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PSF se sont laissées apprivoiser,

Et je pourrais, les yeux fermés, lancer le cal-
cul d’'un DEF dans un cube de 1 cm de coté.

Merci Dimitri pour tes mille et unes lecons
sur PENELOPE;,

Avec toi, suivre les péripéties d’un électron
semblait aussi simple que vider une chope.

Merci a Juan-Carlos Garcia Hernandez, qui,
dans la bataille des électrons 17, m’a épaulée,

Et avec qui j’ai grandement apprécié conver-
ser et échanger.

Ces tonnes de données, dans des fichiers .txt
rassemblées,

Demandent ensuite d’étre patiemment triées,
classées, traitées.

Merci & Mattia, qui maitrise aussi bien les
boucles for

Que la traversée des arétes enneigées en
crampons.

Merci Manu, pour avoir eu le courage d’en-
seigner le Python

A de fébriles débutants, développeurs en
plein essor (ou pas!).

”Mais ou donc sont stockées ces nanoparti-
cules 77

Voila une question qui, bien loin d’étre ridi-
cule,

Nous plonge aussitot a I’échelle de la cellule.
Sur la ligne ID-16, épuisés et noctambules,

Sylvain et Murielle se sont relayés, imageant
sans en omettre,

Tous les détails des F98, nanometre apres na-
nometre.

Merci pour ces expériences uniques et si
précises,

Qui en plus d’étre utiles, offrent des illustra-
tions exquises.

Les tests de clonogénicité demandent sang
froid et courage,
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Et leur analyse en requiert encore autant,
voire davantage.

Merci Thierry pour ta précieuse aide sur le
compteur de colonies,

Et & Alberto Mittone pour ta patience a com-
prendre le logiciel et contourner ses facéties.

Un grand merci a Charlene, Loic et Angélique
D’avoir pris soin de nos petits rats,

Si mon souvenir de ces expériences ne me
rend guere nostalgique,

La sincérité des moments partagés me man-
quera.

Dur labeur que de gérer la sécurité et ses
aléas.

Merci donc a Hélene et Alexandra, et a
Véronique, Constance et Laura.

Car remplir des safety forms est tout un art,

Et sans reperes, cette étape peut rapidement
devenir un rempart !

Merci aux vaillants occupants du 18.1.26, peu
importe la météo,

Pénélope, Paolo, I’entente fut pacifique (mais
presque!) dans ce petit bureau. :-)

Bravo a Clémence d’avoir a la fois survécu

A mon premier TP, et & ce bureau dans le-
quel le temps s’écoule finalement plus vite que
prévu.

Merci a Ludo, plus connu sous son nom de
scene Dr. Broche,

Capable de grimper du 15d+ ou faire tourner
un code sans anicroche.

Warren, une fois ta tasse lavée et luisante
comme une boule & facettes,

Je te remercie encore pour ton aide a appri-
voiser les sigmoides (sales bétes!) !

Merci & Andréa et & Mathylde de m’avoir ac-
compagnée dans mes débuts en histo

Car, plus qu'une technique, c’est un art que
de couper des tranches de 20 pm de cerveau!

Merci Christian pour tes conseils et ton sou-
tien musical,

Behind Blue Eyes me rappelle maintenant de
bons souvenirs ou résonnent un accent provencal.

Merci, Elke, pour ta main toujours tendue,
ta générosité et ton dynamisme,

Une femme de sciences, une femme au grand
coeur, nous entrainant comme par magnétisme.

Samira et Montserrat, grand merci pour
votre gentillesse,

Pour chacun, vous souleviez des montagnes
avec hardiesse.

Merci a Herwig pour les réglages au fais-
ceau, et & Veronica pour ces joyeuses discussions
animées.

Merci a PTESRF pour les précieux beamtimes,
espérés et rentabilisés!

Caractériser ces nanoparticules de fer
N’est pas une mince affaire
Sans que cela ne se mue en enfer.
N’en ayant jamais trop a faire,
A la paillasse, sans succes, je m’affaire.
) )
N’ayant nulle connaissance de ferrailleur,
J’ai donc appris a le faire ailleurs.

Merci donc & Marie Carriere et & Petite Marie
(Dorier)

De m’avoir enseigné lart délicat de ca-
ractériser les nanoparticules et de les imager.

Merci a David Béal pour m’avoir appris, de
la culture cellulaire, ses mille et uns remedes.

Merci a Sylvain Caillat, souriant méme si, tot
le matin, je venais quérir de l'aide.

Merci a Jérome Planes, Morgane, Camille et
a toute I'équipe SyMMES-CIBEST du CEA,

Donnant cette douce impression de faire par-
tie de I’équipe alors que je n’étais jamais la-bas.

Ce sujet de these est, par essence, pluridisci-
plinaire.

A mon grand dam, mes petits monsieurs, je
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ne possédais pas la science infuse,

Aucun moyen d’y accéder, méme en invo-
quant les muses.

Merci a tous ceux qui, par leur expertise, mon
étude éclairerent.

Merci a Olivier Renard de m’avoir formée sur
cet outil qu’est le ZetaSizer,

Et a Emmanuelle Soleilhac d’avoir tenté
Paventure "NPs + IncuCyte” sans compter ses
heures.

Merci a Bastien Dalzon, Catherine Aude-
Garcia et Thierry Rabilloud,

Maitres en la différenciation de macrophages
et dont le savoir est un indéniable atout.

Merci a I’équipe coréenne, J. Kun et G.H.
Choi et J.K. Kim,

Qui détiennent de la synthese des NPs les se-
crets les plus intimes.

Merci & Werner Graber, Jean-Albert Laissue
et Valentin Djonov d’avoir pris part a I'aventure

En imageant, par TEM ou en optique, les F98
et J774A.1 sous toutes leurs coutures.

Merci a I'équipe de Karine Pernet-Gallay
d’avoir analysé les grilles porteuses de NPs,
malgré un microscope un peu réticent,

Et a Véronique Collin-Faure et son aide
précieuse pour étudier, d’une cellule, son cycle
et ses tourments.

Merci a Norah Collomb, Vasile Stupar, An-
thony Delalande et Emmanuel Barbier,

L’ouverture de la BHE est un sujet passion-
nant et prometteur que j’ai eu grand plaisir a
aborder.

Merci a Jean-Philippe Kléman, de la biologie
connaissant I’obscure dialecte,

Nous ayant permis d’observer le comporte-
ment des F98 in live and direct.

Merci a Josiane Arnaud, Benoit Chovelon et
Domonique André qui, a grands renforts d’acide
nitrique,

Ont eu le courage d’analyser mes nombreux
échantillons si peu esthétiques.

Merci a Marlene et Elisa pour avoir partagé
avec moi ces expériences,

Je vous souhaite tout le succes dans votre
chemin a travers les sciences.

L’administratif étant une science a part,
isolée,

Pour laquelle I’école d’ingé ne m’avait guere
armeée,

Je souhaiterais maintenant remercier ceux
qui m’ont aidée a sortir

De ces méandres tortueux sans trop en souf-

frir.

Merci au LabEx PRIMES d’avoir financé ce
projet,

Ainsi qu’a Jean-Baptiste Mourgues et a
Béatrice Rayet.

Merci coté Inserm a Margaret Pras, et coté
CEA a la patiente Zohra,

Et a 'EDISCE, grand merci & Orélie Gar-
zena.

Grand merci a Laurence et Didier, ainsi qu’a
toutes ces belles ames croisées,

Partageant un repas, un gateau, un café ou
un thé,

Et contribuant & faire, au cours de ces trois
ans,

Du synchrotron un endroit humain et vivant.

Un merci tout spécial a Karsten Plamann,
tuteur puis ami,

Pour son aide et son soutien, ses paroles qui
enlévent les poids.

Car si j’en suis la, c’est aussi grace a lui,

Pour m’avoir orientée vers un des milles che-
mins qui se présentaient a moi.

Une pensée a tous les rats Diateur, Molly,

Stafari, Mses2, Plapla, Comodé, Tatouille,
Chidadati, ...

Sans eux, tout ce travail eut été impossible...
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Enfin, merci a la bouilloire,

Centre névralgique du secteur 18 et soutien
inconditionnel en cas de chute d’espoir!
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Enfin, bien que longs, ces remerciements sont
pour moi le moment

De dire merci a ceux qui m’ont portée,
trainée, tractée, mouflée,

Re-portée, lue, re-lue, re-re-relue,

Et qui ont subi les affres de la these plus ou
moins directement.

Merci tout d’abord a toi, toi qui ne sera peut
étre pas nommé par la suite

Fatiguée, sache que lorsque m’apparaitra
mon oubli,

Je m’en mordrai les doigts c’est promis.

Merci a la Team Rhinovar et rencontres
d’Autrans,

Et a Grenoble, cette fine équipe de docto-
rants,

Bonne suite a vous tous, continuez sans ab-
dication,

J’espere que nos chemins tortueux se recroi-
seront !

Un bigzerr merci a Roms, Guigui et compa-
gnie,

A nos journées pétanque - ski!

Merci aux compagnons des équipes Jeunes

Alpi,

Ainsi qu’a Rob’, mon maitre Jedi aguerri.

Merci a Marieke, Pipo, Thibault et Océ et a
leur poésie déjantée,

Sous une cascade ou dans une arche, ” confor-
tablement” (heu) installés.

A ces moments inoubliables dans une courte
vie!

Merci a Thals et aux compagnons circassiens
du mardi!

Christelle, Quentin, Victor, a mes amis d’an-
tan,

Que votre chemin soit beau; mais n’oubliez
pas d’en sortir de temps en temps :-)

3 ans sur le plateau de Saclay, cela laisse des
souvenirs de journées bien remplies,

Je ne peux citer tout le monde, mais a tous,
grand merci!

Merci a Gilles, Omar,
Héloise, Marius et Quentin,

Marine, Yoann,

Que d’anecdotes entremélées dans l'attente
de se retrouver !

Merci aussi a Pierre, Mireia, Philippe et
Aurélien,

Et merci a Esteban et Florian, que le hasard
a, & Grenoble, amenés !

Mayotte, Simon et Ysalis, le trio du bonheur,

Que votre chemin se poursuive dans les
chants... et les pirochkis en fleurs!
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Je ne vous ai pas oubliés,

Merci pour ces moments partagés

Au détour d’un lac, d’un chantier,
D’une prise en résine ou d’une ambrée !

A Aude et Gagél, joie et amour aux jeunes
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A Yacine :
me répéter.

"n’hésite jamais!”, au risque de

Mais je crois que de mes quelques conseils
énoncés

-Complexes, fractions, périmetres et vecteur

C’est bien celui que tu auras le moins retenu !

Stoustou, Lulu and Ze Baluchon, plein de joie
a vous trois,

J’espere bien qu’avant dix-sept ans, l'on se
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reverra;-) !

Grand merci inimitables Vincent et
Vincent, bouquetins fous des sommets,

aux

Pour les aventures en Vercors, en Chartreuse,
et & nos nouveaux projets!

Merci a Noémie et Clément qui, confiants,
ont prété les clefs de leur appartement.

Je n’y ais pas (encore) tout cassé, heureuse-
ment,
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paix,
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meilleur assureur,

Et a Yann, le Confucius aux Boules d’Or (il
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A Clémence,
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Son sourire épanoui et ces belles soirées,
A Mouna,

Encadrante de toujours dont je suis lente-
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Que jamais 'on oublie,

Quand le banjo résonne et que les pas
rythment les reprises de la Carter Family.

Un grand MERCI a ma famille, méme si par-
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Merci & mon oncle et ma tante d’avoir par-
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Et a Florence, Quentin, Lisa et ma belle fa-
mille qui m’ont soutenue et accompagnée.
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Et la scie & métaux pour les découper.
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musculeuses !
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Enfin, merci a celui qui a été la de plein de
manieres,

Immuable, comme la course des nuages ou le
voyage de ’eau sur la pierre.
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Sache que si avec une tente, j’arrive a me débrouiller sans toit
En aucun cas cela ne me tente de poursuivre le chemin sans toi.
Pour tout, et son contraire,

Cimer Albert!
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Liste des abréviations et acronymes

AC Agent de contraste

AC Gd Agent de contraste au gadolinium

ADN Acide désoxyribonucléique

AMM Autorisation de Mise sur le Marché

ANOVA ANalysis Of VAriance

BB BroadBeam, faisceau plein

BSA Albumine de sérum bovin

CDB Cassure Double Brin

CED Convection Enhanced Delivery

CFSE Carboxyfluorescein succinimidyl ester

CSB Cassure Simple Brin

CT-scan Computerized Tomography, tomodensitométrie (appareil : scanner)
DDAO-SE 7-hydroxy-9H-(1,3-dichloro-9,9-dimethylacridin-2-one)
DLS Dynamic Light Scattering

DMEM Dulbecco Modified Eagle’s Medium

DO / OD Densité Optique / Optical Density

EPR Enhanced Permeability and Retention

ESRF FEuropean Synchrotron Radiation Facility

FISH Fluorescence in situ hybridization

GA Glutaraldéhyde

GFP Green Fluorescent Protein

Gy Gray

H & E Hématoxyline et Eosine (ou Erythrosine)
ICP-MS Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry
i.c. intra-cérébral

10 Iron Ozyde

IRM Imagerie par Résonance Magnétique

i.v. intra-vasculaire

i.t. intra-tumoral
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Ma Macrophage

Mo Monocyte

MTT 3-[4,5-dimethylthiazol-2-y1]-2,5-dipheny] tetrazolium bromide
MRT Microbeam Radiation Therapy

NP40 Tergitol-type NP-40

NPs Nanoparticules

NPs Fe Nanoparticules de fer

PBS Phosphate-Buffered Saline

PEG Polyéthylene glycol

PFA Paraformaldéhyde

PTX Paclitaxel

ROS Reactive Oxygen Species

SNC Systeme Nerveux Central

SR-XRF spectrométrie de fluorescence de rayons X
SSC Citrate sodique de sel

SVF Sérum de Veau Foetal

TEM Microscopie électronique par transmission
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Introduction générale

Malgré le développement de nouveaux traitements anticancéreux, I’espérance de vie des patients
atteints du glioblastome multiforme (GBM), la tumeur la plus agressive du cerveau, n’a augmenté
que de quelques mois depuis ces 25 dernieres années. Le traitement standard proposé aux patients
associe trois techniques : la résection chirurgicale, la chimiothérapie et la radiothérapie [Stup 14].
Cependant, le bénéfice thérapeutique est modéré et le traitement ne reste, la plupart du temps,
que palliatif. En plus de leur caractere invasif et de leur résistance intrinseque aux traitements, les
gliomes sont localisés dans une zone fragile et difficilement atteignable du corps humain. La résection
chirurgicale n’est pas toujours possible et ne permet pas de retirer les cellules infiltrées dans les tissus
sains. De plus, les gliomes sont naturellement “protégés” des médicaments chimiothérapeutiques
par la Barriere Hémato-Encéphalique (BHE). Cette barriére protectrice est formée par les parois
des vaisseaux sanguins irriguant le cerveau. Elle filtre tres sélectivement les substances passant
du sang vers le cerveau, empéchant les agents potentiellement dangereux de rejoindre cette zone
sensible. Cependant, cette méme barriere empéche aussi une infiltration suffisante de la plupart des
médicaments antitumoraux dans les tumeurs cérébrales.

L’utilisation de la radiothérapie standard est elle aussi limitée, car la dose requise pour stériliser
ces cellules tumorales souvent tres résistantes entraine aussi la nécrose du tissu sain se trouvant sur
la trajectoire du faisceau. En effet, les particules ionisantes déposent indifféremment leur énergie
dans la tumeur et dans les tissus qui ’entourent ; les dommages ne sont donc pas ciblés sur le
gliome. Une piste d’amélioration serait de “concentrer” l'effet de la radiothérapie sur la tumeur,
tout en épargnant le plus possible le cerveau sain. Les éléments de haut Z (Z>50) ont 'intérét
d’absorber davantage les photons de basses énergies (30-100 keV) que les tissus : les probabilités
d’interaction peuvent étre jusqu’a deux ordres de grandeur supérieures a celles des tissus. Cet effet
est par ailleurs a l'origine de 'augmentation du contraste obtenue dans les images scanner grace
aux agents de contraste.

Une solution thérapeutique consiste donc a charger la tumeur en atomes lourds. Lors de l'irra-
diation, les rayons X interagissent avec ces atomes lourds et leur arrache des électrons. Ces électrons
dits “secondaires” causent ensuite des dommages supplémentaires dans un rayon limité a quelques
cellules. L’idée de tirer profit des atomes lourds date des années 1980, apres une observation for-
tuite par Adams et Norman qui remarquent que les angiocardiographies induisent des aberrations
chromosomiques dans les lymphocytes du sang apres injection d’iode. Cet effet néfaste a rapide-
ment été détourné par Santos Mello et Norman dans un objectif thérapeutique [Mell 83, Norm 97].
Depuis, de nombreux efforts de recherche ont été déployés in vitro, in vivo et en simulations pour
comprendre les mécanismes derriere ce phénomene. L’effet thérapeutique s’est révélé dépendant de
la nature de ’atome lourd, de sa concentration intratumorale et subcellulaire, de ’énergie et du
dispositif d’irradiation.

Ces travaux de these ont été réalisés dans 1’équipe Rayonnement Synchrotron et Recherche
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Médicale (RSRM) implantée sur la ligne biomédicale ID-17 de 'ESRF en collaboration avec 1'équipe
SyMMES-CIBEST du CEA de Grenoble. L’équipe RSRM travaille depuis plus de quinze ans dans
le domaine de ’augmentation de dose par éléments lourds [Adam 03a, Edou 10]. Le faisceau produit
par le synchrotron permet de sélectionner une longueur d’onde de basse énergie tout en gardant un
flux de photons adapté a la radiothérapie. Le travail avec un faisceau monochromatique s’est en
effet révélé bénéfique pour optimiser la distribution de dose et limiter la dose a 'os. Cette stratégie
thérapeutique utilisée dans le cadre d’un synchrotron est connue sous le nom de SSRT (Synchro-
tron Stereotactic Radiation Therapy). Lors d’études précliniques, I’équipe a ainsi pu montrer que
I'utilisation d’agents de contraste iodés associés a une radiothérapie de 15 Gy a 50 keV permettait
d’augmenter significativement la survie de rats porteurs de gliomes F98 (augmentation de 44% de
la survie contre 20% pour la radiothérapie seule [Adam 03b]). Cette stratégie thérapeutique est au-
jourd’hui en phases I et IT d’essais cliniques (investigateur principal : Pr. J. Balosso, NCT01640509).
En parallele de ces travaux sur les agents de contraste iodés, ’équipe RSRM s’intéresse aussi a de
nouveaux composés susceptibles d’améliorer encore le dépot de dose par rapport a l'iode.

Parmi ces nouveaux composés, les nanoparticules (NPs) font I'objet d’'un nombre croissant
d’études. En 2004, Hainfeld et al. publierent un article pionnier dans lequel ils rapporterent 1’effi-
cacité d'un traitement combiné de radiothérapie (26 Gy a 250 kVp) et d’une injection de nanopar-
ticules d’or par voie intraveineuse. Ce traitement permit une importante augmentation de la survie
de souris porteuses de tumeurs sous-cutanées avec 86% de survie a long terme [Hain 04]. Depuis,
de nombreuses équipes ont exploré les capacités de l'or et d’autres métaux (argent, gadolinium,
platine, ...) & augmenter l'effet de la radiothérapie dans les tumeurs. Bien que tous les mécanismes
en jeu ne soient pas compléetement élucidés, le regroupement des atomes lourds sous forme de NPs
favorise l'internalisation de ces composés par les cellules et permet de modifier le dépot de dose a
I’échelle nanoscopique lors de l'irradiation. Les dommages locaux qu’ils induisent sont donc plus
proches des parties vitales de la cellule (ADN, mitochondrie). L’équipe RSRM a précédemment
étudié le potentiel des NPs d’or, de platine et de gadolinium [Boby 10, Taup 13, Delo 17]. Au cours
des travaux de these de Paul Gimenez [Gime 15], il s’est avéré que des NPs d’oxyde de fer, un métal
alors sous-estimé pour ce type de traitement, arrivaient a se concentrer in vitro dans les cellules de
maniere telle que les effets attendus apres irradiation permettraient de détruire deux a trois fois
plus de cellules tumorales qu’une radiothérapie seule.

Ces travaux de thése visaient donc tout d’abord a poursuivre I’étude des nanoparticules d’oxyde
de fer (NPs Fe) comme composé permettant de renforcer 'effet de la radiothérapie dans les gliomes.
Dans cet objectif, des études in vitro sur la lignée cellulaire F98 ont été réalisées en exposant des
cellules aux NPs Fe, puis en les irradiant avec un faisceau monochromatique de basse énergie.
Les NPs Fe proviennent d’une collaboration avec ’équipe coréenne de J.-K. Kim (Université de
Daegu, Corée). Une étude de simulations (code Monte-Carlo PENELOPE) a été menée pour tenter
d’apporter quelques informations supplémentaires sur les processus physiques mis en jeu.

Une des limites de la SSRT réside dans I'accumulation suffisante des composés dans la tumeur.
Tout comme les médicaments chimiothérapeutiques, les NPs ou agents de contraste peinent a
s’accumuler dans les gliomes du fait de la présence de la barriere hémato-encéphalique. Celle-
ci est un peu plus perméable au niveau de la zone tumorale, permettant l'infiltration modérée
des composés injectés par voie intraveineuse, mais I’accumulation qui en résulte reste néanmoins
insuffisante pour espérer obtenir un bénéfice thérapeutique. Ces travaux de these ont exploré une
stratégie pour contourner le probleme de la BHE en utilisant des cellules immunitaires chargées
en NPs Fe pour traverser cette barriere et transporter les composés jusque dans la tumeur. Apres
étude de cette stratégie in vitro, la capacité de ces cellules immunitaires pour migrer dans la tumeur
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ont été expérimentés in vivo.

Ces travaux ont principalement été conduits dans ’équipe RSRM implantée & PESRF (Gre-
noble), en collaboration avec le laboratoire CIBEST du CEA de Grenoble. Toutefois, les études
pluridisciplinaire présentées dans ce manuscrit n’auraient pas pu étre réalisées sans collaborations,
que ce soit pour l'utilisation d’instruments que nous ne possédions pas ou pour des conseils sur les
protocoles ou les simulations. Ce travail de these n’aurait donc pas pu avancer sans ces collabora-
teurs, qui seront nommés dans les chapitres correspondants.

Ce manuscrit est composé de trois parties. Tout d’abord, une premiere partie “bibliographie
et état de l'art” abordera les problématiques de la these selon trois axes directeurs : les gliomes
et les limites des traitements actuels, I'utilisation de NPs pour renforcer le dépot de dose, et enfin
le transport et la distribution des NPs dans les gliomes. Cette premiere partie tente de donner
quelques éléments au lecteur non averti pour prendre du recul sur les méthodes actuelles, leur
fonctionnement et leurs limites.

Dans une deuxiéme partie, nous aborderons les résultats des études visant a étudier le po-
tentiel de I'oxyde de fer pour augmenter la dose dans la tumeur. Les interactions physiques lors
de lirradiation de NPs Fe seront discutées dans un premier chapitre consacré aux simulations
Monte-Carlo. Puis, apres un chapitre traitant de la caractérisation des NPs Fe, les conséquences de
I’exposition des cellules aux NPs Fe sans irradiation seront présentées et discutées. L’effet des NPs
lors d’une irradiation monochromatique a basse énergie de cellules chargées sera ensuite évalué.
Deux méthodes de mesure de la survie cellulaire ont été employées dans ces travaux, et le choix
de leur utilisation fera aussi 'objet d’une discussion. Cette étude s’acheévera avec la présentation
d’une expérience pilote visant a étudier le potentiel des NPs Fe pour augmenter la dose dans un
gliome F98 chez le rat.

Enfin, une troisieme partie aura pour sujet les résultats relatifs aux stratégies de transport
des NPs a travers la barriere hémato-encéphalique. Ces travaux de these se sont concentrés sur ’uti-
lisation de cellules immunitaires, les monocytes/macrophages, comme vecteurs des NPs capables de
s’'infiltrer a travers la BHE jusque dans la tumeur. Apres avoir exposé les résultats de la méthode
“Cheval de Troie” in witro, les résultats obtenus in vivo chez le rat porteur de gliome F98 seront
décrits et discutés. Les résultats préliminaires d’une méthode d’ouverture mécanique de la BHE
par ultrasons seront présentés a titre d’ouverture.

Une discussion générale tentera finalement de rassembler I’ensemble de ces travaux dans une
derniere analyse, avant d’achever ce manuscrit par une conclusion et 1’évocation de quelques pers-
pectives.
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Chapitre 1

Le glioblastome : thérapies actuelles

et limites des traitements
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1.4 Le Chapitre 1 en quelques mots. . . . . ... ... ...

Le glioblastome est une tumeur cérébrale tres agressive pour laquelle aucune option thérapeutique n’abou-
tit aujourd’hui a la guérison. Ce premier chapitre présente la maladie et le traitement actuel proposé aux
patients ainsi que les limites de ce traitement. Quelques améliorations et nouvelles options thérapeutiques
seront ensuite présentées, puis les efforts de recherche pour I'optimisation de la radiothérapie seront appro-

fondis.
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CHAPITRE 1 : Le glioblastome : thérapies actuelles et limites des traitements

1.1 Le cerveau, origine et environnement des gliomes

1.1.1 Organisation du systéme nerveux

Les actions d’un étre vivant sont coordonnées par le systeme nerveux qui communique avec
les différentes parties du corps via des signaux électrochimiques. Il s’organise en deux parties :
le systéme nerveux central, comprenant 'encéphale ! et la moélle épiniere, et le systeme nerveux
périphérique, composé des nerfs et des ganglions nerveux (Fig. 1.1).

