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4.4 Rayons d’action des électrons secondaires : l’outil Tracks . . . . . . . . . . . . . . . . 114
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10.1 Matériels et méthodes . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 212

10.1.1 Irradiation des animaux . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 213

10.1.2 Stratégies pour suivi in vivo des macrophages . . . . . . . . . . . . . . . . . . 213

10.1.3 Injection des Mo/Ma . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 214

10.1.4 Analyse des coupes de cerveau . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 214

10.2 Utilisation de lignées commerciales comme Chevaux de Troie . . . . . . . . . . . . . 214

10.2.1 Résultats : expérimentation de la migration des lignées de Mo/Ma commer-
ciales dans la tumeur 9L chez le rat Fischer . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 215
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B.1 Nanoparticules . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 286

B.1.1 Mesure de la taille des NPs par TEM . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 286

B.1.2 Mesure de la taille par Dynamic Light Scattering . . . . . . . . . . . . . . . . 287

B.1.3 Mesure de la concentration par tomographie X synchrotron . . . . . . . . . . 291

B.1.4 Sonication . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 291

B.2 Culture cellulaire . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 292

B.2.1 Repiquage des cellules . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 292
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Merci à Caroline de m’avoir appris les
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longs !
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nomètre.

Merci pour ces expériences uniques et si
précises,

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

Les tests de clonogénicité demandent sang
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aléas.
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ta générosité et ton dynamisme,

Une femme de sciences, une femme au grand
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espérés et rentabilisés !
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Merci à l’équipe de Karine Pernet-Gallay
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de se retrouver !
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Et pour la rédaction ce fut un vrai havre de
paix,

Entre deux miaulements et un ravalement de
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Un grand MERCI à ma famille, même si par-
fois les mots ne sortent pas,

Ce respect discret qui rassemble et guide cha-
cun de nos pas.
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ANOVA ANalysis Of VAriance

BB BroadBeam, faisceau plein

BSA Albumine de sérum bovin
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i.c. intra-cérébral

IO Iron Oxyde

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-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromide

MRT Microbeam Radiation Therapy

NP40 Tergitol-type NP-40

NPs Nanoparticules

NPs Fe Nanoparticules de fer

PBS Phosphate-Buffered Saline

PEG Polyéthylène glycol

PFA Paraformaldéhyde

PTX Paclitaxel

ROS Reactive Oxygen Species

SNC Système 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

10



Introduction générale

Malgré le développement de nouveaux traitements anticancéreux, l’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 dernières 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 caractère invasif et de leur résistance intrinsèque 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 Barrière Hémato-Encéphalique (BHE). Cette barrière protectrice est formée par les parois
des vaisseaux sanguins irriguant le cerveau. Elle filtre très sélectivement les substances passant
du sang vers le cerveau, empêchant les agents potentiellement dangereux de rejoindre cette zone
sensible. Cependant, cette même barrière empêche 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 très résistantes entrâıne 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 l’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 l’intérêt
d’absorber davantage les photons de basses énergies (30-100 keV) que les tissus : les probabilités
d’interaction peuvent être jusqu’à deux ordres de grandeur supérieures à celles des tissus. Cet effet
est par ailleurs à l’origine de l’augmentation du contraste obtenue dans les images scanner grâce
aux agents de contraste.

Une solution thérapeutique consiste donc à 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 à quelques
cellules. L’idée de tirer profit des atomes lourds date des années 1980, après une observation for-
tuite par Adams et Norman qui remarquent que les angiocardiographies induisent des aberrations
chromosomiques dans les lymphocytes du sang après 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 derrière ce phénomène. L’effet thérapeutique s’est révélé dépendant de
la nature de l’atome lourd, de sa concentration intratumorale et subcellulaire, de l’énergie et du
dispositif d’irradiation.

Ces travaux de thèse ont été réalisés dans l’équipe Rayonnement Synchrotron et Recherche
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Médicale (RSRM) implantée sur la ligne biomédicale ID-17 de l’ESRF en collaboration avec l’équipe
SyMMES-CIBEST du CEA de Grenoble. L’équipe RSRM travaille depuis plus de quinze ans dans
le domaine de l’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 à la radiothérapie. Le travail avec un faisceau monochromatique s’est en
effet révélé bénéfique pour optimiser la distribution de dose et limiter la dose à l’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, l’équipe a ainsi pu montrer que
l’utilisation d’agents de contraste iodés associés à une radiothérapie de 15 Gy à 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 II d’essais cliniques (investigateur principal : Pr. J. Balosso, NCT01640509).
En parallèle de ces travaux sur les agents de contraste iodés, l’équipe RSRM s’intéresse aussi à de
nouveaux composés susceptibles d’améliorer encore le dépôt de dose par rapport à l’iode.

