Ga injected intra-arterially in a carcinogen-induced HCC rat model was also carried out as a
very preliminary test of the pre-therapeutic step, prior to the mandatory comprehensive biodis-
tribution and dosimetry studies whose completion is required before considering human use.

Materials and Methods
Materials

Potato starch was a kind gift from Roquette Freres (Lestrem, France). Sodium metaperiodate,
sodium borohydride, stannous chloride dihydrate (SnCly, 2H,0), sodium gluconate and
cadaverine were purchased from Sigma Aldrich (USA). Medical argon gas was obtained from
Air Liquide Santé (Gentilly, France), and deionized water was delivered by a Milli-Q plus sys-
tem (Merck Millipore, Darmstadt, Germany). Solution of sodium perrhenate ("®¥ReO,) was
obtained by saline elution of a **W/***Re generator (IRE, Belgium) and then concentrated.
Solution of gallium trichloride (**GaCly) is obtained from a **Ge/**Ga generator (50mCi [GG-
100, Eckert&Ziegler, Germany), based on the TiO, resin technology. It is eluted with 5mL of
0.1N HCl solution obtained from HCI 30% suprapure (Merck Millipore, Germany) diluted in
ultrapure water (J.T.Baker, USA). Hydrophilic 5 mm syringe filters were purchased from Sarto-
rius (Palaiseau, France). Sodium acetate trihydrate 1M (pH = 4.1) was provided by Eckert&-
Ziegler (Germany).

Starch-Based MicroParticles (SBMP) synthesis

Microparticles were prepared according to a previously described and patented method [29].
Briefly, native starch microparticles of the desired size were selected by sieving, then oxidized
by sodium periodate to obtain dialdehyde starch. This step allows the grafting of a polyamine
ligand the cadaverine onto the modified starch particles. This grafting is stabilized by a reduc-
tion step with sodium borohydride to obtain the SBMP. Amino functions from the cadaverine
act as the complexant agent for radiometals like *™Tc, '**Re and ®Ga.

Size measurement, Size distribution measurements of the particles were carried out
through a counting analyzer Multisizer 3 Coulter Counter (Beckman Coulter, France). Five to
10 mg of SBMP were suspended in a weak Isoton I electrolyte solution (Beckman Coulter,
France) and drawn through a small aperture (200 pm) until at least 20,000 particles were
counted.

Formulation of starch-based microparticles as ready-to-use kits

Ready-to-use kits were prepared by adding the desired amount of SBMP, 1mL of NaCl 0.9%
and if needed amount of SnCl, and glucenate to a sterile vial according to the different experi-
ments carried out. The microparticles were then lyophilized and kept under vacuum.

Radiochemical purity measurements

Radiochemical purity was assessed according to a previously described method [27]. It consists
of a filtration of 0.5mL to ImL of the labeled microparticles suspension on a 5-pum syringe filter.
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The RCP is determined with the following equation:

Filter activity (MBg) .
RCP (%) = 100
(%) Filter activity (MBq) + Filirate activity (MBq) *

188Re radiolabeling

Determination of the optimal composition of ***Re labeling kits. In order to determine
the influence of each parameter on the RCP different variations of the composition of kits and
labeling conditions have been tested. The SnCl, is a reducing agent required during the radiola-
beling process of the SBMP with 9mTe [27,28] as well as ***Re [16,33-35]. To define the opti-
mal amount needed for the complexation of the '**Re with the SBMP, a range of SnCl, from
50ug to 2mg (i = 3) has been tested on kits containing an amount of 300mg SBMP. Then, the
appropriate quantity of particles was assessed with kits containing 1mg of SnCl, and a variation
from 50 to 400mg of SBMP (7 = 3). Influence of the amount of radiolabeling activity was tested
with 100MBq and 3GBq and kits of 300mg SBMP with Lmg of SnCl, (# = 3). A final optimiza-
tion step was carried out with the addition of a range of sodium gluconate from 0 to 60mg
(n = 3) in the selected 300mg SBMP kits. The gluconate is a weak chelate that allows the forma-
tion of a transitional complex and facilitate the complexation of '**Re with the ligand [36].
Apart from the variations, in most of the experiments SBMP kits have been labeled with about
100MBq of perrhenate, 2mL or 4mL of reaction volume and 30min of vortex agitation (Vor-
tex-Genie 27T, Scientific Industries, USA) before the measure of RCP.

In vitro Stability study. Kits containing 300mg of SBMP, 1mg of SnCl; and 9mg of NaCl
(n = 3) were labeled with 2.5mL of perrhenate (3107 + 422 MBq) followed by a vortex agitation
of 30min. After 1h of radiolabeling the first RCP is measured followed by the measures at 6h
and 24h, in order to determine the stability of the radiolabeling over time. After the first RCP,

2 aliquots of 0.5mL were removed to be incubated either with 4mL of rat plasma during 1h at
37°C or with 4mL of histidine 10®M a metallicion chelator during 3h at room temperature.

%8Ga radiolabeling
Direct labeling with ®®GaCls eluate

Native starch particles labeling: 20mg of native starch particles (n = 3) were labeled with gal-
lium trichloride (GaCls) (552 + 223 MBq) with addition of NaCl or HCI 0.1N if needed to
abtain a 4mL reaction volume and put under vortex agitation. RCP was taken at different time
(5, 10 and 30 min) by filtration.

SBMP labeling: 20mg (1 = 6), 50mg (n = 3) or 100mg (7 = 3) of SBMP and kits (originally
optimized for 9ome radiolabeling [27,28]) containing 100mg of SBMP; 9mg of NaCl and 55ug
of SnCl, were labeled with 4mL of **GaCl; (552+ 120MBq and 785+171MBq for the 100mg
kits) and put under vortex agitation. RCP was taken at different time (5, 10 and 30min).

Optimization of labeling with ®*Ga with addition of pH4.1 buffer. Kits of 20mg of
SBMP and 9mg of NaCl; 50mg of SBMP and kits of 100mg of SBMP and 9mg of NaCl were
labeled with 4mL of ®*GaCl, (522+36MBq) and 0.5mL of sodium acetate trihydrate 1M
(pH4.1) and put under vortex agitation (s = 3). RCP was taken at 5, 10 and 30min. The pH was
measured on RCP filtrate with pH-indicator strips MColorpHast 2.0-9.0 (Merck Millipore,
Germany).

In vitro stability studies. Kits were labeled with 4.5mL of **GaCl; (698+33MBq) under
vortex agitation. After the first measure of the RCP at 5min, 0.5mL of Sodium Acetate
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trihydrate 1M was added to the kit to increase the pH from 1 up to 4 and obtain an injectable
solution. The RCP was monitored at different times (5, 10, 30 (n = 3) and 60min (z = 2)).

Histidine Challenge: Just after the addition of sodium acetate to the kits, ImL of SBMP (i.e.
20mg of microparticles) was incubated with 4mL of histidine (10°M) (Sigma-Aldrich, USA) at
room temperature under vortex agitation during 30min (n = 3). Labeling stability was assessed
by measuring the RCP both before the incubation and during the incubation with histidine at
5, 10 and 30min.

Fetal Bovine Serum (FBS) stability: Likewise, just after the addition of Sodium acetate in the
kits, ImL of SBMP (i.e. 20mg of microparticles) was incubated with 4mL of FBS at room tem-
perature under vortex agitation during 30min (n = 3). FBS is a complex media that contained
among other proteins the transferrin, a natural iron chelator that can also chelate the ion Ga™.
The RCP was monitored before and after the incubation with FBS (5, 10 and 30min).

In vivo studies

Ethic Statement. All experimental procedures and protocols used in this investigation
were reviewed and approved by the Institutional Animal Care and Use Ethics Committee of
the University of Liége (Belgium). The “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals”,
prepared by the Institute of Laboratory Animal Resources, National Research Council, and
published by the National Academy Press, was followed carefully as well as European and local
legislation. Animal welfare was assessed at least once per day, and all efforts were made to min-
imize animal suffering during the experiments (mainly housing conditions as no suffering
appeared).

HCC induction model. Hepatic carcinogenesis was chemically induced in seven-weeks-
old male Wistar rats weighting 180-296g obtained from the central animal facility of Liége Uni-
versity Hospital (Breeder agreement LA2610359). Diethylnitrosamine (DENA) (Sigma-
Aldrich, USA) was administered in drinking water (100mg/L) during 8 weeks [37]. The ani-
mals were kept in polycarbonate cages containing a disposable polyethylene plastic liner (Tec-
niplast, Italy) with 2 animals per cage in a room with controlled temperature (20-22°C),
humidity (50-70%), and light (12-hour light/dark cycles). Room air was renewed at the rate of
10 vol/hour. Tap water and food were provided ad libitum.

%Ga radiolabeling of SBMP kits. Ready-to-use kits containing 20mg of SBMP, 55ug of
SnCl, and 9mg of NaCl were radiolabeled with 4mL of 8GaCly (626+55MBq) under vortex
agitation. After adding 0.5mL of sodium acetate trihydrate 1M and checking the RCP by filtra-
tion the syringe was filled with the radiolabeled SBMP solution when the RCP has reached at
least 98%. For 2 rats, 100 or 50uL of methylene blue was added in the syringe to facilitate the
following of the radiolabeled solution during injection.

Intra-arterial injection of SBMP labeled with ®*Ga. The totality of the procedure was
realized under general anesthesia until sacrifice. Three rats were successfully injected 10+1
weeks after the end of the induction. Rats were weighted and sequentially anesthetized by i.p.
injection of sodium pentobarbital (60 mg/kg of body weight) (Nembutal sodium solution,
Abbott Laboratories, North Chicago, IL) followed by isoflurane anesthesia (1.5% isoflurane,
3% oxygen, Abbott Laboratories, USA) until euthanasia. The surgical procedure was performed
under aseptic conditions and under a dissecting microscope. A laparotomy was performed to
expose the liver and the hepatic arteries. The celiac trunk, hepatic and gastroduodenal arteries
were identified and all the visible collateral arteries of the hepatic artery ligatured in order to
prevent the particles to spread in other organs than the liver. The injection of the **Ga-SBMP
(21+26MBq) was realized directly in the celiac trunk by using a 27G }2 0.4x13 needle (BD,
USA) connected to a ImL syringe with the aim that the solution reached the hepatic artery and
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the liver. At the moment of perforation the artery was clamped to temporarily stop arterial
flow. The flow was restored during the injection, then after the injection a final ligature of the
celiac trunk was performed. The rat muscular wall and skin were stitched up before the PET/
CT imaging. After final imaging the rat were kept under anesthesia and euthanatized by a lethal
injection of sodium pentobarbital (200 mg/kg of body weight) (Nembutal sodium solution,
Abbott Laboratories, North Chicago, IL). The liver was harvested and preserved in formalin
4% (Q-Path Chemicals, VWR Chemicals, USA).

PET/CT imaging. The in vivo biodistribution of the ®*Ga-SBMP was monitored with a
clinical Gemini TF16 PET/CT scanner (Philips Medical Systems, The Netherlands). Static
image acquisitions were performed 17min=1 after injection of the **Ga-SBMP. Rats were
maintained under isoflurane anesthesia (1.5% isoflurane, 3% oxygen, Abbott Laboratories,
USA) during the acquisition time of 20min. The method of reconstruction used had the TOF
(time-of-flight) capability disabled because of the small size of the animals [38]. Images were
analyzed using PMOD (version 3.607). Volumes-of-interests (VOI) for liver, for non-specific
activity in the intraperitoneal area and for the whole body were set manually with help of isovo-
lumetric tool.

Statistical Analysis

Statistical analyses were conducted using Prism 6.0 software (v6.0f, GraphPad software, La Jolla,
USA). When testing the null hypothesis, a threshold value for p of 0.05 (error o) was chosen to
set statistical difference. Anova test followed by a Tukey’s HSD test was used to perform multiple
comparisons of the RCP means for rhenium-188 and gallium-68 radiolabeling studies.

Results
'88Re radiolabeling of SBMP

To develop the optimal "**Re radiolabeling kit, variation in several parameters were studied
and the RCP was monitored. Thus varied amount of SnCl, needed for the kit was tested along
with the particle quantity, activity and gluconate addition. The SBMP have a mean size of
29.65+11.73pum and 1g of SBMP contains 87.64.10° particles.

A range of SnCl, quantity from 50pg to 2000pg, was tested on 300mg SBMP kits to define
the best reducing conditions for the complexation of 188Re (Fig 1A). The maximal RCP (91.6
+0.9%) was obtained with kits containing 1000ug of SnCl, and was significantly higher to RCP
obtained with 50pg of SnCl, (p<0.0001) and with 500ug of $nCl, (p<0.0018). Adding a greater
amount of SnCl, (2000pg) did not cause a significant change in radiochemical purity
(p = 0.2839). For further studies the amount of SnCl, per kit was therefore set to 1000ug. The
influence of particles quantity on RCP was assessed with increasing amount of SBMP from
50mg to 400mg (Fig 1B). The RCP increases with the quantity of SBMP up to 300mg. The max-
imal RCP (91.6+0.9%) was obtained with kits containing 300mg of SBMP and was significantly
higher to RCP obtained with 50mg of SBMP (p<0.0001), 100mg of SBMP (p<0.0001) and
200mg of SBMP (p<0.0321). Adding a higher amount of SBMP (400mg) did not cause signifi-
cant change in radiochemical purity (p = 0.742).

This composition of 300mg of SBMP and 1mg of SnCl, was chosen to conduct the further
investigations. The ability of the SBMP kit to complex high activity of '**Re was tested (Fig
1C). The RCP were not significantly different (p = 0.4602) whether the radiolabeling studies
were conducted with high (3097+£345MBq) or low (116+16MBq) activities.

Kits containing 300mg of SBMP; 1mg of SnCl, were labeled with 3GBq of perrhenate and
underwent stability study over time and competition tests in rat plasma and histidine 10*M a
metallic ion chelator (Table 1). The radiolabeling is stable over time and in competition.
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Fig 1. Influence on the RCP of several parameters during the "®*Re radiclabeling of SBMP. (a) RCP of 300mg
SBMP radiolabeled kits with varied amount of 8nCls. (b) RCP of 1mg SnCl, radiolabeled kits with varied amount of
SBMP. (c) RCP of 300mg SBMP, 1mg SnCl; kits with varied amount of activity. (d) RCP of 300mg SBMP, 1mg SnCl,
Kits with varied amount of gluconate.

doi:10.1371/journal.pone.0164626.9001

In order to optimize radiolabeling of the SBMP kit, the influence of addition of gluconate to
the kit was tested (Fig 1D). The RCP reached 96.4+0.1% with the addition of 30mg of gluconate
and was significantly superior to the addition to the SBMP kit of 10mg of gluconate
(p = 0.0013), 60mg of gluconate (p = 0.0071) or no gluconate (p = 0.0011).

58Ga radiclabeling of SBMP

The study of complexation of ®*Ga by microparticles was first carried out by using directly a
%4GaCl, eluate without any buffer at room temperature (Fig 2A). The kinetic over time of the
radiolabeling of **Ga was monitored with the measure of the RCP 5min, 10min and 30min
after the beginning of the radiolabeling reaction. As shown on Fig 2A native starch particles
does not react with **Ga since the RCP does not reach 3%, whereas SBMP were successfully
radiolabeled. Using direct labeling from **GaCl; eluate the quantity of SBMP had an influence
on the RCP. Indeed the RCP kinetic of 20mg of SBMP radiolabeled with **GaCls was slow and
the maximal RCP did not reach 70% giving a RCP between 35.6+26.1% and 61.6+25.6% (Fig
2A). The radiolabeling improved when using a kit containing 50mg of microparticles, with a
RCP =91.7+1.0% after 10min of reaction, and reached a RCP = 94.5+0.3% after increasing the

Table 1. Stability over time and competitions tests of 300mg SBMP kits with 1mg of SnCl, radiolabeled by "®*Re.

Stability over time Competition test

Time after radiolabeling (h) Incubation time

1 6 24 Rat plasma +1h Histidine +3h
RCP (%) 88.8+0.5 88.0+0.7 83.845.4 84.4+1.5 83.7+1.3

doi:10.1371/journal pone.0164626 1001
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Fig 2. 5®Ga radiolabeling of SBMP. (a) Direct radiolabeling of varied amount of SBMP or native starch with ®*GaCl, eluate. (b)
Optimization of ®®Ga radiclabeling of varied amount of SBMP with addition of 0.5mL of sodium acetate trihydrate 1M (pH4.1).

doi:10.1371/journal.pone.0164626.g002

time of reaction to 30 min (p = 0.0218). However an even better kinetics of labeling reaction
was obtained with kits containing 100mg of SBMP as the RCP reached 98.7+0.2% after 10min
of reaction (p = 0.0001) and was maximal (99.1+0.1%] after 30min (p = 0.0002). We observed
a similar kinetic with 100mg SBMP kits already optimized for the “*™Ic containing 55pg of
SnCly, the reducing agent needed for *™Tc or '"*Re [16,33-35].

The optimized radiolabeling of SBMP by **Ga was achieved by adding sodium acetate trihy-
drate 1M (pH = 4.1} in the kit just after the addition of 58Ga eluate (Fig 2R). These labeling condi-
tions allowed a high and stable kinetic of radiolabeling with RCP>95% from 5min and >99%
from 10min for whatever was the amount of microparticles in the kit with no statistical difference
between 20mg, 50mg and 100mg. For the same amount of sodium acetate trihydrate (0.5mL), we
observed slight variations in the pH according to the quantity of SBMP with a pH ranging from
3.0-3.6 for 20mg; 3.9 for 50mg and a suitable pH for injection of 4.0 with 100mg of SBMP.

In vitro stability studies (Table 2) showed a stable radiolabeling with a high RCP of almost
100% both in a complex media such as Fetal Bovine Serurn and also in histidine solution a metal-
lic ion chelator. This study mimics the stability in blood after injection. As control the RCP was
monitored in parallel with the unchallenged SBMP up to 60min and the RCP was also >>99%.

In vivo studies of the ®®Ga-SBMP

A bioevaluation of the **Ga-SBMP was carried out in 3 rats induced with a carcinogen to
develop HCC tumor, as a preliminary study of the SIRTs pre-therapeutic diagnostic step, in
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Table 2. In vitro stability studies: °®Ga radiolabeling of 100mg SBMP kit with 55pg of SnCl,.