Cellule épendymaire Systeme Nerveux

sécrétion et circulation du Central
liquide céphalo-rachidien

Astrocyte

liaison vaisseaux
sanguins - neurones

O

igodendrocyte Microglie

myélinisation

| défense immunitaire
des axones

Cellules de Schwann
myélinisation
d’un axone

Cellules satellites
liaison vaisseaux

sanguins - heurones

Systeme Nerveux Périphérique

Figure 1.1 — Description des cellules gliales associées auz systémes nerveuz central et périphérique.

L’unité fonctionnelle du systéme nerveux est le neurone, qui transmet et traite les signaux grace
a une longue fibre, 'axone. Le cerveau humain compte environ 85 milliards de neurones [Azev 09],
organisés en un réseau ordonné et liés entre eux par leurs nombreuses ramifications terminales.
En plus des neurones, le systeme nerveux contient aussi d’autres cellules qui, elles, ne sont pas
excitables électriquement : ces cellules ne peuvent donc pas conduire I'influx nerveux. Elles furent
découvertes au XIXe siecle par les neurochirurgiens Rudolf Virchow, Santiago Ramén y Cajal
et Pio del Rio-Hortega, qui les considérerent d’abord comme étant une sorte de ciment pour les
neurones. C’est pourquoi elles furent nommées “cellules gliales”, du grec glia signifiant “colle”. Par
la suite, il s’est avéré que les cellules gliales étaient bien plus qu'un liant et qu’elles jouaient en
fait un role crucial dans le soutien des neurones, leur apportant entre autre oxygene et nutriments.
Elles sont ainsi parfois désignées comme les “cellules nourricieres” des neurones. Le détail de leurs
roles est encore mal connu aujourd’hui et chaque avancée prouve que les cellules gliales assurent
des fonctions encore bien plus variées et interviennent par exemple dans le nettoyage des cellules
mortes, la destruction des pathogenes ou la production de myéline.

Pendant plusieurs siecles, le nombre de cellules gliales était estimé a plusieurs centaines de

1. L’encéphale comprend le cerveau, le cervelet et le tronc cérébral.

18



1.1 Le cerveau, origine et environnement des gliomes

milliards, soit 10 fois le nombre de neurones. Ce ratio est aujourd’hui trés controversé et le nombre
de cellules gliales se rapprocherait en réalité du nombre de neurones, malgré le fait que certains
chercheurs maintiennent encore les hypotheses antérieures [Bart 16, Azev 09].

1.1.2 Composition et fonctions de la glie

Depuis la découverte des cellules gliales, de nombreuses équipes ont ceuvré pour comprendre
leur role au sein du systeme nerveux. L’étude microscopique de la forme et de la structure de ces
cellules a montré que 'on pouvait les classer en plusieurs catégories. On différencie aujourd’hui
quatre types de cellules gliales (Fig. 1.1) :

e les astrocytes, de forme étoilée, sont de réelles plate-formes entre le sang et les neurones
au sein du systéme nerveux central. Ils s’assurent de la bonne alimentation des neurones en
oxygene et en nutriments et interviennent méme dans la neurotransmission. Dans le systeme
nerveux périphérique, les cellules satellites semblent effectuer un role similaire.

e les cellules de la microglie composent la principale défense immunitaire du systeme ner-
veux central. Elles ont les mémes origines que les cellules immunitaires usuellement connues
sous le nom de “globules blancs”.

e les oligodendrocytes sont des cellules du systeme nerveux central et ont pour principale
fonction de recouvrir les axones d’une gaine de myéline. Cette gaine permet d’augmenter
la vitesse de propagation des influx nerveux. Un seul oligodendrocyte peut “myéliniser”
plusieurs dizaines d’axones en méme temps. Dans le systeme nerveux périphérique, ce role
est assuré par les cellules de Schwann, qui elles ne peuvent “myéliniser” qu’un unique axone
a la fois.

e les cellules épendymaires tapissent les cavités du systeme nerveux central. Elles sécretent
et favorisent la circulation du liquide cérébro-spinal, ¢’est-a-dire le liquide dans lequel baignent
le cerveau et la moélle épiniere et qui amortit les chocs qui pourraient les endommager.

1.1.3 Origine des cellules gliales

Les quatre types de cellules gliales n’ont pas toutes la méme origine : les cellules de la microglie
proviennent de I’hématopoiese, c’est-a-dire du processus de production des cellules sanguines a
partir des cellules souches hématopoiétiques (Fig. 1.2). Les cellules souches hématopoiétiques se
trouvent dans la moélle osseuse apres la naissance. Elles peuvent proliférer et se différencier en
cellules de plus en plus spécialisées, dont ’étape finale est 'une des cellules présentes dans le sang
(globules blancs, globules rouges ou plaquettes). Il est intéressant de noter que les cellules perdent
peu a peu leur capacité de prolifération au fur et & mesure de leur maturation.

Les trois autres types de cellules gliales proviennent des cellules souches neurales de 'em-
bryon [Rowi 10]. Tout comme les cellules souches hématopoiétiques, les cellules souches neurales
peuvent proliférer et se différencier en cellules plus matures. Ainsi, les cellules souches neurales
peuvent se différencier en glie radiaire, qui elle-méme, apres plusieurs générations de précurseurs
et progéniteurs, se spécialise en neuroblaste puis en neurone, ou en cellule épendymaire, ou encore
en précurseur glial qui se différenciera ensuite en oligodendrocyte ou en astrocyte [Gran 03]. Il
est a noter que cette généalogie, représentée dans la figure 1.2, décrit tres schématiquement les
phénomenes supposés et que les processus réels sont bien plus complexes et encore mal connus.
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Figure 1.2 — Origine schématique des cellules gliales et des cellules tumorales qui en dérivent, d’aprés [Rowi 10,
Gran 03].

1.2 Le glioblastome, tumeur cérébrale maligne

1.2.1 Meétabolisme et homéostasie

Dans des conditions normales de métabolisme, les cellules communiquent entre elles et ont un
cycle de vie tres strictement controlé, décrit dans les genes se trouvant dans ’ADN. Les genes consti-
tuent une vraie bibliotheque dans laquelle le comportement des cellules est précisément détaillé
depuis leur naissance jusqu’a leur mort : par exemple, le déroulement régulé de I'apoptose (i.e. la
mort cellulaire programmée) permet de recycler proprement le matériel contenu dans chaque cel-
lule apres sa mort. L’ensemble de ces mécanismes contribue au développement harmonieux de notre
organisme, malgré les menaces quotidiennes imposées par son environnement hostile. Cet équilibre
délicat est appelé homéostasie. Malheureusement, le systeme de régulation cellulaire n’est pas sans
failles. Suite & une agression de ’extérieur, un ou plusieurs genes peuvent étre modifiés. L’ADN
subit aussi quotidiennement des dégats de facon intrinseque : a titre d’exemple, ’ADN d’une cellule
de mammifere est altérée plus de 60 000 fois par jour [Bern 13]. De nombreux mécanismes entrent
en jeu pour réparer ces dommages ou pour commander a la cellule de mourir si les dommages
sont trop importants afin de préserver I’homéostasie. Malgré tout, il se peut que quelques cellules
échappent aux mécanismes de contréle rigoureux et développent un comportement anormal. Si
elles ne sont pas éliminées, ces cellules indisciplinées peuvent proliférer de maniere anarchique. Cela
donne alors naissance a un groupe de cellules tumorales qui se développe jusqu’au moment ou le
systéeme immunitaire finit par le détecter et 1’éliminer. Néanmoins, quand la prolifération devient
trop chaotique, la tumeur grandit de maniere incontrolable, s’étend et envahit les tissus sains qui
I’environnent. On dit qu’un groupe de cellules devient une tumeur lorsqu’il compte plus de 100 000
cellules [Je m 14].

Ce groupe de cellules déréglées peut constituer une simple anormalité qui ne menace a priori
pas la vie de I’étre vivant : on dit alors que la tumeur est bénigne. Une tumeur bénigne devient
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1.2 Le glioblastome, tumeur cérébrale maligne

maligne, c’est-a-dire dangereuse, quand les cellules tumorales commencent leur migration dans les
zones voisines au lieu de rester confinées. Les cellules tumorales peuvent ensuite envahir de nouvelles
parties du corps et s’y installer pour proliférer & nouveau, engendrant des métastases. Lorsqu’elles
envahissent les tissus sains, les cellules tumorales détruisent leur environnement, menacgant ainsi la
vie de I’étre vivant.

Les causes du cancer sont complexes et mal comprises mais il semble que deux voies puissent
déclencher son développement : la voie intrinseque et la voie extrinseque [Soli 09]. La voie intrinseque
met en jeu des altérations géniques, tandis que la voie extrinseque est initiée par des infections
virales ou bactériennes ou des maladies auto-immunes, créant une zone inflammeée qui s’associe au
développement du cancer. L’environnement (mode de vie, pollution, ...) est aussi un facteur exogene
clef, méme si I'origine précise d’un cancer reste souvent inexpliquée.

1.2.2 Les tumeurs cérébrales, rares mais agressives

Le cancer est la cause principale de mortalité dans les pays développés et la deuxiéme cause de
mortalité dans les pays en voie de développement [Jema 11] : il est a l'origine d’environ environ
13% des déces dans le monde [WHO 10]. L’incidence d’un type de cancer est a différencier de sa
mortalité. Certains cancers, comme le cancer de la prostate, sont fréquemment diagnostiqués mais
ont une mortalité “faible” : souvent, il s’agit de cancers pour lesquels les méthodes actuelles de
thérapie sont efficaces. Au contraire, d’autres cancers, comme le cancer du pancréas ou les tumeurs
cérébrales, sont plus rares mais sont mortels. La guérison pour ces types de cancer reste singuliere et
la thérapie est généralement palliative. Le Scottish Cancer Registry classifie les tumeurs cérébrales
comme le second type de cancer ayant le taux de survie le plus bas pour les personnes d’age compris
entre 15 et 99 ans.

On distingue, parmi les tumeurs cérébrales 2, les tumeurs primitives et les tumeurs secondaires.
Une tumeur cérébrale est dite primitive lorsque la tumeur est amorcée par les cellules du cer-
veau qui, apres plusieurs mutations, se mettent a proliférer de maniere anarchique. Une tumeur
cérébrale secondaire, aussi appelée métastase cérébrale, est formée par des cellules dérivant
d’un autre organe (fréquemment le poumon ou le sein) ayant migré jusqu’au cerveau. Les tumeurs
cérébrales secondaires sont beaucoup plus fréquentes que les tumeurs cérébrales primitives et com-
pliquent 1’évolution de 20% des cancers.

Depuis le lancement des Plans Cancer en 2003, I'Institut National pour le Cancer (INCa) et ses
collaborateurs recensent et publient des données sur les causes médicales des déces dus au cancer.
Pour l'année 2010, le nombre estimé de nouveaux cas de tumeurs cérébrales en France était de
4 570, soit 1,3% des nouveaux cas de cancers. La méme année, le nombre de déces estimés était
de 2 940, soit 2% de ’ensemble des déces par cancer. Bien que le pic d’apparition des tumeurs
cérébrales soit de 59 ans [Amer 18], celles-ci touchent les adultes a tout age ainsi que les enfants.
Les tumeurs cérébrales représentent 23% des cancers pédiatriques. Il s’agit donc de la deuxieme
cause de déces liée a un cancer pour les jeunes de moins de 20 ans, apres la leucémie.

1.2.3 Classification des tumeurs cérébrales

Il existe plus de 120 types de tumeurs cérébrales [Amer 18]. Bailey et Cushing proposerent
en 1926 un premier classement des tumeurs cérébrales [Bail 26] en se fondant sur l’observation

2. On parle indifféremment de tumeurs cérébrales, de tumeurs du cerveau, de tumeurs intracraniennes ou encore
de tumeurs du systéeme nerveux central pour désigner les tumeurs qui se développent a I'intérieur du crane.
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microscopique des cellules tumorales. Les tumeurs sont alors classifiées selon leur ressemblance avec
une cellule du systeme nerveux ou de son précurseur. Par exemple, si la tumeur est composée de
cellules s’apparentant aux astrocytes, elle sera nommée “astrocytome” (voir Fig. 1.2). Ils distinguent
alors les astrocytomes, les oligodendrogliomes et les épendymomes, ressemblant aux cellules gliales
éponymes, et les médulloblastomes, ressemblant aux précurseurs des neurones [Misc 04].

Méme si les travaux récents montrent que les processus sous-jacents sont bien plus complexes,
la convention de ce premier classement est restée comme fil directeur. Aujourd’hui, le classement de
référence est celui de I’Organisation Mondiale de la Santé [Loui 07], qui comporte quatre éditions :
la premiere édition a été publiée par Ziilch en 1979, et la derniere date de 2016. Ce classement est
couplé avec une évaluation de la malignité des tumeurs, c’est-a-dire de leur agressivité : pour cela,
chaque tumeur est associée a un grade indiquant leur degré de malignité.

e Les tumeurs de grade I proliferent lentement, ne sont pas malignes et sont associées a une
survie des patients a long terme élevée.

e Les tumeurs de grade II proliferent relativement lentement, mais rechutent parfois comme
les tumeurs de haut grade. Elles peuvent étre malignes ou non.

e Les tumeurs de grade III sont malignes et rechutent souvent comme les tumeurs de haut
grade.

e Les tumeurs de grade IV proliferent rapidement. Ce sont des tumeurs malignes tres agres-
sives.

1.2.4 Le cas du glioblastome multiforme
1.2.4.1 Le glioblastome, astrocytome de grade IV

Comme nous ’avons vu précédemment, il existe différents types de tumeurs cérébrales. Celles-ci
portent généralement le nom des cellules a partir desquelles elles se développent : les gliomes, les
tumeurs cérébrales les plus fréquentes, se forment a partir des cellules gliales. Il existe plusieurs
types de gliomes, dont certains sont bénins et d’autres malins. Le type de gliome le plus fréquent est
I’astrocytome. Comme son nom l'indique, il s’agit donc d’une tumeur qui s’est développée a partir
des astrocytes, les cellules nourricieres des neurones (voir Fig. 1.3). Selon la base de données de
I'INCa, les astrocytomes représentent environ 90% des gliomes. Ils sont généralement infiltrants : les
cellules tumorales quittent la masse compacte et se disséminent dans le tissu environnant, effacant
la limite entre la tumeur et le cerveau sain. Ces tumeurs croissent plus ou moins rapidement selon
leur grade.

Si I'on suit la classification de ’OMS, on peut attribuer un grade a chaque type d’astrocytome
(voir Table 1.1) : les astrocytomes pilocytiques (grade I), sont bénins et généralement curables. A
partir du grade II, les astrocytomes sont malins mais leur prise en charge est différente selon le
degré de malignité. Un astrocytome de bas grade peut donc évoluer, dans un délai variable, en
astrocytome de haut grade. Les astrocytomes de bas grade (grade II) sont appelés astrocytomes
diffus. Les astrocytomes de haut grade regroupent les astrocytomes anaplasiques, de grade III, et
les glioblastomes multiformes, de grade IV. L’adjectif “multiforme” représente bien I’hétérogénéité
de ce type de tumeur, que ce soit dans les genes exprimés par la tumeur ou dans sa réponse au
traitement.

Il est intéressant de noter que les tumeurs les plus malignes, les tumeurs de grades III et IV,
sont composées de cellules qui ressemblent & leurs précurseurs peu différenciés. L’anaplasie, c’est-
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Astrocytome Grade Fréquence

Astrocytome pilocytique grade I (bénin) environ 5%

Astrocytome diffus bas grade II environ 15%

Astrocytome anaplasique haut grade II1I 20 & 30%

Glioblastome haut grade IV 60 & 70%

Table 1.1 — Tableau résumant les principaux types d’astrocytomes ainsi que leur grade et leur fréquence.

a~dire la perte de certaines capacités acquises lors de la spécialisation des cellules, est synonyme
d’agressivité tumorale. Si I’anaplasie est déja observée pour les astrocytomes de bas grade, ces
cellules tumorales restent par contre peu capables de mitose? et la tumeur peine & promouvoir la
vascularisation nécessaire a son approvisionnement en oxygene et en nutriments. Dans le cas du
glioblastome multiforme, les cellules sont trés anaplasiques et capables de proliférer massivement.
La tumeur se constitue un micro-environnement propre ou la synthése de néovaisseaux est accrue
et ou certaines zones, trop éloignées de la circulation sanguine a force de croissance tumorale, ne
parviennent plus a se développer et deviennent nécrotiques.

1.2.4.2 Epidémiologie

Les glioblastomes sont les tumeurs cérébrales les plus fréquentes, constituant plus de 60% des
tumeurs cérébrales chez les adultes. Ils peuvent étre contractés a tout age mais 'incidence principale
se situe entre 55 et 60 ans [Hani 17]. Le glioblastome multiforme (GBM) est la principale cause de
déces due au cancer pour les enfants de moins de 15 ans, et la deuxieme cause pour les enfants et
adultes entre 15 et 34 ans [Misc 04]. Chez les adultes, le GBM est en proportion moins fréquent
que d’autres types de cancer, mais la durée moyenne de survie apres diagnostic stagne a environ
14 mois, malgré les traitements anti-cancéreux agressifs.

1.2.4.3 Causes

Les causes précises du développement du GBM sont inconnues et les facteurs de prédisposition
demeurent mal identifiés. Le seul facteur de risque dont I'impact ait été prouvé est I’exposition a de

3. La mitose est le processus par lequel une cellule mere se divise en deux cellules filles.
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fortes doses de radiations ionisantes, notamment lors d’une radiothérapie. Le risque de contracter
un GBM est donc clairement accru pour les enfants atteints de leucémie et traités par radiothérapie
[Fish 07]. Si des fortes doses de radiations ionisantes sont un facteur de risque, il se pose alors la
question de I'impact de doses plus faibles d’exposition aux radiations, par exemple au cours d’une
imagerie médicale pour un diagnostic. Pour le moment, aucune étude ne semble montrer que ces
faibles doses puissent déclencher un GBM. D’autres facteurs de risques environnementaux sont
aussi suspectés mais aucune corrélation significative n’a pu étre montrée a ce jour, laissant ces
hypotheses fortement controversées [Hani 17] : parmi ces facteurs peuvent étre cités la proximité
d’ondes radio-fréquence comme les téléphones portables, ou encore I’exposition réguliere a certains
pesticides. De plus, méme si le GBM semble parfois se transmettre dans certaines familles, le ou
les géne(s) sensibles n’ont pas encore été mis au jour.

A Téchelle cellulaire, il existe deux mécanismes potentiels sous-jacents a cette maladie : dans
la premiere théorie, la tumeur est composée de cellules équipotentes, qui, selon leurs modifications
géniques, contribuent a la croissance tumorale. Il s’agit de cellules dérivant des cellules gliales ma-
tures, qui se seraient dé-différenciées au cours de mutations : elles retrouveraient ainsi certaines ca-
pacités perdues lors de leur spécialisation, comme la capacité de proliférer. Selon la seconde théorie,
les tumeurs se développent a partir des cellules progénitrices (dites cellules souches cancéreuses)
ayant subi des mutations pendant leur développement [Paul 17]. Elles auraient donc gardé certaines
capacités dont la prolifération. Ces deux théories sont illustrées sur la Fig. 1.2.

Le GBM est une tumeur tres hétérogene, variant d’un patient a 'autre et exhibant elle-méme
une architecture complexe. L’'une ou I'autre des théories, ou encore les deux a la fois, pourraient
donc s’appliquer selon les patients. En effet, le GBM n’est pas une masse tumorale constituée de
cellules identiques se divisant de maniere anarchique. Il existe une population de cellules spécifiques,
les cellules souches cancéreuses, qui possedent des capacités de prolifération accrues et montrent
une forte résistance aux traitements. Cette fraction de cellules, a elle seule, serait responsable de
lagressivité du GBM [Jovc 13].

1.2.4.4 Symptomes

C’est souvent l'apparition plus ou moins soudaine des symptomes découlant du GBM qui
amenent les patients a consulter. Le développement d’'un GBM est fréquemment associé a la perte
progressive de mémoire, & la dégradation de la personnalité et/ou & un déficit neurologique. Ces
symptomes sont notamment causés par ce que 'on appelle l'effet de masse : un cedeme se forme
autour de la tumeur et augmente la pression intracranienne, engageant le cerveau sain voisin. Cet
effet de masse a aussi pour conséquence d’autres symptomes fréquents du GBM comme les crises
épileptiques, la somnolence, les maux de tétes, les troubles de la vision, de la parole ou de la motri-
cité, des nausées et des vomissements. Les symptomes dépendent plutét de ’endroit du cerveau ou
la tumeur s’est développée que de la tumeur elle-méme et de ses propriétés : il peut arriver qu’une
tumeur atteigne une grande taille sans étre symptomatique.

Le diagnostic en imagerie est principalement réalisé par IRM : un glioblastome est suspecté
lorsque certaines zones du cerveau prennent anormalement le contraste (images T1 avec et sans
gadolinium et images T2, voir Fig. 1.5). Si les patients ne peuvent étre imagés par IRM, un scan
CT avec rehaussement de contraste est utilisé. A 1'observation, un glioblastome peut étre constitué
d’un ou de plusieurs foyers, ou étre diffus. La majorité des GBM ne comporte qu'un seul foyer et
se développe dans les lobes frontaux, une zone située a ’avant du cerveau, notamment siege du
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1.3 Solutions thérapeutiques

Le traitement du glioblastome est composé a la fois d’une thérapie anti-tumorale visant a
détruire la tumeur, et de soins réduisant les symptomes pour améliorer la qualité de vie du patient.
Il s’agit en général d’anticonvulsivants, contre 1’épilepsie, et de corticostéroides, permettant de
réduire I'cedeme et de soulager le patient des conséquences de 'effet de masse.

La thérapie du GBM a proprement parler est abordée dans la suite : malgré les efforts de
recherche, celle-ci reste d’une efficacité relative car le GBM récidive dans la plupart des cas.

1.3.1 Le traitement conventionnel du GBM

Il existe principalement trois options thérapeutiques possibles pour le traitement du glioblas-
tome :

e lorsque c’est possible, la tumeur est excisée lors d’une opération chirurgicale dite de “résection”,
e la chimiothérapie fait intervenir des médicaments ciblant les cellules a développement rapide,
e la radiothérapie consiste a irradier la tumeur avec des rayons X afin de la détruire.

Une combinaison de ces trois options est habituellement utilisée pour maximiser 'efficacité du
traitement. Le traitement standard actuel validé en Europe et aux Etats Unis est connu sous le nom
de “protocole de Stupp” (Fig. 1.6). Il est proposé aux patients atteints d'un GBM nouvellement
diagnostiqué [Stup 14]. Il consiste d’abord en une résection chirurgicale de la tumeur, quand celle-ci
est possible, suivie par une radio-chimiothérapie sur 6 semaines de 30 sessions de 2 Gy et des prises
simultanées de Temodal, une molécule autorisée pour le traitement des patients depuis ’année 2000.
Six cycles de 5 jours de chimiothérapie suivent cette période de radio-chimiothérapie, espacés de 23
jours [Stup 14].

1.3.2 Limites des options thérapeutiques actuelles

L’objectif des traitements est d’obtenir ’élimination de la totalité des cellules tumorales tout
en préservant les tissus sains. Cependant, I'’environnement sensible qu’est le tissu cérébral impose
certaines limitations a l'utilisation des différents traitements. En effet, il est complexe de faire subir
un fort traitement & la tumeur sans en délivrer une part dommageable au tissu cérébral. De surcroit,
ce type de tumeur se révele particulierement résistant aux traitements.
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chirurgie radiothérapie (30 sessions de 2 Gy) 6 cycles chimiothérapie (Témodal)
(si possible) + chimiothérapie (Témodal) de 5 jours tous les 28 jours
6 semaines > iqurs l l I I
/28 jours®

Figure 1.6 — Chronologie du “Protocole de Stupp”, le traitement actuel du GBM.

Dans les premieres sections de ce chapitre, il a été expliqué par des termes simplifiés que la
thérapie visait a “détruire” la tumeur ou encore & “tuer” les cellules tumorales. De fagon & mieux
comprendre ce que chaque option thérapeutique cherche a cibler pour affaiblir la tumeur, il m’avait
été agréable de commencer par connaitre quelques notions sommaires et je souhaitais donc en faire
de méme pour ceux qui en seraient au méme point : comment s’y prend-on pour tuer une
cellule ? 11 existe évidemment de nombreuses solutions possibles et celles qui vont nous intéresser
principalement s’attaquent au fonctionnement interne de la cellule. En endommageant ’ADN qui
dicte le comportement de la cellule, il est possible de créer un blocage dans le cycle cellulaire. La
cellule arréte de se diviser et peut mourir si les dommages sont trop importants. En plus de ’ADN,
il est possible d’endommager d’autres “organes” vitaux de la cellule, comme les mitochondries qui
lui procurent son énergie, ou de léser les membranes, la faisant éclater. Enfin, une derniere solution
parmi tant d’autres s’appuie sur la capacité de certaines cellules immunitaires a se débarrasser des
corps étrangers ou a détruire les cellules ayant trop muté : certaines études visent donc a “aider”
ces cellules immunitaires a reconnaitre et détecter les cellules tumorales et ainsi encourager leur
destruction.

La chimiothérapie et la radiothérapie s’appuient sur ces principes, bien qu’expliqués ici de
maniére tres schématique, et s’attaquent notamment a ’ADN des cellules. Dans cette section, les
principales limites des trois options thérapeutiques seront présentées.