Parmi ces nouveaux composés, les nanoparticules (NPs) font l’objet d’un nombre croissant
d’études. En 2004, Hainfeld et al. publièrent un article pionnier dans lequel ils rapportèrent l’effi-
cacité d’un traitement combiné de radiothérapie (26 Gy à 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 à long terme [Hain 04]. Depuis,
de nombreuses équipes ont exploré les capacités de l’or et d’autres métaux (argent, gadolinium,
platine, ...) à augmenter l’effet de la radiothérapie dans les tumeurs. Bien que tous les mécanismes
en jeu ne soient pas complètement élucidés, le regroupement des atomes lourds sous forme de NPs
favorise l’internalisation de ces composés par les cellules et permet de modifier le dépôt de dose à
l’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 thèse 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 à se concentrer in vitro dans les cellules de
manière telle que les effets attendus après irradiation permettraient de détruire deux à trois fois
plus de cellules tumorales qu’une radiothérapie seule.

Ces travaux de thèse visaient donc tout d’abord à poursuivre l’étude des nanoparticules d’oxyde
de fer (NPs Fe) comme composé permettant de renforcer l’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 l’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 l’accumulation suffisante des composés dans la tumeur.
Tout comme les médicaments chimiothérapeutiques, les NPs ou agents de contraste peinent à
s’accumuler dans les gliomes du fait de la présence de la barrière 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 l’accumulation qui en résulte reste néanmoins
insuffisante pour espérer obtenir un bénéfice thérapeutique. Ces travaux de thèse ont exploré une
stratégie pour contourner le problème de la BHE en utilisant des cellules immunitaires chargées
en NPs Fe pour traverser cette barrière et transporter les composés jusque dans la tumeur. Après
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 l’équipe RSRM implantée à l’ESRF (Gre-
noble), en collaboration avec le laboratoire CIBEST du CEA de Grenoble. Toutefois, les études
pluridisciplinaire présentées dans ce manuscrit n’auraient pas pu être 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 thèse 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 première partie “bibliographie
et état de l’art” abordera les problématiques de la thèse selon trois axes directeurs : les gliomes
et les limites des traitements actuels, l’utilisation de NPs pour renforcer le dépôt de dose, et enfin
le transport et la distribution des NPs dans les gliomes. Cette première 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 deuxième partie, nous aborderons les résultats des études visant à étudier le po-
tentiel de l’oxyde de fer pour augmenter la dose dans la tumeur. Les interactions physiques lors
de l’irradiation de NPs Fe seront discutées dans un premier chapitre consacré aux simulations
Monte-Carlo. Puis, après un chapitre traitant de la caractérisation des NPs Fe, les conséquences de
l’exposition des cellules aux NPs Fe sans irradiation seront présentées et discutées. L’effet des NPs
lors d’une irradiation monochromatique à 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 l’objet d’une discussion. Cette étude s’achèvera avec la présentation
d’une expérience pilote visant à étudier le potentiel des NPs Fe pour augmenter la dose dans un
gliome F98 chez le rat.

Enfin, une troisième partie aura pour sujet les résultats relatifs aux stratégies de transport
des NPs à travers la barrière hémato-encéphalique. Ces travaux de thèse se sont concentrés sur l’uti-
lisation de cellules immunitaires, les monocytes/macrophages, comme vecteurs des NPs capables de
s’infiltrer à travers la BHE jusque dans la tumeur. Après avoir exposé les résultats de la méthode
“Cheval de Troie” in vitro, 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 à titre d’ouverture.

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

Le glioblastome : thérapies actuelles
et limites des traitements
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tit aujourd’hui à 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 l’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 système nerveux

Les actions d’un être vivant sont coordonnées par le système nerveux qui communique avec
les différentes parties du corps via des signaux électrochimiques. Il s’organise en deux parties :
le système nerveux central, comprenant l’encéphale 1 et la moëlle épinière, et le système nerveux
périphérique, composé des nerfs et des ganglions nerveux (Fig. 1.1).

Figure 1.1 – Description des cellules gliales associées aux systèmes nerveux central et périphérique.

L’unité fonctionnelle du système nerveux est le neurone, qui transmet et traite les signaux grâce
à une longue fibre, l’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 système nerveux contient aussi d’autres cellules qui, elles, ne sont pas
excitables électriquement : ces cellules ne peuvent donc pas conduire l’influx nerveux. Elles furent
découvertes au XIXe siècle par les neurochirurgiens Rudolf Virchow, Santiago Ramón y Cajal
et Ṕıo del Ŕıo-Hortega, qui les considérèrent 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 rôle crucial dans le soutien des neurones, leur apportant entre autre oxygène et nutriments.
Elles sont ainsi parfois désignées comme les “cellules nourricières” des neurones. Le détail de leurs
rôles 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 pathogènes ou la production de myéline.