Radiolabeling time

Stability over time

Incubation time

Histidine competition

FBS competition
doi:10.1371/journal.pone.0164626.t002

Radiochemical purity

5 min 10 min 30 min 60min
95.6+2.2% 99.7+0.1% 99.9+0.1% 99.9% (100%; 99.8%)
5min 10min 30min
99.6+0.2% 99.8+0.1% | 99.8+0.1%
99.310.2% 99.5+0.1% 99.2+0.1%

order to evaluate the behavior, stability and biodistribution of the particles in vivo (Fig 3). For
this experiment, kits of 20mg of SBMP (optimized for **Tc labeling i.e. with 55ug of SnCl,)
were labeled with 626 MBq+55MBq with addition of 0.5mL of sodium acetate trihydrate IM

Macroscopic view
of the liver

PET Fused Fused PET/CT ROI (Fused

cl (5%) PET/CT MIP (PET 5%) PET/CT)

Rat n°1

Fig 3. PET/CT imaging of DENA-induced rats injected intra-arterially with °*Ga-SBMP and macroscopic view of the liver. On the
macroscopic view, (open abdominal view) the major tumors nodules are identified by white arrowheads for the rat n°3 and for the rat n’8 the dashed
line delimits the upper tumorous part of the liver. In the column displaying the ROI on the corresponding PET/CT slice: the orange RO/ corresponds to
the liver, the green one to the intraperitoneal area and the pink one to the activity counted as the rest of the body. Abbreviations: CT (Computed
Tomography); PET (Positron Emission Tomography); MIP (Maximum Intensity Projection) and ROI (Region of Interest).

doi:10.1371/journal.pone.0164626.9003
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(pH = 4.1) with a RCP>98%. The PET/CT imaging shows that all injections resulted in the
particles being locally gathered in the liver with no spreading throughout the body (Fig 3). This
is confirmed by the PET biodistribution analysis: the **Ga-SBMP are concentrated in the liver
with a mean of 96.4+0.9% (rat n°1: 97.4%; n°2: 96.3% and n°3: 95.6%) of the total activity in
the rat, with the rest of the activity in the intraperitoneal area surrounding the liver with a
mean of 3.4+1.2% (rat n°1: 2.1%; n°2: 3.7% and n°3: 4.4%). No activity was found in the rest of
the body (mean of 0.2+0.3% with rat n°1: 0.5% and the 2 others rats: 0.0%). Previous studies
have shown that the intravenous injection of the SBMP results in a biodistribution in the lungs
with all of the microparticles trapped in the lungs capillaries [27]. Since no activity in the lungs
was observed, this supports a stability of the SBMP and the fact that they stay confined to the
liver microvasculature with no recirculation. The macroscopic aspect of the liver showed that
among the 3 rats, one of them did not present any lesions (rat n°1) despite the DENA induc-
tion. The second rat (n°2) had well defined tumor nodules rather large with several smaller
lesions across the whole liver with a surrounding parenchyma with a smooth aspect. The rat
n°3 displayed a widely spread HCC in the left lobes of the liver with a granular aspect while the
right lobe was not affected by tumor. The radiolabeled particles in the rat without any lesion
(n°1) were distributed homogeneously throughout the whole liver whereas the activity in the
two other rats was found mostly in the tumorous parts of the liver (Fig 3).

Discussion

In the context of HCC, the development of a unique radiolabeled vector for both the pre-thera-
peutic evaluation (**Ga-SBMP) and the treatment itself {'**Re-SBMP), could solve the issues of
miscorrelation in the biodistribution encountered in the clinical practice when using **™Tc-
MAA and the 90Y—microspheres [11,18,21,22].

The size of SBMP vary from 7 to 60pum with a mean of 30um [27,28]. The average size is
comparable to the **Y-micropsheres currently used in SIRT. However the size distribution
of the SBMP is different, with some smaller particles, which theoretically could lead to a distri-
bution further downstream in the liver microvasculature. This may favorably modify the
microscopic dosimetry but this aspect will require appropriate comparative studies with **Y-
microparticles. By their non-human and non-animal origins they avoid risk of disease trans-
mission. The range of tissue penetration and E,,, is similar between %Y and ‘**Re. The *"Y
(Emax = 2.3 MeV) have a maximum range of 12mm and a mean of 2.8mm while the 58 Re
(Ernax = 2.1 MeV) have a maximum range of 11mm and a mean of 2.4mm [39,16]. 188Re half-
life is shorter than **Y (17.0 h versus 64.1 h respectively). However, contrary to 2%, a pure beta
emitter, the '**Re has the advantage to possess a gamma emission with a similar energy than
T (B *™Tc] = 140keV and E,,,.["**Re| = 155keV, 15% [16,39]) allowing a SPECT
imaging of the particles after the injection in an easiest way than with *°Y. Post-treatment
imaging is important in order to evaluate the accurate delivery of the therapeutic dose: verify
the distribution of the particles, the absence of extrahepatic deposition and predict the treat-
ment efficacy [20,40-42]. ™Y can be indirectly imaged by SPECT through bremsstrahlung
radiations that are created when the § particles interact with the matter, but with poor spatial
resolution and result only in approximate evaluation. A gain in resolution can be gained with
PET by imaging the very small amount of positron (0.003%) emitted through the decay of Y
[43-47]. The direct imaging of '*Re could offer an easier and better quantitative assessment.

Our previous study has demonstrated that SBMP was not sensible to the enzymatic degra-
dation by the alpha-amylase [28]. In the lungs the half-life of SBMP approached 3h due to
mechanical degradation with the forces of friction encountered in the lungs. It is an advantage
for patients in lung perfusion scintigraphy, since the time for the acquisition is already
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sufficient. These forces of friction are not present in the liver and we did not observe any SBMP
degradation in vitro or in vivo during our investigations. However the in vivo stability of the
compounds is of primary importance, especially considering the therapeutic one, i.e. the SBMP
radiolabeled with "®*Re, and further investigation in animal models is needed.

The optimized '®Re dedicated kits (300mg of SBMB, 1mg of $SnCl,, 9mg of NaCl and 30mg
of gluconate) contain a higher quantity of SnCl, than PmTe dedicated kits (1mg versus 55pg);
this is due to the fact that perrhenate is more difficult to reduce than perrtechnetate [16,33].
The addition of 30mg of gluconate in the kits seems to help the reaction of complexation. The
gluconate is a weak chelate that can form transitional complex with the perrhenate and reduce
its oxidation state to facilitate the complexation [36].

The SBMP kit offers advantages and flexibility. The '**Re is easily available from in-house
generator and cost-effective [48-50]. The production of the **Y-microspheres depends directly
of a cyclotron and currently their very high cost is a challenge for a broader use [39,48]. More-
over the '®*Re labeling process of SBMP is fast, performed at room temperature and the activity
per particles can be varied and adjusted according to the amount of activity put into the kit.
The '™Re kit of 300mg contains approximately 26 million of particles. With a RCP of 96.4%
and perrhenate elution activities between 3GBq and 22GBq [48], theoretical specific activity of
SBMP may range from 114Bq/particle to 811Bq/particle. This places the SBMP between the
SIR-Sphere®: (50Bq/particle) and the TheraSphere(®: (2500Bq/particle) [17,18,20,51]. They
offer an intermediate alternative to overcome the limitations encountered in some cases with
the two clinical devices. The lower specific activity of SIR-Sphere(i imply a higher number of
particles injected (approximately 40-80 million microspheres per treatment) and this could
lead to the saturation of the entire vascular bed with an incomplete administration of the thera-
peutic dose [51-53] and a potential limitation of effect of the radiations due to hypoxia. Indeed,
oxygenated cells are more sensible to the radiations than hypoxic cells [54,55]. On the contrary,
TheraSphere R have a high specific activity per microsphere, hence a lower number of particles
needed for treatment (approximately 2—4 million microspheres) [51]. This prevent the prob-
lems of saturation and the oxygenation is maintained [56] but an inadequate coverage of the
tumor volume could occur [51-53]. The aim of an ideal device would be to obtain an optimal
balance between the number of particles (the embolic effect) and the therapeutic dose injected
(the radioactive effect) [53] to achieve a good biodistribution (coverage of all the tumor volume
by the particles) without reaching a saturated state of the entire vascular bed that would pre-
vent the full administration of the intended dose [51,57]. The characteristics of the "**Re-
SBMP kit constitute a promising alternative for the SIRT of HCC.

SBMP kits for the *™Tc radiolabeling have already been optimized for lung perfusion scin-
tigraphy but our results prove that they are also very appropriate for the radiolabeling with
%%Ga. Furthermore the **Ga radiolabeling of the SBMP is an improvement in the development
of an optimized radiotheranostic vector for SIRT. In comparison to the clinically used **™Te-
MAA, the ®*Ga-SBMP provides two advantages: (i) the vector is the same for the pre-therapeu-
tic step and the therapy (SBMP), and (ii) %8Ga allows the use of PET which is more accurate for
dosimetry than SPECT, with better sensitivity and spatial resolution [30-32]. Hence, the use of
*8Ga-SBMP would provide a more precise and quantitative assessment of the biodistribution,
thus allowing for improved individual dosimetry and therapy planning. The use of **™Tc-
SBMP instead of **Ga-SBMP is also possible for the pre-therapeutic step if no PET is available,
but the **Ga-SBMP should be preferred when both SPECT and PET are available.

The fact that native starch are not labeled by ®®Ga highlights the importance of the ligand
grafted onto the SBMP for the radiometals’ chelation. The ligand, a polyamine, allows the com-
plexation of both the 135p e (most likely in its +5 oxidation form) and the %8Ga (in +3 oxidation
state) by the numerous nitrogen atoms that create good conditions as hard donors for chelation
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[58,16,59]. The labeling of SBMP by **Ga with a RCP=95% or higher was achieved with several
labeling conditions, at room temperature and within 5 min of reaction. In the case of direct
radiolabeling the higher and stable RCP>>98% were obtained with 100mg of SBMP only, corre-
sponding to 8.8 million of particles. The direct radiolabeling of 100mg kits dedicated to **™Tc
containing 55ug of SnCl, was also successful with a slightly slower kinetic that can be due to
the reducing agent. The optimized labeling conditions were attained with the addition of
sodium acetate trihydrate 1M, a pH = 4.1 buffer. Not only has it allowed to optimize the **Ga
radiolabeling of all SBMP quantities tested but with the increased pH of the radiolabeled solu-
tion, it is thereby injectable. The ligand grafted onto the SBMP, the cadaverine is very basic,
hence variations in pH were observed with the same volume of acetate added. With a greater
amount of SBMP the amount of acetate required to reach pH that is acceptable for injection is
lower, as shown with the 100mg SBMP kits. With acetate condition even the 20mg kits could
(without or with SnCl, in the case of the in vivo study) attain a RCP>95% and even higher,
whereas it only reached 60% of RCP after 30min with direct labeling. Again the kinetic is faster
and reaches higher RCP without SnCl,. During our investigations we have observed that the
best way to obtain the higher RCP was to add the acetate just after the % GaCl; and not before.
The in vitro stability studies consistently showed a very stable labeling, as we never observed
any decrease in the RCP after the maximum value is reached. During our investigation we did
not see any influence of the amount of activity on the RCP as seen with perrhenate. The activity
tested ranged from 367 up to 930MBq that correspond to the range obtained through the life of
the **Ge/**Ga generator.

The in vivo preliminary study was carried out in rats induced with DENA, a chemical car-
cinogen to develop HCC, this model offer the advantage of being histopathologically similar to
human [60-62]. Thus the HCC nodules would be irrigated by arteries whereas the healthy
parenchyma is irrigated by the venous system. However, the disadvantage of this model is its
small size, particularly for interventional endovascular procedures. This first in vivo test was
performed as a very preliminary evaluation of the biodistribution and stability of the SBMP
after the intra-arterial injection. The **Ga-SBMP were used for this first preliminary study in
rats, as it would first be used in the pre-therapeutic step of SIRT for diagnostic, dosimetry and
therapy planning purpose. In this context, we did not use the 188Re since as a therapeutic radio-
nuclide it would leads to radioprotection constraints too demanding for an initial preclinical
evaluation. Moreover it should be noted that the intra-arterial injection in the rat model is a
major technical challenge in itself. In place of the catheterization of the femoral artery via
angiographic monitoring [15], a surgical intervention was carried out with ligature of the col-
lateral arteries except the hepatic artery. The direct injection of the radiolabeled particles into
the celiac trunk was difficult. One problem encountered when injecting the particles was the
tendency of SBMP to easily sediment on the syringe by gravity. Like the ?Y_microspheres used
clinically [42,51] they are microparticles in suspension and like every microparticles easily sedi-
ment in time without agitation. To perform the injection of the **Y-microspheres, dedicated
infusion-sets for TheraSphere(®: and SIR-Sphere(®: have been conceived. These sets allow a
slow perfusion matching the hepatic arterial flow rate [51] with a right suspension of the parti-
cles preventing sedimentation. However in our case, the difficulty is that no agitation can be
done during the injection if the particles sediment again. The clinical infusion-sets are not
appropriate to be used with a rat model. Thus injected activity and quantity of particles varied
from one rat to another. A maximal activity of 51MBq was successfully injected in the last rat
(n°3) after a continuous agitation of the particles in the syringe just before injection. For all the
injections there was no spreading of the radiolabeled solution outside the artery except for the
rat n°2 for which a part of the solution has extravasated to the abdominal cavity due to a slight
damage of the celiac trunk during the injection. The extravasated solution being colored could
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be mostly removed. All injections resulted in the ®*Ga-SBMP being locally gathered in the liver
with more than 95% of the total activity. Moreover in the rats which developed the HCC, the
activity was particularly found in the tumorous parts of the liver. This can be explained by the
use of intra-arterial injection and the fact that liver tumors are irrigated mostly by the arteries
whereas healthy parenchyma is irrigated by the venous system [12-15]. In the rat (n°1) no
change in the blood supply occurred since no carcinogenesis developed [63]. This explains the
homogeneous distribution of the particles observed in the liver. Moreover when injected intra-
venously, SBMP are trapped in the lungs capillaries [27]. No activity was found in the lungs,
supporting the fact that SBMP do not recirculate. The activity observed in the rest of the body
is negligible in the rat n°1 (0.5%) and is not observed in the other rats. The limited intraperito-
neal activity may be due to thin non-ligatured collateral arteries that were not recognized dur-
ing the surgery. The outcome of the injection is dependent of the success of the ligature of all
the small collateral arteries. In some cases the ligature of all the collateral is difficult or even
impossible. In any event, the results support the preliminary study that the particles are depos-
ited in the liver since no activity was found that could be explained by blood distribution
beyond the liver arterial circulation.

As observed previously, due to the difficulty of the intra-arterial injection in a small size
model such as the rat, further studies need to be conducted in a bigger model, more appropriate
to the interventional procedures. Hence, in perspective, in order to lead this work toward the
clinic, further preclinical biodistribution and efﬂcacy studies will be carried out in the rabbit
with the VX2 model [64]. The injection would be easier in the femoral artery with the use of
angiography.

Conclusion

"This work shows that the SBMP is a promising new theranostic agent for the SIRT of HCC.
They can be labeled by 3 different radionuclides, M 127,28], ®Ga and **Re, at room tem-
perature with fast labeling, with the potential of being used with SPECT and PET as well as for
therapeutic purpose.
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Chapitre 3 - Discussion : Perspective pour le développement des
SBMP vers la clinique

1. Introduction

Le cancer du foie est un cancer courant. C'est la seconde cause de mortalité par cancer chez les
hommes. Malgré les différentes thérapies existantes trés peu sont curatives. La résection chirurgicale
et la transplantation hépatique sont en effet non applicables chez la plupart des patients au moment
de leur diagnostic qui est bien souvent tardif. La recherche concernant I'amélioration des traitements

curatifs ou palliatifs du cancer du foie est donc importante.

La SIRT est une technique assez récente, qui apporte une amélioration dans les traitements
palliatifs du CHC, et dans ce contexte le développement des SBMP en tant que nouvel outil

théranostique apporte des améliorations aux problémes rencontrés actuellement.

La SIRT permet notamment aux patients en attente de chirurgie ou de transplantation de maintenir
le contréle de la croissance tumorale ou de permettre a des patients de rentrer dans les criteres de

transplantation (criteres de Milan) dans le cadre d’une procédure de downstaging.

Elle propose une alternative a la chimioembolisation transartérielle, considérée comme le
traitement de référence historique pour les patients atteints de tumeurs hépatiques qui ne peuvent
pas étre pris en charge chirurgicalement. Particulierement dans le cas de patients présentant une
thrombose de la veine porte qui est une contre-indication au traitement par chimioembolisation

transartérielle.

De plus, la SIRT est plutot bien tolérée et ne nécessite pas I'hospitalisation du patient
contrairement a la chimioembolisation transartérielle qui nécéssite notamment la gestion des

complications post-traitement qui semblent plus prononcées par rapport a la SIRT.
Cependant il reste des problemes a améliorer :

- Probléeme de différences de biodistribution entre I'étape pré-thérapeutique avec
I'injection des macro-agrégats d’albumine marqués au ™Tc, et le traitement en lui-méme
avec l'injection des microsphéres d’°°V, liées a la différence de taille et de morphologie des
deux vecteurs utilisés.

- Le phénomene de saturation du lit vasculaire rencontré parfois avec les SIR-Spheres®, du
fait du grand nombre de particules injectées au cours du traitement, du fait de la faible

activité spécifique (50 Bg/sphere).
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- Lefait que parfois toute la zone tumorale ciblée ne soit pas couverte par la biodistribution
des TheraSphere®, étant donné le faible nombre de particules injectées di a une activité
spécifique élevée.

- Traitement colteux.

- Limagerie post-traitement indirecte de I'yttrium-90 par I'imagerie bremsstrahlung non-
optimale ou par TEP (long temps d’acquisition nécessaire d{ au tres faible taux de positons
émis par I'°Y).

- Les MAA sont d’origine humaine et portent le risque potentiel de transmission de maladie

telle que Creutzfeld-Jakob.

C’est pourquoi plusieurs systémes sont en développement afin d’améliorer la technique.

2. Systemes en développement pour la SIRT

De nombreux systémes microparticulaires ont été développées pour essayer d’améliorer
I’évaluation pré-traitement de la SIRT et le suivi post-injection avec notamment des microparticules
marquées par des émetteurs de positons pour le diagnostic et par des radionucléides émetteurs a la
fois rayonnements B~ et de rayonnements y (e.g. : ®8Re ou *®Ho) pour le traitement et le suivi apreés

traitement.