1.3.2.1 La chirurgie

La chirurgie n’est pas toujours possible selon la localisation de la tumeur. De plus, elle n’est
efficace que lorsque la tumeur est diagnostiquée dans un état initial, dans lequel les cellules tumorales
sont encore groupées et n’ont pas trop infiltré les tissus sains environnants. L’équipe d’Urhie en
2018 [Urhi 18] confirme dans ses études 'existence d’un seuil dans le volume tumoral & 6ter pour
maximiser les effets bénéfiques de la résection : les meilleurs effets sur la survie sont obtenus en
enlevant plus de 98% de la tumeur [Lacr 01].

Cependant, des un stade avancé, certaines cellules tumorales du GBM quittent la tumeur et
pénetrent peu a peu dans le tissu sain. Il reste possible d’exciser la masse tumorale compacte,
mais une fois I'opération terminée, les cellules infiltrées dans les zones saines non retirées lors de
la chirurgie proliferent et forment de nouvelles tumeurs, engendrant des rechutes du cancer. La
solution serait donc d’élargir la zone a exciser et de retirer la tumeur et le tissu sain adjacent
contenant les cellules qui auraient migré, mais cela est risqué pour le patient car retirer des parties
saines du cerveau peut engendrer des séquelles. Pour cela, certains centres proposent une chirurgie
éveillée, pendant laquelle les chirurgiens retirent la tumeur et le tissu tout en testant en direct les
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fonctions cognitives du patient. Cela permet de retirer un volume plus important tout en évitant les
séquelles. Stummer publia en 2006 les résultats d’un essai clinique proposant une autre solution pour
aider les chirurgiens & retirer un volume tumoral maximal [Stum 06] : cette solution s’appuie sur
I'utilisation d’une molécule, I'acide 5-aminolevulinique, qui mene a ’accumulation intracellulaire de
porphyrines naturellement fluorescentes dans les gliomes malins. Les chirurgiens sont donc guidés
lors de I'opération par un microscope permettant de rendre les parties cancéreuses fluorescentes
en les excitant a la bonne longueur d’onde. Grace a cette méthode, la zone tumorale visible en
IRM a pu étre totalement retirée pour 65% des patients, contre seulement 36% des patients avec
la méthode actuelle. Cependant, si ces avancées contribuent a améliorer la survie des patients, elles
ne permettent toujours pas d’atteindre les cellules tumorales plus profondément infiltrées.

1.3.2.2 La chimiothérapie

La chimiothérapie consiste a inhiber la prolifération des cellules tumorales en endommageant
certaines parties de ’ADN : cela stoppe la division et peut entrainer la mort cellulaire. Les composés
de chimiothérapie manquent cependant de spécificité et ne permettent pas de cibler uniquement
les cellules tumorales : toutes les cellules a forte prolifération sont aussi atteintes par le traitement.
La chimiothérapie du glioblastome consiste, depuis les études de Stupp [Stup 14], en des prises
orales de Témodal (Témozolomide). Ce médicament a la particularité de subir une hydrolyse a
pH physiologique : un des produits de cette hydrolyse est un composé de faible durée de vie qui
provoque l'inhibition de la réplication de 'ADN et 'arrét de la division cellulaire.

Néanmoins, de nombreux gliomes se révelent tres résistants a la chimiothérapie, et ce pour
plusieurs raisons. Tout d’abord, le Témodal perd en efficacité & cause d’interactions indésirables
avec d’autres composés pris par le patient (e.g. les antiépileptiques), pourtant nécessaires eux aussi.
De plus, les tumeurs cérébrales ont une grande résistance intrinseque a la chimiothérapie : une
des raisons principales est la sur-expression de ’enzyme MGMT par les cellules de glioblastome.
L’enzyme MGMT est une enzyme de réparation de ’ADN qui répare les dommages du Témodal et
diminue son effet [Lee 16]. Certaines études couplent donc l'utilisation d’inhibiteurs des enzymes
MGMT (ou inhibiteurs d’autres enzymes de réparation) avec I'utilisation du Témodal pour diminuer
la résistance des cellules tumorales.

Enfin, la chimiothérapie des tumeurs cérébrales doit faire face a un obstacle propre au cer-
veau, la Barriére Hémato-Encéphalique (BHE). Cette barriere protectrice sépare le cerveau
de la circulation sanguine de fagon a filtrer sélectivement les molécules pouvant y pénétrer. Elle
est formée par les cellules de la paroi des vaisseaux sanguins : celles-ci sont trés jointives au niveau
du cerveau et rendent la paroi des vaisseaux imperméable. Ainsi, la BHE empéche de nombreux
agents potentiellement dangereux d’entrer dans le cerveau. Elle empéche cependant aussi une infil-
tration suffisante des médicaments dans les tumeurs cérébrales. L’utilisation de corticoides par le
patient diminue encore cette perméabilité. Il reste possible d’ouvrir cette barriere, via des composés
chimiques comme le Mannitol ou la Bradykinine, ou grace a 'utilisation d’ultrasons, mais cette so-
lution peut avoir des conséquences non maitrisées : les cellules tumorales peuvent notamment passer
plus facilement dans le sang et métastaser. De fagon a contourner ’obstacle de la BHE, 1’équipe
de Brem et al. utilise des disques de polymeres dans lesquels un médicament, la carmustine, est
incorporée. Ces disques sont implantés a la place de la tumeur juste apres la résection chirurgicale :
les médicaments sont donc délivrés de fagon locale et continue et la toxicité aux autres organes est
ainsi évitée [Brem 95]. Cette méthode permit d’augmenter de 50% la survie & 6 mois lors d’essais
cliniques et les disques sont maintenant commercialisés sous le nom de Gliadel Wafers [Perr 07].
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1.3.2.3 La radiothérapie

La radiothérapie consiste a irradier la tumeur par des rayons X de facon a endommager les
cellules cancéreuses pour entrainer leur mort. La premiere radiothérapie de I'histoire date de 1896,
un an apres ’obtention du prix Nobel de physique pour la découverte des rayons X par Wilhelm
Rontgen. L’initiative fut prise par un médecin frangais, Victor Despeignes, qui traita cette année-la
un patient atteint d’un cancer de I’estomac en utilisant des rayons X. Aujourd’hui, la radiothérapie
est, avec la chirurgie, le traitement le plus fréquent des cancers et peut entrainer une rémission nette
a elle seule. Elle est utilisée pour traiter plus des 2/3 des patients atteints de cancer [Moha 17].

Walker fut le premier a prouver l'intérét de la radiothérapie, couplée ou non a de la chi-
miothérapie, dans le cadre du glioblastome. Lors d’une étude clinique publiée en 1978 (Fig. 1.7),
la survie moyenne, alors de 14 semaines, fut augmentée a 35 semaines grace a la radiothérapie
[Walk 78]. Toutefois, selon les résultats alors publiés, I’association de la radiothérapie et de la chi-
miothérapie semblait avoir un effet sur le plus long terme mais n’avait pas permis de changer de
fagon significative la survie moyenne par rapport a la radiothérapie seule.
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La radiothérapie est limitée par son manque de ciblage des cellules tumorales. En effet, lors du
traitement, un faisceau de rayons X dépose de ’énergie dans les cellules qu’il traverse, endomma-
geant ’ADN et bloquant la prolifération cellulaire. Pour atteindre la tumeur, ce faisceau traverse
nécessairement des tissus sains, qui subissent des dégats tout comme les cellules tumorales. Méme
si les cellules saines sont plus efficaces que les cellules cancéreuses pour réparer ces dommages, et
souffrent donc moins du traitement que les cellules tumorales, cela peut mener a de graves com-
plications si la dose délivrée est trop importante. La figure 1.8 schématise bien ce compromis &
trouver entre le contréle du volume tumoral désiré et les dommages infligés aux tissus sains qui en
résultent. En A, les tissus sains ne subissent aucun dégat, mais seulement une petite partie de la
tumeur est détruite par la radiothérapie. A 'inverse, en C, nous observons que la dose requise pour
détruire la majeure partie de la tumeur engendre aussi d’importants dommages au tissu cérébral
sain. Aujourd’hui, la limite pratique est fixée & une dose totale de 60 Gy, fractionnée en 30 sessions
de 2 Gy. L’utilisation de I’hadronthérapie par exemple permet de minimiser cet effet de dépot de
dose dans les tissus sains : nous aborderons cette méthode dans la suite du chapitre.

Le protocole actuel de traitement du GBM combine les trois options thérapeutiques : résection
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Table 1.2 — Tableau résumant les principales limites des traitements actuels utilisés pour le Protocole de Stupp.

chirurgicale, chimiothérapie et radiothérapie. L’application de ces options thérapeutiques au traite-
ment du GBM est limitée par plusieurs parametres, notamment la présence de barrieres biologiques,
la difficulté de l'acces a la tumeur ou encore la fragilité du tissu sain environnant (Fig. 1.2). La
survie médiane sans traitement est de trois mois apres diagnostic. Le traitement permet d’aug-
menter la survie médiane jusqu’a approximativement 14 mois apres diagnostic [Stup 15]. Malgré
ce protocole de traitement, seulement 5% des patients atteints de GBM vivent plus de 5 ans apres
diagnostic [Gall 15].

1.3.3 Pistes thérapeutiques actuelles : diverses stratégies de ciblage

Les efforts de recherche s’étendent aujourd’hui sur des pistes thérapeutiques variées pour amé-
liorer le traitement du GBM. Dans cette section, différentes solutions seront présentées. Le but
n’est pas de donner une liste exhaustive des options actuelles, mais plutét d’illustrer comment les
différentes particularités du glioblastome sont ciblées. Avec ’avancée des connaissances sur ce type
de cancer et la compréhension accrue de ses modes de résistance, de nouveaux angles d’attaque
sont révélés. Bien que ces autres pistes ne soient pas au cceur de mon projet de recherche, il m’était
important de leur consacrer une courte section. D’une part, ’étude de ces nouveaux résultats
témoigne de ce qu’il est possible et réalisable de faire cliniquement, et d’autre part, cela permet de
connaitre les obstacles rencontrés par les autres stratégies qui peuvent tout aussi bien s’appliquer
a notre travail. Enfin, en gardant du recul sur ces nouvelles technologies, il peut par la suite étre
intéressant de coupler deux traitements dont I'un permet de pallier les difficultés rencontrées par
l'autre.

Comme il a été vu précédemment, le GBM est particulierement résistant aux traitements grace
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a certaines de ses propriétés : les cellules tumorales ont des capacités anormales de prolifération,
échappent aux processus de mort cellulaire programmeée et sont capables d’envahir les tissus sains
environnants. La tumeur construit son propre micro-environnement ou elle inhibe la réponse im-
munitaire qui pourrait la détruire et commande la formation de nouveaux vaisseaux sanguins pour
s’approvisionner en oxygene et en nutriments. Les techniques présentées a la suite ciblent ces pro-
cessus de développement et/ou de résistance de la tumeur (Fig. 1.9).
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thérapie génique
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chimiothérapie
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Figure 1.9 — Schéma de synthése : quelques cibles et processus de résistance du GBM ainsi que des exemples de
thérapies associées.

1.3.3.1 S’attaquer aux cellules les plus résistantes : les cellules souches cancéreuses

Toutes les cellules tumorales ne sont pas identiques et il existe une population de cellules tu-
morales ayant des propriétés semblables a celles des cellules souches. Ces cellules, appelées cellules
souches cancéreuses, seraient particulierement résistantes aux radio- et chimio-thérapies grace a
leurs capacités de réparation de ’ADN accrues et seraient responsables de la survie de la tumeur
malgré les traitements agressifs. Parmi les facteurs en cause des rechutes des GBM, nombreux sont
ceux qui seraient liés a la présence de ces cellules souches cancéreuses [Schm 16]. En effet, il suf-
firait de 100 de ces cellules implantées in vivo dans des modeles précliniques pour déclencher le
développement d'un GBM [Bao 06].

L’isolation de ces cellules souches, porteuses du marqueur CD133+, a permis d’approfondir les
études cherchant a comprendre leur origine et leur fonctionnement. Les cellules souches cancéreuses
ont des propriétés communes avec les cellules souches neurales, comme la prolifération et I’aptitude
a se différencier en plusieurs types de cellules spécifiques. Comme nous ’avions abordé dans la
section 1.2.4.3, leur origine exacte n’est pas déterminée : elles pourraient résulter de cellules neurales
peu différenciées ayant muté, ou de cellules différenciées qui récupéreraient des propriétés qu’elles
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auraient perdu. Bao et al. ont prouvé que certains astrocytes pouvaient recouvrer les propriétés
des cellules souches cancéreuses en se dé-différenciant lors de mutations in vitro [Bao 06]. Ces
astrocytes mutés synthétisent en grande quantité I’enzyme de réparation MGMT et sont résistantes
au Témodal.

Dans les prochaines années, les cellules souches cancéreuses constitueront une des problématiques
centrales pour le développement de médicaments contre le glioblastome. Des méthodes variées et
prometteuses pour les détruire ou changer leur comportement sont employées, qu’il s’agisse de
stratégies de ciblage diverses, de composés empéchant le fonctionnement des enzymes de réparation,
d’immunothérapie (c’est-a-dire de stimulation des défenses immunitaires du patient contre ces cel-
lules spécifiques, par exemple en aidant les cellules immunitaires & reconnaitre les cellules souches
cancéreuses) ou de thérapie génique (ou les génes mutés défectueux des cellules souches cancéreuses
seraient compensés par I'injection d’autres genes permettant de rééquilibrer la situation) [Adam 09].

1.3.3.2 Cibler les cellules a prolifération rapide autrement que par chimiothérapie

Nous l'avons vu, la chimiothérapie permet de stopper et détruire les cellules a prolifération
rapide, mais son manque de ciblage des cellules tumorales impacte aussi les autres cellules a forte
capacité de division du corps humain. Une autre maniere de bloquer les cellules a prolifération
rapide consiste a délivrer des champs électriques alternatifs au cerveau : ces champs perturberaient
les cellules dans leur division en empéchant le fonctionnement normal des protéines nécessaires a
la mitose, et ainsi ralentirait voire arréterait la division cellulaire.

Cette technique est locale et peu invasive : le patient porte une sorte de bonnet, constitué de
disques en céramiques posés sur son crane rasé et connectés a 'appareil qui délivre des champs
électriques alternatifs de faible intensité entre 100 et 300 kHz. L’appareil doit étre porté au moins
18h par jour pour observer un bénéfice thérapeutique. Les ondes se propagent uniquement dans
le cerveau, ce qui est intéressant car la plus grande partie des cellules cérébrales ne se divise pas
et ne seraient donc pas affectées par la thérapie. En n’agissant que sur les cellules en division
du cerveau, c’est-a-dire en grande partie les cellules tumorales, de nombreux effets secondaires de
la chimiothérapie seraient évités. Cette méthode a été portée par Stupp et al. en essai clinique
[Stup 15] entre 2009 et 2014. Depuis, cette thérapie a été approuvée en Europe et aux Etats-Unis
bien que son efficacité réelle reste controversée. L’appareil, appelé Optune, est vendu par la société
Novocure.

1.3.3.3 Utiliser d’autres rayonnements que les rayonnements ionisants de la radiothérapie
conventionnelle

La radiothérapie est notamment limitée par le fait que les rayons X se propagent a travers tout
le cerveau, et donc déposent aussi leur énergie dans les tissus sains sur leur trajet. Une idée serait
alors d’utiliser un autre type de rayonnement, moins nocif pour les tissus sains et capable de créer
des dommages dans la tumeur. Au contraire des rayons X utilisés en radiothérapie qui “traversent”
le cerveau, la lumiere visible et infra-rouge est rapidement absorbée par les tissus et ne pénetre pas
en profondeur. Lorsqu’ils sont amenés a se propager dans l’eau, les infra-rouges lointains délivrent
toute leur énergie dans les premiers 200 pum, et les proches infrarouges sont totalement absorbés
apres quelques millimetres de propagation. Ainsi, I’énergie est délivrée localement sans impacter le
tissu sain adjacent.

Cependant, une question se pose alors : si ces types de rayonnement sont absorbés apres quelques
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millimetres de propagation, comment est-il possible d’“irradier” la tumeur depuis l'extérieur du
crane du patient ? La solution la plus couramment adoptée consiste a amener le faisceau directement
dans la tumeur en le guidant avec une ou plusieurs fibres optiques. Une fois arrivée a 'extrémité
de la fibre optique, la lumiere infra-rouge se propage dans le milieu tumoral et est alors rapidement
absorbée.

La thérapie photodynamique (PDT, de PhotoDynamic Therapy) utilise le plus souvent le
rayonnement infrarouge. Cette technique est fondée sur 1'utilisation de substances chimiques dites
“photosensibilisantes”, qui deviennent toxiques une fois exposées a la lumiere. Pour fonctionner, la
PDT nécessite trois éléments : une source de lumiere, un photosensibilisant et de ’'oxygene, présent
naturellement dans les cellules. Lorsque le photosensibilisant se retrouve dans un état excité par la
source de lumiere, il cherche a revenir dans un état plus stable et transfere pour cela son énergie
au milieu environnant. Ce dép6t d’énergie conduit notamment a la production d’oxygene dans son
état singulet, tres toxique pour les cellules [Quir 15] (Fig. 1.10).

Les cellules tumorales de GBM sont capables d’accumuler certains composés en grande quantité,
ce qui constitue un argument supplémentaire pour 'utilisation de ce type de traitement : en effet,
une concentration importante de photosensibilisants a I'intérieur des cellules rend la thérapie bien
plus efficace. Plusieurs équipes menent actuellement des essais cliniques de cette méthode, certains
étant portés jusqu’a la Phase III [Quir 15], mais les résultats, bien qu’encourageants par rapport
aux controles, sont souvent encore incomplets pour le moment [Elja 10].
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Figure 1.10 — Techniques thérapeutiques fondées sur l'utilisation d’autres sources énergétiques que les rayons X (figure
réalisée d’aprés [Wang 15, Son 16]).

La PDT est intéressante en de nombreux points mais la nécessité de la présence de 1'oxygene
pour observer un effet thérapeutique la rend moins efficace dans les zones en hypoxie de la tumeur,
souvent les plus difficiles a traiter. L’hypoxie, c’est-a-dire le manque en oxygene, apparait lorsque
I’approvisionnement par les vaisseaux sanguins n’est plus suffisant pour alimenter une zone de la
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tumeur. A force de divisions, les cellules forment une masse compacte et les cellules restées au
centre de la masse se retrouvent donc de plus en plus éloignées des vaisseaux environnants. On
estime qu’'une cellule est en hypoxie chronique lorsqu’elle est éloignée de plus de 70 a 100 pum
d’un vaisseau sanguin [Hara 11]. Cette zone se retrouve souvent en hypoxie, jusqu’a ce qu’elle soit
vascularisée par la suite grace aux néovaisseaux créés par la tumeur.

1.3.3.4 Augmenter localement la température pour détruire les tissus tumoraux

Une autre thérapie, dérivée de la PDT, fonctionne aussi avec une source de lumiere mais
les dégats aux cellules sont réalisés cette fois par la transmission de I’énergie sous forme de
chaleur. L’augmentation locale de température (jusqu’a 50 degrés environ grace aux méthodes
thérapeutiques actuelles) meéne a la dénaturation des protéines ainsi qu’a leur agrégation et conduit
a la mort cellulaire. Cette méthode permet de s’affranchir de la nécessité d’une bonne oxygénation
du tissu pour observer 'effet bénéfique du traitement. Cette thérapie s’appelle la thérapie pho-
tothermale (en anglais, PhotoThermal Therapy, PTT) et un essai clinique avec 4 patients a été
réalisé dans 1’équipe de Carpentier entre 2007 et 2010. Comme dit précédemment, a l'inverse des
rayons X de radiothérapie, la lumieére est absorbée en moins de quelques millimetres. Il faut donc
trouver un moyen de lui faire traverser le crane et le cerveau sain jusqu’a la tumeur. Pour délivrer
le faisceau localement et de la facon la moins invasive possible, une ou plusieurs fibres optiques ont
été insérées jusque dans la tumeur par une procédure stéréotaxique * réalisée sous anesthésie locale.
Toute 'opération a pu étre guidée par IRM. L’équipe n’a cependant pas observé de résultats aussi
significatifs que prévu selon la littérature et conclut que cette méthode, bien que peu invasive et
sans trop d’effets secondaires, n’est pas la plus optimale pour le traitement du GBM. Elle ne se-
rait indiquée que comme “dernier recours” permettant de gagner quelques semaines de survie avec
un jour de thérapie additionnel. Cependant, son application a d’autres types de gliomes semble
adaptée.

En parallele, d’autres équipes travaillent sur une combinaison de la PDT et de la PTT pour
coupler les deux effets thérapeutiques. Cette méthode fait intervenir un photosensibilisant (e.g.
des nanotubes de carbone [Son 16] ou des nanocristaux [Wang 15]) qui absorbe ’énergie de la
lumiere et la restitue soit sous forme de chaleur (PTT), soit en créant des radicaux libres qui vont
endommager ’ADN (PDT). Le choix de ce photosensibilisant est critique, car il est difficile de
trouver des composés efficaces et non toxiques. Bien que les résultats in vitro et in vivo soient
encourageants, seules les études portées a ’essai clinique permettront de comparer ces méthodes
aux autres techniques employées.

L’énergie nécessaire a 'augmentation locale de la température peut étre apportée autrement
que par la lumiere. C’est le cas de la thérapie par hyperthermie magnétique, qui repose sur
I'utilisation d’un composé magnétique accumulé ou injecté dans la tumeur. Lorsqu’il est soumis
a un champ magnétique alternatif, ce composé emmagasine de ’énergie et la restitue sous forme
de chaleur par pertes hystérésis. De cette facon, les zones contenant le composé subissent une
augmentation de température ciblée. Un essai clinique a déja été réalisé en employant cette méthode
[Mahm 18] et un composé, NanoTherm, a été approuvé récemment pour le traitement du GBM en
combinaison avec la radiothérapie.

4. La stéréotaxie est une méthode chirurgicale permettant au chirurgien d’atteindre tres précisément des zones
du cerveau. Grace a l'imagerie médicale, les zones cibles sont repérées dans un espace de référence, puis le crane
du patient est fixé dans un cadre mécanique qui permet de guider le chirurgien jusqu’aux zones en suivant leurs
coordonnées.
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Il est intéressant de noter que toutes les méthodes énoncées (PDT, PTT, PTT couplée a la
PDT, hyperthermie magnétique) reposent sur I'utilisation d’un composé qui doit étre présent dans
la tumeur. Toutes montrent des résultats encourageants in vitro et in vivo, méme s’ils sont par-
fois controversés, mais toutes rencontrent le méme probleme : comment répartir, de facon
homogéne et spécifique, le composé dans la tumeur cérébrale ?

1.3.3.5 Vers une médecine personnalisée

Au fil des recherches pour améliorer le traitement du GBM, les connaissances sur l’origine et
le développement de cette tumeur s’enrichissent. De nombreux évenements contribuent en effet a
I’évolution de la tumeur, et parmi eux, les mutations géniques et les signaux moléculaires jouent
un role essentiel. Certaines thérapies se sont donc intéressées non pas & la destruction directe
des cellules de glioblastome, mais a la neutralisation des mécanismes sous-jacents a la croissance
tumorale.

La tumeur est en constant besoin d’approvisionnement en oxygene et nutriments. Elle acquiert
généralement la capacité de créer de nouveaux vaisseaux sanguins pour irriguer sa masse grandis-
sante. Le facteur clé de la genese des vaisseaux est le VEGF ( Vascular Endothelial Growth Factor),
une molécule sécrétée par les cellules tumorales qui déclenche la formation des vaisseaux sanguins.
Pour neutraliser ce processus, un médicament, le bevacizumab, a notamment été développé : il s’agit
d’un anti-corps anti VEGF, c’est-a-dire une protéine capable de se lier spécifiquement au VEGF,
ce qui 'empéche d’étre reconnu par les cellules et inhibe son effet. Ainsi, la tumeur se retrouve
appauvrie en vaisseaux et sa croissance se réduit. Apres des essais cliniques de phase III [Chin 14],
I'utilisation du bevacizumab n’a pas permis d’améliorer la survie des patients, mais a contribué
significativement au maintien de la qualité de vie et au prolongement de la durée pendant laquelle
I’état se stabilisait apres 'opération.

Un autre facteur jouant souvent un role clef dans le développement du GBM est le facteur
de croissance épidermique (Epidermal Growth Factor, EGF), une molécule qui amplifie l'activité
mitotique -donc la division- des cellules. La cellule reconnait ces signaux de croissance grace a ses
récepteurs spécifiques a 'EGF qui s’activent quand une molécule I’EGF s’y fixe. Or, les récepteurs
de cette molécule, appelés EGFR (R pour Receptor) sont beaucoup plus nombreux que la normale
dans les cellules de glioblastome : celles-ci regoivent donc une stimulation de division cellulaire
accrue. Différentes tentatives pour inhiber I'effet de 'EGF ont été testées, en utilisant des anti-corps
monoclonaux, des petites molécules inhibitrices ou encore des approches immunologiques, mais les
résultats sont pour le moment plutdt décevants [West 17]. Un vaccin, le Rindopepimut, a notamment
été développé pour stimuler le systéme immunitaire contre une mutation tres fréquente du récepteur
a ’EGF dans les GBM, nommée 'EGFRVIII. Le vaccin a été mené jusqu’en phase IV d’essai clinique
avant d’étre abandonné car il ne permettait finalement pas d’augmenter significativement la survie
[Well 17]. Si le ciblage de 'EGFR pour inhiber les signaux de prolifération est aujourd’hui un
peu moins étudié, I’attrait thérapeutique pour ce récepteur est par contre toujours d’actualité : il
permettrait en effet d’agir comme une “porte d’entrée” pour faire rentrer des médicaments dans
les cellules via I'internalisation des récepteurs par la cellule [West 17].