Pendant plusieurs siècles, le nombre de cellules gliales était estimé à plusieurs centaines de

1. L’encéphale comprend le cerveau, le cervelet et le tronc cérébral.
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1.1 Le cerveau, origine et environnement des gliomes

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

1.1.2 Composition et fonctions de la glie

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

• les astrocytes, de forme étoilée, sont de réelles plate-formes entre le sang et les neurones
au sein du système nerveux central. Ils s’assurent de la bonne alimentation des neurones en
oxygène et en nutriments et interviennent même dans la neurotransmission. Dans le système
nerveux périphérique, les cellules satellites semblent effectuer un rôle similaire.
• les cellules de la microglie composent la principale défense immunitaire du système ner-

veux central. Elles ont les mêmes origines que les cellules immunitaires usuellement connues
sous le nom de “globules blancs”.
• les oligodendrocytes sont des cellules du système 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 même temps. Dans le système nerveux périphérique, ce rôle
est assuré par les cellules de Schwann, qui elles ne peuvent “myéliniser” qu’un unique axone
à la fois.
• les cellules épendymaires tapissent les cavités du système nerveux central. Elles sécrètent

et favorisent la circulation du liquide cérébro-spinal, c’est-à-dire le liquide dans lequel baignent
le cerveau et la moëlle épinière 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 même origine : les cellules de la microglie
proviennent de l’hématopöıèse, c’est-à-dire du processus de production des cellules sanguines à
partir des cellules souches hématopöıétiques (Fig. 1.2). Les cellules souches hématopöıétiques se
trouvent dans la moëlle osseuse après la naissance. Elles peuvent proliférer et se différencier en
cellules de plus en plus spécialisées, dont l’étape finale est l’une des cellules présentes dans le sang
(globules blancs, globules rouges ou plaquettes). Il est intéressant de noter que les cellules perdent
peu à peu leur capacité de prolifération au fur et à mesure de leur maturation.

Les trois autres types de cellules gliales proviennent des cellules souches neurales de l’em-
bryon [Rowi 10]. Tout comme les cellules souches hématopöıétiques, 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-même, après 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 à noter que cette généalogie, représentée dans la figure 1.2, décrit très schématiquement les
phénomènes supposés et que les processus réels sont bien plus complexes et encore mal connus.
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Chapitre 1 : Le glioblastome : thérapies actuelles et limites des traitements

Figure 1.2 – Origine schématique des cellules gliales et des cellules tumorales qui en dérivent, d’après [Rowi 10,
Gran 03].

1.2 Le glioblastome, tumeur cérébrale maligne

1.2.1 Métabolisme et homéostasie

Dans des conditions normales de métabolisme, les cellules communiquent entre elles et ont un
cycle de vie très strictement contrôlé, décrit dans les gènes se trouvant dans l’ADN. Les gènes consti-
tuent une vraie bibliothèque dans laquelle le comportement des cellules est précisément détaillé
depuis leur naissance jusqu’à leur mort : par exemple, le déroulement régulé de l’apoptose (i.e. la
mort cellulaire programmée) permet de recycler proprement le matériel contenu dans chaque cel-
lule après 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 système de régulation cellulaire n’est pas sans
failles. Suite à une agression de l’extérieur, un ou plusieurs gènes peuvent être modifiés. L’ADN
subit aussi quotidiennement des dégâts de façon intrinsèque : à titre d’exemple, l’ADN d’une cellule
de mammifère est altérée plus de 60 000 fois par jour [Bern 13]. De nombreux mécanismes entrent
en jeu pour réparer ces dommages ou pour commander à la cellule de mourir si les dommages
sont trop importants afin de préserver l’homéostasie. Malgré tout, il se peut que quelques cellules
échappent aux mécanismes de contrôle rigoureux et développent un comportement anormal. Si
elles ne sont pas éliminées, ces cellules indisciplinées peuvent proliférer de manière anarchique. Cela
donne alors naissance à un groupe de cellules tumorales qui se développe jusqu’au moment où le
système immunitaire finit par le détecter et l’éliminer. Néanmoins, quand la prolifération devient
trop chaotique, la tumeur grandit de manière incontrôlable, s’étend et envahit les tissus sains qui
l’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 l’être 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-à-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 à nouveau, engendrant des métastases. Lorsqu’elles
envahissent les tissus sains, les cellules tumorales détruisent leur environnement, menaçant ainsi la
vie de l’être vivant.

Les causes du cancer sont complexes et mal comprises mais il semble que deux voies puissent
déclencher son développement : la voie intrinsèque et la voie extrinsèque [Soli 09]. La voie intrinsèque
met en jeu des altérations géniques, tandis que la voie extrinsèque est initiée par des infections
virales ou bactériennes ou des maladies auto-immunes, créant une zone inflammée qui s’associe au
développement du cancer. L’environnement (mode de vie, pollution, ...) est aussi un facteur exogène
clef, même si l’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 deuxième cause de
mortalité dans les pays en voie de développement [Jema 11] : il est à l’origine d’environ environ
13% des décès dans le monde [WHO 10]. L’incidence d’un type de cancer est à 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 singulière 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’âge 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, après plusieurs mutations, se mettent à proliférer de manière 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 l’évolution de 20% des cancers.