2.1. Microparticules pour le diagnostic

L'étude de la biodistribution des microparticules injectées par voie intra-artérielle permet la
détection des shunts artério-veineux lors de I'étape pré-thérapeutique de la radioembolisation trans-
artérielle. L'idéal étant que la méme microparticule soit utilisée pour I'étape pré-thérapeutique avec
un radiomarquage par un radionucléide émetteur de rayonnement y pour I'imagerie TEMP, ou mieux
B* pour I'imagerie TEP. Des alternatives aux *"Tc-MAA ont donc été développées telles que les
microparticules d’albumine sérique humaine (HSA) marquées au %®Ga qui peuvent également étre
marquées au %8Re pour la thérapie. Afin d’obtenir un gain de résolution spatiale, une meilleure
sensibilité et une meilleure quantification du signal grace a l'imagerie TEP [80,88,361], le

radiomarquage des MAA par le 8Ga a également été développé.

2.1.1. Marquage des MAA par des radionucléides émetteurs de positons
(°®Ga et *F) pour la TEP

2.1.1.1. *3Ga-MAA

Les macroagrégats d’albumine sérique humaine marqués au *™Tc (®*™Tc-MAA) sont
actuellement utilisés dans I'étape pré-thérapeutique de la SIRT comme simulation du traitement par

les microsphéres d’°°Y pour mimer leur biodistribution. Mais leur premiére utilisation, qui est toujours
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d’actualité, s’applique aux études de perfusion pulmonaire. Les ®™Tc-MAA sont disponibles depuis
longtemps pour la scintigraphie pulmonaire et constituent la technique standard actuelle
[358,373,374]. Elles ont été introduites en clinique dans le milieu des années 1960, la premiere
imagerie de perfusion pulmonaire a été réalisée par Wagner et al. [375] en 1964 avec I'utilisation de

MAA marqués a I''31] [374].

Les MAA sont obtenus par chauffage a 80-90°C d’'un mélange d’albumine sérique humaine et
de chlorure d’étain ou de tartrate dans un tampon acétate pH 5. Plusieurs kits commerciaux sont
disponibles pour le marquage par ajout de perrtechnétate [83]. Le marquage se fait par co-
précipitation [361]. Les MAA ont une taille irréguliére comprise entre 10 et 100 um (les particules ne
dépassent pas 150 um) avec une moyenne de 35 um [83,175]. Le premier kit lyophilisé pour la

préparation des ¥™Tc-MAA a été créé en 1974 [376].

Avec l'arrivée de I'imagerie TEP, qui a une meilleure sensibilité et résolution par rapport a la
TEMP [80,88,361], le développement du marquage des MAA par un émetteur de positons comme le
8Ga a donc été entrepris dans plusieurs études [131,376—379]. Le premier marquage des MAA par le
8Ga (par précipitation a la surface des particules également [361]) a été réalisé en 1989 [377], mais
n’a pas été utilisé a cause du manque de disponibilité des TEP et de la fiabilité des générateurs de
8Ge/%®Ga a ce moment [376]. Mais I'intérét est aujourd’hui revenu pour le marquage des MAA par le
®8Ga. D’ailleurs des études récentes ont été réalisées chez ’homme avec des %8Ga-MAA pour I'étude

de la perfusion pulmonaire [374,380-382].

Le radiomarquage par le ®8Ga (ou le ¥F) des kits commerciaux des MAA et des HSA (présentées
dans le paragraphe 2.1.2 suivant) nécessite d’enlever les additifs nécessaires au marquage par le ®™Tc
tels que le chlorure d’étain avant le marquage par le %8Ga qui se fait par chauffage a 75°C 3 pH 4

pendant 20 min [374].

2.1.1.2. B¥F-MAA

Dans le but d’utiliser les avantages de la TEP par rapport a la TEMP, I'émetteur de positon le
plus utilisé en médecine nucléaire le fluor-18 (*¥F ; ti2 = 110 min ; Emax = 0,64 MeV) a été utilisé dans
une étude par Wu et al. [383] pour marquer les MAA. Le marquage des MAA par le ¥F n’est pas direct,
il se fait a I'aide d’un groupement prosthétique, le N-succinimidyl 4-8F-fluorobenzoate (*®F-SFB). Les
groupements prosthétiques (ou agents de radiomarquage bifonctionnels) sont souvent utilisés pour
marquer des protéines ou des peptides sensibles aux conditions de marquage. Cependant, la plupart
des ligands prosthétiques ne sont pas idéaux pour une utilisation en clinique car leur obtention

requiere beaucoup de temps et de travail avec des processus de purification fastidieux [384].
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Une premiére procédure en 3 étapes permet de marquer le F au SFB, qui peut ensuite étre
facilement couplé a la biomolécule d’intérét dans des conditions de réaction plus douce. Le ¥F-SFB
forme un lien avec la biomolécule par les fonctions amines. Ces ligands prosthétiques permettent
d’éviter les conditions difficiles (hautes températures, conditions tres basiques) d’'un marquage direct
au 8F qui risque de dénaturer les biomolécules que I'on souhaite marquer [385]. Une fois le 8F-SFB
obtenu, une réaction de chauffage (45°C; 5 min ; pH 8,5) permet la conjugaison de celui-ci aux MAA
(avec un rendement de conjugaison de 58 %). Le marquage des ®F-MAA est réalisé en 60 min avec un
rendement radiochimique de 30-35 % et une pureté radiochimique supérieure a 95%. Les 8F-MAA ont
été injectées chez des rats porteurs de tumeurs hépatiques N1S1, et leur biodistribution est corrélée
a celle des ®™Tc-MAA. Leur utilisation pourrait améliorer la précision de la dosimétrie pour la SIRT

[252].

2.1.2. Microparticules d’albumine sérique humaine (HSA) marquées au
%8Ga ou au **"Tc : %®Ga-HSA ou " Tc-HSA

Les microparticules d’albumine sérique humaine (HSA) sont une alternative aux MAA pour les
études de perfusion pulmonaire notamment [358] et ont été tres utilisées en médecine nucléaire
clinique, plus particulierement pour la scintigraphie des poumons depuis 1969 [108,386]. Leur
utilisation a été remplacée par les #®°™Tc-MAA plus performants pour I'étude de la perfusion
pulmonaire [377]. Elles sont biocompatibles, biodégradables et non-toxique comme les MAA. De plus,
elles présentent I'avantage d’avoir une taille uniforme (diametre moyen de 25um ; gamme de 15 a
37 um) par rapport aux macroagrégats [387,388]. Elles peuvent également étre marquées au *"Tc.
Une étude récente [389] a d’ailleurs comparé la stabilité hépatique et pulmonaire des *"Tc-MAA et
des ®™Tc-HSA comme vecteur de I'étape de pré-radioembolisation hépatique, avec les microsphéres
d’%Y chez 24 patients. L'étude a montré une meilleure stabilité des *™Tc-HSA dans les deux
compartiments et a conclu que les HSA étaient donc plus fiable pour la détermination des shunts
hépatopulmonaires. De la méme maniére qu’avec les MAA, le marquage au %®Ga des HSA a été
développé dans le but de pouvoir les utiliser en TEP [373,390-393]. Ces études ont commencé dans
les années 1970. Le marquage des HSA par le ®8Ga se fait soit par co-précipitation a la surface des
particules comme pour les MAA [374], soit par complexation d’un chélateur tel que le DOTA [390]

greffé sur les HSA [361] et nécessite une étape de chauffage.

Cependant les MAA et les microparticules d’"HSA sont tous les deux des dérivés du sang et sont
donc porteur du risque théorique de transmission de la maladie de Creutzfeldt-Jakob [358]. Il est donc

intéressant de développer des vecteurs ne comportant pas ce risque.
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2.2. Microparticules pour la thérapie

Dans le but de pallier a certains problemes, rencontrés avec les systémes de radioembolisation
des tumeurs hépatiques actuellement utilisés en clinique, plusieurs systéemes microparticulaires ont
été développés pour la radiothérapie interne des tumeurs hépatiques : colloides, polyméres et
microspheres de différents matériaux. Les systemes particulaires (diametre de 20-50 um [235,394])
sont intéressants pour la radioembolisation des tumeurs hépatiques. Ceci est d{ a la particularité des
tumeurs hépatiques (apport sanguin artériel et hypervascularisation) et au mode d’action de ces
microparticules lorsqu’elles sont injectées par voie intra-artérielle. Elles se logent préférentiellement
dans les petites artéeres et les sinusoides capillaires constituant le réseau hypervasculaire des tumeurs
hépatiques et permettent ainsi leur irradiation avec des doses de radiations 20 a 30 fois supérieures a

celles obtenues par irradiation externe [112,395].

2.2.1. Microsphéres de verre marquées au phosphore-32 (*’P)

Le phosphore-32 (32P) (t12 = 14,3 jours) est un radionucléide qui émet des rayonnements B~ de
haute énergie (Emax = 1,71 MeV) et qui n’émet pas de rayonnements 7. Le **P est donc un émetteur [°
pur comme "%, il peut donc étre imagé de maniére indirecte en TEMP grace aux rayonnements de
bremsstrahlung créés lors de I'interaction des B~ avec la matiere [396]. Il a un parcours au sein des
tissus de 2,2 mm en moyenne pour un maximum de 7,9 mm. C’est le premier radionucléide qui a été
utilisé comme traitement de la leucémie [145,159,395]. Il a également été utilisé dés le début des
années 1970 pour le traitement du CHC et des métastases du foie sous forme de colloides d’albumine

marqués au 3P [395].

D’une maniére similaire au TheraSphere®, du phosphore non radioactif (3!P) est incorporé dans
la matrice de verre et les microparticules de verre de taille comprise entre 46 et 76 pum sont formées.
Le 3P est ensuite activé en 32P par bombardement neutronique. Les particules ont une activité
spécifique de 550-3700 MBq.g™. Elles sont ensuite mises en suspension dans de I'huile iodée ultra-
fluide ou une solution de glucose a 50 % a une concentration de 100 mg.mL™ avant administration

[397-399].

Dans plusieurs études préclinique ou clinique pour le traitement des tumeurs hépatiques,
I’administration des microparticules de 3?P se fait par implantation locale et non pas par injection trans-
artérielle. Par exemple, I'étude de Wang et al. a investigué |'effet préventif de microspheres de verre
marquées au 32P, contre la récurrence du CHC chez des patients ayant subi une résection de CHC massif

[397]. Un morceau d’éponge de gélatine est imprégné de la solution de microsphéres de 3%P et est
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placé au niveau de la zone de résection hépatique. L'étude a montré une diminution des récurrences

tumorales post-résection et une augmentation de la survie globale.

Plusieurs études de radioembolisation des tumeurs hépatiques par les microsphéres de 3P
chez des patients ont été réalisées en Chine [400-402]. Liu L. et al. [399] ont réalisé une étude de
I'efficacité et de la toxicité des microsphéres de 3P chez des souris porteuses de tumeurs
xénogreffrées, des cochons sains, mais aussi chez 111 patients atteints de cancers hépatiques
(primaires ou secondaires). Les microsphéres de 3P ont été administrées par voie intra-artérielle chez
les cochons et les patients, alors qu’une implantation locale au coeur de la tumeur a été effectuée chez
les souris. Les patients ont été divisés en 3 groupes : un groupe A recevant les microsphéeres de
32p (n = 30) ; un groupe B recevant les microsphéres de 32P et une demi-dose de chimioembolisation
transartérielle (n =49) et un groupe C recevant uniquement le traitement par chimioembolisation
trans-artérielle (n=19). Les résultats des groupes traités par microsphéres de 32P (groupe A) et par
chimioembolisation trans-artérielle (groupe C) étaient similaires, tandis que le groupe B traité par
microsphéres de 32P combinées a la chimioembolisation a eu de meilleurs résultats que le groupe C
traité par chimioembolisation uniquement. Dans le groupe B, I'apparition de nouveaux nodules
tumoraux était moins fréquente et 4 patients ont pu également, suite a une diminution de la taille de
leur tumeur, étre traités par chirurgie. Une autre étude plus récente par Wang X. et al. [396] combinant
I'injection trans-artérielle de microsphéres de *’P et la chimioembolisation a été réalisée chez 25
patients atteints de CHC. Un taux de réponse global de 92 % a été obtenu avec une médiane de survie
globale de 15 mois. L’analyse de la biodistribution des microsphéres de 32P par bremsstralhung a
montré leur accumulation dans les tumeurs. De maniére similaire aux microsphéres d’°°Y, la

planification du traitement pour les microsphéres de 3?P doit se faire a 'aide des ®™Tc-MAA.

2.2.2. Microsphéres de verre radiomarquées au 8Re/ % Re

Ces microspheres de verre ont été développées a la suite d’un premier essai de mise au point
de microparticules biodégradables fait de polymére d’acide polylactique (PLLA) radiomarquées au
rhénium-186 ('®°Re) et rhénium-188 (!%8Re) [403]. Le but était de remédier a trois désavantages

rencontrés avec les microsphéres d’*°Y :

- lefait gu’elles soient non biodégradables une fois la décroissance de I'yttrium-90 ;
- une production longue par bombardement de neutron de I'yttrium-89 et la nécessité
d’utiliser des réacteurs a haut flux ;

- la difficulté d’imager I'yttrium-90 du fait qu’il n’émette pas de rayonnements y.

Cependant malgré une quantité de rhénium importante incorporée, ces microparticules de

PLLA ne sont pas adaptées pour la radioembolisation des tumeurs hépatiques a cause d’'une
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dégradation trop rapide qui est due au processus d’activation du rhénium dans les microparticules, par
bombardement de neutrons. La suite du développement de microparticules marquées au rhénium
pour la radioembolisation des tumeurs hépatiques a donc été le développement de microparticules en

verre [404,405].

Le rhénium-186 (ti2 = 3,8 jours) et le rhénium-188 (ti2 = 17,0 h) sont tous les deux des
émetteurs B (Emax= 1,1 MeV et 2,1 MeV respectivement) avec une émission y de 137,2 keV (9,4 %) et
de 155 keV (15 %) respectivement [182,403—405]. lIs peuvent donc étre tous deux imagés directement
en TEMP. Les microsphéres sont produites d’une maniere similaire aux TheraSphere®, un mélange de
rhénium-185 (37,4 %) et de rhénium-187 (62,6 %) non radioactif (sous forme de poudre de particules
métalliques de ReQ;) est incorporé dans la matrice de verre par frittage a 1050°C. Une fois les
microsphéres de verre (de 25-32 um de diamétre, pour une densité de 2,9 g.mL?) fabriquées (par
sphéroidisation a la flamme), le rhénium est activé par bombardement de neutrons et I'on obtient les
microparticules contenant un mélange de ¥°Re et de 8Re dont I'activité varie en fonction du temps
d’activation [108,404,405]. Pour un temps de bombardement de 1 h, suivi d’un temps de décroissance
de 24h, 'activité spécifique du 8°Re est de 8,9 GBq.g* et du ¥®Re est de 23,3 GBqg.g*. Pour un temps
d’activation de 8 h on obtient : 69,1 GBq.g* pour le ¥°Re et de 279 GBq.g™ pour le ¥Re. Le temps de
bombardement pour obtenir des doses thérapeutiques de rhénium est beaucoup plus court que les
deux semaines minimum nécessaires pour |’activation de I’¥Y en °°Y pour les TheraSphere® [404,405].
Des tests in vitro de stabilité dans du PBS ont montré un tres faible relargage de rhénium (1,2 % aprés

32 jours a 37°C) [404].

Hafeli et al. [405] a injecté par voie intra-artérielle ces microsphéres de verre dans |'artere
hépatique de rats porteurs de tumeurs hépatiques (injection hépatique de cellules tumorales de
I’'hépatome de Novikoff). Les microsphéres ont été retrouvées 7 fois plus dans les tissus tumoraux par
rapport aux tissus sains et une diminution de la croissance tumorale dans le groupe traité par rapport

au groupe controle a été observé.

Le probleme rencontré avec ce type de particules comportant deux isotopes du rhénium est la
différence de demi-vie, d’énergie et de pourcentage au sein des particules, ce qui rend les calculs

dosimétriques difficiles et leur utilisation peu pratique [182].

2.2.3. Microparticules d’albumine sérique humaine marquée au **3Re :
18Re-HSA

Le marquage des HSA au %Re a été développé dans le but d’une utilisation pour la
radiothérapie sélective interne des tumeurs hépatiques d’'une maniere similaire aux microspheres

d’*%y [175,386]. Dans une premiére étude, les ¥Re-HSA étaient produites avec un rendement de
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radiomarquage de 85-90 % stable dans le temps in vitro et in vivo [386]. Le radiomarquage a été
optimisé avec un rendement a 100 %, sous la forme d’un kit de 3 flacons lyophilisés [406] avec un
temps de radiomarquage d’environ 1 h et nécessitant un chauffage a 95°C. Le processus de
radiomarquage (ajout de perrhénate aux microparticules d’HSA en présence de chlorure d’étain) est
un phénomene de co-précipitation de I'étain et du rhénium réduit a la surface des particules
[182,388,406]. Les !%Re-HSA présentent I'avantage d’étre beaucoup moins chéres que les
microsphéres d’°Y et d’étre plus stables in vivo par rapport au lipiodol marqué au ¥®Re avec un

meilleur rendement de radiomarquage [175,407].

Une premiére étude de faisabilité a été réalisée par Liepe et al. [387] chez 10 patients atteints
de CHC ou de métastases de cancer colorectal avec I'administration intra-artérielle de '®Re-HSA (10-
20 GBq). Une réponse partielle a été obtenue chez 2 patients ; une stabilité chez 5 patients et une
progression chez 3 patients. Une deuxieme étude de Nowicki et al. [408], a été réalisée chez une petite
cohorte de 13 patients atteints de CHC ou de métastases de diverses origines avec une survie globale
de 7,1 mois et une survie sans progression de 5,1 mois. Les deux études ont montré que le traitement
était bien toléré et que les 8Re-HSA constituaient une option thérapeutique prometteuse pour la

radioembolisation des tumeurs hépatiques.

Une nouvelle méthode de radiomarquage des HSA par le ®Re a été développée dans une
étude récente de Ni et al. [388] avec I'utilisation de I'ion #Re(l)-tricarbonyle comme précurseur au
marquage (1 h a 95°C) direct des microparticules. Ceci, dans le but d’améliorer la stabilité in vitro des
188Re-HSA qui n’était pas bonne avec le processus de marquage optimisé de Wunderlich et al. [406]
(relargage de I'étain et du rhénium pouvant conduire a des effets secondaires). Le but étant également
de conserver un radiomarquage avec un rendement élevé, sans utiliser I'agent réducteur SnCl,. Une
stabilité in vitro a été obtenue mais le taux de radiomarquage obtenu (> 85 % [388] contre presque
100 % [406]) est plus faible néanmoins. Ces particules ¥Re-HSAM ont été injectés en intra-artériel
chez des rats ayant recus une injection de cellules tumorales N1-S1 dans le foie pour développer la

tumeur, avec plus de 95 % des particules spécifiquement accumulé dans le foie [388].