Ces exemples permettent d’illustrer le principe des méthodes thérapeutiques fondées sur les
mécanismes moléculaires intervenant dans le développement du GBM. Cependant, les cellules tu-
morales de glioblastome peuvent subir de si nombreuses mutations variées au cours de I’évolution
de la maladie qu’il est trés peu probable que I'on puisse trouver un seul géne ou une seule molécule
qui puisse étre ciblé pour tous les patients. Les thérapies futures demanderont donc & s’intéresser
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individuellement aux caractéristiques de chaque tumeur et au génotype ou aux protéines qu’elle
exprime [Misc 04], afin de délivrer au patient le traitement multimodal le plus adapté possible.

1.3.4 Pistes d’optimisation de la radiothérapie

La radiothérapie actuelle est encore loin d’'une radiothérapie idéale dans laquelle la tumeur
subirait de forts dommages et les tissus sains seraient totalement épargnés. En réalité, un compromis
est a trouver entre le controle tumoral désiré et les dégats pouvant étre tolérés par le tissu sain.
L’optimisation de la radiothérapie est une constante recherche d’un meilleur ciblage des zones a
détruire, tout en épargnant les structures critiques que I'on veut protéger [Rome 05]. Cette section
présente différentes pistes actuelles d’optimisation, selon deux principes directeurs : le premier
consiste & mieux concentrer le dépot de dose dans la tumeur, et le second a rendre les cellules
tumorales plus sensibles a la radiothérapie.

1.3.4.1 Mieux cibler la tumeur pour épargner les tissus sains

Une facon de n’endommager que la tumeur lors du traitement consiste a placer la source
de rayonnement directement a 'emplacement de la tumeur aprés la résection chirurgicale. Cette
méthode, appelée la brachythérapie, a été appliquée au cas des tumeurs cérébrales des les années
1910. Plus récemment, un procédé, Gliasite, a été approuvé par la FDA (US Food and Drug Ad-
ministration) : il s’agit d’un ballon implanté sur le site de la tumeur au moment de la résection
et relié a un cathéter. La dose de radiations est ensuite délivrée localement en injectant une so-
lution d’iode 125 dans le ballon [Chan 05]. L’iode 125 est un isotope radioactif de 'iode, qui se
désintegre en émettant des rayons X (raie principale : 27 keV) et gamma (raie principale : 35 keV)
de basse énergie ainsi que des électrons. Les électrons résultant de la désintégration déposent leur
énergie dans les cellules juxtaposées au ballon. Les rayons X et gamma permettent de délivrer la
dose aux tissus proches du ballon et sont rapidement absorbés -a I'inverse des rayons X utilisés en
radiothérapie, qui eux, ont une énergie suffisante pour “traverser” le cerveau. Le dépot d’énergie
est donc tres local et n’impacte que peu le tissu sain.

L’enthousiasme pour la brachythérapie tend néanmoins a se limiter. En effet, cette méthode, bien
que généralement tolérée, peut induire une nécrose des tissus apres traitement et n’aurait finalement
qu’un gain thérapeutique modéré. La brachythérapie semblait idéale en raison de son impact plutot
faible sur le cerveau sain, cet aspect constituant une limite reconnue de la radiothérapie “usuelle”
dans laquelle la tumeur est irradiée depuis 'extérieur du crane. Cependant, ces derniéres années,
de nombreux progres ont été faits dans ce sens afin d’optimiser la radiothérapie, et ce en jouant
principalement sur deux parametres : le fractionnement temporel et une meilleure gestion de la
distribution de dose dans 'espace.

Premiére piste : tirer profit du temps.

Comme dit précédemment, les cellules saines ont de meilleures capacités de réparation que les
cellules tumorales. Si I'on délivre une dose de radiothérapie au cerveau et que 'on attend 24h, les
cellules saines auront donc réparé plus efficacement les dommages & ’ADN que les cellules tumorales,
ce qui induit une différence dans la survie des différents tissus. Estimons qu’apres cette premiere
dose, 60% des cellules saines survivent, contre seulement 50% des cellules tumorales [With 92]. En
délivrant une nouvelle dose a 24h, & nouveau 60% des cellules saines restantes survivent, ce qui
représente 36% des cellules saines de départ, contre 50% des cellules tumorales restantes, c’est-a-
dire 25% des cellules tumorales de départ. Au bout de plusieurs fractions de dose délivrées, on
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obtient un important différentiel thérapeutique.

Le principe du fractionnement temporel a été initié par Claudius Regaud dans les années 1920 :
il observa alors que délivrer plusieurs fractions de dose moyenne plutét qu'une seule forte dose
permettait d’observer le méme effet “thérapeutique” (la stérilisation d’un lapin en ’occurrence) tout
en diminuant les effets secondaires dans le tissu sain. Henri Coutard reprit cette idée pour traiter un
cancer du larynx puis développa un protocole de fractionnement temporel en 1934 qui sert encore de
principe fondateur aux protocoles actuels. Pour expliquer les bénéfices du fractionnement temporel,
Withers illustre par sa “Regle des 4 R” les différents facteurs intervenant dans le processus :

e Le premier facteur entrant en jeu est la Réparation des dommages produits par les
radiations. Schématiquement, les cellules saines, plus efficaces, auront le temps de réparer
leur ADN entre deux doses délivrées, tandis que les cellules tumorales accumuleront au fur
et & mesure du traitement les dommages qu’elles ne parviennent pas a réparer, menant a la
mort cellulaire.

e Le deuxieme facteur concerne la Redistribution des cellules dans le cycle cellulaire.
Les cellules en division évoluent selon un cycle cellulaire tres controlé (voir Fig. 1.11), ou
elles commencent par une phase de croissance (G1), copient leur ADN de maniére & en
avoir un exemplaire pour chaque future cellule fille (S), se réarrangent spatialement pour
répartir le matériel génétique équitablement lors de la division (G2), puis se divisent lors de
la mitose (M). Des “checkpoints” de controle ont lieu a différents moments du cycle pour
éviter la propagation d’éventuelles anomalies génétiques. Pendant les phases G1 et G2, les
mécanismes de réparation ceuvrent pour réparer les dommages a ’ADN, quitte & bloquer
les cellules dans ces phases jusqu’a la fin de la réparation. Un checkpoint important a lieu
juste avant la duplication de PADN en phase S : si les lésions ne sont pas suffisamment
réparées, la cellule peut s’arréter définitivement en G1 et déclencher la mort programmée
pour sauvegarder I’homéostasie du tissu. Il est a noter que de nombreuses cellules tumorales
ignorent cette mort programmée suite & la mutation de la protéine p53° qui est en partie
responsable de cet arrét : leur contenu génétique devient alors de plus en plus instable jusqu’a
la mort cellulaire.

Pour en revenir a la Redistribution, il est maintenant connu que les cellules sont plus ou
moins sensibles a la radiothérapie selon les phases du cycle dans lesquelles elles se trouvent.
Elles sont plus résistantes en phase S, et beaucoup plus sensibles en phase G2/M [Pawl 04].
Lorsqu’elles subissent une radiothérapie, les cellules se bloquent en G2, ou en S puis en G1,
afin de réparer les lésions. Délivrer une deuxieme dose d’irradiation permet alors d’atteindre
des cellules qui étaient radioprotégées au moment de la premiere dose et qui se trouvent
maintenant en G2/M ot elles sont plus sensibles [With 92].

e La radiothérapie permet de Réoxygéner les zones hypoxiques de la tumeur. Les cellules
tumorales se trouvant dans un environnement bien oxygéné sont plus sensibles a la ra-
diothérapie que les cellules en hypoxie. Ainsi, la deuxieme dose d’irradiation sera plus efficace
pour détruire les tissus hypoxiques.

e Enfin, le fractionnement temporel permet aux cellules des tissus sains prolifératifs de se
régénérer entre deux doses d’irradiation : on appelle cela la Repopulation.

5. La protéine p53 constitue un agent essentiel de controle au cours du cycle cellulaire. Elle est capable de se
lier & 'ADN pour en vérifier la bonne conformité et de favoriser la réparation des dommages cellulaires. Lorsque
’ADN est endommagé, cette protéine peut commander I'arrét du cycle cellulaire voire la mort cellulaire pour éviter
le développement d’un cancer.
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Figure 1.11 — Selon la phase du cycle cellulaire, la cellule est plus sensible ou plus résistante aux rayons X.

Deuxiéme piste : recourir a des optimisations dans 1’espace.

La radiothérapie manque de ciblage spatial de la tumeur car le faisceau traverse tout le cerveau,
déposant indifféremment 1’énergie qui ménera aux dommages cellulaires dans les tissus sains et dans
les tissus tumoraux. De nombreux progres ont été réalisés grace au fractionnement spatial, donc
le principe directeur vise a répartir les dommages au tissu sain, tout en concentrant les effets sur
la tumeur. Au lieu d’irradier la tumeur selon un unique axe, la tumeur est irradiée selon plusieurs
incidences (comme illustré dans la figure 1.12) : la dose apportée par chaque incidence est donc
cumulée dans la tumeur, mais répartie dans les tissus sains. Ces évolutions techniques ont été
permises par le développement de générateurs de rayons X beaucoup plus compacts, qui tournent
autour du patient et s’arrétent dans les incidences définies lors du plan de traitement pour délivrer
la fraction de dose correspondante.

Le traitement commence d’abord par l'imagerie de la tumeur et de son environnement dans
un scanner : grace a ces images, il est possible de créer un plan de traitement individuel pour
chaque patient. La 8D-CRT (3-Dimensional Conformal Radio Therapy) permet d’établir un plan
de traitement complexe permettant de répartir la dose de maniere a ce que les régions de haute
dose se situent au niveau des tumeurs, et les régions de faible dose au niveau des tissus sains, tout
en épargnant au mieux les organes a risque. Cette avancée permit de traiter par radiothérapie des
tumeurs qui étaient auparavant considérées comme trop proches de structures vitales sensibles.

Des améliorations permettent d’affiner encore cette technique : en IMRT (RadioThérapie par
Modulation d’Intensité), la “forme” du faisceau est changée par des lames positionnées en amont
du patient, qui modulent le faisceau en fonction du profil de la tumeur & cette incidence [Roel 12,
Rome 05] (le principe de fonctionnement est schématisé dans la Fig. 1.13). Cette thérapie est
notamment pertinente pour les tumeurs de forme irréguliere et devient de plus en plus employée :
les résultats en terme d’homogénéisation du dépot de dose et de la protection des organes a risque
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Figure 1.12 — Schéma illustrant le concept du fractionnement spatial.

sont similaires a ceux de la 3D-CRT, mais la dose imposée aux tissus sains est plus faible pour
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Les appareils de radiochirurgie fonctionnent selon ce méme principe de fractionnement spatial :
ils permettent de délivrer une forte dose dans un petit volume défini avec une haute précision. La
radiochirurgie est en général utilisée pour remplacer la chirurgie lorsque celle-ci ne peut atteindre
la tumeur de maniere stre pour le patient. Elle nécessite un équipement relativement lourd, ce qui
limite le nombre d’appareils implantés en France ou dans le monde, mais les indications pour la
radiochirugie se multiplient (épilepsie, tumeurs, maladie de Parkinson, etc). Les appareils utilisés
en clinique (e.g. Novalis, Trilogy, X-Knife, Synergy, Gamma Knife, CyberKnife) utilisent des rayons
X ou des rayons gamma ainsi que différentes technologies de guidage pour déposer précisément la
dose dans la tumeur.

Le CyberKnife fait intervenir des rayons X provenant d’un accélérateur linéaire modifié. Un
bras robotisé tourne autour du patient et s’arréte a des angles bien définis par les plans de traitement
pour délivrer les doses de radiothérapie qui s’accumulent au niveau de la tumeur. Le CyberKnife
est utilisé pour le traitement du GBM nouvellement diagnostiqué [Lipa 08] ou pour les cas de
rechute du GBM [Erta 14]. Son intérét réside aussi dans le fait que son utilisation ne requiert pas
une immobilisation aussi stricte et invasive pour le patient qu’avec d’autres méthodes. En effet,
un systeme couplant imagerie médicale et robotique permet de corriger le mouvement du patient
lorsqu’il respire par exemple, et de guider le faisceau en fonction de ces mouvements [Erta 14]. Les
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résultats prometteurs nécessitent une étude plus approfondie pour pouvoir comparer le CyberKnife
aux traitements actuels.

A Tinverse du CyberKnife qui peut étre utilisé pour toutes les parties du corps, le Gamma
Knife est réservé a la neurochirurgie (voir Fig. 1.14). Cette technologie fait intervenir des sources
de Cobalt 60, placées en couronne autour de la téte du patient, qui délivrent des faisceaux de
rayons gamma convergeant sur la tumeur. La téte du patient est immobilisée dans un systeme de
contention (cadre) fixé sous anesthésie locale, pour éviter tout mouvement et irradier précisément la
zone dont les coordonnées ont été définies grace a I'imagerie préliminaire. L’utilisation du Gamma
Knife pour le glioblastome a été testée lors de plusieurs études cliniques, notamment pour traiter
les cas de rechute [Thum 12]. Cette méthode a permis d’augmenter la durée de vie de 8 & 12 mois
en moyenne pour des cas sélectionnés, allant méme jusqu’a 7 ans pour un des patients. Ce cas est
évidemment isolé et les causes de 'augmentation de la durée de vie ne sont pas toutes identifiées.
Bien que l'intérét thérapeutique du Gamma Knife ait été démontré par plusieurs études, celui-ci ne
doit pas étre considéré comme un outil a part entiere mais comme faisant partie d’un traitement
multimodal, utilisé pour traiter des cas de GBM sélectionnés selon des critéres encore a approfondir
[Fris 16].

source de Cobalt 60

rayons gamma

casque

tumeur

Figure 1.14 — Principe de fonctionnement du CyberKnife et du Gamma Knife. En A : le CyberKnife effectue des
rotations autour du patient pour délivrer les fractions de dose qui s’accumulent dans la tumeur (source : Accuray
Inc., OrthoSpineNews). En B : le Gamma Knife est constitué d’une couronne de sources de Cobalt 60 qui délivrent
des faisceaur de rayons gamma se focalisant sur la tumeur (source : Mayo Foundation for Medical Education and
Research).

En 1961, Wolfgang Zeman introduit la notion d’effet dose/volume : il découvre que les tissus
sains tolerent des doses bien plus importantes de radiothérapie si celles-ci sont délivrées dans de pe-
tits volumes (échelle micrométrique). Cette découverte constitue le fondement de la radiothérapie
par microfaisceaur (MRT), qui consiste a irradier la tumeur avec un faisceau composé lui-méme
de microfaisceaux d’une dizaine de pm de large espacés tous les 200 pum environ (voir Fig. 1.15).
Cette méthode permet d’augmenter la dose pouvant étre déposée dans ces microfaisceaux : alors
que les faisceaux macroscopiques ininterrompus de radiothérapie habituelle ne permettent pas de
déposer plus de 2 Gy dans la tumeur par session (limite pour la préservation des tissus sains), les
microfaisceaux déposent chacun une dose de 625 Gy sur leur trajet, tout en étant bien tolérés par
le tissu sain. De plus, méme si ce phénomene n’est pas encore bien compris, la MRT serait capable
de détruire préférentiellement les vaisseaux sanguins nouvellement synthétisés [Grif 12, Bouc 12],
privant ainsi la tumeur de son apport en oxygéne et en nutriments. Aprés des expériences promet-
teuses sur des rongeurs et des petits cochons sains, les études sur la MRT visent un futur passage
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Figure 1.15 — Coloration d’une
coupe de cervelet de porcelet 15
mois apres irradiation par MRT
(dose pic d’entrée a la peau : 300
Gy) : les rayures blanches horizon-
tales visibles sur la figure de droite
correspondent au passage des mi-
crofaisceauz, de 27 wm de large et
espacés de 210 wm [Lais 07].

0.5mm

a 'homme lors d’essais cliniques [Grot 15].

Parallelement & la découverte des rayons X et aux balbutiements de la radiothérapie, le phy-
sicien William Henry Bragg découvre en 1903 le comportement particulier des particules alpha©
lorsqu’elles traversent la matiere : celles-ci déposent peu d’énergie sur leur trajet jusqu’a une cer-
taine profondeur a laquelle elles vont céder toute leur énergie restante. Ce pic tres étroit de dépot
de I’énergie est appelé pic de Bragg.

L’hadronthérapie utilise des faisceaux d’hadrons 7 ou d’ions légers (e.g. neutrons, protons, ions
carbone) a la place des rayons X en radiothérapie usuelle pour irradier la tumeur. L’hadronthérapie
bénéficie de deux avantages par rapport a la radiothérapie classique : d’'une part, les particules
utilisées déposent la plus grande partie de leur énergie dans un volume restreint au niveau du pic
de Bragg, en interagissant peu avec les tissus avant ce pic (voir Fig. 1.16). Si I'on superpose le pic
de Bragg avec la tumeur, celle-ci recevra donc une dose maximale. Comme les particules déposent
toute leur énergie restante dans le pic de Bragg, le faisceau de particules “s’arréte” dans la tumeur,
épargnant les tissus sains en aval. La figure 1.17 illustre bien la différence de dépot de dose dans
les tissus selon les différentes thérapies utilisées (rayons X ou protons). D’autre part, les faisceaux
de particule sont, a dose égale, plus efficaces que les rayons X pour détruire les cellules. Nous
reviendrons sur ce phénomene dans le chapitre 2.

Cependant, s’il est possible de créer des dispositifs plutot compacts pour générer des rayons X, il
est bien plus complexe d’accélérer des particules pour ’hadronthérapie et de plus gros équipements
sont alors requis. C’est pourquoi son développement n’a été rendu possible qu’apres I’émergence
des accélérateurs de particules dans les années 1920, puis 'ouverture de ces centres aux applica-
tions cliniques depuis les années 1950. Depuis, plusieurs centres de protonthérapie (hadronthérapie
utilisant des protons accélérés) ont ouvert dans le monde, dont deux en France (Institut Curie a
Orsay et Centre Antoine Lacassagne a Nice). L’émergence de I’hadronthérapie aux ions carbone est
plus modeste du fait de la complexité technologique nécessaire pour accélérer ces ions. Cependant,
des centres totalement réservés au soin de patients commencent a se construire dans le monde, et
notamment au Japon.

L’hadronthérapie couplée avec le principe du fractionnement spatial est aujourd’hui proposée
comme solution additionnelle pour le traitement du GBM. En essai clinique, les patients recoivent
en général 50 Gy de radiothérapie aux rayons X sur les 60 Gy conventionnels du protocole de Stupp,

6. Les particules alpha sont émises par des noyaux instables de grande masse atomique et sont constituées de deux
protons et deux neutrons.
7. Les hadrons sont des particules non élémentaires composées de “quarks”.
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Figure 1.16 — Les photons déposent leur énergie tout au long de leur trajet dans la matiére, tandis que les protons en
déposent la magorité dans le pic de Bragg [Moha 17].

puis une dose équivalente de 10 Gy en protons pour tester I'efficacité de cette thérapie. Selon diverses
études, les protons donneraient des résultats similaires aux photons mais diminueraient la toxicité
du traitement [Adeb 17]. Lors de leurs études menées entre 2001 et 2012, I’équipe de Mizumoto
[Mizu 16] a augmenté la dose équivalente en protons apportée a la tumeur, allant jusqu’a 46.2 Gy (en
plus des 50 Gy apportés par les rayons X). Le traitement permit d’améliorer le contrdle tumoral
et de diminuer les risques de rechute. Cependant, il s’agissait 1a d’une étude préliminaire et le
protocole optimal reste a définir : la nécrose des tissus irradiés lors de la radiothérapie, apparaissant
généralement autour de la tumeur, devient alors une complication récurrente et problématique sur
le long terme. De plus, la marge prise lors de l'irradiation était de 0.5 cm autour de la tumeur, ce
qui est insuffisant pour le glioblastome qui tend & étre tres infiltrant. Cette marge devra donc étre
augmentée pour atteindre une meilleure couverture de la tumeur, mais des études supplémentaires
seront nécessaires pour la déterminer. En effet, a ce jour, les caractéristiques de réponse du cerveau
sain aux protons de haute énergie sont encore mal connues.

Figure 1.17 — Comparaison de la
distribution de dose de la 3D-CRT,
de 'IMRT et de la protonthérapie
(PSPT) pour trois cas de traite-
ment. La cible est indiquée en rouge
(image tirée de [Roel 12]).

Concernant la thérapie par ions carbone, un nouvel essai clinique de Phase II du nom de
CLEOPATRA a été lancé en 2010. Il permettra de comparer I'efficacité de la protonthérapie et de
la thérapie par ions carbone avec les traitements actuels [Comb 13]. Enfin, 'effet dose/volume sur
lequel la MRT se fonde est aussi valable avec les protons. L’irradiation de glioblastomes avec des
minifaisceaux de protons donne des résultats précliniques tres prometteurs, tout en assurant un
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gain important de préservation du tissu sain [Prez 17].

Application clinique
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Figure 1.18 — Pistes d’optimisation de la radiothérapie du glioblastome (liste non exhaustive). Table réalisée & partir
de l’ensemble des données recueillies pendant l’étude bibliographique.

1.3.4.2 Rendre les cellules plus sensibles a la radiothérapie

Les techniques énoncées dans la section précédente s’intéressent a un meilleur ciblage spatial
de la tumeur. Une autre piste d’amélioration de la radiothérapie consiste a rendre les cellules
tumorales plus sensibles au rayonnement : ainsi, il serait possible de les détruire plus facilement
tout en gardant la méme dose raisonnable délivrée aux tissus sains.

Ces méthodes font appel a des composés dits “radiosensibilisants”. Ils permettent, par exemple,
d’augmenter les dommages & ’ADN ou d’inhiber les mécanismes de réparation. En plus d’étre
capables d’affecter significativement les cellules tumorales, ces composés doivent faire preuve d’une
faible toxicité pour les cellules saines, ce qui réduit considérablement les choix possibles. Un des
pionniers de la radiosensibilisation, G.E. Adams [Wang 18], classe ces composés en cinqg catégories
selon leur moyen d’action :

1. L’oxygéne ou molécules analogues : lors de l'irradiation, les rayons X induisent la
formation de radicaux libres, c¢’est-a-dire de substances chimiques tres réactives, qui vont ensuite
causer d’importants dommages, notamment & I’ADN. Cependant, les cellules sont protégées de
ces radicaux par des molécules, les thiols, qui sont capables de les détruire. Lorsque ’apport de
la cellule en oxygene est convenable, les molécules d’oxygene tendent a se fixer sur les radicaux
initialement formés, empéchant leur destruction par les thiols [Rey 17]. La bonne oxygénation des
cellules renforce donc l'efficacité de la radiothérapie. Cet effet, connu sous le nom d’“effet oxygene”,
est résumé ci-dessous (d’aprés [Wang 18, Curt 16]) :

Les premiéres tentatives pour augmenter I'oxygénation de la tumeur (placer le patient dans un
caisson hyperbare pendant la thérapie, ou l'injection de globules rouges par exemple) donnérent
des résultats aux conclusions encore discutées. Aujourd’hui, la plupart des stratégies reposent sur
I'injection de molécules analogues de 'oxygene, capables de se fixer sur les radicaux de la méme
maniere que l'oxygene et d’induire des effets similaires (entre autres, la complexification de la
lésion). Certains de ces composés sont aujourd’hui testés cliniquement.
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2. Une autre option repose sur I'injection d’analogues de la thymine® (IudR, BrUDR) qui
peuvent s’incorporer dans ’ADN en cours de synthése : cet ADN modifié n’est alors plus fonctionnel
et cause la mort de la cellule.

3. Les radiosensibilisants peuvent aussi inhiber les mécanismes de réparation de ’ADN,
empéchant ainsi la réparation des lésions et induisant la mort cellulaire.

4. Certains radiosensibilisants n’agissent pas sur le fonctionnement de la cellule mais, une fois
irradiées, se dégradent en formant des substances cytotoxiques.

5. Enfin, la derniére piste repose sur la suppression des substances radioprotectrices
contenues dans les cellules (par exemple, les thiols cités précédemment).

Les outils utilisés pour radiosensibiliser les cellules sont tres variés : médicaments, nanotechno-
logies, micro-ARN ?, macromolécules, composés chimiques sous forme de petites molécules. .. tous
ont leurs avantages et leurs inconvénients. Cependant, la radiosensibilisation tumorale en général
se heurte au méme probleme déja énoncé précédemment : comment faire passer les radio-
sensibilisants dans la tumeur a travers la BHE, et ce, de facon spécifique sans trop
endommager les tissus sains ¢ Cette question sera abordée au cours de cette thése : un chapitre
lui sera consacré dans 1’état de 'art, section 3.1, puis ce sujet sera abordé dans la discussion des
résultats obtenus section IV.

1.3.4.3 Utiliser des agents pour augmenter la dose délivrée a la tumeur

Nous avons vu qu’une piste d’optimisation de la radiothérapie consistait a rendre les cellules
tumorales plus sensibles aux rayons X. Il s’agit donc de les “fragiliser” pour qu’une méme dose
de radiation détruise plus de cellules. Par exemple, si une dose de 2 Gy détruit 60% des cellules
tumorales, la radiosensibilisation pourrait permettre d’en détruire 75% (exemple tres schématique).
En plus de radiosensibiliser les cellules, il est possible d’augmenter artificiellement des dommages
causés par le faisceau lorsqu’il passe dans la tumeur. L’idée n’est alors pas de rendre les cellules
plus vulnérables, mais d’amplifier la dose déposée : par exemple, en déposant 2 Gy dans la tumeur,
la thérapie permettrait en fait d’en déposer I’équivalent de 3 Gy. Augmenter le dépdt de dose est
donc un principe différent de la radiosensibilisation, mais certains agents permettant d’augmenter
le dépot de dose ont aussi des effets radiosensibilisants. C’est pourquoi les deux procédés souffrent
parfois d’amalgame.