Depuis le lancement des Plans Cancer en 2003, l’Institut National pour le Cancer (INCa) et ses
collaborateurs recensent et publient des données sur les causes médicales des décès 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 même année, le nombre de décès estimés était
de 2 940, soit 2% de l’ensemble des décès par cancer. Bien que le pic d’apparition des tumeurs
cérébrales soit de 59 ans [Amer 18], celles-ci touchent les adultes à tout âge ainsi que les enfants.
Les tumeurs cérébrales représentent 23% des cancers pédiatriques. Il s’agit donc de la deuxième
cause de décès liée à un cancer pour les jeunes de moins de 20 ans, après la leucémie.

1.2.3 Classification des tumeurs cérébrales

Il existe plus de 120 types de tumeurs cérébrales [Amer 18]. Bailey et Cushing proposèrent
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 intracrâniennes ou encore
de tumeurs du système nerveux central pour désigner les tumeurs qui se développent à l’intérieur du crâne.
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microscopique des cellules tumorales. Les tumeurs sont alors classifiées selon leur ressemblance avec
une cellule du système 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].

Même 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 l’Organisation Mondiale de la Santé [Loui 07], qui comporte quatre éditions :
la première édition a été publiée par Zülch en 1979, et la dernière date de 2016. Ce classement est
couplé avec une évaluation de la malignité des tumeurs, c’est-à-dire de leur agressivité : pour cela,
chaque tumeur est associée à un grade indiquant leur degré de malignité.

• Les tumeurs de grade I prolifèrent lentement, ne sont pas malignes et sont associées à une
survie des patients à long terme élevée.
• Les tumeurs de grade II prolifèrent relativement lentement, mais rechutent parfois comme

les tumeurs de haut grade. Elles peuvent être malignes ou non.
• Les tumeurs de grade III sont malignes et rechutent souvent comme les tumeurs de haut

grade.
• Les tumeurs de grade IV prolifèrent rapidement. Ce sont des tumeurs malignes très agres-

sives.

1.2.4 Le cas du glioblastome multiforme

1.2.4.1 Le glioblastome, astrocytome de grade IV

Comme nous l’avons vu précédemment, il existe différents types de tumeurs cérébrales. Celles-ci
portent généralement le nom des cellules à partir desquelles elles se développent : les gliomes, les
tumeurs cérébrales les plus fréquentes, se forment à 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
l’astrocytome. Comme son nom l’indique, il s’agit donc d’une tumeur qui s’est développée à partir
des astrocytes, les cellules nourricières des neurones (voir Fig. 1.3). Selon la base de données de
l’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, effaçant
la limite entre la tumeur et le cerveau sain. Ces tumeurs croissent plus ou moins rapidement selon
leur grade.

Si l’on suit la classification de l’OMS, on peut attribuer un grade à 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 l’hétérogénéité
de ce type de tumeur, que ce soit dans les gènes 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 à leurs précurseurs peu différenciés. L’anaplasie, c’est-

22



1.2 Le glioblastome, tumeur cérébrale maligne

Figure 1.3 – L’astrocyte établit un lien entre les neu-
rones et les vaisseaux sanguins (d’après l’illustration
de Sylvie Dessert).

Figure 1.4 – Pourcentage des différents types de
gliomes dans les tumeurs cérébrales (figure réalisée
d’après [Amer 18]).

Astrocytome Grade Fréquence

Astrocytome pilocytique grade I (bénin) environ 5%

Astrocytome diffus bas grade II environ 15%

Astrocytome anaplasique haut grade III 20 à 30%

Glioblastome haut grade IV 60 à 70%

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

à-dire la perte de certaines capacités acquises lors de la spécialisation des cellules, est synonyme
d’agressivité tumorale. Si l’anaplasie est déjà observée pour les astrocytomes de bas grade, ces
cellules tumorales restent par contre peu capables de mitose 3 et la tumeur peine à promouvoir la
vascularisation nécessaire à son approvisionnement en oxygène et en nutriments. Dans le cas du
glioblastome multiforme, les cellules sont très anaplasiques et capables de proliférer massivement.
La tumeur se constitue un micro-environnement propre où la synthèse de néovaisseaux est accrue
et où certaines zones, trop éloignées de la circulation sanguine à force de croissance tumorale, ne
parviennent plus à 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 être contractés à tout âge mais l’incidence principale
se situe entre 55 et 60 ans [Hani 17]. Le glioblastome multiforme (GBM) est la principale cause de
décès due au cancer pour les enfants de moins de 15 ans, et la deuxième 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 après diagnostic stagne à 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 l’impact ait été prouvé est l’exposition à de

3. La mitose est le processus par lequel une cellule mère se divise en deux cellules filles.
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Chapitre 1 : Le glioblastome : thérapies actuelles et limites des traitements

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 l’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 être montrée à ce jour, laissant ces
hypothèses fortement controversées [Hani 17] : parmi ces facteurs peuvent être cités la proximité
d’ondes radio-fréquence comme les téléphones portables, ou encore l’exposition régulière à certains
pesticides. De plus, même si le GBM semble parfois se transmettre dans certaines familles, le ou
les gène(s) sensibles n’ont pas encore été mis au jour.