Des essais de radiomarquages de HSA couplées au chélateur DOTA ont été menées avec
d’autres radionucléides tels que I’°Y et le Y’Lu [390] cependant les résultats obtenus (détachement
radio-induit du chélateur) ne permettent pas une utilisation pour le traitement des tumeurs

hépatiques.

2.2.4. ***Ho-PLLA-MS

Ces microparticules ont été premierement développées au début des années 1990 par

Mumper et al.[409,410] puis par Nijsen et al. [394,411] (avec une plus forte concentration d’"Ho [108])
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pour la radioembolisation des tumeurs hépatiques [182]. Ces microparticules (***Ho-PLLA-MS) sont
faites de polymeére d’acide polylactique (PLLA). De I’holmium-165 stable est incorporé au polymere
sous forme de complexe lipophile au moment de la fabrication des microparticules par extraction de
solvant. Apres tamisage les particules obtenues ont une taille moyenne de 40 um (20-50 pm).
L’holmium-165 est ensuite activé en holmium-166 par irradiation neutronique dans un réacteur

nucléaire de haut flux [194].

L’holmium-166 (***Ho) (t12 = 26,83 h) est un radionucléide émetteur de rayonnements B~ de
haute énergie (Emax= 1,77 et 1,85 MeV), il est aussi émetteur de rayonnements vy (E, = 80,6 keV) ce qui
permet sa visualisation en imagerie TEMP. Il présente également la particularité d’étre
paramagnétique (i.e. qu’il peut devenir magnétique sous l'influence d’un champ magnétique) et peut
donc étre utilisé comme agent de contraste et visualisé en IRM [175]. Il peut également étre imagé en
tomodensitométrie grace a un coefficient d’atténuation plus élevé que I'iode (I’agent de contraste le

plus utilisé) [182].

Plusieurs tests précliniques ont été réalisés : test de biodistribution chez des rats avec une
biodistribution des particules confinée au foie et une concentration tumorale 6 fois supérieure a la
partie saine [194]; test de biodistribution et de la faisabilité d’'imagerie IRM chez le lapin VX2
[412,413] ; test d’efficacité chez le modele de tumeur VX2 chez le lapin qui a montré un arrét de la
croissance tumorale [182] et test de toxicité chez le porc sain sans effets secondaires observés si

|"administration est bien réalisée [244].

L'injection d’une petite dose (« scout dose ») de particules d’'®®*Ho-PLLA-MS, pour une
utilisation en pré-thérapeutique, afin de prédire la biodistribution des particules lors du traitement des
tumeurs hépatiques, a également été investiguée [182,413,414]. Mais ce type de procédure n’est pas
optimal dans le sens ol une dose de radionucléides thérapeutiques, bien que d’activité faible, est
injectée dans un but purement diagnostic et ceci présente des risques [415]. Une alternative proposée
étant d’administrer des microparticules non radioactives et de visualiser leur biodistribution par IRM

[108].

Un essai clinique de phase | (HEPAR) a été réalisé entre 2009 et 2011, chez des patients
présentant des métastases au foie, dont la tumeur ne peut étre retirée chirurgicalement et qui sont
réfractaires aux traitements chimiothérapeutiques. La dose maximum tolérée a été définie a 60 Gy.
Concernant la toxicité évaluée au niveau des tests sanguins, une baisse des lymphocytes de I'albumine
sérique et une augmentation des enzymes (phosphatase alcaline, aspartate aminotransférase et y-
glutamyltransférase) ont été observées. La lymphopénie et la variation des y-glutamyltransferase

n’étaient pas observées avec les microsphéres d’°Y [415]. Un arrét de la progression tumorale ainsi
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gu’une réponse partielle a été obtenue chez 14 des 15 patients de I'étude. Une comparaison entre
I'utilisation des *®"Tc-MAA et une petite dose de particules d’***Ho-PLLA-MS lors de I'étape pré-
thérapeutique, a été réalisée et n’a pas montré de différence pour la prédiction des biodistribution des
particules [416,417]. Mais une étude plus récente d’Elschot M. et al. [283] a montré que I'utilisation
des microsphéres d’'®®Ho était plus précise pour le diagnostic de pré-traitement et que les doses aux
poumons étaient surestimées par les °™Tc-MAA par rapport aux microsphéres d’'*®Ho. Dans une étude
récente [418], faisant suite a I'essai clinique de phase |, la sécurité de I'administration d’une petite
dose de microsphéres d’'®*Ho (250 MBq), pour I'étape de diagnostic pré-traitement a été analysée.
L’étude a conclu a une sécurité théorique de ce processus et au remplacement des *™Tc-MAA pour les
études suivantes de radioembolisation par les microsphéres d’'®®Ho, en raison du bénéfice de précision
obtenu par rapport au risque qu’ils estiment négligeable. Cependant, d’autres études plus poussées
doivent &tre menées. Un inconvénient des *®*Ho-PLLA-MS, étant donné la faible demi-vie et le mode
de production, est la nécessité d’une activation en réacteur nucléaire par patient pour la préparation

de la dose [415].

2.2.5. 1%6Ho-Chitosane

Un autre type de microparticules marquées a I''®®*Ho sont les microparticules faites a partir de
chitosane. Le chitosane est un polymere de glucose (2-déoxy-2-amino-D-glucose) obtenu par
désacétylation alcaline de la chitine (composé issu de I'exosquelette de crustacés, comme la carapace
des crabes, des crevettes ou des os de seiche). Il est biocompatible, biodégradable et non-toxique
[419]. Le chitosane forme un chélate avec les métaux lourds tels que I''**Ho [175,420]. Les
microparticules sont préparées en mélangeant une solution d’**®Ho a une solution de chitosane en pH
acide (pH 3). Elles forment un gel lorsqu’elles se trouvent en condition neutre ou basique (dans les
tissus) [420]. Une étude pilote [420] a été menée chez des patients (n = 12) ayant des CHC de petite
taille (< 3cm) avec l'injection intra-artérielle des complexes de chitosane-®®Ho. Cette étude pilote a
montré une efficacité du traitement (10 patients avec une réponse compléte et 2 avec une réponse
partielle) avec une toxicité acceptable. Une étude de phase Il [421] utilisant ces microparticules a été
menée pour le traitement palliatif de patients ayant des tumeurs CHC larges (3-13 cm) et solitaires non
résécables et a montré de bons résultats et une toxicité tolérable. La survie observée a 5 ans est de
51 % [175,338,422]. Cependant le chitosane n’est pas le vecteur idéal pour I’holmium-166 car un
relargage d’'**Ho peut survenir causant des effets secondaires hématologiques, c’est pourquoi les

microsphéres *¢Ho-PLLA-MS ont été développées [423].
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3. Développement d’un nouvel agent microparticulaire pour la
théranostique du CHC : les SBMP : Comparaison aux systemes en
développement

Le Tableau XV compare les caractéristiques des SBMP et des différents vecteurs microparticulaires
développés pour I'amélioration de la SIRT. Les SBMP offrent certains avantages par rapport a ces

différents systémes.

Verger Elise | Les 3Ga/'#8Re-SBMP : agent radiothéranostique des tumeurs hépatiques &8OS0 | 151



— Chapitre 3 : Développement des SBMP vers la clinique : Discussion —

Tableau XV : Comparaison des SBMP et des différentes microparticules en développement pour la SIRT

Microparticules

Utilisation
Radionucléides
Demi-vie

Rayonnements

Emax

Parcours dans les
tissus des f-

Principal moyen de
production

Taille moyenne
Gamme de taille

Moyen de
radiomarquage

Matériau

Activité (Bq)
/Microparticules

Densité (g/mL)
Expérience clinique

Diagnostic et Thérapie

99m'|'c GSGa 188Re
6,0 h 68min 17,0 h
Y B By
140 keV 1,9 MeV (B)21
MeV, 85%
[145]
(y) 155 keV,
15% [145]
- - Max :
11 mm
Moy :
2,43 mm
Générateur ~ Générateur = Générateur
SBMO/BSmTC GSGe/SSGa 188W/188Re
30 um [359]
7- 63 um

Cadavérine : ligand polyamine greffée a la
surface des microparticules

Amidon de pomme de terre oxydé

Activité spécifique variable en fonction de
I'activité de radiomarquage
188Re : 114 a 811 (cf. article [146])

Non

Diagnostic
99mTc 18F
6h 100 min

Y B*
140 keV 640 keV
Générateur ~ Cyclotron
BSMO/SBmTC
35 um [175]
10-100 um

Co-précipitation a la
surface des particules
[361]

Macroagrégats
d’albumine sérique
humaine

1,1 [182]
Oui

SIR-

166H0-PLLA-

166, Ho-

Spheres®
Thérapie

90y
2,7j
3
2,3 MeV

Max : 12 mm
Moy : 2,8 mm [145]

Irradiation neutronique
d’8%y [235]

(Disponible aussi par
Générateur 90Sr/90Y)

Therasphere®

MS Chitosane
Diagnostic et Thérapie

166H0
26,83 h
By
(B) 1,84 MeV, 50%
(B) 1,77 MeV, 49%
[145,182]
(y) 80,6 keV, 6,7% [182]

Max : 8,4 mm
Moy : 3,3 mm

Produit de réacteur :
irradiation neutronique
165Ho(n,y)-1%%Ho [112,145]

32,5 um [66] 25 pum [66]
20-60 um 20-30 um
[279] [279]
Grefféala Incorporé
surface [66] dansla
matrice de
verre [66]
Résine Verre
50 2500
[66,182,241] [66,182,241]
1,6 3,3
Oui Oui

40 um [194]

20-50 um

[194]

Incorporé Le chitosan
dans la chélate
matrice de I’holmium-
polymere 166

[194]

Polymere Polymere
d’acide de glucose
polylactique

[194]

<450 [182]

1,4 [416]

Etude Etude
clinique de clinique de
phase | phase Il
(HEPAR) [421]

[417]

155Re-HSA

Diagnostic et
Thérapie
188Re
17,0 h

B,y
(B) 2,1 MeV,
85% [145]
(y) 155 keV,
15% [145]

Max: 11 mm
Moy : 2,43
mm

Générateur
188\\//188Re

25 um [386]

15-37 pm
[387]

Co-
précipitation a
la surface des
particules
[182,388,406]
Albumine
Sérique
Humaine

<100 000
[182]

Oui [182][408]

32 p-

Microsphéres

de verre
Diagnostic et
Thérapie
32p
14,3
B
1,71 MeV

Max: 8,7 mm
Moy: 2,2 mm
[112,145,424]

Irradiation
neutronique
31p (n,y)-32P
(ou 32S(n,p)-
32p) [112]

46-76 pm
[397]
Incorporé
dans la
matrice de
verre [397]

Verre

2,0-2,5 [396]
Oui [400—
402]. [399]
[396]

186/188Re-Microsphéres de
verre

Diagnostic et thérapie

186Re, 188Re
3,8j 17,0 h

By By
(B) 1,1MeV (B) 2,1
(y)137,2keV  MeV, 85%
(9,4%) [145]
[403,404] (y) 155 keV,

15% [145]

Max : Max :
5,0 mm 11,0 mm
Moy : 1,0 Moy :
mm [112] 2,43 mm
Irradiation Générateur
neutronique 188\\//188Re
185Re (n,y)-
186Re [112]

25-32 um [405]

Incorporé dans la matrice de
verre

Verre

Activité spécifique variable
en fonction du temps
d’activation [404,405]

Non
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Le développement du marquage des MAA par des émetteurs de positons (%Ga ou BF permet
d’améliorer la précision de I'étape pré-thérapeutique de la SIRT par rapport a l'utilisation des
9mTc-MAA, grace a la meilleure sensibilité, résolution spatiale et a la meilleure quantification du signal
que permet la TEP. Cependant, les MAA présentent des différences de morphologie, de taille et de
densité par rapport aux microsphéres d’°°Y. Le probléme d’un vecteur diagnostic différent du vecteur
thérapeutique reste inchangé. Ce qui n’est pas le cas des SBMP qui peuvent étre marquées par 3
radionucléides différents (le *™Tc; le %%Ga et le ®Re) couvrant ainsi I'aspect diagnostique et

thérapeutique, permettant d’avoir un vecteur unique pour les deux étapes de la SIRT.

L’utilisation d’un vecteur unique est possible avec les microparticules d’"HSA. Elles peuvent étre
marquées par le ®™Tc, mais le marquage au *8Ga a été développé afin de pouvoir les imager en TEP
pour les mémes raisons décrites précédemment. Elles ont I'avantage de pouvoir également étre
marquées au ¥Re pour la thérapie. De plus, par rapport aux MAA qui ont une forme hétérogéne, elles
ont une forme sphérique uniforme qui s’apparente donc plus aux microsphéres d’°°Y utilisées en
clinique. Cependant comme les MAA elles sont d’origine humaine et portent donc le risque théorique
de transmettre des maladies, ce qui n’est pas le cas des SBMP qui sont d’origine végétale (amidon de

pomme de terre).

L’utilisation des microsphéres de verre marquées au 8Re/*®Re en clinique pose des problémes
de dosimétrie dus au radiomarquage par deux isotopes différents du rhénium. Elles ne sont pas

biodégradables et n’ont pas d’équivalent diagnostique pour I'étape pré-thérapeutique.

Concernant les microsphéres de 3?P, le désavantage du 32P est qu’il n’émet pas de rayonnements
vy comme Y, donc le probléeme de I'imagerie post-traitement de la SIRT reste inchangé. Il peut

néanmoins étre imagé par bremsstrahlung.

Les microsphéres de PLLA d’holmium-166 ont été développées pour éviter les problemes de
relargage de I'**®Ho des particules de chitosane. Les microparticules d’*®*Ho présentent plusieurs
avantages. L’holmium est un élément qui permet I'imagerie multimodale (Tomographie, IRM et TEMP),
en plus de permettre le traitement par émission B~ dans le cas de I'***Ho. Des microsphéres
d’holmium-165 non radioactif peuvent étre utilisées pour I'étape pré-thérapeutique (en IRM) avant le
traitement avec les particules d’'®®*Ho. Cependant, I'activation de I''®®Ho en ®Ho nécessite une
irradiation neutronique dans un réacteur a haut flux, et la demi-vie de I''*®Ho n’étant pas trés élevée
les doses des patients doivent donc étre préparées une a une (une irradiation neutronique par patient).
L’essai clinique de phase | a aussi montré quelques toxicités sanguines qui n’étaient pas observées avec
les microsphéres d’?°Y. De plus, le vecteur utilisé comme mimétique des microsphéres d’***Ho pour

I’étape pré-thérapeutique sont également les *"Tc-MAA qui tout comme pour les microsphéres d’*°Y
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n’ont pas la méme morphologie, ce qui peut conduire a une biodistribution différente. Le probleme de
I'utilisation de deux vecteurs distincs reste constant. Lutilisation d’une scout-dose de particules d’**®*Ho
en remplacement des *"Tc-MAA comporte néanmoins un risque par l'utilisation d’un radionucléide

thérapeutique a des fins uniquement diagnostiques.

Les SBMP offrent I'avantage également d’un radiomarquage rapide, simple et a température
ambiante ce qui n’est pas toujours le cas des systémes présentés précédemment. Par exemple, le
marquage des HSA au ®Re nécessite une réaction d’1 heure a 95°C, alors que le radiomarquage des
SBMP par le ®Re est réalisé a température ambiante (15-30 min suffisent). De méme le marquage des
MAA par des émetteurs de positons comme le %8Ga ou le 8F nécessite plusieurs étapes dont une de
lavage des kits cliniqgues de MAA pour enlever le SnCl,. Le marquage du ®#Ga nécessite un chauffage et
le processus d’obtention des ®F-MAA est long et fastidieux notamment pour la fabrication du *¥F-FBS.

Les SBMP peuvent étre marquées au ®Ga a température ambiante dés 5 min en une seule étape.
Les SBMP présentent ainsi de nombreux avantages :

- Vecteur unique garantissant la méme biodistribution entre I'étape pré-thérapeutique et le
traitement.

- Elles peuvent étre marquées par 3 radionucléides différents ayant des propriétés
thérapeutiques et diagnostiques permettant I'imagerie scintigraphique en TEMP mais
également I'imagerie TEP.

- Ces 3 radionucléides sont disponibles par I'élution de générateurs, plus faciles d’utilisation
que les radionucléides issus de cyclotron ou de réacteurs :

o Le #™Tc est disponible grace a un générateur : Molybdéne-99/Technétium-99m :
SMo/*"Tc.

o Le ®8Ga est disponible via un générateur : Germanium-68/Gallium-68 : ®Ge/%¥Ga.

o Le '%Re est disponible via un générateur: Tungsténe-188/Rhénium-188:
188\ /188Re,

- Le développement du marquage au ®Ga améliore la qualité des images pré-
thérapeutiques.

- L'origine des SBMP est végétale, garantissant la non transmission de maladie.

- Cette origine végétale (amidon de pomme de terre) en fait certainement un vecteur peu
colteux par rapport aux microspheres d’yttrium-90.

- La flexibilité du marquage permettant de faire varier I'activité spécifique des SBMP
radiomarquées notamment pour le marquage au ¥®Re permet de proposer une alternative

intermédiaire entre les SIR-Spheres® et les TheraSphere®, pouvant potentiellement
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résoudre les problémes rencontrés cliniquement, de saturation du lit vasculaire avec les
SIR-Spheres® et de couverture de la zone tumorale non optimale avec les TheraSphere®.

Ces caractéristiques en font un vecteur théranostic unique potentiel pour la SIRT des cancers

hépatiques. Elles permettent d’améliorer la technique de la SIRT (cf. tableau Tableau XVI).

Tableau XVI : Améliorations apportées par 'utilisation des SBMP pour la SIRT

Différence de biodistribution entre les **™Tc-
MAA et les microsphéres d’?°Y.

0y émetteur B pur : Imagerie post-traitement
difficile et non optimale.

9mTc-MAA : imagerie pré-traitement
scintigraphique ou TEMP.

Problémes liés a I’activité spécifique des

microsphéres d’°°Y :

- TheraSphere® : Activité spécifique élevée et
donc faible nombre de particules injectées :
couverture non optimale de la zone
tumorale.

- SIR-Spheres® : Activité spécifique faible et
donc nombre important de particules
injectées : saturation des vaisseaux
hépatiques : traitement sous-optimal.

Traitement colteux lié notamment au mode de

production par activation neutronique. Temps

d’activation long. (Réception des microsphéres
déja radiomarquées).