8. La thymine est, avec I’adénine, la cytosine et la guanine, une des quatre bases de ’ADN. Les bases constituent
les “briques élémentaires” de ’ADN qui portent 'information génétique selon un code bien précis, le code génétique.

9. Les ARN messagers sont les supports intermédiaires des génes qui permettent aux cellules de synthétiser les
protéines dont elles ont besoin. Le role des micro-ARN consiste a réguler cette synthese en se fixant sur TARN
messager : cela pour bloque alors sa traduction et empéche donc la synthese de la protéine.
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La technique qui nous intéressera au cours de ce manuscrit de these est la Radiothérapie
Stéréotaxique par Rayonnement Synchrotron (SSRT). Elle permet, suite & la concentration de com-
posés dans la tumeur, d’augmenter localement le dépot de dose lors de l'irradiation. La procédure
thérapeutique se déroule en deux étapes. Tout d’abord, des composés contenant des atomes lourds
(Z > 30 environ) sont accumulés préférentiellement dans la tumeur. Ensuite, la tumeur est irradiée
par des rayons X de “basse” énergie -en comparaison avec les rayons X utilisés habituellement en
thérapie-. A ces énergies d’irradiation, les atomes lourds ont la particularité d’absorber davantage
les rayons X que les tissus, augmentant ainsi localement la dose dans les tissus ayant accumulé les
composés (i.e. la tumeur). Le fonctionnement de la SSRT sera décrit plus en détail dans le chapitre
2. Un premier essai clinique appliqué a la thérapie de métastases cérébrales a eu lieu au synchrotron
de Grenoble, en utilisant de I'iode pour augmenter le dépot de dose.

Ce principe d’amplification des dégats lors de l'irradiation est aussi utilisé en hadronthérapie,
notamment lors d’irradiation avec des neutrons : la thérapie par capture de neutrons (NCT pour
Neutron Capture Therapy) est une technique peu invasive pour traiter les tumeurs malignes, dont
les GBM. Tout comme la SSRT, le protocole de la NCT comporte deux étapes : un isotope non
radioactif du bore, le bore 10, est accumulé dans la tumeur et internalisé par les cellules tumorales.
Puis la tumeur est irradiée avec des neutrons grace a un accélérateur spécifique ou a un réacteur
nuclaire. Cette technique repose sur le fait que le bore 10 possede une forte propension a capturer
les neutrons, bien plus grande que celle des autres éléments constituant le tissu cérébral. Le bore 10
ayant capturé des neutrons est alors excité en bore 11 instable, qui subit alors aussitét une fission
nucléaire. Celle-ci émet alors des particules chargées de haute énergie qui détruisent les cellules
tumorales ayant internalisé de grandes quantités de bore 10. D’autres isotopes non radioactifs sont
étudiés pour la NCT, dont le gadolinium, mais tous les essais cliniques a ce jour ont été réalisés
avec le bore 10 (Boron Neutron Capture Therapy). La BNCT est actuellement en essai clinique de
Phase II pour le traitement du glioblastome [Skol 10].

1.4 Le Chapitre 1 en quelques mots

Malgré le développement de nouveaux traitements, la durée de vie moyenne des patients atteints
du glioblastome multiforme (GBM), la tumeur la plus agressive du cerveau, n’a augmenté que
de quelques mois depuis ces 25 dernieres années. Le traitement actuel, appelé Protocole de
Stupp, associe la résection chirurgicale de la tumeur, lorsqu’elle est possible, la chimiothérapie
et la radiothérapie.

Cependant, la combinaison de ces trois options thérapeutiques ne suffit pas pour détruire
la tumeur. Le traitement n’est donc pas curatif mais seulement palliatif, car il se heurte a
de nombreuses limites. En plus de la forte résistance intrinséque des cellules tumorales aux
traitements, le glioblastome bénéficie de la protection de la barriere hémato-encéphalique qui
filtre tres sélectivement les substances passant du sang vers le cerveau et empéche ainsi une
infiltration suffisante des médicaments dans les tumeurs cérébrales. La radiothérapie standard
n’offre pas non plus de solution appropriée, car la dose requise pour stériliser ces cellules
tumorales tres résistantes entraine aussi la nécrose du tissu sain se trouvant sur la trajectoire
du faisceau de rayons X. Optimiser la radiothérapie reviendrait donc a trouver un moyen pour
“concentrer” 'effet de la radiothérapie sur la tumeur tout en épargnant au maximum le tissu
sain.

Les avancées en radiothérapie ont permis d’améliorer sur quelques points la spécificité
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du traitement, notamment grace au fractionnement temporel et spatial, ou a l'utilisation de
radiosensibilisants qui fragilisent les cellules tumorales exposées aux rayons X. Ces composés
ont des cibles cellulaires et des fonctions tres variées, mais leur utilisation se confronte toujours
au méme obstacle : comment répartir ces composés dans la tumeur, et ce de maniere spécifique 7
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Chapitre 2

Potentiel de 'utilisation des NPs pour
ameéliorer la radiothérapie
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La radiothérapie est limitée par son manque de ciblage de la tumeur car les rayons X sont absorbés de la
méme maniere dans les tissus sains et dans la tumeur. Or, aux énergies utilisées pour I'imagerie aux rayons
X, les éléments lourds absorbent davantage les rayons X que les tissus biologiques. Il serait donc possible,
en accumulant des éléments lourds dans la tumeur et en travaillant dans ces gammes d’énergie, de déposer
préférentiellement 1’énergie des rayons X dans la tumeur. Ce chapitre décrit les principaux phénomenes
physiques et biologiques connus intervenant dans cette stratégie, puis situe le cadre de 1’étude de cette these
en décrivant les avancées dans la recherche sur 'augmentation de dépot de dose par éléments lourds.
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2.1 Interactions entre les photons et la matiere

Des radiations sont qualifiées d’“ionisantes” lorsqu’elles apportent assez d’énergie pour ioniser
des molécules organiques, c’est-a-dire pour transformer les atomes de la matiere traversée en ions.
L’ionisation des atomes ou des molécules entraine une instabilité dans le milieu souvent a 1’origine
de réactions chimiques. Les conséquences biologiques peuvent étre immédiates ou apparaitre sur
un plus long terme.

Les interactions des rayons X avec la matiere provoquent en général une déposition d’énergie
dans le milieu traversé par le rayonnement. L’absorption de 1’énergie du photon par le milieu qu’il
traverse comprend deux étapes : dans un premier temps, le photon transfere son énergie a un ou
plusieurs électrons, appelés électrons secondaires. Puis, dans un second temps, les électrons délivrent
leur énergie au milieu. Ces processus physiques sont tres rapides, de 'ordre de la femtoseconde.

2.1.1 Interaction photons/matiére : du photon a I’électron

Les quatre types d’interaction photons/matiere les plus pertinents dans les gammes d’énergie
utilisées en médecine (100 - 250 keV pour I'imagerie médicale, plusieurs MeV pour la radiothérapie)
sont la diffusion Rayleigh, la diffusion Compton, I’effet photoélectrique et la production de paires.
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Figure 2.1 — (1) Schéma résumé des interactions lumiére-matiére : (A) pas d’interaction, (B) effet photoélectrique,
(C) diffusion Rayleigh, (D) diffusion Compton. Figure tirée de [Seib 05]. (2) Domaines de prédominance des effets
Compton, photoélectrique et production de paires en fonction de l’énergie des photons X et du numéro atomique des
atomes rencontrés. Figure tirée de [Abde 10].

Lorsqu’il traverse un milieu, le photon incident peut étre dévié de sa trajectoire par un électron
sans toutefois perdre d’énergie (cf 2.1 C). Cette interaction élastique est appelée diffusion Ray-
leigh. La plupart du temps, la trajectoire finale du photon reste proche de sa trajectoire initiale. La
probabilité que possede un photon d’interagir selon la diffusion Rayleigh augmente avec le numéro
atomique de I’atome rencontré et diminue avec I’énergie du photon incident (cf Fig. 2.1 (2)).

Au contraire de la diffusion Rayleigh, la diffusion Compton est inélastique. Lors de cette
interaction, le photon incident interagit avec un électron dont 1’énergie de liaison est faible devant
I’énergie apportée par le photon. Suite & 'interaction, 1’énergie apportée par le photon incident est
partagée entre I’électron et un nouveau photon X appelé “photon diffusé” (cf 2.1 D). L’électron
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ayant recu une énergie supérieure a son énergie de liaison est alors éjecté de ’atome, dans le sens
de propagation du photon incident. Le reste de I’énergie est transférée a un photon X diffusé : pour
des photons incidents de basse énergie, presque toute ’énergie sera attribuée au photon diffusé.
Plus I’énergie du photon incident sera élevée et plus la fraction d’énergie délivrée a 1’électron sera
importante.

Lors de 'effet photoélectrique, le photon incident transfere toute son énergie a un électron.
Cet électron est alors éjecté de I'atome et porte le nom de “photoélectron”. Il possede une énergie
cinétique égale a la différence de I’énergie du photon incident et de ’énergie de liaison de 1’électron.
Si I’énergie du photon incident est inférieure a 1’énergie de liaison de 1’électron, le photon n’apporte
pas suffisamment d’énergie pour arracher ’électron de ’atome et I'interaction ne peut pas avoir lieu.
Des que I’énergie du photon incident est égale a 1’énergie de liaison de I’électron, cette interaction
devient possible et les probabilités d’interaction deviennent élevées. En fait, plus I’énergie du photon
incident est proche de I’énergie de liaison de 1’électron et plus cette interaction est probable -si le
photon apporte assez d’énergie pour “arracher” 1’électron. D’autre part, ’effet photoélectrique est
prédominant & “basses” énergies (< 100 keV) et pour les éléments de grand nombre atomique Z (cf
Fig. 2.1 (2)).

Enfin, lorsque I’énergie du photon est suffisamment importante (> 1.02 MeV), la création de
paires devient possible : 'interaction du photon avec le champ produit par le noyau d’un atome va
mener a la création d’une paire électron - positron (I’antiparticule de ’électron). Lorsque le positron
entre en collision avec un autre électron du milieu, les deux particules s’annihilent et 1’énergie ainsi
produite est convertie en une paire de photons de 511 keV émis dans des directions opposées. Ce
phénomene n’apparaissant qu’a des énergies supérieures au MeV, celui-ci ne nous concernera pas
dans ces travaux de these.
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Figure 2.2 — Schéma résumé : relazations radiatives et non radiatives (électrons Auger, Coster-Krénig, super Coster-
Kronig).

Suite & ces interactions, I’atome ayant perdu un électron peut se retrouver dans un état excité
instable. Par exemple, dans le cas de l'effet photoélectrique, 1’électron arraché est le plus souvent

49



CHAPITRE 2 : Potentiel de I'utilisation des NPs pour améliorer la radiothérapie

un électron de la couche K : 'atome est alors dans un état excité. Pour revenir dans un état
plus stable, il va réorganiser son cortege électronique et combler la vacance en K avec un électron
d’une couche supérieure. Ce phénomene est appelé relaxation (voir Fig. 2.2). Au cours de cette
relaxation, ’atome va alors “rendre” l'excédent d’énergie qui lui a été apporté. Deux processus de
relaxation sont alors possibles :

- la relaxation radiative : lorsque 1’électron de la couche supérieure change d’orbitale pour
combler la vacance, la transition électronique va étre accompagnée de I’émission d’un photon
appelé photon de fluorescence. Ce phénomene est prédominant pour les éléments a grand
numéro atomique Z. L’énergie de ce photon est caractéristique de I’élément.

- la relaxation non radiative : lorsque ’électron de la couche supérieure change d’orbitale,

I’énergie excédentaire n’est cette fois pas émise sous forme de photon. Elle est transmise a
un autre électron d’une couche périphérique, qui sera éjecté de I'atome. Cet électron émis
est appelé électron Auger. L’atome possede alors deux vacances libres, qui peuvent elles
aussi étre comblées par des électrons des couches périphériques, déclenchant une réaction
en chalne appelée cascade Auger. L'effet Auger est prédominant pour les éléments de petit
numéro atomique Z.
Dans le cas de l'effet Auger, la vacance est comblée par un électron venant d’une couche
électronique différente de celle contenant la vacance. Il est aussi possible que la vacance soit
comblée par un électron d’une méme couche électronique mais d’une sous-couche supérieure :
I’électron émis qui en résulte sera alors appelé “électron Coster-Kronig”. Si la vacance
est comblée par un électron venant de la méme sous-couche électronique que la vacance,
I’électron émis lors de la relaxtion sera appelé électron super Coster-Kronig.

La figure 2.3 résume les principales interactions ainsi que les modes de relaxation possibles qui
s’en suivent.
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Figure 2.3 — Schéma résumé des interactions lumiére-matiére ainsi que les phénoménes de relazation et de freinage
qui en découlent.
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2.1 Interactions entre les photons et la matiére

2.1.2 Généralités et définitions

Lorsqu’un photon se propage dans un milieu, les interactions qu’il va subir dépendent unique-
ment de lois de probabilité. La probabilité d’occurrence de chaque phénomene varie notamment
selon ’énergie du photon incident et la nature de ’atome impliqué. La section efficace S, donnée
en barn (1 barn = 1072% m?) ou en cm?, décrit cette probabilité d’interaction : imaginons que
chaque atome soit entouré d’une sphére d’un rayon correspondant & celui de la section efficace pour
une interaction donnée. Un photon incident interagit avec ’atome selon ce mode d’interaction si
sa trajectoire 'amene a entrer en collision avec la sphere. Donc plus la section efficace est grande,
plus la sphere est étendue et plus un photon aura de probabilité d’interagir avec ’atome.

Une autre grandeur utile pour quantifier les interactions d’un photon avec la matiére est le co-
efficient d’atténuation. Imaginons que N photons traversent une cible composée par un matériau
donné. Certains de ces photons vont passer a travers sans interagir, mais d’autres vont étre diffusé
(Rayleigh ou Compton), interagir avec un atome par effet photoélectrique ou former une paire. A
la sortie de la cible, il ne restera donc plus que N’ photons n’ayant pas interagi. On parle donc
d’atténuation. Le coefficient d’atténuation englobe les deux processus d’absorption et de diffusion
des photons. Ce coefficient d’atténuation peut étre linéique p ou, plus communément, massique

w/p si Pon veut s’affranchir 1’état physique du matériau (p étant la masse volumique du matériau).
Il est généralement donné en cm?/g.

De plus, on utilise souvent le coefficient massique d’absorption en énergie (i, /p, représen
-tatif, comme son nom l’'indique, de I’énergie absorbée par le matériau. Le coefficient d’atténuation
w1/ p prend en compte tous les processus d’interaction : or, plusieurs éléments issus de ces interactions
s’échappent de la cible sans délivrer leur énergie au matériau. Ils sont donc “perdus” du point de
vue énergétique. Le coefficient d’absorption en énergie est représentatif de ’énergie communiquée
aux électrons et ne prend donc pas en compte :

- les photons diffusés (Compton, Rayleigh) et de fluorescence (suite & I'interaction photoélectrique
ou Compton), les photons issus de la matérialisation,
- I’énergie qui s’échappe du matériau sous forme de rayonnement de freinage des électrons

mis en mouvement (fraction de ’énergie cinétique des électrons qui s’“échappe” aussi du
matériau).

WATER. LIOUID Z = 26. IRON
10%F

WATER. LICUID £ INTUM

cm?/g
cem?/qg

w/o or kenlp.
/o or jen/p.
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Photon Enerqy, MeV

Photon Enerqy, MeV

Figure 2.4 — Coefficients d’atténuation massique p/p et d’absorption en énergie pen/p de Ueau et du fer (A) ou de
leau et du Gd (B) selon les données issues du NIST XCOM.
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La figure 2.4 A représente ’évolution des coefficients d’atténuation massique et d’absorption
en énergie de 'eau et du fer en fonction de ’énergie des photons incidents. Tout d’abord, il est
intéressant d’observer que ’eau, comme le fer, absorbe plus les photons de basse énergie que les pho-
tons tres énergétiques. Ensuite, on peut remarquer la présence d’un saut du coefficient d’atténuation
du fer vers 7 keV : cette transition correspond a I’énergie de liaison d’un électron K du fer. Sous
cette énergie, les photons incidents n’apportent pas assez d’énergie pour “arracher” I'électron K de
I’atome. Comme vu précédemment, I'interaction devient possible des que I’énergie du photon est
égale a ’énergie de liaison de ’électron. La probabilité d’interaction devient alors telle que les fais-
ceaux de photons a cette énergie sont tres atténués par le fer. La probabilité d’interaction décroit
ensuite lorsque 1’énergie augmente. Ce seuil K est aussi nommé K-edge.

Les autres éléments ont aussi des seuils K, et éventuellement L et M selon leur numéro atomique
et I’énergie de ces seuils est caractéristique des atomes. L’exemple du Gd est donné sur la figure
2.4 B a titre de comparaison avec le fer. On y distingue les seuils K, L et M.

2.1.3 Interactions entre les électrons émis et la matiére
2.1.3.1 Le devenir des électrons dans le milieu

Comme dit précédemment, ce ne sont pas directement les photons qui sont responsables du
dépot d’énergie dans la matiere. Au cours des interactions, les photons mettent directement ou
indirectement des électrons en mouvement en leur donnant tout ou une partie de leur énergie. Les
électrons vont ensuite interagir avec le milieu en lui cédant leur énergie jusqu’a se retrouver au
repos. Nous considererons alors les modes d’interaction suivants :

- I’électron peut subir des chocs élastiques contre les atomes du milieu : il est alors dévié
mais conserve son énergie. Plus I’énergie de 1’électron est faible et plus les angles de diffusion
peuvent devenir importants.

- Délectron peut aussi interagir avec d’autres électrons lors de choc inélastiques. Lorsqu’il
interagit le cortege électronique d’un atome, I’électron incident peut céder tout ou une
partie de son énergie a un des électrons des couches de ’atome. Si I’énergie est suffisante,
I’électron peut étre promu a un niveau d’énergie supérieur. L’énergie apportée peut aussi
étre suffisante pour éjecter ’électron. Les chocs inélastiques produisent donc des excitations
et des ionisations dans le milieu. La transmission de I’énergie de 1’électron a la matiere est
majoritairement réalisée wvia les chocs inélastiques dans le cas des électrons de faible ou
moyenne énergie. (Remarque : un électron tres énergétique peut aussi causer une ionisation
des couches internes de I'atome, suivie par conséquent d’émission d’électrons Auger et de
rayons X caractéristiques [Salv 11]).

- un électron peut interagir avec le champ électrique produit par le noyau d’un atome : il est
alors rapidement dévié et transmet son énergie a un photon appelé “photon Bremsstrah-
lung” ou rayonnement de freinage. Ce phénomene est d’autant plus probable que le numéro
atomique des éléments du milieu est élevé.

2.1.3.2 Grandeurs utiles pour caractériser le dépot d’énergie d’un électron

Le pouvoir d’arrét d’un électron représente la perte d’énergie de I’électron par unité de lon-
gueur au cours de son trajet dans la matiere. On utilise habituellement le pouvoir d’arrét massique
donné en MeV.cm?.g~ 1. Dans notre contexte, cette perte d’énergie est principalement due aux col-
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lisions entre 1’électron étudié et les autres électrons des atomes du milieu. Le pouvoir d’arrét est
inversement proportionnel au carré de la vitesse de 1’électron. Cela implique que plus I’électron perd
de I'énergie, plus il cede rapidement son énergie restante au milieu par unité de longueur. Donc, au
début de son parcours, l’électron interagit a priori peu et son parcours est plutot rectiligne (comme
vu précédemment). Puis, lorsqu’il commence & perdre de I’énergie, il est de plus en plus dévié par
les collisions et perd de plus en plus fréquemment son énergie jusqu’a étre au repos. C’est pourquoi
la majeure partie du dépot de 1’énergie des électrons est relativement localisée.

Le TEL (Transfert d’Energie Linéique) est une grandeur calculée non mesurable, dont
l'unité est le J/m. Le TEL représente I’énergie transférée par une particule ionisante au milieu, par
unité de longueur et inférieure a un seuil que 'on appelle énergie de coupure A, souvent a fixée &
100 eV. Par rapport au pouvoir d’arrét, le TEL ne prend donc en compte que les échanges d’énergie
inférieurs ou égaux a cette limite. Le TEL a pour objectif de décrire la maniere dont la particule
ionisante transfert son énergie au milieu autour de sa “trace”, via la mise en mouvement d’électrons
secondaires. Ces transferts d’énergie au cours du transport de la particule sont-ils fréquents et
répartis sur son trajet, ou plutot ponctuels et isolés ?

Il peut arriver que la particule ionisante transfert une énergie conséquente un électron lors
d’un choc tres violent (échange d’énergie supérieur a A) : cet autre électron aura donc acquis
suffisamment d’énergie pour étre transporté bien au-dela de la trace de la particule. La valeur du
TEL s’en trouve donc biaisée puisque cette énergie ne sera pas déposée “localement” autour de
la trace. Le concept d’énergie de coupure a donc été introduit pour ne pas prendre en compte cet
échange d’énergie dans le calcul du TEL.

Dans le cas des rayonnements dits “de haut TEL”, les particules ionisantes interagissent fré-
quemment avec la matiere le long de leur trajet. C’est le cas des faisceaux de neutrons ou d’ions
lourds. Dans le cas des rayonnement de bas TEL, comme les faisceaux de photons et d’électrons,
les interactions sont plus disséminées le long du parcours de la particule. Par ailleurs, I’absorption
des photons (gammas, X par exemple) ne peut pas rigoureusement étre décrite par un TEL car le
photon n’interagit potentiellement qu’une fois (ou pas du tout) avec la matiére et est alors absorbé
au cours du processus (& l'exception de la diffusion Compton ou Rayleigh). Cela n’a donc pas de
sens d’étudier les transferts d’énergie autour de sa trace, puisque le photon n’interagit qu’'une fois.
Le TEL des photons, lorsqu’il est utilisé, décrit alors en réalité le TEL des électrons secondaires
mis en mouvement par le photon (Health Physics Society).

2.1.4 Dommages biologiques
2.1.4.1 Chiffrer le dépot d’énergie

Le Kerma (de Kinetic Energy Release per unit MAss in the medium) représente ’énergie
cinétique libérée dans le milieu par le rayonnement primaire. Elle est donnée en J/kg ou en Gy.

Cependant, comme nous avons pu le voir, ce n’est pas parce que les électrons ont acquis
de Dénergie cinétique que cette énergie sera effectivement transmise localement au milieu. Les
évenements qui nous intéressent en radiothérapie sont les excitations et les ionisations produites le
long du parcours de ’électron : or, le rayonnement de freinage des électrons ne participe pas au
transfert “local” de I’énergie et est donc “perdu” de notre point de vue. La dose absorbée permet
de décrire la quantité d’énergie délivrée aux tissus et ne prend donc pas en compte le rayonnement
Bremmstrahlung. Son unité est le Gy.

Plus un électron ralentit et plus il déposera 1’énergie qu’il lui reste de maniere concentrée.
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Les électrons de faible énergie déposent donc leur énergie trés localement, créant ainsi ce que 1’on
appelle une grappe d’ionisations. Il est intéressant de noter que selon la localisation de la grappe
d’ionisations dans une cellule, les conséquences biologiques ne seront pas identiques. Les dégats
causés par une grappe d’ionisations au niveau de PADN auront a priori plus de probabilité de
provoquer la mort de la cellule que les dégats provoqués par une grappe d’ionisations dans le
cytoplasme. L’étude de la microdosimétrie (dosimétrie a 1’échelle de la cellule) devient alors
nécessaire pour prédire la réponse biologique selon la localisation des ionisations.

2.1.4.2 Lésions de ’ADN et leurs conséquences

Une fois la phase “physique” de l'irradiation achevée, les électrons ont été mis en mouvement
-directement ou indirectement- par les photons. Ces électrons déposent ensuite leur énergie en
interagissant avec les atomes et molécules de leur environnement jusqu’a retourner au repos. Ces
interactions, majoritairement des collisions, vont engendrer des excitations et des ionisations des
molécules du milieu, débutant ainsi la phase “chimique” des conséquences de l'irradiation. Les
cellules étant en majorité composées d’eau, les composés résultant de ’excitation et de 'ionisation
des molécules d’eau vont jouer un role prépondérant. Les produits de la radiolyse de ’eau sont en
effet des especes tres réactives qui peuvent a leur tour créer des dommages chimiques et biologiques.

Les dommages biologiques peuvent concerner les membranes, I’ADN, les organites, les mitochon-
dries, les protéines ou d’autres organelles, mais la plupart du temps c’est TADN qui est désigné
comme cible la plus critique de la cellule, parfois accompagné par les mitochondries. L’électron
peut participer directement aux conséquences biologiques de l'irradiation en interagissant direc-
tement avec ’ADN lors de collisions : on parle alors d’effet direct. Comme nous venons de le
voir, les électrons peuvent aussi interagir avec les molécules d’eau. La radiolyse de ’eau mene a
de nombreuses especes chimiques, dont des radicaux libres, environ 1072 s apres irradiation : par
exemple, *OH, *H et eqqy. A 1079 s, ces radicaux peuvent se recombiner pour former HyOs, une
espece réactive de I'oxygene toxique pour les cellules, ou encore réagir avec des molécules organiques
dont ’ADN et des protéines variées essentielles pour le métabolisme de cellules. On parle d’effet
indirect pour désigner ce processus de dommage a la cellule effectué via la radiolyse de ’eau induite
par les électrons secondaires. Comme les interactions a faible TEL sont “diluées” spatialement, la
majeure partie des dommages induits par ce type d’irradiation est due a l’effet indirect.