A l’échelle cellulaire, il existe deux mécanismes potentiels sous-jacents à cette maladie : dans
la première théorie, la tumeur est composée de cellules équipotentes, qui, selon leurs modifications
géniques, contribuent à 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 à 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 très hétérogène, variant d’un patient à l’autre et exhibant elle-même
une architecture complexe. L’une ou l’autre des théories, ou encore les deux à 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 manière anarchique. Il existe une population de cellules spécifiques,
les cellules souches cancéreuses, qui possèdent des capacités de prolifération accrues et montrent
une forte résistance aux traitements. Cette fraction de cellules, à elle seule, serait responsable de
l’agressivité du GBM [Jovc 13].

1.2.4.4 Symptômes

C’est souvent l’apparition plus ou moins soudaine des symptômes découlant du GBM qui
amènent les patients à consulter. Le développement d’un GBM est fréquemment associé à la perte
progressive de mémoire, à la dégradation de la personnalité et/ou à un déficit neurologique. Ces
symptômes sont notamment causés par ce que l’on appelle l’effet de masse : un œdème se forme
autour de la tumeur et augmente la pression intracrânienne, engageant le cerveau sain voisin. Cet
effet de masse a aussi pour conséquence d’autres symptômes fréquents du GBM comme les crises
épileptiques, la somnolence, les maux de têtes, les troubles de la vision, de la parole ou de la motri-
cité, des nausées et des vomissements. Les symptômes dépendent plutôt de l’endroit du cerveau où
la tumeur s’est développée que de la tumeur elle-même et de ses propriétés : il peut arriver qu’une
tumeur atteigne une grande taille sans être 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 être imagés par IRM, un scan
CT avec rehaussement de contraste est utilisé. A l’observation, un glioblastome peut être constitué
d’un ou de plusieurs foyers, ou être diffus. La majorité des GBM ne comporte qu’un seul foyer et
se développe dans les lobes frontaux, une zone située à l’avant du cerveau, notamment siège du
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Figure 1.5 – Image
T1 d’un glioblastome
après injection de
Gadolinium.

langage et du mouvement.

1.3 Solutions thérapeutiques

Le traitement du glioblastome est composé à la fois d’une thérapie anti-tumorale visant à
détruire la tumeur, et de soins réduisant les symptômes pour améliorer la qualité de vie du patient.
Il s’agit en général d’anticonvulsivants, contre l’épilepsie, et de corticostéröıdes, permettant de
réduire l’œdème et de soulager le patient des conséquences de l’effet de masse.

La thérapie du GBM à 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 :

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

Une combinaison de ces trois options est habituellement utilisée pour maximiser l’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 l’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 l’élimination de la totalité des cellules tumorales tout
en préservant les tissus sains. Cependant, l’environnement sensible qu’est le tissu cérébral impose
certaines limitations à l’utilisation des différents traitements. En effet, il est complexe de faire subir
un fort traitement à la tumeur sans en délivrer une part dommageable au tissu cérébral. De surcrôıt,
ce type de tumeur se révèle particulièrement résistant aux traitements.
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Figure 1.6 – Chronologie du “Protocole de Stupp”, le traitement actuel du GBM.

Dans les premières sections de ce chapitre, il a été expliqué par des termes simplifiés que la
thérapie visait à “détruire” la tumeur ou encore à “tuer” les cellules tumorales. De façon à mieux
comprendre ce que chaque option thérapeutique cherche à cibler pour affaiblir la tumeur, il m’avait
été agréable de commencer par connâıtre quelques notions sommaires et je souhaitais donc en faire
de même pour ceux qui en seraient au même point : comment s’y prend-on pour tuer une
cellule ? Il existe évidemment de nombreuses solutions possibles et celles qui vont nous intéresser
principalement s’attaquent au fonctionnement interne de la cellule. En endommageant l’ADN qui
dicte le comportement de la cellule, il est possible de créer un blocage dans le cycle cellulaire. La
cellule arrête de se diviser et peut mourir si les dommages sont trop importants. En plus de l’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 dernière solution
parmi tant d’autres s’appuie sur la capacité de certaines cellules immunitaires à se débarrasser des
corps étrangers ou à détruire les cellules ayant trop muté : certaines études visent donc à “aider”
ces cellules immunitaires à reconnâıtre 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
manière très schématique, et s’attaquent notamment à l’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 l’existence d’un seuil dans le volume tumoral à ôter 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, dès un stade avancé, certaines cellules tumorales du GBM quittent la tumeur et
pénètrent peu à peu dans le tissu sain. Il reste possible d’exciser la masse tumorale compacte,
mais une fois l’opération terminée, les cellules infiltrées dans les zones saines non retirées lors de
la chirurgie prolifèrent et forment de nouvelles tumeurs, engendrant des rechutes du cancer. La
solution serait donc d’élargir la zone à 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 à retirer un volume tumoral maximal [Stum 06] : cette solution s’appuie sur
l’utilisation d’une molécule, l’acide 5-aminolevulinique, qui mène à l’accumulation intracellulaire de
porphyrines naturellement fluorescentes dans les gliomes malins. Les chirurgiens sont donc guidés
lors de l’opération par un microscope permettant de rendre les parties cancéreuses fluorescentes
en les excitant à la bonne longueur d’onde. Grâce à cette méthode, la zone tumorale visible en
IRM a pu être totalement retirée pour 65% des patients, contre seulement 36% des patients avec
la méthode actuelle. Cependant, si ces avancées contribuent à 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 à inhiber la prolifération des cellules tumorales en endommageant
certaines parties de l’ADN : cela stoppe la division et peut entrâıner la mort cellulaire. Les composés
de chimiothérapie manquent cependant de spécificité et ne permettent pas de cibler uniquement
les cellules tumorales : toutes les cellules à 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 à
pH physiologique : un des produits de cette hydrolyse est un composé de faible durée de vie qui
provoque l’inhibition de la réplication de l’ADN et l’arrêt de la division cellulaire.