Origine humaine des MAA.

Vecteur théranostique unique.

Radiomarquage possible par le #°™Tc, le %8Ga, le
188Re.

188Re émetteur B~ ety : imagerie directe en
TEMP/TDM.

Amélioration de la qualité des images pré-
thérapeutiques par |'utilisation des ®®Ga-SBMP
visualisables en TEP.

Possibilité d’'imager les SBMP soit en TEMP soit
en TEP en fonction de I'appareil disponible.
188Re-SBMP : Activité spécifique intermédiaire
entre celle des TheraSphere® et des SIR-
Spheres® et modifiable en fonction de I'activité
injectée.

SBMP : amidon de pomme de terre modifié :
amélioration du co(t.

Marquage des microspheres par des
radionucléides issus de générateurs :
(Radiomarquage sous forme de kits-prét a
I’emploi rapide, a température ambiante et sur
le site du centre de thérapie.)

Origine végétale des SBMP.

Cependant, des études supplémentaires sont nécessaires afin de pouvoir appliquer les SBMP
en clinique. Un aspect important du chemin vers la clinique sont les études pré-cliniques. Le choix du
modele animal est important. Il existe plusieurs modéles animaux de tumeur hépatique, chacun ayant

ses avantages et ses inconvénients.
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4. Modéles animaux de tumeur hépatique

La recherche préclinique sur les thérapies du carcinome hépatocellulaire requiére des modeles
animaux appropriés [22]. Les modéles animaux se définissent comme un substitut pour I’étre humain
ou le systéme biologique humain, qui peut étre utilisé pour comprendre les fonctions normales ou
anormales des génes au phénotype et fournir une base pour l'intervention préventive ou

thérapeutique dans les maladies humaines [425,426].

Les modeles animaux permettent de développer de nouvelles approches diagnostiques et de
nouveau traitements pour le CHC, mais également de mieux étudier les multiples mécanismes

biologiques impliqués dans I’"hépatocarcinogénése et sa progression qui sont mal compris [427,428].

Plusieurs modeles animaux de tumeur hépatique existent [425]. Chaque modele ayant ses propres

avantages et inconvénients [428] mais il n’existe pas de modeéle idéal de tumeur hépatique.

Le CHC intervient souvent dans un contexte d’inflammation chronique : d’origine infectieuse (virus
de I'hépatite C ou B), toxique (alcool), métabolique (stéatohépatite non alcoolique) ou congénitale
(hémochromatose). Ces maladies développent une inflammation hépatique et une fibrose qui sont des
précurseurs au CHC. L'utilisation de modéles de tumeurs hépatiques mimant ce qui se passe chez
I’'homme est importante pour le développement de nouvelles stratégies thérapeutique. Cependant, ce

milieu inflammatoire n’est pas facile a reproduire dans les modéles animaux [22,429].

Le modele idéal doit reproduire I’histoire naturelle, la patho-biologie et la biochimie de la maladie
humaine et le cadre clinique. Cependant, il est difficile de trouver un bon modele animal de CHC
humain du fait de I'hétérogénéité (génétique) de cette tumeur [22,426]. Le choix du modele se fait en
fonction de ce que I'on souhaite tester, et en fonction du modeéle animal le plus approprié pour la

guestion posée.

4.1. Types de modéles

Historiquement plusieurs types d’animaux ont été utilisés comme modeéle pour le CHC [425,428]
parmi lesquels la souris [429-431] et le rat [364] (qui sont tous les deux les plus nombreux) mais
également le lapin [372], le cochon [432], la marmotte[433], le tupai [434,435], le cochon d’inde [436],
le singe (macaque [437] et marmouset [438]), le chien, le chat et le poisson zebre [439]. Hormis le type
d’animal, les modéles de tumeurs hépatiques ont des origines différentes : modeéles spontanés,

induits, d’origine virale, de transplantation cellulaire et modifiés génétiquement (cf. Figure 22) [428].
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Figure 22 : Types de modeéles animal de CHC : modifié d’aprés [428] :

Les modéles de xénogreffe concernent I'implantation de cellules tumorales d’un donneur d’une espéce
différente du receveur, comme ici des cellules tumorales hépatiques implantées chez un modéle murin.
Les xénogreffes sont classées selon le lieu d’implantation de la tumeur : orthotopique pour une
implantation dans I'organe d’origine de la tumeur, ou ectopique pour une implantation dans un organe
différent en sous-cutané ou en intra-péritonéal. Dans les modeles syngéniques, des lignées cellulaires
de tumeurs murines sont utilisées pour I'implantation. Elles peuvent étre notamment obtenues a

'origine par différentes méthodes : induction chimique, virale ou par modification génétique.

4.1.1. Modeles spontanés

Le CHC peut se développer chez les animaux sans aucune intervention artificielle, mais
I'incidence et le type de tumeur développée varie en fonction des espéeces. Les modeles spontanés ont
I"avantage d’étre proche des cancers humains en termes d’antigénicité, du mode de croissance, de la
cinétique cellulaire et de la différenciation. Les modeles spontanés refletent l'influence et
I"accumulation des carcinogénes de I'environnement. Cependant I'apparition de tumeurs hépatiques
spontanées chez le rat est trés rare. Les modeles spontanés sont plutot utilisés pour la recherche

pathologique et I'établissement de lignée cellulaires [428].

4.1.2. Implantation cellulaire

Ces modeles consistent a implanter des cellules tumorales ou un morceau de tumeur issu par

exemple d’une biopsie, chez un animal, dans le but qu’il développe la tumeur dans des conditions qui
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ressemblent a ce qui se passe chez 'lhomme et mime ainsi les interactions tumeur-hote. Plusieurs
formes d’implantations existent selon I'origine de la tumeur (humaine ou animale), le type de
I’échantillon (suspension cellulaire ou biopsie de chirurgie), ainsi que le lieu d’'implantation de la

tumeur [22].

Les cellules tumorales peuvent étre implantées dans I'organe d’origine (tumeur orthotopique)
ou en sous-cutané ou par injection intra-péritonéale (tumeur ectopique) (cf. Figure 22). Mais elles
peuvent également étre injectées dans la veine porte (injection intra-portale) pour créer des modéles

tumoraux disséminés (modeéles de métastases) [22,440].

L'implantation d’une tumeur d’origine humaine (xénogreffe) ne peut se développer que chez
des animaux immunodéprimés comme les souris nudes qui n’ont pas de lymphocytes T fonctionnels
ou SCID par exemple. Cependant, ces modeéles ne refletent donc pas completement la maladie
humaine du fait du systeme immunitaire altéré et du manque d’interaction xénogreffe-hote. Le
modele de xénogreffe de CHC humain le plus utilisé consiste a maintenir ces cellules en culture puis a
les implanter en sous-cutané a des souris immunodéprimées. Ce modele est trés reproductible.
Cependant, au cours de la culture cellulaire, elles vont acquérir des altérations génétiques et les
réponses au traitement testé peuvent différer d’une tumeur se développant naturellement. Un autre
type de xénogreffe de tumeur hépatique donne de meilleurs résultats, en termes de corrélation entre
la clinique et les études pré-cliniques ; elle consiste a implanter de maniére orthotopique un morceau
de tumeur hépatique dans le foie d’'un animal. Un modele orthotopique est supérieur a un modeéle
ectopique (sous-cutané ou intrapéritonéal) en ce qui concerne la reproduction du
microenvironnement tumoral du CHC, car les hépatocytes tumoraux sont dans leur environnement
naturel : le foie [427,431]. Seul le modele orthotopique de tumeur hépatique peut fournir le niveau de

complexité de la vascularisation hépatique tumorale [441].

Les modeles xénogreffes offrent une solution rapide pour tester un panel de drogue et sont
un modele facile pour des expériences de preuves de concept [431]. Cependant, plusieurs lignées
cellulaires doivent étre utilisées car elles ne présentent pas les mémes caractéristiques. De plus, les
résultats spectaculaires observés chez ces modeles murins ne sont pas toujours reproduits chez les

patients atteints de cancer.

Un modele permet de tester plusieurs lignées cellulaires chez la méme souris : la méthode de
la fibre creuse (Hollow Fibers Assays). Les cellules de différentes lignées cellulaires sont placées dans
des petits tubes semi-perméables (1 mm de diamétre) en fluorure de polyvinylidéne. Ces tubes sont
scellés par la chaleur et coupés en morceaux de 2 cm. Ces fibres sont mises en culture pendant 24-48

heures puis implantées en sous-cutané ou en intra-péritonéal chez une souris. En multipliant les
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lignées cellulaires pour une seule souris cette méthode permet de réduire le nombre d’animaux
utilisés. Comme les tumeurs ectopiques, ce modele n’est pas approprié pour étudier les interactions
tumeur-héte, mais la néoangiogénése peut étre étudiée. L'activité angiogénique s’observe apres 6
jours d’'implantation, et 1 mois est nécessaire pour le développement d’un réseau étendu autour de la

tumeur [431,442].

Le modele orthotopique syngénique permet de conserver les interactions immunitaires. Dans
ce modele : un animal est implanté avec des cellules tumorales hépatiques de la méme espéce dans le
foie. D’autres modeéles permettent également de conserver les interactions tumeur-héte intactes : le
modele spontané : développement la tumeur de maniere spontanée ou le modele d’induction : la

tumeur est induite de maniere chimique [22].

La plupart des modeles d’implantation cellulaire sont des modéles murins (souris ou rat), mais

d’autres espéces existent comme le lapin, le hamster ou le cochon d’inde.

4.1.3. Modifications génétiques

Ces modeles génétiquement modifiés sont principalement utilisés pour étudier les effets des
altérations génétiques de certains genes et leur interaction sur I’hépatocarcinogéneése, et comprendre
ses mécanismes plutot que pour induire un CHC. Les événements génétiques impliqués dans le
développement du CHC ne sont pas complétement connus, mais certaines voies de signalisation
cellulaire sont fréquemment altérées comme l'inactivation de p53 ou Rb (facteurs suppresseurs de
tumeur) et lI'activation de la voie pro-oncogénique Wnt/B-caténine ou de I'enzyme télomérase
(enzyme qui maintient les télomeres : la région terminale des chromosomes, au cours des différentes
réplications chromosomiques, prévenant ainsi la sénescence cellulaire). Des altérations dans plusieurs
voies cellulaires (impliquées dans la croissance, I"apoptose, la prolifération et I'angiogénése) sont
nécessaires pour le développement du CHC, I’hépatocarcinogénese étant un processus constitué de
plusieurs étapes et changements moléculaires conduisant a la transformation maligne des hépatocytes

[428-431,443].

Les modeles modifiés génétiquement (pour la grande majorité murins) permettent le
développement spontané de tumeurs hépatiques chez’animal dont le génome a été altéré de maniere
a ce que des oncogenes ou des protéines virales soit constitutivement exprimés [22]. Par exemple
I'oncogéne c-myc qui est surexprimé dans la plupart des CHC humain ou ’ADN du virus simien 40
(Sv40) qui produit deux protéines oncogéniques (I'antigene-T et I'antigene-t) [430]. Les modifications
peuvent également concerner des génes de facteurs de croissance ou des génes impliqués dans la
génération du micro-environnement tumoral mimant ainsi la carcinogénése du CHC (dommage-

fibrose-CHC) [431]. Un modele de souris présente par exemple une déficience au niveau du foie d’un
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géne suppresseur de tumeurs : le gene codant pour PTEN (Phosphatase and Tensine Homologue) qui
conduit au développement d’une stéatose hépatique, d’une inflammation, d’'une fibrose et a une
tumeur qui est trés similaire a celle se développant des suite de la stéatose hépatique non-alcoolique

(NASH) humaine [431].

Différentes modifications génétiques peuvent conduire au développement d’un cancer
hépatique chez les rongeurs : la mutation, le knockout d’un géne (inactivation d’un géne), ou encore
la transgénese (incorporation d’un géne au sein du génome de la souris dans des conditions qui
permettent souvent sa surexpression). Les souris transgéniques ont été introduites au début des
années 1980 et ont permis d’étudier les caractéristiques moléculaires de plusieurs maladies humaines

in vivo [430].

Un des modeles transgéniques de tumeur hépatique chez la souris, développé dés la fin des
années 80 et tres étudié est le modele transgénique du virus simien SV40 T-Ag (Simian vacuolating
virus 40). Le génome du virus produit deux protéines oncogéniques (I’antigeéne-T et I'antigéne-t) qui
peuvent causer la transformation tumorale de la cellule hote par inactivation de la transcription du
géne suppresseur de tumeur p53 (responsable de l'initiation de I'apoptose et de I'arrét du cycle
cellulaire) et Rb. Afin de développer un modéle de tumeur hépatique chez la souris, le géne de
I"antigéne-T SV40 a été introduit dans le génome de souris sous contréle de promoteurs spécifiques
du foie comme I'albumine, I'a1l-antitrypsine ou I'antithrombine lll. L’'oncogéne viral sera transcrit dans
le foie et induira le développement du CHC. Un autre modéle implique la surexpression d’un oncogene
(c-myc) et d’un facteur de croissance le TGF-a dans le foie. Cependant, I'inconvénient de ces modéles
est que ces génes sont exprimés dans tous les hépatocytes du foie, ce qui n’est pas représentatif du
microenvironnement des tumeurs chez 'homme. Un autre inconvénient est la présence de ces
mutations dés I'embryogénese, ce qui peut engendrer |'activation de voies moléculaires alternatives
de compensation. Ces limites peuvent étre surmontées grace a |'utilisation de promoteurs inductibles.
Les modifications génétiques peuvent ainsi étre contrblées dans le temps et étre induites dans un tissu
spécifique par les promoteurs spécifiques, de fagon a se rapprocher du développement tumoral
spontané. Par exemple, I'antigene-T viral SV40 est inséré dans le génome de souris, sous le controle
d’un promoteur spécifique du foie et précédé par un signal stop entouré de sites loxP. L'oncogene viral
ne peut donc pas étre exprimé tant que le signal stop n’est pas retiré. Le signal stop peut étre enlevé
au moment voulu par infection des souris par un adénovirus exprimant la recombinase Cre qui va
reconnaitre les sites loxP et les exciser, enlevant ainsi le codon stop. Une autre méthode est
d’introduire également dans le génome le géne Cre sous contrdle d’'un promoteur spécifique du foie
inductible par le tamoxiféne. L’administration de tamoxifene aux souris permettra la production de la

recombinase Cre dans le foie, qui excisera les sites loxP conduisant a I'expression de I'oncogene viral
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dans les hépatocytes et donc au développement du CHC [430,431]. Il existe également des modéles
transgéniques de souris exprimant de maniere spécifique au foie, des génes issus du génome des virus

de I’hépatite C ou B [427].

Ces modeles génétiques permettent d’identifier les acteurs moléculaires de différents stades
du processus de I'hépatocarcinogénése. Cependant, les tumeurs se développant naturellement sont
constituées d’'un groupe hétérogéne de cellules dans lesquelles de multiples mutations se sont
produites. La mutation d’un géne ne conduit pas toujours au phénotype attendu. Par conséquent,
chaque modele modifié génétiquement ne représente qu’une partie de la complexité de

I’hépatocarcinogénese [431].

4.1.4. Induction chimique

Le modele d’induction chimique a I'avantage de mimer la carcinogénese car le cancer se
développe chez I'h6te. Les modeles induits chimiquement permettent le développement d’'un CHC
dans un contexte naturel de dommages hépatiques conduisant a la tumeur [431]. Les modéles de
cancer hépatique induits chimiguement impliquent donc des mécanismes similaires a la carcinogénése
chez 'homme et les tumeurs développées sont irriguées principalement par le systéme artériel
hépatique. Cependant, en fonction des différents agents hépatocarcinogéniques utilisés, les voies
métaboliques impliquées peuvent étre diverses et éventuellement différentes de celles impliquées

chez ’homme [431].

Plusieurs agents hépatotoxiques ont été utilisés pour I'induction de maladie du foie ou du CHC.
Certains modeles d’hépatocarcinogénese impliquent une phase d’initiation par un carcinogene
chimique, suivi par une phase de stimulation pour induire I’expansion des cellules initiées, comme une
hépatectomie partielle (la méthode de Solt-Faber) ou I'utilisation du phénobarbital. Une autre
méthode est I'exposition au carcinogéne par administration répétée par injection ou dans I'eau de
boisson de carcinogenes tels que la diéthylnitrosamine (DENA), la diméthylnitrosamine (DMN) ou le
tétra-chlorure de carbone (CCl,), le thioacétamide (TAA), I'arsenic, I'alflatoxine B1, I'0-aminoaztoluene

et le 1,2-dichloroéthane sur une période prolongée [22,429].

Seulement quelques agents chimiques agissent de maniere directe comme
hépatocarcinogene, la plupart agissent de maniere indirecte par métabolisation en substances
intermédiaires qui induisent la transformation tumorale. Les deux types de carcinogénes engendrent
le développement du CHC par leur liaison a des protéines cellulaires et a I’ADN. Il existe au moins 9
modeles pour I’étude du développement du cancer du foie par les carcinogénes chimiques impliquant

une initiation, le développement, la progression et pour finir I'apparition du CHC [22].
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Les cellules altérées par le carcinogene accumulent les dommages et entrent en apoptose,
mais un petit nombre va évoluer en foyer dysplasique et en nodule et conduire au développement du

CHC en accumulant les mutations génétiques.

Le DENA est souvent utilisé comme agent carcinogénique chez les rongeurs car c’est I'agent
chimique inducteur de tumeur hépatique le plus puissant chez les primates non-humains. L'incidence
du CHC est proche de 100 % chez les animaux aprés 3 mois de traitement [22]. L'organe cible qui
développe une tumeur maligne, suite a I'induction au DENA, est spécifique des espéces. La souris
développe des tumeurs hépatiques mais également des tumeurs gastrointestinales, elle peut
également développer des cancers de la peau, des voies respiratoires et hématopoiétiques. Le DENA
engendre une alkylation de la structure de I’ADN. Il est hydroxylé en a-hydroxylnitrosamine par le
cytochrome P450, une enzyme dont l'activité la plus importante est dans les hépatocytes. Un ion
éthyldiazonium électrophile est formé aprés le clivage d’'un acétaldéhyde. Cet ion cause des
dommages a I’ADN par réaction avec les bases de ’ADN qui sont nucléophiles. L’action du DENA est
dépendante de la dose [431] et engendre une cirrhose et un CHC multifocal dans les 18 semaines [429].

Il peut étre administré dans I’eau de boisson ou par injection.