L’ADN est une molécule constituée de deux brins qui s’enroulent en spirale pour former une
double hélice. La “brique élémentaire” de ’ADN sont les nucléotides, qui ont trois composants :
le sucre, le groupement phosphate et la base (adénine, thymine, guanine ou cytosine). Les deux
brins sont liés entre eux par des liaisons hydrogene qui relient les bases deux a deux. Le squelette
de PADN, lui, est composé par les groupements phosphate et les sucres. Les dommages a4 ’ADN
peuvent donc toucher les bases, les sucres et/ou les phosphates.

Les principales 1ésions de ’ADN sont illustrées dans la figure 2.5. Nous pouvons nommer :

- les cassures simple brin (CSB), qui constituent la quasi totalité des lésions. Dans ce cas, un
des deux brins de ’ADN est 1ésé. Les CSB sont efficacement réparées en quelques minutes.

- les cassures double brins (CDB) sont plus rares. Une cassure est dite “double brin” si les deux
brins de ’ADN sont 1ésés et si ces deux lésions ne sont pas séparées de plus de 10 nucléotides.
La réparation d’'une CDB est plus complexe pour la cellule que celle d’'une CSB : une seule
CDB peut entrainer la mort cellulaire.

- les altérations des bases pyrimidiques et puriques entrainent la distorsion de la structure de
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cassure
base site pontage double
altérée abasique intrabrin brins
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GAXTAGCTITAGT GGTCAGTAGCGGAACTTGCTTAGT
CTCAT GAATCATCCAGTCATCGCCTTGAACGAATCA
IR EN NN
pontage cassure
interbrin simple

brin

Figure 2.5 — Les principauz types de lésion de I’ADN, figure réalisée d’aprés [Hout 06].

I’ADN, voire la rupture entre les deux brins.

- les destructions des sucres peuvent avoir lieu par oxydation ou par hydrolyse. Elles conduisent

a la libération des bases donc & ’apparition des sites abasiques.

- les pontages intra ou interbrins ADN/ADN : une liaison covalente se forme entre deux

chalnes de la double hélice ou deux bases azotées d’un méme brin.

- les pontages ADN /protéines : une liaison covalente se forme entre I’ADN et une protéine.
- les dommages multiples localisés (LMDS) : des lésions contigiies sont regroupées dans le

méme périmetre restreint de la molécule d’ADN, rendant les réparations plus complexes.

En pratique, une cellule subit déja quotidiennement des lésions, notamment & cause des stress
extérieurs et de son métabolisme oxydatif, source d’énergie. Le tableau 2.1 représente le rendement
de formation des lésions lors de l'irradiation d’une cellule (nombre de 1ésions/cellule/Gy) ainsi que

le nombre de lésions induites de maniére endogéne (nombre de lésions/cellule/jour) :

Table 2.1 — Rendement de formation des lésions lors d’une irradiation [Burk 99].

lésion

nombre induit par cellule et par Gy
lors d’une irradiation

nombre induit par cellule
par jour de maniere endogéne

cassures simple-brins (CSB) 1000 10000 - 55000
cassures double-brins (CDB) 40 8
sites abasiques 250 12600
pontages ADN-protéine 150 quelques uns
altération des bases 2000 3200
lésions en grappe (LMDS) 130 quelques unes

Les dommages induits par l'interaction des particules ionisantes avec la matieére ne sont pas
différents en nature des dommages endogenes quotidiens subis et réparés par la cellule. Les 1ésions
induites par irradiation sont donc prises en charge par la cellule, qui arréte alors toutes ses activités
pour se consacrer a la réparation des lésions. La réparation peut étre fidele ou fautive, et la capacité
a réparer les dommages dépend fortement du type cellulaire. Par exemple, lorsqu’un seul brin a
été modifié, I'autre brin peut servir de matrice pour reconstituer la molécule d’ADN. Cependant,
lorsque les dommages sont trop nombreux et/ou complexes a réparer, la cellule entre en apoptose.
Il se peut aussi que la mort cellulaire ne survienne qu’apres plusieurs cycles, une fois les mutations
amplifiées et devenues létales. Enfin, il reste aussi possible qu’une cellule mutée ayant perdu des
systemes de contréle contre 'instabilité génétique continue de proliférer et devienne une cellule
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Figure 2.6 — Schéma illustrant les dommages & ADN causés par des radiations & haut ou bas TEL [Loma 13].

cancéreuse sur le plus long terme.

Les 1ésions quotidiennes subies par une cellule de mammifere se chiffrent & ~50 000 1ésions par
jour. Les lésions causées par une irradiation de 2 Gy se chiffrent & environ 3 000 lésions [Loma 13].
Pourquoi une si faible augmentation du nombre de dégats serait-elle fatale a une cellule
qui en répare bien plus quotidiennement ? Les dommages endogenes sont répartis de facon
plutét homogene sur la molécule d’ADN. Au contraire, les dommages causés par l'irradiation sont
plutot localisés sous forme de “grappes”. Pour des rayonnements de bas TEL, 30% de 1’énergie
déposée mene & des dommages sous forme de “grappe”, contre 90% pour les hauts TEL (voir Fig.
2.6). Les lésions de PADN résultant de ces dépots d’énergie sous forme de “grappe” sont plus
complexes chimiquement et structurellement pour la cellule qui va peiner a réparer ces
dommages. Le reste de I’énergie déposée crée des lésions isolées qui s’ajoutent au fardeau quotidien
des 1ésions endogenes.

2.1.5 Mort cellulaire

Selon Kroemer, une cellule est considérée comme “morte” lorsqu’elle est entrée dans un processus
irréversible. Il cite notamment trois points a vérifier : la perte de l'intégrité de la membrane, la
fragmentation de la cellule en plusieurs corps distincts (appelés usuellement corps apoptiques)
et/ou l'internalisation de ces corps par d’autres cellules [Kroe 09]. Il existe différents types de mort
cellulaire, historiquement classés selon des criteres morphologiques. Cependant, ces critéres ont
tendance a changer au profit de nouveaux criteres, dont des critéres enzymatiques et fonctionnels.

La réponse de la cellule aux dommages a ’ADN Suite a l'irradiation, les cellules entrent
dans une phase de réparation des lésions de ’ADN. Selon les dégats, la cellule peut activer la “voie
de réponse aux dommages & ’ADN” (DDR, de DNA Damage Pathway). Cette voie est en réalité
plus un réseau entre de nombreux acteurs qu’un chemin linéaire. Elle commence lors de la détection
du dommage et s’acheve par une réponse de la cellule. Elle est illustrée tres schématiquement dans
2.7. Tout d’abord, des protéines “capteurs” détectent la présence de lésions de ’ADN (par
exemple, des cassures double brin ou simple brin). Elles transmettent la présence de ces lésions
a des kinases de transduction (e.g. ATM et ATR) par des mécanismes encore mal compris. Ces
kinases sont alors activées et deviennent capables de “phosphoryler” d’autres protéines (ou elles-
mémes), c’est-a-dire de les “activer” en leur ajoutant un groupement phosphate. Les kinases de
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transduction activent :
- des kinases effectrices tres mobiles (e.g. Chkl et Chk2) qui vont contribuer & amplifica-
tion du signal.
- les médiateurs (e.g. H2AX, 53BP1, BRCA1), qui vont notamment recruter les protéines
de réparation sur les sites 1ésés de ’ADN.
Enfin, les kinases effectrices et les kinases de transduction vont activer les protéines effectrices qui
agissent directement sur la réponse cellulaire. Ces protéines effectrices peuvent réguler la progression
du cycle en activant les checkpoints vus dans la section 1.3.4.1 (e.g. Cdc25), la réparation de I’ADN,
la sénescence voir la mort de la cellule (e.g. p53) [Free 10, Hout 06, Suro 13].

dommages a ’ADN

capteurs du dommage ]
MRN, 9-1-1 y\ N T P > sénescence nécrose -
médiateurs
Q "

53BP1, BRCA1, H2AX

- ™ catas'trophe
G o
ATM, ATR e dommages a FADN mitotique
P () \L _ umplification !
kinases effectrices ;
CHK1, CHK2 0 'P autophagie
protéines & apoptose £
effectrices s B
p53, cdc25 survie de mort
‘ la cellule cellulaire

réponse cellulaire

arrét du cycle mort cellulaire

cellulaire transcription
réparation de génes

Figure 2.7 — A gauche : déroulement de la réponse cellulaire aux dommages de I’ADN. Les groupements “P” montrent
la phosphorylation des protéines par les kinases de transduction (en jaune) ou effectrices (en marron). D’aprés
[Free 10, Suro 15]. A droite : les principauz types de mort cellulaire causés par les dommages ¢ ’ADN, d’aprés
[Suro 13].

Principaux types de mort cellulaire induits par les dommages a ’ADN

Suite a la détection des dommages a PADN, différentes protéines effectrices peuvent étre ac-
tivées. Selon leur nature et leur fonction, la cellule peut réagir de différentes manieres : arrét du
cycle, phase de réparation des dommages, ou mort cellulaire si les dommages sont jugés trop im-
portants. Les principaux types de mort cellulaires induits par les dommages & ’ADN sont décrits
succinctement ci-apreés [Bask 12, Suro 13] et illustrés dans la figure 2.7.

- Papoptose est une réponse en général rapide aux dommages, bien qu’elle puisse avoir lieu
apres plusieurs cycles cellulaires dans certains cas. Elle est déclenchée par la cellule lorsque
la réparation des lésions est jugée trop lente ou incomplete. Elle est souvent surnommée
“mort cellulaire programmée”. Lors de ’apoptose, la cellule se déforme et se scinde en corps
apoptotiques.

- la catastrophe mitotique arrive pendant ou juste apres la mitose. Elle serait due a la mau-
vaise séparation des chromosomes. Selon différentes études, il s’agirait plutét d’un processus
transitionnel menant a 'apoptose ou a la nécrose. La catastrophe mitotique et ’apoptose
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sont les principales pertes de cellules suite & des dommages causés par des particules ioni-
santes.

- Pautophagie est un processus par lequel la cellule s’auto-digere. Il s’agit d’'un processus
généralement en faveur de la survie de la cellule : elle permet la synthese de précurseurs
métaboliques pour le renouveau cellulaire et le recyclage de composés. Cependant, elle peut
aussi mener a la mort cellulaire, constituant une alternative dans le cas ou la cellule résiste
a l'apoptose.

- lorsqu’elle rentre en sénescence, la cellule ne meurt pas vraiment mais ne peut plus pro-
liférer. Elle reste bloquée en phase G1, de facon a limiter le risque de cancer en cas de
mutation, mais continue a étre active. Les cellules sénescentes sont plus larges, étalées et
granuleuses.

- la nécrose était auparavant décrite comme un processus non programmé. Aujourd’hui, il
semblerait plutot que la nécrose soit un processus régulé dans les genes. Une cellule entrant en
nécrose est reconnaissable par la rupture de sa membrane, le grossissement de ses organelles,
une multiplication des vacuoles et une dégradation aléatoire de I’ADN.

La réalité est bien sur plus complexe que la simple énumération de ces morts cellulaires. Les
causes et les transitions possibles entre les différents types de morts cellulaires ne sont pas encore
bien élucidées. La caractérisation des différents processus et des liens existants entre eux sont un
sujet d’actualité.

2.1.6 En résumé : du photon a la mort cellulaire

La figure 2.8 résume le déroulement des processus par lesquels la propagation de photons dans
la matiere aboutit a la mort cellulaire :

- La phase “physique” : les photons, par diverses interactions, transfeérent leur énergie aux
électrons. Ceux-ci, a force de collisions, ionisent et excitent les molécules et atomes du
milieu. Cette phase est tres rapide et s’achéve 1071° s apres lirradiation.

- La phase “chimique” : les électrons interagissent soit directement avec I’ADN, soit indirec-
tement en causant la radiolyse de I’eau. La radiolyse de ’eau produit entre autre des especes
réactives qui vont participer aux dommages de ’ADN. Cette phase s’acheve environ 1 s
apres irradiation.

- La phase “biologique” : suite aux lésions non réparées, les cellules entrent en mort cellulaire
ou proliferent pendant plusieurs cycles voire pendant plusieurs années avant que les effets
mutagenes ne se remarquent. Cette phase s’étale entre quelques secondes apres irradiation
et peut encore avoir des conséquences plusieurs années apres.

2.2 Des éléments a haut Z pour augmenter le dépot de dose dans
la tumeur

2.2.1 La motivation : création d’un différentiel entre la tumeur et le tissu sain

La radiothérapie est limitée par son incapacité a cibler la tumeur lors de l'irradiation car le
faisceau de rayons X dépose son énergie indifféremment dans les tissus sains ou dans la tumeur.
Il n’y a en fait aucune raison que les rayons X interagissent préférentiellement avec la tumeur :
les tissus sains environnants comme la tumeur sont composés majoritairement d’eau. Les rayons X
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Figure 2.8 — Déroulement des phases physique, chimique et biologique décrivant les processus par lesquels une émission
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de photons méne & la mort cellulaire. Figure tirée de [Cord 02].

sont donc, a peu de choses pres, absorbés de la méme maniere dans la tumeur et dans le cerveau.
Bien sir, les optimisations de la radiothérapie (fractionnement spatial et temporel par exemple)
permettent aujourd’hui de “cibler” un peu plus précisément la tumeur, mais en pratique la dose
déposée dans la tumeur reste toujours limitée par la dose maximale que les tissus sains environnants

peuvent tolérer.
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Figure 2.9 — Coefficients d’atténuation massique de l’eau, de liode, du gadolinium et du platine en fonction de

Uénergie d’irradiation, d’aprés [Cord 02].
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CHAPITRE 2 : Potentiel de I'utilisation des NPs pour améliorer la radiothérapie

Il faudrait donc trouver un moyen pour augmenter le potentiel d’absorption des rayons X de
la tumeur. Comme nous l’avons vu précédemment, ’absorption des rayons X par un matériau
est reliée au coeflicient d’atténuation massique du matériau. Plus la valeur de ce coefficient est
élevée et plus les rayons X seront absorbés par le matériau. La figure 2.9 représente les coefficients
d’atténuation massique de plusieurs matériaux : I’eau et des éléments lourds dont le gadolinium,
Iiode et le fer. On remarque qu’aux énergies utilisées en radiothérapie, c’est-a-dire des énergies
supérieures au MeV, les coefficients d’atténuation massique de tous ces composés sont similaires a
celui de 'eau : les rayons X sont donc absorbés indifféremment par les tissus ou les éléments lourds.

Cependant, aux énergies utilisées en imagerie, les coefficients d’atténuation massiques des éléments
lourds sont supérieurs a celui de l'eau. Les rayons X se propageant dans un milieu hétérogene
composé d’eau et d’éléments lourds seront donc préférentiellement absorbés par les zones riches
en élément lourd. Cette différence de coefficients d’atténuation massiques est due a la nature de
Iinteraction dominante selon la gamme d’énergie étudiée : dans la gamme d’énergie utilisée en
radiothérapie, 'effet prédominant est I'effet Compton. Et, nous I'avons vu précédemment, la pro-
babilité d’occurrence de l'effet Compton ne dépend pas du Z de l'atome cible. Dans la gamme
d’énergie utilisée en imagerie, c’est effet photoélectrique qui prédomine (cf figure 2.1). La probabi-
lité d’absorption par effet photoélectrique dépend de 'énergie d’irradiation, mais aussi du numéro
atomique de I'élément : plus I’énergie d’irradiation se rapproche des seuils K, L. ou M par va-
leur supérieure et plus l'interaction photoélectrique est probable par rapport aux énergies juste
inférieures aux seuils.

En résumé, les rayons X sont plus absorbés par les éléments lourds que par 'eau aux énergies
utilisées en imagerie. Cette observation a des applications thérapeutiques : si ’on parvient a charger
la tumeur avec un de ces éléments, les rayons X déposeront préférentiellement leur énergie dans
cette zone et le ciblage de la tumeur sera amélioré.

Origine de 'augmentation de dose par éléments lourds

L’augmentation de dose par éléments lourds débute dans les années 1980 grace a une consta-
tation : Norman et Adams remarquent que les lymphocytes (des cellules sanguines) des patients
ayant effectué une angiographie cardiaque présentent des dommages chromosomiques inattendus
[Adam 77, Norm 78]. L’angiographie cardiaque est une technique d’imagerie qui combine un agent
de contraste iodé, le Renografin, et des rayons X de 65 kVp. Deux hypotheses sont alors proposées
pour expliquer ce phénomene :

- Pagent de contraste iodé induit des aberrations chromosomiques, méme sans irradiation,
- la dose délivrée aux lymphocytes est augmentée en présence d’atomes lourds, a cause de la
prédominance de l'effet photoélectrique a 65 kVp.

Les données alors accumulées ne permettaient pas de savoir lequel des deux processus proposés
était le plus impliqué dans ces observations. Pour répondre a cette interrogation, des expériences
étudiant la potentielle génotoxicité des agents de contraste iodés ont été effectuées. Des effets
mutagenes ont notamment été constatés in vitro, mais a des concentrations d’agent de contraste
non représentatives des conditions d’imagerie [Mell 83]. D’autre part, des études ont été menées
pour vérifier si I'effet photoélectrique entrait en jeu. Les travaux de Dawson ont notamment permis
de prouver in wvitro 'inexistence de 'effet toxique lors d’une irradiation de cellules aux rayons =
(source de Cobalt 60) en présence d’un agent de contraste iodé [Daws 88]. Ces mémes cellules
exposées a ’agent de contraste et irradiées a 250 kVp montraient alors une toxicité accrue. Ainsi, il
fut montré que 'effet photoélectrique était bien a ’origine de I'observation de Norman et Adams.

Si ces effets sont néfastes du point de vue de l'imagerie (mais de facon marginale, car les
doses d’imagerie sont treés faibles (mGy - cGy)), il est aussi possible de “détourner” cet effet
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au profit de la radiothérapie. Le protocole consisterait donc a injecter un agent de contraste
iodé dans la tumeur, puis d’irradier a basses énergies afin d’augmenter le dépot de dose dans la
zone tumorale. Mello et ses collaborateurs proposent pour la premiere fois d’utiliser cet effet pour
augmenter 'efficacité de la radiothérapie dans le cas de tumeurs cérébrales [Mell 83]. Plusieurs
équipes développent par la suite le passage de cette technique au stage préclinique : en 1990,
Iwamoto et al. adaptent a cet effet le scanner GE 9800 pour pouvoir 'utiliser en radiothérapie,
modifiant le faisceau divergent en un faisceau fin. Il devient alors possible d’irradier la tumeur
selon plusieurs incidences afin de répartir le dépot de dose dans les tissus sains et de 'accumuler
dans la tumeur [Iwam 90, Iwam 93]. Les études de Norman et al. montrent que l'utilisation de
cette méthode chez le chien développant des tumeurs spontanées est efficace et stre. De plus, ils
prouvent un réel bénéfice thérapeutique sur la survie des animaux et montrent que les tissus sains
sont mieux préservés pour un méme controle tumoral [Norm 97]. Suite & ces travaux, le transfert
de la méthode au stade clinique a été autorisé.

Les premiers essais cliniques de phase I ont été conduits par 1’équipe de Rose chez
huit patients porteurs de métastases multiples cérébrales : il s’agissait alors de traiter 'une des
métastases avec cette nouvelle méthode, en addition du traitement de radiothérapie usuel [Rose 99].
Les résultats de ces essais cliniques ont été encourageants, avec deux cas de régression significative
des volumes de la métastase concernée tandis que le volume de la tumeur controle était resté, dans
le meilleur des cas, constant.

Enfin, les études de Mesa et Solberg ont permis de soulever les principales limites de la méthode
[Solb 92, Mesa 99, Edou 10] :

- Deffet bénéfique de la thérapie dépend directement de la concentration en iode atteinte dans
la tumeur.

- T'os du crane absorbe une grande part de ’énergie des photons, et ce phénomene est d’autant
plus important aux énergies utilisées en imagerie. Déposer une dose suffisante dans la tumeur
revient donc a déposer une dose importante dans 1’os.

- aux basses énergies, les photons X pénetrent peu profondément dans les tissus. Or, le bénéfice
thérapeutique de la méthode est théoriquement obtenu pour les basses énergies.

Ils proposent donc de repousser ces limites en utilisant des faisceaux monochromatiques de
rayons X. En effet, plus I’énergie du photon incident est basse et plus ce photon sera absorbé
rapidement dans les tissus. En irradiant a une énergie optimisée, on s’affranchit les composantes
de plus basses énergies présentes dans les faisceaux polychromatiques et qui contribuent en grande
partie a la déposition de dose dans ’os [Boud 06, Edou 10]. Plusieurs pistes d’amélioration ont donc
vu le jour : parmi elles, 'introduction de la SSRT (Stereotactic Synchrotron Radiation Therapy)
et l'utilisation de divers agents a la place des agents de contraste, comme les NPs ou les agents
intercalants de I’ADN.

2.2.2 Origine et évolution de la SSRT appliquée a 'augmentation de dose par
éléments lourds

Le flux de photons X du rayonnement synchrotron est bien plus grand que le flux de photons
X émis par un scanner conventionnel. Il devient donc possible de ne sélectionner qu’une longueur
d’onde de rayons X, tout en gardant un flux de photons suffisamment élevé pour que le temps
d’irradiation reste raisonnable du point de vue expérimental.

La SSRT est 'une des thématiques de I’équipe RSRM (Rayonnement Synchrotron et Recherche
Médicale) dans laquelle ces travaux de these se déroulent : depuis le développement de la SSRT
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sur la ligne biomédicale ID-17 de 'ESRF dans les années 2000, ’équipe RSRM oeuvre en partie a
comprendre les phénomenes mis en jeu dans la SSRT dans 1'objectif d’optimiser la technique. De
nombreuses études in vitro et in vivo ont permis de faire évoluer les connaissances des mécanismes
physiques, chimiques et biologiques, autorisant le passage aux essais cliniques de phase I et II de la
méthode.

Historique de la SSRT au sein de I’équipe RSRM :

Nous 'avons vu précédemment, la SSRT s’est développée autour de 1'utilisation d’iode pour
augmenter le dépot de dose dans la tumeur. Ce dépdt de dose est alors attribué a des mécanismes
physiques : I'iode irradié émet des électrons secondaires toxiques pour les cellules. L’équipe RSRM
a étudié plusieurs éléments en plus de I'iode pour augmenter le dépot de dose dans la tumeur, dont
le platine et le gadolinium. Une syntheése des études in wvitro et in vivo de I’équipe est présentée
dans la figure 2.10.

De plus, si les dégats sont bien causés par les photoélectrons et les électrons de relaxation Auger
qui en découlent, il serait intéressant que les atomes lourds soient localisés au sein de la cellule,
et méme proches de 'ADN pour augmenter encore leffet thérapeutique. En effet, ces électrons
sont rapidement freinés par le milieu et leur dépot d’énergie reste tres local. Dans ce but, I’équipe
RSRM a envisagé 'utilisation d’especes dites “intercalantes de ’ADN” | connues pour pénetrer dans
le noyau des cellules ou elles se fixent a PADN. Les composés alors étudiés contiennent un atome
lourd de platine (le cisplatine ou CDDP, le carboplatine, la chloroterpyridine platine (PtTC)) ou
d’iode (IUdR). Ces composés peuvent cependant occasionner une toxicité s’ils sont délivrés aux
tissus sains. Il faut donc trouver un compromis entre une accumulation suffisante du composé dans
la tumeur permettant d’obtenir un bénéfice thérapeutique et les dommages aux tissus sains que ce
composé peut induire.

Le tableau récapitulatif peut étre synthétisé en quelques points principaux :

1. L’utilisation d’agents de contraste iodés en préclinique permet d’observer un effet théra-
peutique. Cependant, celui-ci n’est pas assez suffisant pour obtenir des survivants a long
terme chez le rongeur, probablement a cause de la concentration insuffisante en iode atteinte
dans la tumeur. Avec 'TUdR !, les effets mesurés in vitro sont encourageants mais diffici-
lement transposables au vivo car il est complexe de faire incorporer suffisamment d’IUdR a
la totalité des cellules tumorales.

2. Pour augmenter l'accumulation en composés dans la tumeur, plusieurs stratégies ont été
étudiées : 'ouverture de la BHE grace au mannitol s’est avérée étre mal tolérée par les
animaux. D’autres méthodes plus invasives, comme une injection intrajugulaire des com-
posés, permettent d’augmenter les concentrations en agent de contraste iodé dans la tumeur
[Adam 03a].

3. L’utilisation de composés au platine, notamment le cisplatine et le carboplatine, s’est
révélée efficace couplé a la radiothérapie (survie a long terme supérieure & 50%). Cependant,
aucune dépendance a I’énergie n’a pu étre observée : il s’agirait donc plus d’'un phénomene
de radiosensibilisation que d’augmentation de dose. Les meilleurs résultats ont été obtenus
avec le carboplatine délivré directement dans la tumeur par une pompe osmotique : I’étude

1. I’IUdR est un analogue de la thymidine pénétrant a travers la membrane cellulaire. Lorsque la cellule est en
phase S, elle va donc utiliser indifféremment 'ITUdR ou la thymidine, I'intégrant dans la structure de ’ADN.
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[Cord 02, Cord 04, Adam 03a, Adam 06, Adam 03b, Bist 04, Rous 07b, Rous 07a, Rous 09b, Rous 09a,
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CHAPITRE 2 : Potentiel de I'utilisation des NPs pour améliorer la radiothérapie

montre que 'effet thérapeutique observé est surtout du a I’amélioration de la chimiothérapie,
car ce composé est en partie bloqué par la BHE lorsqu’il est administré par voie systémique
[Rous 07b, Boby 10].