Néanmoins, de nombreux gliomes se révèlent très résistants à la chimiothérapie, et ce pour
plusieurs raisons. Tout d’abord, le Témodal perd en efficacité à 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 intrinsèque à la chimiothérapie : une
des raisons principales est la sur-expression de l’enzyme MGMT par les cellules de glioblastome.
L’enzyme MGMT est une enzyme de réparation de l’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 l’utilisation du Témodal pour diminuer
la résistance des cellules tumorales.

Enfin, la chimiothérapie des tumeurs cérébrales doit faire face à un obstacle propre au cer-
veau, la Barrière Hémato-Encéphalique (BHE). Cette barrière protectrice sépare le cerveau
de la circulation sanguine de façon à filtrer sélectivement les molécules pouvant y pénétrer. Elle
est formée par les cellules de la paroi des vaisseaux sanguins : celles-ci sont très jointives au niveau
du cerveau et rendent la paroi des vaisseaux imperméable. Ainsi, la BHE empêche de nombreux
agents potentiellement dangereux d’entrer dans le cerveau. Elle empêche cependant aussi une infil-
tration suffisante des médicaments dans les tumeurs cérébrales. L’utilisation de corticöıdes par le
patient diminue encore cette perméabilité. Il reste possible d’ouvrir cette barrière, via des composés
chimiques comme le Mannitol ou la Bradykinine, ou grâce à l’utilisation d’ultrasons, mais cette so-
lution peut avoir des conséquences non mâıtrisées : les cellules tumorales peuvent notamment passer
plus facilement dans le sang et métastaser. De façon à contourner l’obstacle de la BHE, l’équipe
de Brem et al. utilise des disques de polymères dans lesquels un médicament, la carmustine, est
incorporée. Ces disques sont implantés à la place de la tumeur juste après la résection chirurgicale :
les médicaments sont donc délivrés de façon locale et continue et la toxicité aux autres organes est
ainsi évitée [Brem 95]. Cette méthode permit d’augmenter de 50% la survie à 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 à irradier la tumeur par des rayons X de façon à endommager les
cellules cancéreuses pour entrâıner leur mort. La première radiothérapie de l’histoire date de 1896,
un an après l’obtention du prix Nobel de physique pour la découverte des rayons X par Wilhelm
Röntgen. L’initiative fut prise par un médecin français, Victor Despeignes, qui traita cette année-là
un patient atteint d’un cancer de l’estomac en utilisant des rayons X. Aujourd’hui, la radiothérapie
est, avec la chirurgie, le traitement le plus fréquent des cancers et peut entrâıner une rémission nette
à elle seule. Elle est utilisée pour traiter plus des 2/3 des patients atteints de cancer [Moha 17].

Walker fut le premier à prouver l’intérêt de la radiothérapie, couplée ou non à 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 à 35 semaines grâce à la radiothérapie
[Walk 78]. Toutefois, selon les résultats alors publiés, l’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
façon significative la survie moyenne par rapport à la radiothérapie seule.

Figure 1.7 – Courbes de survie
des patients ayant reçu : A) les
meilleurs soins conventionnels
possibles mais ni radiothérapie,
ni chimiothérapie, B) BCNU
(chimiothérapie), C) radiothérapie,
ou D) BCNU et radiothérapie
[Walk 78].

La radiothérapie est limitée par son manque de ciblage des cellules tumorales. En effet, lors du
traitement, un faisceau de rayons X dépose de l’énergie dans les cellules qu’il traverse, endomma-
geant l’ADN et bloquant la prolifération cellulaire. Pour atteindre la tumeur, ce faisceau traverse
nécessairement des tissus sains, qui subissent des dégâts tout comme les cellules tumorales. Même
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 à de graves com-
plications si la dose délivrée est trop importante. La figure 1.8 schématise bien ce compromis à
trouver entre le contrôle du volume tumoral désiré et les dommages infligés aux tissus sains qui en
résultent. En A, les tissus sains ne subissent aucun dégât, mais seulement une petite partie de la
tumeur est détruite par la radiothérapie. A l’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 à une dose totale de 60 Gy, fractionnée en 30 sessions
de 2 Gy. L’utilisation de l’hadronthérapie par exemple permet de minimiser cet effet de dépôt 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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Figure 1.8 – Relation entre la dose
délivrée et les conséquences de la
radiothérapie. Il existe un équilibre
à trouver entre le contrôle tumoral
et les complications suite aux dom-
mages au tissu sain [With 92].