Le CCl, est également beaucoup utilisé pour I'induction de maladie du foie. Il est administré
dans I'eau de boisson, par inhalation gazeuse ou par injection intra-péritonéale. Un métabolite
radicalaire le trichlorométhyle est produit au cours du métabolisme oxydatif du CCl, par le cytochrome
P450 et induit des dommages au foie en provoquant la production de dérivés réactifs de I'oxygéne
(ROS pour Reactive Oxygen Species) et en dégradant les phospholipides de la membrane par oxydation

[429].

Une autre méthode est I'administration d’un régime déficient en choline et en méthionine
chez le rat sur une période de 3-12 semaines qui permet le développement d’une cirrhose puis du CHC

[426,429].

Bien que certains modeles de CHC induits par carcinogéne chimique reproduisent les
altérations cellulaires et histopathologiques observés chez le CHC humain comme le DENA, pour
certains il n’est pas clair si ces modéles sont représentatif ou non des voies moléculaires altérées chez

"lhomme [22].

4.1.5. Modeles d’infection virale

Les principaux modeles d’infection chronique par le virus de I’'hépatite sont la marmotte (virus
de I’hépatite B de la marmotte) et le tupai (virus de I'hépatite du tupai). L'infection peut étre couplée

a un carcinogene chimique pour induire le développement du CHC [22,430].
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Un autre modeéle consiste a utiliser des souris ou des rats immunodéprimés chez lesquels on
implante des hépatocytes infectés par le virus de I’'hépatite B ou C humain. Ce modeéle est intéressant
pour I'étude de traitement et de moyens prophylactiques contre I'hépatite mais ils ne sont pas

appropriés pour I'étude du CHC associé au virus de |I'hépatite B ou C [430].

Les autres modeles sont des modeles murins génétiquement modifiés pour exprimer des protéines

issues du génome du virus B ou C.

4.2. Modeéle souris

La souris (mus musculus) est le modele le plus utilisé pour les études sur le cancer, du fait de la
disponibilité de diverses techniques de modifications génétiques (cf. paragraphe dédié 4.1.3) et la
possibilité d’obtenir des modeles de xénogreffes chez des souris immunodéprimées. La souris
rassemble le plus grand nombre de modeéles possible : induction chimique, modeles de xénogreffes ou
modeles modifiés génétiquement [426,431]. Elles ont plusieurs avantages : leur petite taille, leur
facilité d’élevage, leur durée de vie moyenne de 2 ans, la rapidité de développement des tumeurs
apres implantation [444]. Les modeéles de souris génétiquement modifiées ont permis une meilleure
compréhension des voies de signalisation cellulaires impliquées dans I'apparition du CHC. Plusieurs
lignées cellulaires syngéniques peuvent étre utilisées pour le développement de tumeurs hépatiques
chez la souris (cf. Tableau XVII).

Tableau XVII : Lignées cellulaires syngéniques de modéle de CHC chez la souris : modifié d’aprés
[22].

Lignée cellulaire Souche Origine

Hepa I-6 C57L/), Femelle  Hépatome BW7756 Jackson Laboratory

BNL | MEA.7R.I Balb/c Dérivé de cellules embryonnaires hépatiques BNL CL.2
(BNL) induites par carcinogene

MHI34 C3H/HeN Induite par carcinogéne (CCly)

Une autre technique d’implantation cellulaire [445] permet la génération rapide de tumeur au
niveau du foie en 2 semaines chez la souris. Cette technique est basée sur la procédure
hydrodynamique utilisée pour délivrer des plasmides d’ADN nu au foie [446]. Elle consiste a I'injection
rapide d’'un volume élevé d’une solution de cellules syngéniques de mélanome dans la veine de la

gueue. Cependant, les animaux développent également des tumeurs pulmonaires [447].

Cependant, ces modeles de souris présentent des limites concernant certains aspects
caractéristiques des tumeurs humaines : le développement de la tumeur sur une longue période,
I'instabilité génomique, la fonction du systéme immunitaire et I’hétérogénéité des cellules tumorales,

du microenvironnement tumoral et du stroma. Les réponses spectaculaires observées chez les souris

Verger Elise | Les ®3Ga/'88Re-SBMP : agent radiothéranostique des tumeurs hépatiques Q83 | 163



— Chapitre 3 : Développement des SBMP vers la clinique : Discussion —

ne sont pas toujours prédictives de ce qui se passe chez ’homme, méme avec des tumeurs d’histologie

similaire [448].

4.3. Modéle rat

Les petits modéles animaux comme les modéles murins (souris et rats) sont tres utilisés car ils
présentent I'avantage d’étre peu coliteux et donc de permettre des études avec un nombre d’animaux
élevé nécessaire pour la reproductibilité. Le rat (Rattus norvegicus) est un bon modele pour la fibrose

hépatique, mais aussi pour le CHC [429].

Plusieurs lignées cellulaires syngéniques sont disponibles pour l'induction d’'une tumeur
hépatique chez le rat par implantation, dont la plupart ont été établie a partir de de tumeurs induites

par carcinogene chimique [22] (cf. Tableau XVIII).

Tableau XVIII : Lignées cellulaires de modéles syngéniques de CHC chez le rat : modifié d’aprés [22].

Lignée Souche rat Origine

MCcA-RH7777 [449] Rat Buffalo, femelle Hépatome de Morris induit par carcinogene
chimique

MH-5123D Rat Buffalo

MH-3924A ACI

HTC (MH-7288C) Rat Buffalo, male Dérivé des ascites de I'hépatome de Morris
induit par carcinogéne

N1-S1 [450] Sprague-Dawley, male Dérivé des ascites de I'"hépatome de Novikoff
induit par carcinogéene chimique

H4-II-E et dérivés ACI, male Dérivé d’'un hépatome de rat : Reuber H35

AH-130 Rat Wistar, male Dérivé des ascites de I'hépatome de Yoshida
induit par carcinogéene chimique

GP7TB Fischer 344, Male Dérivé de cellules hépatiques WB-F344 induit

par traitement carcinogene chimique.

Un autre modele d’implantation cellulaire a été établi, par injection de cellules de carcinosarcome
Walker-256 dans le lobe gauche du foie de rat Wistar, afin d’étudier une méthode de

chimioembolisation trans-artérielle [447,451].

L'avantage des modeles d’implantation cellulaire est que le temps d’obtention des tumeurs est
plus court que I'induction chimique et la tumeur est souvent localisée et forme une masse solide bien

définie [425].

Les modeles de CHC chez le rat incluent des modeles d’induction chimique : régime déficient en
choline et/ou méthionine ou administration de DENA ou d’un autre carcinogene dans |’eau de boisson,
plus efficace que l'injection [426]. Les modeles chimiquement induits miment le cycle de la

carcinogénése chez I'homme (dommages des hépatocytes-fibrose-tumeur) [452]. L’induction
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chimique du carcinome hépatocellulaire chez le rat male par le DENA permet d’obtenir un carcinome
hépatocellulaire avec une histopathologie similaire a celle de 'homme [369,370]. Les femelles ne sont
pas utilisées dans ce modele pour cause d’interactions hormonales (cestrogenes) qui empéche la
formation de la tumeur [453] (30 % de femelles développe le CHC contre 100 % chez les males dans le
modele d’induction au DENA [429]). Cependant, le temps d’obtention de ces modeles est long, la
charge tumorale est moins prédictible en ce qui concerne le temps d’apparition et la taille. De plus,

par nature les tumeurs sont plus diffuses et il y a un risque toxique pour le manipulateur [425,452].

Plusieurs méthodes ont été développées pour l'injection intra-artérielle [454—-456] de traitement
chez le rat comme des traitements de chimio-embolisation transartérielle [450,457—-459] ; de viro-
embolisation (injection de virus pour détruire les cellules hépatiques tumorales [460—462]) ; ou de
radiothérapie sélective interne : avec 'injection de microsphéres d’'®*Ho [194] ; de microsphéres de
verre de %Re/'®Re [405]; de nanocaspules lipidiques marquées au ¥8Re [364]; du lipiodol

radiomarqué au #Re, au ¥l ou a I’*°Y [331,341,463].

La cathétérisation de I'artere hépatique est faisable, par exemple avec I'étude de traitement de
chimioembolisation transartérielle [451] de Ju S. et al. qui ont méme réussi une cathétérisation
transfémorale de I'artére hépatique chez un modeéle de tumeur N1-S1 chez le rat [464]. Cependant,
ces méthodes sont tres difficiles et ne sont pas communément utilisées du fait de la petite taille du rat

[426].

4.4. Modéle lapin

Il n’y a pas de modéle de CHC chez le lapin [426]. Cependant, il existe un modéle de tumeur
hépatique, le modéle VX2 qui est populaire bien que n’ayant pas d’origine hépatique. Il est utilisé
comme alternative car le lapin est un bon modeéle pour les études de radiothérapie interventionnelle,
étant plus gros que les modeles murins [372]. L’accés fémoral a la vascularisation artérielle est donc
réalisable pour les études de cathétérisation de I'artere hépatique. De plus, la vascularisation des

tumeurs hépatiques du lapin est similaire a celle des tumeurs hépatiques humaines [427].

La tumeur VX2 a une origine épithéliale, c’est un carcinome épidermoide anaplastique induit par
un virus, caractérisé par une hypervascularité et une croissance tres rapide aprés I'inoculation
[372,465]. Elle a été utilisée pour divers modeles de cancer : de la cornée, de la langue, du sein, de
I'oreille, de la vessie, du foie, des reins, du pancréas, colorectal, pulmonaire, et du cerveau [372,425].
Cette tumeur a été développée par Richard Schope et Peyton Rous dans les années 1930-1940 qui I'a
beaucoup étudié [466,467]. Cette tumeur prend son origine chez des lapins sauvages de Floride
(Cottontail rabbit) de I'lowa et du Kansas porteurs du virus du papillome. lls ont été traités avec des

carcinogenes comme le méthylcholentréne ou le benzanthracene afin d’induire des mutations et une

Verger Elise | Les ®3Ga/'®8Re-SBMP : agent radiothéranostique des tumeurs hépatiques Q83 | 165



— Chapitre 3 : Développement des SBMP vers la clinique : Discussion —

transformation malignante rapide jusqu’a I'obtention de la tumeur « carcinosarcome » VX2 trés

agressive [425,426].

Cependant, la tumeur a été peu caractérisée du fait qu’elle ne pousse pas en culture [426].
L'inoculation doit donc se faire a partir du prélevement d’une tumeur fraiche issue d’un lapin porteur
de la tumeur précédemment inoculé (cf. Figure 23). Des préléevements de tumeur VX2 congelés
peuvent également étre utilisés mais avec moins de succes [425,426]. La tumeur croit tres rapidement,

développe un cceur nécrotique et tue I’hote en quelques semaines [426].

L'espéce de lapin utilisée en laboratoire est le New Zealand White Rabbit [372]. Afin d’obtenir
assez de cellules tumorales, un fragment de tumeur VX2 de préférence frais est inoculé dans la cuisse
d’un lapin porteur. La tumeur VX2 peut étre récoltée sous 2 a 3 semaines. Le lapin porteur est
anesthésié pour le prélevement de la tumeur puis est euthanasié. Le nodule tumoral est extrait et est
coupé en deux pour extraire la partie nécrotique et ne conserver uniquement la partie viable. La
tumeur est ensuite coupée en morceaux de 1-2 mm?3. Une partie peut étre conservée dans un milieu
riche sur glace, mais doit étre utilisée a court-terme. Un fragment solide de la tumeur VX2 est ensuite
implanté dans le lobe gauche latéral du foie du lapin receveur. Les fragments minimisent le risque de
métastases par rapport a une suspension cellulaire. La tumeur se développe en nodules discrets de 2

a 3 cmsous 2 a 4 semaines [372].

Sacrifice pour
excision tumeur

Inoculation
)7 )7 :
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Figure 23 : Schéma du modéle de tumeur VX2 chez le lapin New Zealand White Rabbit :

La tumeur VX2 est dérivée d’un papillome de lapin sauvage et donne un carcinome chez le lapin

domestique, mais elle ne peut étre conservée en culture, c’est pourquoi la croissance tumorale se fait
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in vivo aprés inoculation d’une suspension de cellules VX2 dans la cuisse d’un lapin porteur. Dans une
deuxiéme étape la tumeur est excisée puis implantée dans le foie d’un deuxiéme lapin qui va développer

le carcinome hépatique.

Plusieurs études ont investigué les différentes étapes de I'obtention d’'une tumeur hépatique VX2

chez le lapin :

- Virmani S. et al. [468] ont étudié la meilleure maniere d’obtenir une tumeur hépatique VX2
chez le lapin. Deux méthodes d’inoculation de la tumeur dans la cuisse du lapin porteur pour
la croissance tumorale ont été testées: l'inoculation par une suspension tumorale VX2
fraichement préparée ou une inoculation par une suspension tumorale VX2 congelée. Il y a
88 % de succes de croissance tumorale lors d’une utilisation de suspension tumorale fraiche et
seulement 37 % de succés de croissance tumorale si utilisation d’une suspension tumorale
congelée. De plus, deux méthodes d’obtention de tumeur hépatiques chez les lapins receveurs
ont été comparées : I'utilisation d’une suspension cellulaire versus I'utilisation d’un fragment
solide de tumeur pour I'implantation dans le foie. Le développement d’une tumeur hépatique
VX2 a plus de succes avec l'utilisation d’un fragment de tissus tumoral (84 %) par rapport a

I'utilisation d’une suspension cellulaire (47 %).

- Uneautre étude [469] a montré des pourcentages de succes similaire avec 95 % de succes pour
une implantation avec un fragment solide de tumeur VX2 de 1mm?, par comparaison a un taux
de 35 % pour une implantation d’une suspension cellulaire (1.10° cellules dans 100 pL). De
plus, I'injection de cellules est associée avec un taux élevé (50 %) de croissance tumorale extra-
hépatique. Tout comme I'étude de Sun et al. [470] qui a montré des résultats similaires : 94 %
de succes pour une injection de fragments de tumeurs par rapport a une injection de

suspension cellulaire (64 %).

- LeeK. etal ontétudié I'influence du site d'implantation de la tumeur VX2 dans le foie de lapin
et a comparé une implantation dans le lobe médian gauche ou le lobe latéral gauche. La
vascularisation irriguant la tumeur est différente en fonction du lobe implanté et le lobe latéral
gauche a été observé comme plus favorable comme site d’implantation pour des études

d’intervention trans-artérielle hépatique sélective [471].

Afin de réduire le taux de nécrose spontanée de la tumeur des lignées cellulaires VX2 modifiées

ont été développées [372,472].

Plusieurs études ont utilisé le modéle de tumeurs hépatiques VX2 du lapin, notamment pour des

études de thérapie trans-artérielles [372] : de radiothérapie sélective interne avec l'injection de
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microparticules d’*°Y en verre [473] ou en résine [474] ; ou de lipiodol marqué a I''3! [475] ; mais
également des études de dosimétries pour la radiothérapie sélective interne avec l'injection de
microparticules de polystyréne contenant un colorant pour mimer les microparticules d’*°Y [476,477].
Des études de TEP ont également été réalisées par injection intra-artérielle de nanospheéres creuses
radiomarquées au ®*Cu [478]. Le modéle a également été utilisé dans une étude d’injection intra-
tumorale de microsphéres marquées au ¥8Re [479] et de brachythérapie par implantation de graines

d’*2°1 [480].

Le lapin sain est également utilisé pour des études de radiothérapie sélective interne a I’’°Y trans-
artérielles [332,473] ou par injection intra-tumorale (microsphéres d’**®Ho) [423], ou pour des études
diagnostiques (microspheres de résines marquées au colbalt-57 [481] ou SIR-Spheres® dont la

radioactivité a décru, marquées ensuite au *®F [482]).

Malgré certains inconvénients (origine non hépatique de la tumeur VX2 ; tumeur nécrotique ;
vitesse de croissance tumorale ; colt plus élevé que des études murines) ce modéle du lapin VX2 est

un modele approprié pour les études de radiothérapie interventionnelle.

4.5. Autres modeéles

4.5.1. Porc

Le porc est I'espece animale de laboratoire la plus anthropomorphique, il est proche de
I’'homme en termes d’anatomie hépatique, de physiologie et de biologie moléculaire. De par sa taille
il est plus approprié pour les procédures de cathétérisation en radiothérapie interventionnelle que les
animaux de petite taille. Il est beaucoup utilisé pour les recherches en chirurgie et en radiologie
interventionnelle [182,426,432]. Il a d’ailleurs été utilisé (porc sain) pour des études de radiothérapie
interventionnelle avec 'injection intra-artérielle par I'artére fémorale de microparticules d’***Ho ou de
32p [244,399] ou de traitement de chimio-embolisation [483]. Un désavantage de I'utilisation du porc
sain est notamment qu’il ne présente pas la différence de vascularisation entre le tissu tumoral et le

tissu hépatique normal qui est observée chez les modéles de tumeur hépatiques.

Cependant, il n’existe aucun modele de tumeur hépatique chez le porc domestique (sus scrofa
domestica) hormis le porc chinois (porcelets chinois Taihu) [432]. Le développement d’une induction
tumorale hépatique chimique par administration de diéthylnitrosamine (DENA) chez le porc
domestique a fait I'objet d’une thése a l'université de Graz, Autriche avec pour but de développer un
modele chez le porc domestique et de réduire le temps d’obtention du modeéle qui est trés long dans
le modeéle de porc chinois Taihu induit chimiquement par DENA [484]. L'induction de DENA dans ce

modéle a été effectuée par injection intrapéritonéale de 15 mg.kg? toutes les semaines aussi
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longtemps que les images TDM réalisées montraient des changements liés a la carcinogénése dans le
foie. Cependant, les porcs domestiques n’ont pas supporté le traitement d’induction et ce travail n’a
pas permis d’obtenir un nouveau modeéle de tumeur hépatique chez le porc. L'inconvénient du porc
domestique est sa taille, les porcs de I'étude pesaient 33 kg en moyenne ce qui ne facilite pas leur

manipulation.
Il existe 2 modeles relativement récents :

Un modele d’induction chimique chez le porc chinois Taihu, avec une injection intrapéritonéale
de 10 mg.kg! de DENA toute les semaines pendant 3 mois suivi par un arrét de I'induction de 10-12
mois. La tumeur hépatique a suivi le méme processus de carcinogénese que chez 'lhomme et est
irriguée principalement par 'artére hépatique. Le CHC s’est développé dans un contexte de cirrhose
et ressemble donc au CHC humain de ce point de vue [432,485]. Le temps long d’obtention de ce
modele est un désavantage du modele. De plus, les tumeurs obtenues se présentent sous forme de
multiples nodules de petite taille parcourant le foie ce qui est rarement rencontré chez 'homme

[425,426].