Enfin, le point mis en valeur dans toutes les theses concerne la concentration des éléments dans
la tumeur : obtenir une distribution de composé suffisante et homogene dans la tumeur est I'une
des conditions essentielles pour espérer obtenir un bénéfice thérapeutique.

- Adam étudie divers procédés permettant d’augmenter la concentration d’iode a la tumeur,
notamment en injectant le composé dans la jugulaire ou dans la carotide en association ou
non avec le mannitol pour perméabiliser la BHE.

- Rousseau utilise des injections intratumorales pour contourner la BHE, wia une pompe
osmotique ou par CED (Convection Enhanced Delivery, voir 3.1.3.3).

- Bobyk et Taupin font de la répartition des composés un point central de leurs conclusions.

En conclusion, si les effets thérapeutiques sont encourageants in vitro et méme en préclinique,
la répartition des composés dans la tumeur est un élément clef de la réussite du traitement et peut
étre considéré a ce jour comme une limite.

2.2.3 Etat de P’art : les NPs pour augmenter la dose a la tumeur

En parallele de ces travaux, ’équipe RSRM étudie aussi des approches novatrices de la SSRT
utilisant d’autres composés pour augmenter la dose dans la tumeur. Les nanoparticules (NPs) sont
aujourd’hui le centre d’un engouement scientifique et le contexte de leurs emplois est tres diversifié.
D’apres la norme ISO TS 27687 :2008, les NPs sont des particules mesurant moins de 100 nm dans
une de leurs trois dimensions. Cependant, ce terme a été généralisé dans les publications et peut
aussi désigner des particules plus grandes. Les rayons X et les NPs peuvent interagir selon différents
mécanismes : ainsi, les NPs au Z élevé sont utilisées pour augmenter la production d’électrons
secondaires, tandis que d’autres NPs sont par exemple étudiées pour leur capacité a relarguer des
médicaments sous l'effet des rayons X [Reti 15].

L’utilisation des NPs pour améliorer la radiothérapie grace a ’augmentation du dépot de dose
débute avec les travaux pionniers d’Hainfeld en 2004. Dans cette étude, Hainfeld et son équipe
montrent la guérison de souris porteuses de tumeurs sous cutanées (86% de survie a long terme
contre 20% avec la radiothérapie seule) grace a 'injection en intraveineuse de NPs d’or suivie d’une
radiothérapie a 250 kVp (dose : 26 Gy) [Hain 04]. Ils démontrent aussi que ’effet thérapeutique
observé dépend de la concentration en NPs d’or atteinte dans la tumeur.

Depuis, de nombreuses équipes cherchent a exploiter 'efficacité de la combinaison rayonnements
et NPs d’atomes lourds. Les diverses études cherchent a améliorer la connaissance des mécanismes
physiques, chimiques et biologiques en jeu afin d’optimiser la méthode. En effet, aucun consensus
n’a pour le moment abouti quant aux processus physiques (et donc chimiques et biologiques qui en
découlent) responsables de leffet thérapeutique observé. Par exemple, si les électrons Auger étaient
initialement désignés comme la cause principale des dégats a la tumeur, cette théorie est encore
aujourd’hui discutée. De plus, 'utilisation d’'une NPs semble bénéfique par rapport a des atomes
lourds isolés : existe-t-il un “effet collectif” bénéfique du a l'agglomération de plusieurs atomes
[Brun 16]?

Les expériences in vitro visant a 1’étude du potentiel des NPs pour augmenter la dose a la
tumeur dépendent de nombreux parametres, dont : la lignée cellulaire utilisée, la concentration et

66



2.2 Des éléments a haut Z pour augmenter le dépot de dose dans la tumeur

Référence

Modeéle de tumeur

NPs

Injection

Irradiation

Observations

Hainfeld
2004

Le Duc 2011

Choi 2012

Hainfeld
2013

Miladi 2014,
Laurent
2016

McQuade
2015

Detappe
2016

EMT-6 cancer du sein,
sous cutané (souris)

gliome 9L (rat)

CT26, cancer du colon,
sous-cutané (souris)

cérébrale maligne
(souris)

gliome 9L (rat)

HT1080, fibrosarcome
humain (souris)

U14, sous cutané
(souris)

capan-1

1.9 nm AuNPs

5 nm GdNPs
(AGUIX)

13 nm NPs Fe

11 nm AuNPs

2 nm AuNPs,
coatées avec
Au@DTDTPA-Gd
(Miladi) et
Au@TADQOTAGA-
Gd (Laurent)

2.2 nm Au NPs et
14 nm SPIONs
chargés dans des
micelles (¥100 nm)

2 nm NPs coatées |. .
intra-péritonéale

~ glutathione

4.5 nm SiGdNPs
(AGUIX)

intraveineuse

intraveineuse

intraveineuse

intraveineuse

intraveineuse

intraveineuse

intraveineuse

250 kVp rayons X,
26 Gy

MRT, 50-350 keV (en

moyenne 90 keV), dose
pic 400 Gy, dose vallée
20 Gy

7.1keV, 10 ou 40 Gy

100 kVp rayons X,
35 Gy

MRT, 50-350 keV (en
moyenne 90 keV), dose
pic 400 Gy, dose vallée

20 Gy

150 kVp rayons X,
6 Gy

rayonsgamma
662 keV, 5 G

220 kVpou b MV,
10 Gy

* la tumeur prend 8.6 fois plus de NPs
que les tissus sains

* survie a 1 an améliorée de 4.3%
comparé a l'irradiation seule

survie moyenne augmentée d'un
facteur 2 pour MRT+AGuiX comparé a
MRT seule

* rapport élevé de prise des NPs entre
les tissus sains et la tumeur

* 80% de régression compléte de la
tumeur avec 10 Gy+NPs

* 100% de régression compléte pour 40
Gy pour X et NPs + X mais régression

les tissus sains et la tumeur (~19)
* survie a 1 an améliorée d'un facteur 3

|par rapport a X seuls

survie moyenne augmentée d'un
facteur ~1.8 (Au@DTDTPA-Gd) et ~3
(AU@TADOTAGA) par rapport a MRT
seule

* survie moyenne augmentée d'un
facteur 1.5 par rapport a la
radiothérapie seule

* augmentation de la survie a 90 jours
augmentée d'un facteur 2.8 par rapport
alaradiothérapie seule
diminution du volume de la tumeur de

* irradiation kVp avec NPs,
augmentation de 90% de la survie
moyenne, comparé a l'irradiation seule
* irradiation MV, augmentation de la
survie de 66%, comparé a l'irradiation
seule

Figure 2.11 — Synthése d’études de “photoactivation” des NPs in vivo, d’aprés [Kunc 18]. Les publications relatives
sont les suivantes : [Hain 04, Le D 11, Choi 12a, Hain 13, Mila 14, Laur 16, McQu 15, Zhan 15, Deta 16]

la nature des NPs, I’énergie des photons incidents et la localisation des NPs. Il est donc difficile de
tirer des conclusions quant aux mécanismes physiques ou biologiques en jeu en comparant plusieurs
études entre elles. Dans I’équipe RSRM, Florence Taupin a utilisé au cours de sa these trois types
de NPs différents : des NPs au Gd (3 nm), des NPs d’or (13 nm) et de Pt (6 nm). Elle a observé que
les NPs diminuaient la survie cellule de maniere plus importante qu’un agent de contraste pour la
méme concentration. De plus, méme si 'effet observé était préférentiel a basses énergies, la survie
cellulaire était aussi impactée a haute énergie (1.25 MeV) par les NPs Gd et NPs Pt, suggérant
I’existence d’un autre mécanisme de radiosensibilisation.

La table de la figure 2.11 donne quelques exemples d’études in vivo utilisant des NPs pour
augmenter le dépot de dose a la tumeur. L’ensemble de ces résultats permettent d’alimenter la
discussion sur certains points centraux qui nous intéresseront dans ces travaux de theése [Brun 16] :
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CHAPITRE 2 : Potentiel de I'utilisation des NPs pour améliorer la radiothérapie

1. Concernant la nature des atomes lourds impliqués : les NPs les plus étudiées sont les
NPs d’or, suivies par les NPs de gadolinium et les NPs d’argent. Cependant, de nombreux
autres éléments sont aussi testés en parallele comme le platine, le bismuth, le fer, 'hafnium,
le sélénium ou le titanium [Brun 16|, voir méme des particules hybrides.

2. Concernant les conditions d’irradiation : la plupart du temps, les NPs sont utilisées en
association a une irradiation de photons, mais leur application a la protonthérapie est de
plus en plus étudiée. La dépendance de 'effet thérapeutique observé a ’énergie des photons
est variable selon les composés : dans certains cas, un effet bénéfique aux MeV peut étre
constaté.

3. L’existence d’un “effet biologique” est souvent mentionné comme explication des résultats
que l'on ne parvient pas a expliquer avec les mécanismes physiques. Les effets biologiques
soupgonnés causés par la simple présence des NPs dans la cellule sont : la redistribution dans
le cycle cellulaire, I'inhibition des fonctions de réparation de I’ADN, le dysfonctionnement
des mitochondries, le stress du réticulum endoplasmique, la production d’especes réactives
de l'oxygene et un potentiel “effet bystander” (des cellules non irradiées en contact de cel-
lules mourantes irradiées entreraient elles aussi en mort cellulaire) [Brun 16]. Les événements
biologiques se déroulant avant l'irradiation suite a ’exposition des cellules aux NPs peuvent
donc étre responsables d’une part non négligeable des résultats observés.

Nous tacherons dans ces travaux de bien faire la distinction entre la radiosensibilisation et
Paugmentation de dose provoqué par la présence de NPs dans ou autour des cellules. Dans le
cas de 'augmentation de dose, les NPs irradiées émettent des électrons secondaires et participent
donc a la déposition d’une énergie plus grande dans les tissus : la dose totale déposée étant plus
élevée, les dégats aux cellules sont plus nombreux. Les NPs “radiosensibilisantes” n’augmentent
pas la dose physique déposée dans les tissus lors de l'irradiation. Elles “fragilisent” la cellule qui ne
réagit donc plus de la méme maniere a 'irradiation. De fait, les dégats produits par un dépot de
dose qui, avant, ne lui était pas fatal, provoquent maintenant la mort de la cellule.

2.2.4 Utilisation de NPs de fer en radiothérapie

Les NPs de fer (NPs Fe) sont de plus en plus utilisées dans le domaine biomédical. Elles peuvent
étre employées comme transporteur pour délivrer des genes ou des médicaments de maniere ciblée,
comme agent de contraste en IRM ou encore pour la destruction de tissus tumoraux par hyper-
thermie [Sing 10]. De plus, il est possible de les guider dans un tissu ou un organe spécifique par
un champ magnétique externe (citer [Muth 15]).

La figure 2.14 récapitule quelques expériences in vitro utilisant des NPs Fe pour augmenter le
dépot de dose dans les cellules tumorales.

Dans ce corpus d’études, les cellules sont exposées a des concentrations en fer généralement
inférieures a 0.2 mg/mL, et ce la plupart du temps pendant 24h. Les énergies utilisées pour 'irra-
diation sont variées : certaines publications restent dans la logique de 'utilisation de basses énergies
d’irradiation, tandis que d’autres irradient les cellules & des énergies plus élevées allant jusqu’'au
MeV. Il est d’ailleurs intéressant de constater qu'un effet thérapeutique est aussi parfois constaté
a des énergies si élevées [Zhan 18, Khoe 14, Mafa 16].

Peu d’études in vivo, a notre connaissance, utilisent des NPs Fe dans le cadre de ’augmentation
de dose en radiothérapie : I’équipe coréenne de J.K. Kim avec laquelle nous avons collaboré a publié
en 2012 le premier article concernant I'irradiation par rayonnement synchrotron de tumeurs chargées
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2.2 Des éléments a haut Z pour augmenter le dépot de dose dans la tumeur

en NPs métalliques. Au cours de cette étude, Choi et al. montre la régression du volume tumoral
de tumeurs CT26 sous cutanées chez la souris apres injection de NPs Fe Fe3Oy4 et irradiation de
10 Gy a 7.1 keV. L’irradiation seule, en comparaison, ne permet pas la régression de la tumeur
[Choi 12a] (voir Fig. 2.12).

300

250 - j
f - —O— No treatment
A T ---0---- FeONP only
d ---0---- RO-10Gy
71 - & RO-40Gy
K —a— FeONP-40Gy
o —a— FeONP-10Gy

200 ~

150

Tumor volume (lnm")

@
i
/

" EEEE

: |
o LM e e o,
%0 a0 50

o -
-
o
n
o

60
(2nd RXT) (Days after treatment)

Figure 2.12 — Evolution de la croissance tumorale de tumeurs CT26 sous cutanées chez la souris avec ou sans injection
de NPs Fe3 Oy suivie d’une irradiation de 7.1 keV & 10 Gy [Choi 12a].

Aujourd’hui, cette équipe travaille encore avec les mémes NPs Fe FesO4 mais appliquées cette
fois a une irradiation par un faisceau de protons. Dans le cadre de la collaboration instaurée pendant
les travaux de these de Paul Gimenez dans 1’équipe RSRM, des lots de ces NPs Fe nous sont
réguliérement fournis. Les travaux présentés dans ce manuscrit font suite aux travaux de Paul
Gimenez. Celui-ci a surtout étudié 'application de l'effet Mossbauer (un mode d’interaction entre
les rayons v et les atomes menant a la production d’électrons secondaires) a la radiothérapie avec
des NPs de fer 57. De plus, Paul Gimenez a montré au cours de sa these que l'irradiation in
vitro de cellules ayant été exposées au préalable aux NPs Fe coréennes induit une augmentation
de la mort cellulaire par rapport a 'irradiation seule. Il observa une dépendance a ’énergie de ce
phénomene ainsi qu’une dépendance a la concentration d’exposition. L’importance de I'effet mesuré
(augmentation par trois de la mort cellulaire) reste élevé méme a des énergies de 80 keV et motiva
la poursuite de ces travaux lors de la these présentée dans ce manuscrit.

2.2.5 Résumé : effets physiques, chimiques et biologiques de l’irradiation d’une
tumeur ayant accumulé des NPs de fer

L’effet d’augmentation de mort cellulaire observé lors de l'irradiation de cellules contenant
des NPs Fe est provoqué par la combinaison de divers processus. Comme dit précédemment, ces
mécanismes ne sont pas encore bien élucidés et semblent varier d'un type de NP a l'autre. Ce-
pendant, certaines interactions physiques et chimiques connues jouent probablement un role et
permettent de construire la base d’une théorie. Les interactions principales sont résumées ci-apres :

Meécanismes physiques : le fer, dont le numéro atomique n’est pas aussi élevé que celui des
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un électron de la
couche supérieure
comble la case vide

- L
éjection d’'un
: —_—
électron de la
couche K énergie transférée a
(peut parcourir un autre électron
plusieurs cellules)

électron Auger
Y —

(trés local)

Figure 2.13 — Schéma illustrant deur phénomeénes physiques & l'origine de l’émission d’électrons secondaires lors de
linteraction NPs - rayonnement X : leffet photoélectrique et la relaxation atomique.

autres éléments considérés pour ce type d’expérience, a beaucoup plus de probabilité de subir une
relaxation non radiative en émettant des électrons Auger que I'or ou le Gd. Au cours des interactions
photons-matiere, le fer ménera d’une part a la production de photoélectrons, dont I’énergie dépendra
de I’énergie du photon incident, et d’autre part a des cascades d’électrons Auger, qui déposeront
leur énergie localement (cf Figure2.13).

Mécanismes chimiques : d’autre part, il apparait régulierement dans la littérature que les
NPs Fe sont capables d’induire la production d’especes réactives de 1'oxygene, probablement via la
réaction dite “d’Haber Weiss”. La réaction d’'Haber Weiss génere des radicaux hydoxyles a partir de
H503 et de l'ion superoxide. Elle est donc source de stress oxydatif pour la cellule, mais reste tres
lente. Cependant, le fer est connu pour catalyser cette réaction : la surface des NPs Fe peut donc
participer a la production d’especes réactives de 'oxygene, qui a leur tour causeront des dommages
a la cellule. Il sera par conséquent important de faire la différence entre 'effet provoqué par les
rayons X et 'effet de sensibilisation des cellules par production de ROS.

2.3 Le Chapitre 2 en quelques mots

La radiothérapie consiste a détruire les cellules tumorales en les irradiant, par exemple avec
un ou des faisceaux de rayons X. L’impact de ce rayonnement sur les cellules se déroule en
plusieurs étapes :

- Tout d’abord, les photons interagissent avec la matiere et mettent des électrons en mou-
vement via différents mécanismes d’interaction (notamment 'interaction photoélectrique,
la diffusion Compton, ou par relaxation atomique). Les électrons déposent ensuite leur
énergie et contribuent a l'ionisation des molécules présentes sur leur trajectoire. Ces
phénomenes physiques sont trés rapides, de I'ordre de la femtoseconde.

- L’ionisation des molécules et/ou leur fragmentation induit la formation de radicaux tres
réactifs, qui peuvent ensuite se recombiner, se diffuser et former de nouvelles especes.
Ces réactions chimiques se déroulent en quelques secondes.

- Les espéces chimiques réactives endommagent les cibles vitales de la cellule, et parti-
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culierement la molécule d’ADN. La cellule est capable de réparer la plupart des lésions,
étant quotidiennement confrontée a plus de 10 000 lésions de I’ADN. Cependant, si
elle ne parvient pas a réparer correctement ces lésions (dommages trop nombreux ou
trop complexes), la cellule entre en apoptose. La réponse biologique de la cellule peut
apparaitre quelques heures ou plusieurs jours apres l'irradiation.

La radiothérapie ne permet pas de cibler la tumeur : les photons ont autant de probabilité
d’interagir avec la tumeur qu’avec les tissus sains. Les dommages sont donc répartis sur le trajet
du faisceau. Une piste d’optimisation de la radiothérapie repose sur l'utilisation de rayonne-
ments X de basse énergie (30-100 keV) couplés a l'accumulation d’atomes de haut numéro
atomique (Z > 50) dans la tumeur. A ces énergies, les photons interagissent préférentiellement
avec les atomes de haut Z : ils arrachent des électrons a ces atomes, qui déposent leur énergie
localement et contribuent ainsi au renforcement de la dose.

Historiquement, les effets d’augmentation de dose sont obtenus en concentrant des agents
de contraste iodés dans les tissus tumoraux. D’autres composés sont actuellement étudiés pour
renforcer encore ce phénomene : parmi eux, les nanoparticules (NPs) font 1'objet d'un fort
engouement ces derniéres années. De nombreux éléments ont été testés (Au, Gd, Hf, Ag, ...) et
les résultats, souvent spécifiques de la NP étudiée, suggérent que les phénomenes physiques ne
constitueraient pas toujours la seule source de 'effet thérapeutique observé. Les NPs d’oxyde de
fer (NPs Fe) ont surtout été expérimentées in vitro : ces travaux de these font suite aux travaux
de Paul Gimenez qui montra que ’exposition des cellules de gliomes aux NPs Fe pendant 24 h
permettait de multiplier par 3 la mort cellulaire lors d’une irradiation a 30 et 80 keV [Gime 15].

Nous veillerons au cours de cette these a faire la différence entre la capacité des NPs a
augmenter le dépot de dose et la capacité des NPs & radiosensibiliser les cellules (c’est-a-dire
rendre les cellules tumorales moins résistantes pour une méme dose délivrée).
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Chapitre 3

Traverser la BHE
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Nous avons abordé dans le chapitre précédent le potentiel des NPs Fe pour augmenter la dose dans la

tumeur. Une des conditions nécessaires au succes de cette méthode réside dans la distribution optimale des

NPs dans la tumeur. Le transport des agents thérapeutiques dans les tumeurs cérébrales est cependant limité

par la présence de la BHE. Ce chapitre est consacré a une étude bibliographique des méthodes employées

pour franchir, contourner, rompre ou modifier la BHE. Nous nous attarderons un peu plus longuement sur

les deux méthodes utilisées pendant cette these : 'utilisation de monocytes/macrophages comme chevaux de

Troie et ’emploi d’ultrasons associés aux micro-bulles pour ouvrir mécaniquement la BHE.
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CHAPITRE 3 : Traverser la BHE

3.1 Comment franchir la Barriere Hémato-Encéphalique ?

3.1.1 Barriere Hémato-Encéphalique et Barriere Hémato-Tumorale

La barriere hémato-encéphalique (BHE) est une barriére anatomique et biochimique présente
dans le cerveau. Elle agit comme un filtre extrémement sélectif qui controle le passage vers le cerveau
des substances présentes dans le sang [Ober 16]. Ainsi, 'apport en nutriments et 1’élimination des
déchets sont régulés par de nombreux processus actifs, tandis que les autres agents sont bloqués
par la barriere. De cette maniere, la BHE protege le cerveau d’éventuels composés toxiques ou de
pathogenes pouvant circuler dans la sang. Cependant, ces propriétés desservent l'efficacité de la
chimiothérapie du glioblastome : la plupart des agents médicamenteux ne peuvent pénétrer dans la
tumeur en quantité suffisante pour espérer un bénéfice thérapeutique.

Les composants essentiels de la BHE sont les cellules endothéliales, c’est-a-dire les cellules
qui tapissent les vaisseaux sanguins. Celles-ci sont reliées entre elles par des protéines assurant
Pétanchéité entre chaque cellule, appelées “jonctions serrées” (voir figure 3.1). Ces jonctions serrées
n’existent pas dans la microvascularisation des autres tissus a ’exception de certains cas particuliers
(les yeux, par exemple). En plus de ces jonctions serrées, des mécanismes actifs de “pompes” peuvent
efficacement renvoyer dans la circulation sanguine les molécules qui seraient parvenues a traverser.

Les cellules endothéliales cooperent avec d’autres types cellulaires, notamment les astrocytes et
les péricytes. Les péricytes sont fixés sur les cellules endothéliales du co6té opposé au compartiment
sanguin. Ils ont un réle de controle de la prolifération des cellules endothéliales et interviennent dans
la néovascularisation. Cellules endothéliales et péricytes sont recouverts d’une couche de protéines
appelée “lame basale” mesurant une dizaine de nm d’épaisseur.

Enfin, le dernier élément de la BHE est composé des pieds enchevétrés des astrocytes : ces
cellules, comme nous l’avons vu précédemment (cf 1.1.2), font la liaison entre les vaisseaux sanguins
et les neurones. Les pieds astrocytaires recouvrent ainsi 99% de la surface des capillaires et forment
ce que 'on appelle la “glia limitans”. En plus de fournir nutriments et oxygene aux neurones, la
glia limitans régule la perméabilité de la BHE en interagissant avec les cellules endothéliales.

péricyte

membrane

pied basale

astrocytaire

5 cellule
jonction endothéliale
serrée

Figure 3.1 — Schéma illustrant les composants de la Barriere Hémato-Encéphalique : les cellules endothéliales sont
reliées entre elles par les jonctions serrées. La glia limitans participe a la régulation de la perméabilité de la BHE.
D’aprés [Stam 10].

La tumeur a un constant besoin d’approvisionnement en oxygene et en nutriments pour ali-
menter sa croissance rapide. Lorsque cette demande ne peut plus étre satisfaite, les cellules se
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3.1 Comment franchir la Barriére Hémato-Encéphalique ?

retrouvent en hypoxie et émettent des signaux biochimiques promouvant ’angiogénese. Cependant,
les néovaisseaux qui en résultent sont la plupart du temps immatures. L’architecture de la BHE est
elle aussi incomplete : les astrocytes, notamment, ne remplissent pas leur role de jonction. De plus,
les tissus tumoraux seraient capables de relacher des facteurs de perméabilisation, contribuant a
Pouverture de la BHE la ou elle était encore fonctionnelle et complete [Robe 97]. L’ensemble de
ces dysfonctions participent a la perméabilisation de la BHE au niveau des gliomes. La présence
d’un gliome impacte donc la structure de la BHE au niveau de la zone tumorale, allant jusqu’a la
rupture dans certaines de ces régions. C’est d’ailleurs ce phénomeéne qui permet la détection des
gliomes par imagerie : la rupture cause une “fuite” des agents de contraste dans la tumeur, tandis
que la BHE du cerveau sain bloque ces composés. La BHE modifiée dans les gliomes est appelée la
Barriéere Hémato-Tumorale (BHT).

Dans une tumeur cérébrale, la rupture de la BHE est hétérogene : certaines zones présentent
une rupture partielle tandis que la BHE reste intacte sur de nombreuses portions : ces régions
suffisent a empécher une distribution compléte et homogene des composés chimiothérapeutiques
dans la tumeur, méme dans le cas de petites molécules [Tell 15]. Ainsi, la limite physiologique des
pores dans la BHT chez le rat est de 12 um selon [Sari 09].

3.1.2 Traitement local, traitement systémique et effet EPR

Nous I’avons vu dans le chapitre 1, des stratégies variées sont employées pour tenter de traiter le
glioblastome. Nombre de publications attestent de la mise au point de traitements prouvant leur effi-
cacité in vitro, mais en comparaison tres peu d’études sont disponibles sur le transfert en préclinique
et en clinique de ces méthodes [Blak 08]. L’efficacité des traitements dépend généralement des
concentrations de médicaments ou de composés atteintes dans la tumeur. Le passage au wvivo se
heurte alors a des difficultés pour atteindre les concentrations requises pour le succes du traite-
ment : ces difficultés comprennent par exemple les zones hypoxiques, une vascularisation anormale,
des gradients de pression intratumoraux ou des barrieres biologiques.