Chirurgie Chimiothérapie Radiothérapie

• localisation de la tumeur • mécanismes de réparation
de l’ADN

• tolérance du tissu sain

• infiltration cellulaire • Barrière Hémato-
Encéphalique

• radiorésistance des
cellules tumorales

• compatibilité avec les
autres médicaments

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 paramètres, notamment la présence de barrières biologiques,
la difficulté de l’accès à la tumeur ou encore la fragilité du tissu sain environnant (Fig. 1.2). La
survie médiane sans traitement est de trois mois après diagnostic. Le traitement permet d’aug-
menter la survie médiane jusqu’à approximativement 14 mois après diagnostic [Stup 15]. Malgré
ce protocole de traitement, seulement 5% des patients atteints de GBM vivent plus de 5 ans après
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 plutôt d’illustrer comment les
différentes particularités du glioblastome sont ciblées. Avec l’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 cœur de mon projet de recherche, il m’était
important de leur consacrer une courte section. D’une part, l’étude de ces nouveaux résultats
témoigne de ce qu’il est possible et réalisable de faire cliniquement, et d’autre part, cela permet de
connâıtre les obstacles rencontrés par les autres stratégies qui peuvent tout aussi bien s’appliquer
à notre travail. Enfin, en gardant du recul sur ces nouvelles technologies, il peut par la suite être
intéressant de coupler deux traitements dont l’un permet de pallier les difficultés rencontrées par
l’autre.

Comme il a été vu précédemment, le GBM est particulièrement résistant aux traitements grâce
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à certaines de ses propriétés : les cellules tumorales ont des capacités anormales de prolifération,
échappent aux processus de mort cellulaire programmée et sont capables d’envahir les tissus sains
environnants. La tumeur construit son propre micro-environnement où elle inhibe la réponse im-
munitaire qui pourrait la détruire et commande la formation de nouveaux vaisseaux sanguins pour
s’approvisionner en oxygène et en nutriments. Les techniques présentées à la suite ciblent ces pro-
cessus de développement et/ou de résistance de la tumeur (Fig. 1.9).

Figure 1.9 – Schéma de synthèse : 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 à celles des cellules souches. Ces cellules, appelées cellules
souches cancéreuses, seraient particulièrement résistantes aux radio- et chimio-thérapies grâce à
leurs capacités de réparation de l’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 à la présence de ces cellules souches cancéreuses [Schm 16]. En effet, il suf-
firait de 100 de ces cellules implantées in vivo dans des modèles 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 à comprendre leur origine et leur fonctionnement. Les cellules souches cancéreuses
ont des propriétés communes avec les cellules souches neurales, comme la prolifération et l’aptitude
à se différencier en plusieurs types de cellules spécifiques. Comme nous l’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 récupèreraient 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 l’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 empêchant le fonctionnement des enzymes de réparation,
d’immunothérapie (c’est-à-dire de stimulation des défenses immunitaires du patient contre ces cel-
lules spécifiques, par exemple en aidant les cellules immunitaires à reconnâıtre les cellules souches
cancéreuses) ou de thérapie génique (où les gènes mutés défectueux des cellules souches cancéreuses
seraient compensés par l’injection d’autres gènes permettant de rééquilibrer la situation) [Adam 09].

1.3.3.2 Cibler les cellules à prolifération rapide autrement que par chimiothérapie

Nous l’avons vu, la chimiothérapie permet de stopper et détruire les cellules à prolifération
rapide, mais son manque de ciblage des cellules tumorales impacte aussi les autres cellules à forte
capacité de division du corps humain. Une autre manière de bloquer les cellules à prolifération
rapide consiste à délivrer des champs électriques alternatifs au cerveau : ces champs perturberaient
les cellules dans leur division en empêchant le fonctionnement normal des protéines nécessaires à
la mitose, et ainsi ralentirait voire arrêterait 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 crâne rasé et connectés à l’appareil qui délivre des champs
électriques alternatifs de faible intensité entre 100 et 300 kHz. L’appareil doit être 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-à-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 à 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 lumière visible et infra-rouge est rapidement absorbée par les tissus et ne pénètre pas
en profondeur. Lorsqu’ils sont amenés à se propager dans l’eau, les infra-rouges lointains délivrent
toute leur énergie dans les premiers 200 µm, et les proches infrarouges sont totalement absorbés
après quelques millimètres de propagation. Ainsi, l’énergie est délivrée localement sans impacter le
tissu sain adjacent.