Le second modeéle est trés fastidieux a obtenir di aux processus de biologie moléculaire
impliqués. Il consiste a induire la mutation de fibroblastes issus du cartilage de I'oreille d’un porc sain,
qui une fois mutés sont réintroduits chez le méme animal ayant recu un traitement légérement
immunosuppresseur pour faciliter la croissance tumorale [426,486]. L'avantage de ce modéle est

I’obtention d’une tumeur génétiquement identique a I’hote.

Le porc présente plusieurs avantages: sa grande taille permet une utilisation du matériel
clinique a taille humaine (cathéters, appareils d’'imagerie) et minimise le besoin d’adaptation de la
méthode de traitement développé pour I’homme, a la différence des petits modeles tels que la souris.
Il est proche de I'homme en termes de physiologie et d’anatomie hépatique. Cependant, les modéles
porcins de tumeur hépatique sont des modeles tres longs et fastidieux a obtenir et ne facilite par leur
utilisation. De plus, les animaux sont plus colteux. Le poids et la taille importante engendre une
manipulation moins aisée. Un autre désavantage est que le porc domestique est également tres

sensible au stress, ce qui ne facilite pas les processus d’anesthésie.

4.5.2. Marmotte

Le modeéle de la marmotte (Marmotta monax) est basé sur 'infection par le virus de I’'hépatite
B de la marmotte. Il est donc utilisé pour des études concernant I'induction du CHC dans le contexte
d’une infection par le virus de I’hépatite B. En effet, I'hépatite B de la marmotte est trés proche de la

maladie humaine. Elle engendre une inflammation du foie et un processus de dommage et de
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réparation qui est similaire au processus observé chez les patients infectés par le virus de I’'hépatite B.
Des CHC spontanés induits par le virus de I’'hépatite de la marmotte (WHV pour Woodchuck Hepatitis
virus) ont été observés pour la premiére fois au milieu des années 1950. Le virus de I’hépatite B de la
marmotte posséde une structure et un cycle de réplication similaire au virus humain. Les marmottes
infectées de maniére chronique par le WHV développent le CHC dans les premiéeres années de vie a
partir de 2 a 4 ans. Les premieres observations du WHV ont été réalisées sur des marmottes sauvages
infectées par le virus, capturées dans leur habitat naturel (Etats-Unis et Canada) et gardées au
laboratoire. Elles constituaient une source de virus et de tissus hépatiques pour des analyses
moléculaires et histopathologiques. D’autres études d’infection ont été réalisées sur des marmottes
sauvages capturées. Cependant, ces études aboutirent seulement a une infection aiglie et non
chronique. Plus tard, en 1980 une colonie d’élevage de marmottes a été créée a I'université de Cornell.
Presque toutes les marmottes qui sont infectées de maniére chronique par inoculation néo-natale
expérimentale du virus de I’'hépatite B développe un CHC. La médiane de vie sans apparition du CHC
est de 24 mois, et la médiane d’espérance de vie est de 30-32 mois. Ce modeéle peut étre intéressant
pour des études de prévention de I’hépatite B ou I'étude des mécanismes impliqués, cependant il n’est
pas pratique pour 'étude de traitement du CHC étant donné le temps d’obtention du modéle trop
long. De plus, la cirrhose ne se développe pas chez ce modeéle, et il est rarement métastatique

[426,431,433].

Des études de traitement du CHC par résection, éthanolisation, photocoagulation au laser
[487], ablation par radiofréquence [488] et de traceurs d’imagerie TEP [489] ont été réalisées avec ce
modeéle. Et des lignées cellulaires issues de carcinome hépatocellulaire de marmotte ont été établies

[490-492].

4.5.3. Tupai et Spermophile (écureuil terrestre)

Le tupai (Tupaia belangeri chinenesis) est un petit animal que I'on trouve dans les foréts
tropicales d’Asie, de I'ordre des scandentiens, qui est plus proche de ’homme en termes d’évolution
que les rongeurs utilisés en laboratoire. Il était d’ailleurs classé auparavant dans I'ordre des primates
dont il est proche [434,435]. En effet, la séquence du géne p53 dont la voie est altérée dans le CHC a
91,7 % de similitude avec la séquence nucléotidique humaine et 93,4 % avec la séquence d’acide

aminés, ce qui est supérieur a la souris [435].

Les modeéles de tumeur hépatique (CHC) chez le tupai sont des modéles d’infection par le virus
de I'hépatite B humaine (VHB) (inoculation avec du sérum humain positif pour le VHB avec un taux
d’infection de 55 %) avec ou sans administration d’aflatoxine B1, mais également par administration

d’aflatoxine B1 seule [435,493,494]. L'incidence du CHC est plus élevée chez les animaux ayant regu le
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VHB associé a I'aflatoxine B1. Ce modele a été utilisé pour I’étude de I'expression et des mutations des
genes impliqués dans le CHC d’origine viral et associé a I'aflatoxine B1 ; ainsi que pour des études de

chimio-prévention [434].

Les Spermophiles (Spermophilus beecheyi) sont des petits écureuils terrestres qui font partie
de l'ordre des rongeurs. Le CHC peut se développer aprés un minimum de 2,4 ans chez ces animaux
(3gés de 4 ans dans I'étude) suite a I'infection par le virus de I’'hépatite du spermophile (GSHV pour
Ground Squirrel Hepatitis Virus), mais avec une incidence plus faible que chez la marmotte par exemple
[495]. Comme chez la marmotte, le temps d’obtention de ce modeéle n’est pas approprié pour des

études de traitement.

4.5.4. Singe

Le singe a lI'avantage d’étre le plus proche de ’homme. Le macaque (Macaca fascicularis) et le
marmouset (Callithrix jacchus) peuvent développer un cancer du foie de maniere spontané [438]. La
plupart des études de modeles de tumeurs hépatiques chez le singe concernent des modeéles
d’induction chimique par le DENA [437,438,496,497], une étude a également exposé des macaques au
virus de I'hépatite B [497]. Cependant, leur petite taille et les régulations administratives pour leur

utilisation restreignent I'utilisation de ces modeéles [426].

4.5.5. Chien

Le chien (Canis familiaris) présente une anatomie et une physiologie similaire a ’'hnomme, et il
est utilisé depuis longtemps dans des études toxicologiques de développement de nouveaux
médicaments. Les similarités génétiques entre le chien et ’'homme sont plus importantes qu’entre
I’'homme et d’autres espéces comme la souris. Certaines races de chiens sont associées a une incidence
élevée (plus élevée que chez ’lhomme) de certains types de cancers comme l'ostéosarcome, le
mélanome, le lymphome non-Hodgkinien, la leucémie, le cancer de la prostate, du sein, des poumons,
de la téte et du cou, des tissus mous et de la vessie. Le cancer est la premiére cause de mort chez les
vieux chiens (jusqu’a 45 % chez les chiens de 10 ans ou plus et 23 % indépendamment de I'age). Les
cancers spontanés observés chez le chien partagent plusieurs caractéristiques avec les cancers
humains, comme I'apparence histologique, la génétique tumorale, les cibles moléculaires, la biologie
et la réponse aux thérapies conventionnelles. Les similarités biologiques et cliniques des tumeurs
spontanées observées entre le chien et I'homme sont souvent difficiles a reproduire dans d’autres
modeles. Le chien partage de plus les facteurs de risques environnementaux avec son maitre, ils
peuvent étre vus comme des sentinelles de la maladie. Leur taille permet I'utilisation d’outils cliniques
utilisés chez I’homme et les protocoles multimodaux sont possibles. L'oncologie comparative est une

approche qui intégre des animaux de compagnie principalement les chiens présentant des cancers

Verger Elise | Les 3Ga/'88Re-SBMP : agent radiothéranostique des tumeurs hépatiques [©QS3 | 171



— Chapitre 3 : Développement des SBMP vers la clinique : Discussion —

spontanés dans des essais pré-cliniques (similaires aux essais cliniques chez les patients) permettant
d’étudier la biologie des cancers et de développer de nouveaux traitements. Ces études peuvent
regrouper plusieurs cliniques vétérinaires sous un Consortium : COTC (Comparative Oncology Trials
Consortium) afin de rassembler des cohortes de chiens conséquentes pour I'étude. Elles permettent
de faire avancer le développement de nouvelles stratégies de traitement de cancer chez I’homme, car
elles facilitent la translation de la pré-clinique a la clinique. Le but étant de répondre a des questions
difficiles a mettre en ceuvre dans les études de phase | chez I’homme ou dans les études pré-cliniques.
Les chiens peuvent étre utilisés pour étudier la sécurité de nouveaux agents anti-cancéreux [444,498—
502]. Cette approche présente des limites: un temps plus long nécessaire pour compléter
I’étude (recrutement des animaux avec des tumeurs spontanées) ; colt plus élevé par rapport a des
études murines. Les chiens peuvent de plus ne pas tolérer la méme dose de traitement que les hommes

ou peuvent étre plus sensibles a un traitement.

Cependant, concernant les cancers du foie spontanés chez le chien, leur incidence est rare
[498]. Les tumeurs hépatiques primaires ne sont pas communes chez le chien, elles représentent 0,6 %
a 1,5% de la totalité des tumeurs canines. Il existe 4 types de cancers hépatiques chez le chien:
hépatocellulaires, des voies biliaires, neuroendocrines (carcinoides) et mésenchymateux (sarcomes).
Ces cancers hépatiques sont classés en trois morphologies : massif (tumeur large solide unilobaire),
nodulaire (multifocal et multilobaire) et diffus. Parmi les tumeurs hépatiques du chien, le CHC fait

partie des tumeurs massives, et est le plus fréquent [503,504].

Un modeéle de développement de tumeur hépatique (parmi d’autres organes) a été développé
chez le chien par inoculation d’une tumeur qui comme chez le lapin n’est pas d’origine hépatique : le
sarcome vénérien transplantable canin. Les chiens doivent étre légerement immunodéprimés (de
maniére continue pour éviter une régression spontanée) et la tumeur atteint une taille qui peut étre
traitée au bout de 8-12 semaines. La tumeur nécessite un animal porteur (chien ou souris) pour croitre
et étre excisée par la suite pour I'implanter dans le foie de I'animal de I'’étude. Une fois la tumeur
fraichement récoltée, elle est dissociée en petits fragments et implantée, ou congelée pour étre
conservée. Cependant, la biologie moléculaire de ce modeéle est peu caractérisée [425,505]. Une lignée

cellulaire de CHC canin a été établie récemment [506].

Le chien sain a été utilisé dans des études de SIRT avec les microsphéres d’*°Y TheraSphere®
avec injection des microparticules dans I'artére fémorale via un cathéter remontant jusque dans

I’artére hépatique. Les microsphéres d’9°Y en résine ont également été testées chez le chien [507,508].
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4.5.6. Cochon d’inde

Un modele de CHC a été développé chez le cochon d’inde (Cavia porcellus) par implantation
intrapéritonéale dans le flanc d’une lignée cellulaire syngénique L10. Une autre lignée de cochon d’inde
L1 qui est plus immunogene existe également, mais elle n’est pas utilisée in vivo [436]. Ces lignées
cellulaires de CHC proviennent d’une induction chimique du CHC chez le cochon d’inde par
administration orale de DENA (0,042 g.L'! dans I'eau de boisson pendant 6 jours par semaines). Les
cochons d’inde induits par DENA présentent également des métastases pancréatiques, pulmonaires et
mésentériques, d’ou le développement d’une lignée cellulaire [509]. Ce modele a été utilisé pour
étudier un traitement d’injections répétées intra-tumorales et per-lymphatiques d’une interleukine-2

pégylée qui a permis I'inhibition de la croissance tumorale [436].

4.5.7. Hamster

Il existe également une lignée cellulaire de CHC syngénique (Hépatome de Kirkman-Robbins)
implantable (en sous-cutané, qui se développe aprés 7-10 jours) chez le hamster doré syrien

(Mesocricetus auratus) [22,510].

Un autre modele d’induction chimique par le DENA chez le hamster doré syrien permet le
développement d’une tumeur hépatique. Le développement du modele se fait en plusieurs étapes :
premierement le DENA est administré par injections sous-cutanées deux fois par semaines pendant 15
semaines, suivi par une période sans induction pendant 16-24 semaines et deuxiemement a partir de
la 25 a 40 semaines le DENA est administré dans I’eau de boisson avec une concentration initiale de

0,05 g.L'! pendant la premiére semaine (26) puis a 0,1 g.L'* jusqu’a la semaine 40 [370].

4.5.8. Poisson zébre (Zebrafish)

Le poisson-zebre (Danio renio) a principalement été utilisé pour I'étude de la biologie du
développement [511]. Il a souvent été utilisé comme un modele d’étude de toxicologie des
carcinogenes. Il existe ainsi des outils génétiques et des ressources génomiques qui font de ce poisson
un modele de cancer attractif [439]. Il a 'avantage d’étre peu cher et abondant [425]. Il développe
une tumeur s’il est soumis a un carcinogéne car il y est trés sensible. L'incidence d’apparition d’une
tumeur spontanée est faible [439]. Cependant, elles existent et se développement le plus
communément dans le foie notamment, mais d’autres organes peuvent étre touchés. Le poisson-zebre
peut développer n’importe quelle tumeur humaine avec une morphologie similaire et des voies de
signalisation moléculaire similaires. Les stratégies utilisées pour développer une tumeur chez ce
poisson sont multiples: traitement carcinogéniques, transplantation de cellules hépatiques de

mammiféres, techniques génétiques (d’induction de I'instabilité génétique ou d’inactivation de génes,
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et de transgénese permettant I'expression d’oncogenes humains). Les tumeurs hépatiques peuvent
étre développées par dissolution de différentes nitrosamines dont N-nitrosodiméthylamine ou de N-

nitrosodiéthylamine (DENA) dans I’eau de I'aquarium, ou par mutation génétiques [511].

Une étude a démontré, par analyse microarray, que le poisson-zébre possédait de nombreuses
similarités moléculaires avec les tumeurs hépatiques humaines [439]. Ce modeéle est plus adapté pour
les études génétiques du CHC pour étudier les voies de signalisation et les mécanismes impliqués dans
I’hépatocarcinogénese qui est conservée chez les vertébrés [512]. Bien s{ir cependant, ce n’est pas un

modele approprié pour les études de radiothérapie interventionnelle.

4.6. Conclusion

Les modeles animaux sont important pour permettre de mieux comprendre les mécanismes
impliqués dans le développement du CHC et de développer de nouvelles approches diagnostiques

précoces et thérapeutiques afin de réduire la morbidité et la mortalité liée au CHC [426].

Chaque modele a ses avantages et inconvénients (cf. Tableau XIX), et il n’existe pas de modeéle qui

est totalement proche du CHC humain. Il faut choisir le modele en fonction de ce que I'on veut étudier.

Dans le cadre de la radiothérapie interventionnelle, il est difficile de travailler avec des animaux de
petite taille et il existe un manque de modéles animaux de grande taille dérivés d’une origine cellulaire
pertinente. Des modeles animaux plus proches de la maladie humaine en termes d’échelle et de
biologie sont nécessaires [425]. La transition de la recherche pré-clinique a la clinique pour le cancer
hépatique est restreinte par le manque de modeles animaux de taille importante modifiables

génétiquement [486].
Le modéle idéal doit reprendre tous ces criteres [426]:

- Il doit permettre d’évaluer précisément les effets du traitement.

- Lagénération et la croissance tumorale doivent étre prévisibles et reproductibles.

- Il doit étre facilement imagé par les méthodes conventionnelles de radiologie.

- Il ne doit pas étre couteux et ne pas exiger d'immunosuppression ou d’identité génétique
consanguine clonale.

- Des différences de survie doivent étre visible (la mortalité ne doit pas survenir trop vite).

- Latumeur doit étre dérivée d’une origine pertinente et sa culture cellulaire, sa caractérisation
et sa propagation doivent étre facile.

- Le contexte dans lequel se développe la tumeur doit étre le méme que celui dans lequel se

développe la tumeur humaine.
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Tableau XIX : Comparaison des différents modéles de tumeur hépatique existant : avantages et

inconvénient

Animal Caractéristiques de

linduction tumorale

Souris - Xénogreffe
- Implantation cellulaire
syngénique
- Induction chimique
- Organisme
génétiquement modifié

Rat - Implantation cellulaire
syngénique
- Induction chimique

Lapin - Implantation cellulaire

(VX2)

Porc Induction chimique :

(Porc DENA

Chinois

Taihu)

Marmotte Infection par le virus de
I’hépatite B de la
marmotte

Chien Implantation cellulaire

Tupai Infection virale par le
virus de I'hépatite B

Cochon - Implantation cellulaire

d’inde - Induction chimique

Hamster - Implantation cellulaire
syngénique
- Induction chimique

Singe Modeles spontanés ou

(Macaque, induction chimique au

Marmouset) DENA

Poisson - Induction par

zébre carcinogéne chimique

(nitrosamine)

- Tumeur spontannée

- Animal génétiquement
modifié
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Avantages

- Abondant

- Petite taille
- Modéles nombreux
- Peu cher

- Taille permettant les
interventions de radiothérapie
trans-artérielle

- CHC similaire a celui de
’'homme dans un contexte de
cirrhose

- Apport sanguin tumoral
artériel

- Taille de I'animal plus facile
pour les procédures de
cathétérisation et de
radiothérapie interventionnelle
- Tumeur trés similaire au CHC
humain se développant dans un
contexte d’infection chronique
a I'hépatique B

Tres proche de ’lhomme

Proche de ’lhomme

Lignée cellulaire syngénique

Temps d’obtention rapide du
modele d’implantation
cellulaire

Les plus proches de I'homme

- Peu cher et abondant

- Similarités avec les tumeurs
hépatiques humaines au niveau
moléculaire

- Tres sensible aux carcinogénes
chimiques

- Possibilité de développement
de n’importe quel cancer
humain.

Inconvénients

- Petite taille

- Ne reproduit pas compléetement les
interactions tumeurs-hote pour certains
modeles et la complexité génétique des
tumeurs hépatiques.