La répartition des NPs dans la tumeur : une question centrale des thérapies contre
le GBM utilisant des NPs

La BHE régule précisément ’acces au cerveau des substances sanguines : dans une étude
répertoriant les composés thérapeutiques applicables aux traitements de maladies du systeme ner-
veux central, seulement quelques composés sur les 7 000 disponibles peuvent efficacement franchir
la BHE [Wood 14]. Cette problématique est omniprésente dans les thérapies utilisant des NPs pour
traiter le GBM (PTT, PDT, ... voir 1.3.3.4). La répartition homogene des NPs dans la tumeur est
souvent montrée comme un point critique, sinon le point limitant, par les équipes travaillant dans
ce domaine. En PTT, Eldridge souligne qu’une distribution inhomogene des NPs diminue ’effi-
cacité du traitement, qui ne concernera alors que quelques zones tumorales restreintes, et risque
d’endommager les tissus sains [Eldr 16]. Dans une étude suite a des essais clinique, Van Landeghem
et al. ont analysé l'effet d’hyperthermie provoqué par des NPs magnétiques (MagForce) soumises
un champ magnétique alternatif pour le traitement du GBM. Les NPs ont été injectées directement
dans la tumeur via des cathéters, afin de s’affranchir de I’étanchéité de la BHE. Dans ’observation
post-mortem de coupes de cerveaux, I’équipe a constaté que les NPs étaient soit dispersées, soit
sous forme d’aggrégats, mais toujours distribuées autour des sites d’injection (cf Fig. 3.2). De plus,
des zones de nécrose, caractéristiques du développement du GBM, ne contenaient aucune NPs : ces
deux éléments indiquent la nécessité de I’amélioration de la distribution des NPs dans la tumeur.
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Figure 3.2 — Illustration de coupes de cerveauz des patients, étude post-mortem de lutilisation des NPs magnétiques
pour la thérapie du GBM. [Bleu] : limites de la tumeur. [Orange] : zones nécrotiques. [Vert] : zones contenant des
agrégats de NPs magnétiques [Land 09].

Différentes approches sont donc étudiées pour surmonter, contourner, rompre ou manipuler la
BHE. On distingue en regle générale deux grands types de stratégies : les traitements locaux et les
traitements systémiques. Les avantages et les inconvénients de ces deux types de traitement sont
résumés dans le tableau 3.1.

Les traitements systémiques sont, dans la majorité des cas, les traitements les moins invasifs.
Ils ont 'avantage d’étre moins lourds pour le patient et ne nécessitent pas de procédure chirurgicale.
IIs consistent le plus souvent en une prise orale ou une injection intraveineuse d’un composé. Le
composé se retrouve alors dans la circulation sanguine et s’accumule dans la tumeur par un processus
passif connu sous le nom d’“effet EPR” (Enhanced Permeability and Retention). L’effet EPR est du
a la circulation anormale des molécules et des fluides au niveau de la BHE tumorale. Ces “fuites”
permettent aux composés de s’accumuler petit a petit dans la tumeur, plus particulierement dans
les zones perfusées par vascularisation défectueuse.

Néanmoins, ce processus passif n’est pas spécifique de la tumeur : les tissus sains absorbent
potentiellement aussi le composé présent dans le sang, n’étant de surcroit pas protégés par une
barriere telle que la BHE. Ce type de traitement peut donc aussi induire une toxicité dans des
tissus a préserver. Les organes jouant un role de filtre (foie, rate, reins) sont particulierement
sensibles : lorsqu’ils circulent dans les vaisseaux sanguins, les composés peuvent étre internalisés
par des cellules immunitaires circulantes, qui vont ensuite se regrouper dans ces trois organes.
En plus de la toxicité engendrée, ce phénomene est aussi un frein a la distribution des composés
dans la tumeurs, puisque ceux-ci sont capturés et stockés dans d’autres organes. L’effet EPR ne
permettant pas d’accumuler efficacement les composés, il est nécessaire d’injecter des concentrations
importantes de composés pour que la fraction distribuée dans la tumeur soit suffisante pour obtenir
un effet thérapeutique. Les concentrations injectables sont donc limitées par la toxicité aux organes
sains qui en découle.

Enfin, 'effet EPR ne résout pas le probleme de 'homogénéisation de la distribution des com-
posés. En proliférant, les cellules tumorales ont une tendance a étre de plus en plus éloignées des
capillaires : ces zones isolées, non vascularisées, ne sont pas atteintes avec 'effet EPR alors qu’elles
sont source de résistance tumorale aux traitements.

Les traitements locaux permettent de contourner la BHE : les composés sont injectés ou
déposés directement dans la zone tumorale. D’autre part, ce type de procédé limite la toxicité aux
autres organes. Les traitements locaux représentent un sujet clef depuis les 30 dernieres années
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[Chak 18] : chaque méthode locale tente de repousser les limites des disques Gliadel (cf 1.3.2.2).
Les nouveaux outils développés permettent aujourd’hui de réguler le taux de libération de I'agent
thérapeutique. La surface des composés peut étre optimisée : pour augmenter la pénétration du
médicament dans la tumeur, et ne cibler que les cellules néoplasiques grace a leurs marqueurs
membranaires.

Cependant, les traitements locaux sont invasifs et lourds pour le patient : une procédure chirur-
gicale est souvent nécessaire pour la mise en place de 1'outil. Celle-ci devra étre répétée pour une
éventuelle deuxieme administration du médicament. Par ailleurs, méme si les efforts de recherche
vont dans ce sens, la pénétration du composé dans les tissus reste la plupart du temps limitée et
celui-ci reste relativement localisé autour du site de I’injection.

Enfin, qu’ils soient accumulés dans la tumeur par des traitements systémiques ou locaux, les
composés peuvent étre altérés prématurément, phagocytés, subir des dégradations chimiques ou
étre transportés hors de la tumeur par divers mécanismes. Les plus petites molécules, par exemple,
ne sont souvent pas retenues par les tissus tumoraux et retournent a la circulation sanguine par
diffusion.

| [ Avantages Inconvénients Exemples |
- contourne la BHE - procédures chirurgicales nécessaires - polymeres
- augmente la concentration - ne peut pas étre rempli
des médicaments dans la tumeur a nouveau sans une procédure
Local - délivrance du médicament - pénétration limitée dans - injection directe
uniquement au site cible les tissus tumoraux
- le traitement peut étre donné - développement de mécanismes
pendant la chirurgie de résistance
- ne nécessite pas de - diffusion a des endroits non désirés - voie orale
procédure chirurgicale - concentrations plus faibles
Systé- - possibilité d’ajuster/de contréler dans le site cible
mique le dosage du médicament - pénétration limitée - voie intraveineuse
- possibilité de créer plusieurs dans les tissus tumoraux
régimes de dosages multiples - développement de mécanismes
- peu invasif et moins lourd pour le patient de résistance

Table 3.1 — Récapitulatif des principauz intéréts et inconvénients des thérapies locales et systémiques, d’aprés
[Chak 18].

3.1.3 Quelques méthodes employées

Cette section donne un apergu de quelques méthodes employées pour répartir des composés dans
les tumeurs cérébrales. Le but n’est pas de faire un descriptif exhaustif de méthodes actuellement
employées mais plutot de prendre du recul sur les techniques existantes et de se questionner sur
celles qui seraient adaptables aux NPs utilisées dans ces travaux de these. Quels sont les protocoles
envisagés aujourd’hui 7 Quelles sont les limites de ce qu’il est possible de réaliser au niveau clinique ?

3.1.3.1 Délivrer ’agent de fagon systémique

Délivrer I’agent en injection intra-veineuse ou par voie orale :
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Targeted Therapy Across the Blood-Brain Barrier

Enhancing drug penmeability
through BBB

@ Temporary disruption of BBB
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Figure 3.3 — Ezemples de stratégies employées pour atteindre les tumeurs cérébrales malgré la présence de la BHE : (1)
augmenter la capacité du médicament & passer & travers la barriére, (2) augmenter temporairement la perméabilité de
la barriére, (3) utilisation de cathéters pour délivrer directement les médicaments, (4) utilisation d’objets implantables
comme les disques de polymeres ou les microchips. Copyright : Ian Suk, Johns Hopkins University, 2012.

La plupart des agents thérapeutiques anti-cancéreux sont délivrés de cette maniere. La pos-
sibilité d’injecter de hautes doses de médicaments a été étudiée pour plusieurs composés : si elle
permet d’augmenter la concentration du composé dans la tumeur, cette méthode reste limitée par
la toxicité systémique associée. Cependant, cette stratégie s’est révélée efficace avec le methotrexate
dans le cadre du traitement des lymphomes primaires du SNC par exemple [Blak 08].

Délivrance intra-artérielle avec rupture de la BHE :

La délivrance intra-artérielle consiste a délivrer I’agent directement dans une artere et non dans
une veine. Cette méthode permet théoriquement de diminuer la part de composés métabolisés par
Iorganisme, puisque ceux-ci atteignent directement le cerveau sans passer par le coeur. Cependant,
la délivrance intra-artérielle seule ne permet pas a ce jour d’améliorer le pronostic dans le cas des
tumeurs cérébrales [Blak 08]. Il est possible, en association avec cette méthode, d’amplifier 1'effet
EPR en ouvrant temporairement la BHE.

Rupture de la BHE :

L’ouverture de la BHE peut étre réalisée de maniere chimique (mannitol, cytokines, molécules
régulant la perméabilité des vaisseaux sanguins) ou mécanique (ultrasons). L’ouverture artificielle de
la BHE concomitante avec une injection intra-artérielle de médicament mene a de meilleurs résultats
que l'injection intra-artérielle seule. Le plus souvent, elle est réalisée par un choc osmotique causé par
I'injection intraveineuse d’un composé (le mannitol par exemple), qui meéne au rétrécissement des
cellules endothéliales. Des études précliniques prouvent que ce procédé permet en effet d’augmenter
la concentration d’agent thérapeutique dans la tumeur. Cependant, il est aussi souvent associé a
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des effets secondaires provenant notamment du cathéter et de I'augmentation de la neurotoxicité
du médicament qui se retrouve aussi en plus grande quantité dans le cerveau sain. D’une maniere
générale, le manque d’études ne permet pas de conclure sur 'utilisation de cette méthode. Celle-ci
reste donc limitée a un nombre restreint de patients car les procédures sont complexes, cheres, et
associées & des complications peu fréquentes mais potentiellement graves [Blak 08].

D’autres agents permettent d’ouvrir la BHE de maniere chimique : la bradykinine, par exemple,
détruit les jonctions serrées en intervenant sur les signaux qui maintiennent son intégrité. Une fois
les composés thérapeutiques accumulés dans la tumeur, ceux-ci peuvent aussi rapidement étre
éliminés des tissus par divers processus biologiques ou physiques. Certaines études proposent donc
I'injection d’agents inhibiteurs de ces efflux actifs co-administrée avec les composés permettant
Pouverture de la BHE, mais cette stratégie provoque une augmentation de la toxicité du traitement
d’apres [Ober 16].

L’ouverture de la BHE par ultrasons serait plus localisée et mieux tolérée par les tissus que 1’ou-
verture chimique [Blak 08]. Lors d’études précliniques, cette méthode permit de renforcer 'accu-
mulation des médicaments dans les tumeurs sans provoquer de 1ésions ou de dommages permanents
[Chak 18]. Nous reviendrons sur cette stratégie dans la section 3.3.

Remarque : la radiothérapie conventionnelle permet aussi d’augmenter la perméabilité de la
BHE en préclinique et en clinique. En conséquence, le TMZ est plus efficace lorsqu’il est associé
a la radiothérapie. Le fractionnement de la radiothérapie est donc aussi bénéfique pour la chi-
miothérapie, car chaque session permet d’ouvrir la BHE pour maximiser la délivrance de I'agent
thérapeutique. De plus, la réparation de la BHE permet de maintenir la concentration de 'agent
dans la tumeur en évitant leur diffusion [Blak 08].

Un premier objectif, atteint par ces stratégies de rupture, consiste a faire passer les composés
thérapeutiques a travers la BHE. Cependant, il faut ensuite que les composés puissent se répartir
dans la totalité de la tumeur et y rester suffisamment longtemps pour que l'effet thérapeutique
puisse étre observé [Wood 14].

3.1.3.2 Microsystémes implantables

Gliadel La FDA a approuvé 'utilisation des Gliadel en 1996 : il s’agit de disques de polymere
biodégradables imbibés de BCNU (carmustine) et placés dans la cavité apres résection de
la tumeur. Les Gliadel sont en général bien tolérés et les effets secondaires sont rares. De
plus, le traitement est local, ce qui évite la toxicité systémique du médicament. Cependant,
la distribution de carmustine hors de la cavité de résection reste modeste [Blak 08]. Ces
bénéfices limités sont notamment dus au fait que la forme de disque ne permet pas un
contact optimal avec l'intérieur de la cavité [Chak 18].

Hydrogels injectables Pour remédier aux limites des Gliadels, d’autres méthodes ont été
étudiées permettant de délivrer de plus grandes doses d’agents thérapeutiques. Ces méthodes
sont basées sur 'utilisation de gels qui diffusent les médicaments au cours du temps. Les
gels, a l'inverse des Gliadel, peuvent s’adapter parfaitement a la forme de la cavité. Des
essais cliniques de phases I et II ont permis d’étudier le potentiel du gel ReGel (ReGel,
Protherics, Londres, UK) imbibé de paclitaxel pour traiter les tumeurs solides puis les cancers
de 'cesophage (traitement “OncoGel”). Ce traitement ne requiert pas 'opération nécessaire
a 'implantation des Gliadel car le gel peut étre injecté dans la tumeur avec une aiguille : en
effet, le gel est visqueux entre 5 et 15 degrés (pour 'injection) et se gélifie a des températures
proches de 37°C. Les premiers essais cliniques montrent que le gel permet de diffuser le
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paclitaxel pendant 4 & 6 semaines et que cette diffusion reste limitée au site tumoral [Vuke 07,
DuVa 09]. Les essais précliniques de Tyler et al. se sont intéressés a 'utilisation d’OncoGel
pour le traitement des tumeurs cérébrales chez le rat. La survie des animaux passe de 31
jours avec OncoGel (ReGel + paclitexel) a 83 jours avec OncoGel et radiothérapie. La survie
des rats pour la radiothérapie seule est de 26 jours. Le placébo et le ReGel sans paclitexel
entraine des survies de 13 et 14 jours respectivement [Tyle 10].

Les systémes a microréservoirs permettent de délivrer de grandes quantités de médicaments
solides ou liquides dans les tumeurs. Cima et al. utilisent des microréservoirs en PLLA
(poly(L-lactic acid)) et LCP (liquid crystal polymer) dans lesquels du témozolomide est en-
capsulé pour le traitement des gliomes chez le rat [Ong 15]. Les microréservoirs sont troués,
permettant ainsi au témozolomide de se diffuser pendant plusieurs jours. Leur implémentation
permet d’augmenter significativement la survie des animaux en études précliniques. Ce-
pendant, a la différence des gels qui diffusent les composés pendant plusieurs semaines, la
délivrance des agents thérapeutiques par les systemes a microréservoirs est de courte durée.
Une nouvelle version de ces microréservoirs a donc été développée et permettrait aujourd’hui
de libérer le composé de maniere linéaire pendant 200 jours [Chak 18]. D’autres systemes
de microréservoirs ont été développés, comme les micropuces de polymeres de I’équipe de
Langer. Ces micropuces mesurent 1.2 cm de diametre et 480 a 560 microns de large. Elles
possedent 36 réservoirs remplissables avec différents médicaments, qui peuvent étre libérés
indépendamment & des moments distincts [Gray 03].

Systémes micro-électro-mécaniques Il s’agit de microréservoirs fermés par une membrane
en or et contenant un médicament. Lorsqu’un potentiel positif est appliqué, la membrane se
corrode électrochimiquement et se transforme en substance soluble. Le microréservoir libere
alors son contenu. Ces procédés permettent d’utiliser différents types de médicaments, puis
de les libérer selon des profiles complexes tout en controlant précisément la dose délivrée.
Ils donnent des résultats précliniques encourageants mais sont freinés par la lourde prise en
charge du patient qu’ils nécessitent : une opération chirurgicale est nécessaire pour implanter
et pour enlever le systeme [Chak 18].

3.1.3.3 La CED (Convection Enhanced Delivery)

L’injection de NPs en intratumoral dans un glioblastome ne permet pas une distribution opti-
male des NPs : par exemple, dans I’étude de Van Landeghem et al., les NPs ne sont retrouvées qu’au
niveau des sites d’injection dans les coupes de cerveau [Land 09]. Ce type d’injection compte sur la
diffusion “passive” des composés (gradient de concentration). La CED, elle, utilise la dynamique
des fluides pour la diffusion des médicaments et ainsi obtenir une distribution plus large de ’agent
et une amélioration de la pénétration des médicaments dans les tissus tumoraux autour du point
d’injection.

La CED fonctionne grace a des cathéters placés localement dans et autour de la tumeur. Les
agents anticancéreux sont directement injectés sous pression hydrostatique via ces cathéters. Cette
approche est notamment intéressante pour les agents trop toxiques lorsqu’ils sont injectés en in-
traveineuse ou trop gros pour pouvoir traverser la BHE [Blak 08]. La CED est utilisée pour les
immunothérapies voire les thérapies cellulaires. Dans les études précliniques, elle permet une distri-
bution large et uniforme des agents anti-tumoraux. Cependant, le passage au stade clinique est plus
complexe : la masse tumorale est bien plus importante et hétérogene. Les changements d’anatomie
du milieu, la présence d’oedeéme provoque des fuites et des distributions non prévisibles et inégales
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Ditfusion Convection-Enhanced
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Figure 3.4 — Illustration de la méthode CED. (A) Les composés sont injectés dans la tumeur par placement d’un
cathéter. La distribution des composés qui en résulte permet un meilleur recouvrement tumoral qu’une injection in-
tratumorale simple (B). D’aprés [Seo 17].

[Chak 18]. La CED a notamment fait 'objet de deux essais cliniques de phase III (PRECISE et
TransMID). Ces deux essais ont montré que cette méthode avait une toxicité acceptable mais son
efficacité s’est avérée variable [Blak 08]. La réalisation de la CED en utilisant de nombreux cathéters
implantés dans la tumeur permettrait d’améliorer la distribution du composé malgré I’hétérogénéité
et la taille de la tumeur, mais ce procédé est techniquement difficile & mettre en place et son efficacité
n’a pas été démontré en clinique.

3.1.3.4 Ingénierie moléculaire et NPs

Les NPs sont utilisées pour leur capacité a encapsuler des agents thérapeutiques ou pour leur
intérét en tant qu’agent a elles seules. De multiples sortes de composés de formes variées et de
taille nanoscopique sont créés pour l'application au transport de molécules a travers la BHE :
nanofibres, liposomes, NPs lipidiques, NPs, nanocapsules, nano-émulsions, ... Ces composés sont
étudiés et optimisés pour améliorer leur pénétration dans les tissus tumoraux, controler la vitesse
de libération du médicament qu’ils renferment et éviter la toxicité aux tissus lors de l'injection. De
plus, il est possible de modifier la surface des NPs de fagcon a ce qu’elles ne ciblent que certaines
cellules (ligands, protéines, ...).

Pour illustrer 'importance du coating, nous pouvons citer les expériences de Hanes et al.
sur la distribution du Paclitaxel (un médicament chimiothérapeutique) dans les tumeurs cérébrales
[Nanc 14]. Hanes et son équipe ont démontré que l'encapsulation de Paclitaxel dans des NPs
de PLGA (poly(acide lactique-co-glycolique)) contribuait & augmenter significativement la sur-
vie d’animaux porteurs de tumeurs cérébrales par rapport au Paclitaxel seul. Les composés ont été
délivrés par une injection intratumorale. I’inhibition de la croissance tumorale a encore été aug-
mentée en enrobant les NPs de PLGA par du PEG (polyéthyléne glycol). Ces études ont contribué
a démontrer la capacité des NPs “PEGylées” a diffuser efficacement dans les tissus et a engendrer
une distribution plus uniforme dans la tumeur.

Enfin, il est aussi possible de concevoir les NPs pour augmenter leur propension a passer
la BHE. Les molécules lipophiles sont parmi les seules molécules capables de passer la BHE relati-
vement efficacement. Certaines études s’axent donc sur le développement d’agents plus lipophiles,
la mise au point d’analogues de médicaments lipophiles, la liaison de la molécule thérapeutique
a un systeme de transport liposomal ou encore son encapsulation dans des NPs lipophiles. Ces
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différentes stratégies montrent des résultats encourageants en préclinique [Blak 08].

La BHE comporte de nombreux systémes de transport pour faire passer les molécules d’un
coté ou de l'autre de la barriere. L’idée est donc d’utiliser ces mécanismes de transport pour faire
pénétrer les médicaments dans le cerveau. Il existe plusieurs moyens de “détourner” ces systemes
de transport : par exemple, pour approvisionner le cerveau en fer, la BHE exprime des récepteurs
spécifiques de la transferrine -la molécule qui transporte le fer. Une fois une molécule de transferrine
arrimée au récepteur, elle est endocytée par la cellule endothéliale qui la relargue de ’autre coté
de la barriere. Ce processus est appelé “transcytose par récepteur”. En associant la substance
thérapeutique & un anticorps pouvant se lier au récepteur de la transferrine, il devient alors possible
de “profiter” du systeme de transport & son insu.

En conclusion, il est possible de modifier chimiquement une NP en y liant des molécules
spécifiques lui permettant de passer plus efficacement la BHE, ou encore en la recouvrant d’un
coating augmenter sa capacité de diffusion dans les tissus tumoraux.

3.2 Un Cheval de Troie pour améliorer le traitement des tumeurs

3.2.1 Macrophages associés aux Tumeurs : de Dr Jekyll a Mr Hyde

La premiere technique étudiée dans cette theése pour concentrer les nanoparticules dans la tu-
meur repose sur l'utilisation de cellules immunitaires comme “transporteurs”. Ces cellules seraient
chargées en NPs ex vivo puis injectées par voie intraveineuse. Attirées par la tumeur, elles traver-
seraient la BHE grace a leurs capacités intrinseques puis se répartiraient dans la zone tumorale.
Ainsi, I'opération serait beaucoup moins intrusive qu’une injection intratumorale dans le cas du
gliome. D’autre part, cette méthode devrait aussi permettre une distribution plus homogene du fer
dans la tumeur, car les cellules immunitaires s’y répartiraient. Cette section présente ces cellules
immunitaires spécifiques, les monocytes et les macrophages, et donne quelques pistes soulignant
Iintérét de les utiliser comme vecteurs.

3.2.1.1 Les macrophages, cellules immunitaires

On a longtemps pensé que la présence de la BHE indiquait ’absence de systeme immunitaire
dans le cerveau. Aujourd’hui, les recherches indiquent plutot que le cerveau possede un systeme
immunitaire qui lui est propre [Rebe 06]. Toutefois, les cellules immunitaires circulantes dans le
sang ont la capacité de pénétrer les barrieres du cerveau, méme si cela ne se produit que de maniere
occasionnelle en conditions normales de métabolisme. Parmi les leukocytes traversant la BHE, la
plupart sont des lymphocytes T mémoire et effecteurs, des monocytes (en proportion variables, de
25 a 75%) et des lymphocytes B [Man 07].

Les macrophages (en grec, “gros mangeurs”) sont des cellules du systéme immunitaire connues
pour leur capacité de phagocytose, c’est-a-dire leur capacité a internaliser les pathogenes ou les
débris cellulaires par exemple. Les macrophages forment une population variée de cellules et peuvent
posséder une grande variété de fonctions. Ils proviennent de globules blancs indifférenciés qui
circulent dans le sang, les monocytes. Ces monocytes circulants sont recrutés dans les tissus
périphériques sujets a une inflammation ainsi que par les cellules tumorales ou par les macrophages
eux-mémes grace & des messages chimiques, les chemoattracteurs (e.g. CCL2, VEGF, M-CSF ou
CCL5 [Alla 08, Soli 09]).
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Le recrutement des monocytes circulants débute par une phase pendant laquelle les monocytes
se lient faiblement aux cellules endothéliales puis “roulent” le long du vaisseau sanguin poussés
par le flux, mais toujours liés a la paroi. Cette phase de roulement s’achéve au niveau du site
inflammé grace a la production de chimiokines par les cellules endothéliales. Lorsque les monocytes
captent ces chimiokines, leurs récepteurs membranaires appelés “intégrines” changent de forme et
deviennent actifs : ’affinité de ces récepteurs pour leur ligand, exprimé par ’endothélium au niveau
du site inflammé, augmente. Ainsi, les monocytes peuvent s’ancrer a la paroi et s’immobiliser. Ils
envoient quelques protrusions a 'intérieur des jonctions serrées pour capter de nouvelles chimiokines
qui vont les guider, puis “se faufilent” ensuite a travers les jonctions serrées. Ils se retrouvent ainsi
dans l'espace périvasculaire, entre les cellules endothéliales et la glia limitans.

Lorsqu’ils quittent les vaisseaux sanguins et entrent dans les tissus, les monocytes sont alors sub-
mergés par de nouveaux messages chimiques qui leur ordonnent de se différencier en macrophages.
Quand ces macrophages sont recrutés dans les tumeurs, ils sont appelés “Macrophages Associés
aux Tumeurs” (Tumor Associated Macrophages, ou TAMSs). La p