- Tumeur d’origine non hépatique, peu
caractérisée

- Croissance rapide

- Formation de nécrose

- Colit

- Temps d’obtention du modéle trés long
- Taille : manipulation

- Animal sensible au stress

- Temps d’obtention de la tumeur trop long

- Tumeurs spontanées hépatiques rares
- Modéle cellulaire tumoral qui n’est pas
d’origine hépatique avec nécessité
d’immunosuppression

- Temps d’obtention du modele

- Modeéle qui est plus approprié pour
I'étude de I’hépatite B que pour les
traitements du carcinome hépatocellulaire
- Implantation cellulaire ectopique

- Modeéle induction chimique :
développement de métastases et temps
d’obtention du modele

- Modele d’'implantation cellulaire
ectopique

- Modele induction chimique : temps
d’obtention du modele

- Petite taille

- Régulation exigeante : peu utilisé

Inapproprié pour les études de
radiothérapie interventionnelle
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5. Perspectives proposées pour le développement des SBMP vers la
clinique

5.1. Choix d’un nouveau modele animal

5.1.1. Inconvénients du modéle du porc

Nous avions dans un premier temps envisagé de travailler chez le porc charcutier du fait qu’il
soit proche de ’'homme en termes d’anatomie hépatique, de physiologie et de biologie moléculaire et
pour sa taille qui permet de réaliser des procédures de radiothérapie interventionnelle avec

cathétérisation trans-fémorale de I'artére hépatique. Cependant, ce modeéle a des désavantages :

- Pas de modele de tumeur hépatique chez le porc charcutier.

- Présence de trop nombreuses artéres collatérales, qu’il est difficile d’emboliser ou de
ligaturer.

- Lataille de I'animal ne facilite pas la manipulation.

- Leporcstress facilement et il peut y avoir des pertes d’effectifs au moment de I'anesthésie

par exemple.

C’est pourquoi nous nous sommes tournés vers le modele du lapin VX2 qui est trés utilisé pour

étudier des approches de radiothérapie interventionnelle.

5.1.2. Avantages du modéle VX2 pour les études de radiothérapie
interventionnelle
En conclusion du travail expérimental [146] précédemment présenté au chapitre 2, notre choix de
modele animal de plus grande taille s’est porté sur le modele du lapin VX2. Malgré la complexité du
modele pour obtenir les animaux porteurs de tumeur hépatique, nous avons vu qu’il n’existait pas
beaucoup de modeles de tumeurs hépatiques compatibles pour les études de radiothérapie
interventionnelle. Le modele du lapin VX2 est donc le modele le plus adapté pour la suite du projet

afin de développer les SBMP vers la clinique.

La taille de I'animal avec des artéres de diameétre plus élevé, faciliterait le geste chirurgical
d’injection des particules SBMP. Il est possible d’utiliser la méthode d’injection directe dans une artere
en aval du tronc ceeliaque, il y aurait donc moins de ligatures collatérales a réaliser par rapport a une
étude effectuée chez le rat (cf. Chapitre 2, [146]). De méme, au lieu de ligaturer I'artére au niveau du
site d’injection, il est possible de réaliser une suture de I’artere rétablissant le flux artériel. Si une suite
angiographique est utilisée avec une injection via I'artere fémorale par un cathéter, il n’y a pas besoin

de ligaturer ou de suturer 'artére. L'acte chirurgical est peu invasif et moins traumatisant pour
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I’animal, engendrant moins de risque de perte d’effectifs si I'animal a besoin d’étre réveillé pour des

imageries de biodistribution tardives et successives.

5.2. Expériences supplémentaires nécessaires pour le
développement des SBMP vers la clinique

5.2.1. Etude in vitro : Amélioration du radiomarquage des SBMP par le
rhénium-188

La PRC maximale obtenue pour le radiomarquage des SBMP par le ¥8Re est actuellement de
96,4 %. En perspective, dans une tentative d'améliorer le radiomarquage au '¥®Re et d'obtenir une PRC
encore plus élevée avec un niveau plus faible d'agent réducteur et éventuellement moins de particules,
afin d'augmenter l'activité par particule, I'addition d'oxalate pourrait étre étudiée. En effet I'ion oxalate
aide la réduction du perrhénate d'une autre maniére que le gluconate, il agit comme un promoteur de
la réduction [344,513]. L'oxalate intervient t6t dans le processus de radiomarquage, il ne réduit pas
directement I'état d’oxydation de I'ion perrhénate comme le gluconate. Il forme un complexe Re(VIl)
intermédiaire avec une meilleure conformation géométrique et I'arrangement de coordination étendu
requis (appelé expansion de la sphére de coordination [513]) qui facilite I'interaction avec le SnCl; et
au final avec le ligand d’intérét [344,513-515], qui dans notre cas est la cadavérine greffée sur les

particules d’amidon.

5.2.2. Etude in vivo

5.2.2.1. Biodistribution par imagerie

Avec le modeéle du lapin VX2, il serait intéressant d’imager dans le temps des SBMP
radiomarquées par le ¥8Re, le ®8Ga et le #™Tc afin comparer leur biodistribution et de vérifier qu’il n’y
a pas de différence. La comparaison sera plus facile entre le ¥Re et le ®™Tc car ils sont tous les deux
imagés par la méme technique en TEMP. L'imagerie dans le temps jusqu’a 24 h par exemple, pourra

permettre de vérifier la stabilité in vivo des particules SBMP.

5.2.2.2. Efficacité

Une étude d’efficacité pré-clinique chez le lapin VX2 est indispensable pour le développement
des SBMP vers la clinique. Il serait donc intéressant d’injecter des particules SBMP marquées au #Re
chez des lapins VX2 et de comparer I'efficacité du traitement a un groupe contréle recevant des
microparticules non marquées et éventuellement a un groupe recevant des microsphéres d’%Y
utilisées actuellement en clinique pour comparer |'efficacité entre les deux vecteurs thérapeutiques.
L'efficacité du traitement pourra étre suivi par des techniques d’imagerie tels que I'IRM ou la

tomodensitométrie en comparant les images pré-traitement et post-traitement. Des marqueurs
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sanguins peuvent éventuellement donner des indications sur I’évolution de la tumeur également. De

méme, I'effectif ne doit pas étre trop restreint pour la validation d’une étude préclinique.

6. Perspectives : développement de nouveaux radiomarquages des
SBMP par d’autres radionucléides d’intéréts

Le développement de radiomarquages des SBMP par d’autres radionucléides sous forme de kits
préts-a-l ‘'emploi peut étre intéressant pour le développement de nouvelles techniques de diagnostic
et de traitement afin de pallier aux limitations des traitements actuels et d’envisager éventuellement

d’autres applications en fonctions des caractéristiques de chaque radionucléide.

Le présent travail a démontré que les SBMP pouvaient étre radiomarquées grace au ligand
polyamine par différents radionucléides : le ®™Tc; le ¥8Re et enfin le %Ga. Il pourrait donc étre
intéressant de développer d’autres radiomarquages avec d’autres radionucléides d’intéréts, en testant

le pouvoir de chélation de la polyamine dans un premier temps.

Dans un deuxieme temps, le développement d’un marquage avec un autre type de ligand greffé
sur les SBMP peut étre envisagé. Il existe d’autres vecteurs et leur chélateur dont le marquage a la fois
par le gallium-68 et I'yttrium-90 a été développé comme par exemple les analogues de la
somatostatine conjugués au chélateur DOTA [103] ou des peptides ligands du PSMA (Prostate-Specific
Membrane Antigen) conjugués au chélateur DTPA [516] qui peuvent étre marqué a la fois par le %Ga,

I’%Y et le lutétium-177 (*’Lu) [517].

Le lutétium-177 (Y7Lu) est un radionucléide de demi-vie longue (ti2 = 6,7 jours). Il a une chimie
proche de celle de I’°°Y et peut étre également un radionucléide d’intérét pour le radiomarquage des
SBMP. C'est un émetteur B~ de faible énergie (les particules B sont émises en 3 pics d’énergies
maximales différentes). Mais a la différence de I’°°Y il peut étre imagé de maniére directe car il émet
également des rayonnements y qui peuvent étre utilisés pour I'imagerie scintigraphique ou TEMP post-
thérapeutique [136]. Cependant, c’est un radionucléide qui est produit en réacteur et non par un

générateur.

Le chélateur est un composant fondamental critique des radiopharmaceutiques a base de
radiométaux [517]. Certains radionucléides ont des caractéristiques semblables au %Ga. Les ions
8Ga%*, 90Y3* et 7Lu®, sont tous des ions d'état d’oxydation +3 qui ont une affinité pour les ligands de
type bases dures (donneurs d’électrons) tels que les oxygénes des groupes carboxylates et les amines
des groupes nitrogenes. De plus, leur principal nombre de coordination est 6 [77,368,517] et le ligand

des SBMP la cadavérine est une polyamine qui présente de bonnes conditions pour la chélation de ces
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ions comme base dure. Ces caractéristiques peuvent éventuellement suggérer qu’il est également

possible de marquer les SBMP par ces radionucléides via la cadavérine.

Concernant les émetteurs de rayonnements a, le bismuth-213 (?Bi) et I’actinium-225 (**°Ac) sont
également des ions dont I'état d’oxydation est +3 [239]. Les émetteurs de rayonnements o sont plutdt
utilisés en thérapie couplés a des anticorps qui se fixent sur les antigenes tumoraux comme le CD20
pour le lymphome. Cependant, certains auteurs ont développé des systémes de microspheéres

marqués par des émetteurs de rayonnement o [112].

7. Application des SBMP a d’autres maladies : ’'embolie pulmonaire

Les SBMP ont dans un premier temps été développées pour le diagnostic de I'embolie pulmonaire
avec le développement de kits préts-a-I'emploi pour le radiomarquage au *Tc dans le but de proposer
une alternative au *™Tc-MAA qui sont d’origine humaine [358]. Le diagnostic de 'embolie pulmonaire
est difficile étant donné que les symptomes et les signes cliniques sont non spécifiques [518]. La mort
soudaine apparait dans 25 % des cas et la mortalité est supérieure a 15 % suivant le diagnostic. Son
incidence est de 0,03 30,2 % en Europe et aux Etats-Unis [358]. Les SBMP marquées au %Ga pourraient
améliorer la qualité des examens par un gain de résolution spatiale, de sensibilité et une meilleure

quantification du signal en TEP par rapport a la TEMP [380].
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CONCLUSION GENERALE

Ce projet se place dans le cadre du développement et I'amélioration des propositions de
diagnostics et de traitement et plus particulierement la SIRT, pour le CHC qui est un cancer qui touche
de nombreuses personnes dans le monde et qui malheureusement est souvent diagnostiqué
tardivement entrainant une mortalité élevée. L’application des traitements curatifs est restreinte aux
stades précoces et les patients atteints de tumeurs hépatiques de stade intermédiaire et avancé sont

dirigés vers des traitements palliatifs comme la SIRT.

Cette étude a permis le développement d’un vecteur de théragnostique unique prometteur (les
SBMP) qui répond au besoin d’'amélioration de la technique de SIRT des tumeurs hépatiques primaires
ou secondaires, en fonction des problemes rencontrés actuellement en clinique. Les caractéristiques
des SBMP offrent plusieurs avantages par rapport aux vecteurs de radiothérapie sélective interne
utilisés en cliniques, mais aussi par rapport aux vecteurs développés en pré-clinique jusqu’a présent.
Les kits de SBMP préts-a-I'emploi permettent un marquage simple rapide et a température ambiante
par 3 radionucléides différents: le *®™Tc, le ®Ga et le ®8Re, couvrant ainsi les deux techniques
d’imagerie utilisées en médecine nucléaire et permettant le traitement et I'imagerie post-traitement.
L’étude préliminaire in vivo a montré de bons résultats qui devront étre approfondis dans un modéle
animal plus approprié pour la radiothérapie interventionnelle. Des études de stabilité et de
comparaison de la biodistribution in vivo des SBMP, en fonction des différents radionucléides devront
étre réalisées, ainsi que I'étude de I'efficacité avec une comparaison éventuelle avec les microsphéres
d’*y utilisées actuellement en clinique. Ceci afin de permettre au SBMP d’atteindre I'utilisation

clinique.
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Le Carcinome Hépatocellulaire a une incidence mondiale élevée et est associé a un mauvais pronostic. Les
traitements curatifs existants ne sont applicables qu’a une minorité de patients. La radiothérapie sélective interne
(SIRT) est un traitement palliatif de plus en plus utilisé. Elle consiste a I'injection sélective intra-tumorale de
microsphéres d'yttrium-90 par infusion intra-artérielle, et repose sur deux étapes : une étape pré-thérapeutique
de simulation du traitement avec I'injection de macro-agrégats d'albumines marqués au °™Tc et le traitement en
lui-méme. Cependant les caractéristiques de ces deux vecteurs différent et peuvent conduire a des variations de
biodistribution et a une dosimétrie approximative.

Ce travail a pour but de développer un vecteur radiothéranostique unique pour la SIRT : les microparticules a base
d’amidon (SBMP), afin de pallier aux différents problémes rencontrés en clinique. L'optimisation du radiomarquage
par le %Ga et le 188Re sous forme de kits lyophilisés préts-a-I'emploi, a permis d’obtenir une pureté radiochimique
> 98 % et > 95 % respectivement. Une étude préliminaire par imagerie TEP/CT in vivo chez le rat, suite a l'injection
intra-artérielle des %8Ga-SBMP a montré une biodistribution spécifique des microparticules avec plus de 95 % de
I'activité retrouvée dans le foie et plus particulierement dans les tumeurs. Les SBMP offrent plusieurs avantages
répondant a différents problémes actuels et constituent un agent théranostique prometteur pour la SIRT. Une
présentation de la SIRT, des différentes microparticules en développement pour la SIRT et des modéles animaux
de tumeur hépatique existants seront également développées dans ce travail.

mots-clés : Microparticules a base d'amidon, SBMP, 188Re, ®Ga, Radiothérapie sélective interne, SIRT,
radioembolisation, modéles animaux de tumeur hépatique, Carcinome Hépatocellulaire, HCC.

The Hepatocellular Carcinoma has a high incidence worldwide and is associated with a bad prognostic. The existing
curative treatments can only be apply in a minority of cases. The selective internal radiation therapy (SIRT) is a
palliative treatment that is increasingly used. This technique is define by the selective intratumoral injection of
yttrium-90 microspheres via intra-arterial infusion. It involves two steps: a pre-therapeutic one for treatment
simulation purpose with the injection of serum albumin macroaggregates radiolabeled with **™Tc and the treatment
itself. However the characteristics of these two vectors are different and can lead to variations in biodistribution
and approximate dosimetry.

This works aims to develop a unique radiotheranostic vector for the SIRT: the starch-based microparticles
(SBMP), in order to overcome the different currents clinical problems. The optimization of the radiolabeling by the
8Ga and the '®Re in the form of ready-to-use radiolabeling kits allowed to obtain a radiochemical purity > 98 %
and > 95 % respectively. A preliminary in vivo study by PET/CT imaging in rat, following the intra-arterial injection
of 8Ga-SBMP displayed a specific biodistribution of the microparticles with more than 95 % of the activity found in
the liver and mostly in the tumors. The SBMP offer several advantages that answer different current issues and
are a promising theranostic agent for the SIRT. A presentation of the SIRT, the different microparticles in
development and the existing animal models of hepatic tumor will also be developed in this work.

keywords : Starch-Based microparticles; SBMP; 18Re; %Ga; Selective Internal Radiation therapy; SIRT;
radioembolization; hepatic tumoral animal model; Hepatocellular Carcinoma; HCC.
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Microparticules a base d’amidon (SBMP) comme agent théranostique
unique pour la radiothérapie sélective interne des tumeurs hépatiques :
radiomarquage au gallium-68 et rhénium-188 et étude préliminaire in vivo

Starch-Based Microparticles (SBMP) as unique theragnostic agent for the selective internal
radiation therapy of hepatic tumours: radiolabeling and preliminary in vivo study

Résumé

Le Carcinome Hépatocellulaire a une incidence
mondiale élevée et est associé a un mauvais pronostic.
Les traitements curatifs existants ne sont applicables
qu’a une minorité de patients. La radiothérapie sélective
interne (SIRT) est un traitement palliatif de plus en plus
utilisé. Elle consiste a I'injection sélective intra-tumorale
de microsphéres d’yttrium-90 par infusion intra-artérielle,
et repose sur deux étapes : une étape pré-thérapeutique
de simulation du traitement avec l'injection de macro-
agrégats d’albumines marqués au °"Tc et le traitement
en lui-méme. Cependant les caractéristiques de ces deux
vecteurs different et peuvent conduire a des variations de
biodistribution et a une dosimétrie approximative.

Ce travail a pour but de développer un vecteur
radiothéranostique unique pour la SIRT : les
microparticules a base d’amidon (SBMP), afin de pallier
aux différents problémes rencontrés en clinique.
L'optimisation du radiomarquage par le %8Ga et le 18Re
sous forme de kits lyophilisés préts-a-I'emploi, a permis
d’obtenir une pureté radiochimique > 98 % et > 95 %
respectivement. Une étude préliminaire par imagerie
TEP/TDM in vivo chez le rat, suite a linjection intra-
artérielle des ®Ga-SBMP a montré une biodistribution
spécifique des microparticules avec plus de 95 % de
I'activité retrouvée dans le foie et plus particulierement
dans les tumeurs. Les SBMP offrent plusieurs avantages
répondant a différents problémes actuels et constituent
un agent théranostique prometteur pour la SIRT. Une
présentation de la SIRT, des différentes microparticules
en développement pour la SIRT et des modeles animaux
de tumeur hépatique existants seront également
développées dans ce travail.

Mots clés
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Abstract

The Hepatocellular Carcinoma has a high
incidence worldwide and is associated with a bad
prognostic. The existing curative treatments can only be
apply in a minority of cases. The selective internal
radiation therapy (SIRT) is a palliative treatment that is
increasingly used. This technique is define by the
selective  intratumoral  injection  of  yttrium-90
microspheres via intra-arterial infusion. It involves two
steps: a pre-therapeutic one for treatment simulation
purpose with the injection of serum albumin
macroaggregates radiolabeled with °™Tc and the
treatment itself. However the characteristics of these two
vectors are different and can lead to variations in
biodistribution and approximate dosimetry.

This works aims to develop a unique
radiotheranostic vector for the SIRT: the starch-based
microparticles (SBMP), in order to overcome the different
currents clinical problems. The optimization of the
radiolabeling by the 68Ga and the #Re in the form of
ready-to-use radiolabeling kits allowed to obtain a
radiochemical purity > 98 % and > 95 % respectively. A
preliminary in vivo study by PET/CT imaging in rat,
following the intra-arterial injection of Ga-SBMP
displayed a specific biodistribution of the microparticles
with more than 95 % of the activity found in the liver and
mostly in the tumors. The SBMP offer several
advantages that answer different current issues and are
a promising theranostic agent for the SIRT. A
presentation of the SIRT, the different microparticles in
development and the existing animal models of hepatic
tumor will also be developed in this work.
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