Cependant, une question se pose alors : si ces types de rayonnement sont absorbés après quelques

31
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millimètres de propagation, comment est-il possible d’“irradier” la tumeur depuis l’extérieur du
crâne du patient ? La solution la plus couramment adoptée consiste à amener le faisceau directement
dans la tumeur en le guidant avec une ou plusieurs fibres optiques. Une fois arrivée à l’extrémité
de la fibre optique, la lumière 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 l’utilisation de substances chimiques dites
“photosensibilisantes”, qui deviennent toxiques une fois exposées à la lumière. Pour fonctionner, la
PDT nécessite trois éléments : une source de lumière, un photosensibilisant et de l’oxygène, présent
naturellement dans les cellules. Lorsque le photosensibilisant se retrouve dans un état excité par la
source de lumière, il cherche à revenir dans un état plus stable et transfère pour cela son énergie
au milieu environnant. Ce dépôt d’énergie conduit notamment à la production d’oxygène dans son
état singulet, très 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 l’utilisation de ce type de traitement : en effet,
une concentration importante de photosensibilisants à l’intérieur des cellules rend la thérapie bien
plus efficace. Plusieurs équipes mènent actuellement des essais cliniques de cette méthode, certains
étant portés jusqu’à la Phase III [Quir 15], mais les résultats, bien qu’encourageants par rapport
aux contrôles, sont souvent encore incomplets pour le moment [Elja 10].

Figure 1.10 – Techniques thérapeutiques fondées sur l’utilisation d’autres sources énergétiques que les rayons X (figure
réalisée d’après [Wang 15, Son 16]).

La PDT est intéressante en de nombreux points mais la nécessité de la présence de l’oxygène
pour observer un effet thérapeutique la rend moins efficace dans les zones en hypoxie de la tumeur,
souvent les plus difficiles à traiter. L’hypoxie, c’est-à-dire le manque en oxygène, apparâıt lorsque
l’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 à 100 µm
d’un vaisseau sanguin [Hara 11]. Cette zone se retrouve souvent en hypoxie, jusqu’à ce qu’elle soit
vascularisée par la suite grâce 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 lumière mais
les dégâts aux cellules sont réalisés cette fois par la transmission de l’énergie sous forme de
chaleur. L’augmentation locale de température (jusqu’à 50 degrés environ grâce aux méthodes
thérapeutiques actuelles) mène à la dénaturation des protéines ainsi qu’à leur agrégation et conduit
à la mort cellulaire. Cette méthode permet de s’affranchir de la nécessité d’une bonne oxygénation
du tissu pour observer l’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 l’équipe de Carpentier entre 2007 et 2010. Comme dit précédemment, à l’inverse des
rayons X de radiothérapie, la lumière est absorbée en moins de quelques millimètres. Il faut donc
trouver un moyen de lui faire traverser le crâne et le cerveau sain jusqu’à la tumeur. Pour délivrer
le faisceau localement et de la façon la moins invasive possible, une ou plusieurs fibres optiques ont
été insérées jusque dans la tumeur par une procédure stéréotaxique 4 réalisée sous anesthésie locale.
Toute l’opération a pu être 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 à d’autres types de gliomes semble
adaptée.

En parallèle, 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 l’énergie de la
lumière et la restitue soit sous forme de chaleur (PTT), soit en créant des radicaux libres qui vont
endommager l’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 à l’essai clinique permettront de comparer ces méthodes
aux autres techniques employées.

L’énergie nécessaire à l’augmentation locale de la température peut être apportée autrement
que par la lumière. C’est le cas de la thérapie par hyperthermie magnétique, qui repose sur
l’utilisation d’un composé magnétique accumulé ou injecté dans la tumeur. Lorsqu’il est soumis
à un champ magnétique alternatif, ce composé emmagasine de l’énergie et la restitue sous forme
de chaleur par pertes hystérésis. De cette façon, les zones contenant le composé subissent une
augmentation de température ciblée. Un essai clinique a déjà 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 très précisément des zones
du cerveau. Grâce à l’imagerie médicale, les zones cibles sont repérées dans un espace de référence, puis le crâne
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 à la
PDT, hyperthermie magnétique) reposent sur l’utilisation d’un composé qui doit être présent dans
la tumeur. Toutes montrent des résultats encourageants in vitro et in vivo, même s’ils sont par-
fois controversés, mais toutes rencontrent le même problème : comment répartir, de façon
homogène 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 évènements contribuent en effet à
l’évolution de la tumeur, et parmi eux, les mutations géniques et les signaux moléculaires jouent
un rôle essentiel. Certaines thérapies se sont donc intéressées non pas à la destruction directe
des cellules de glioblastome, mais à la neutralisation des mécanismes sous-jacents à la croissance
tumorale.

La tumeur est en constant besoin d’approvisionnement en oxygène et nutriments. Elle acquiert
généralement la capacité de créer de nouveaux vaisseaux sanguins pour irriguer sa masse grandis-
sante. Le facteur clé de la genèse 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-à-dire une protéine capable de se lier spécifiquement au VEGF,
ce qui l’empêche d’être reconnu par les cellules et inhibe son effet. Ainsi, la tumeur se retrouve
appauvrie en vaisseaux et sa croissance se réduit. Après des essais cliniques de phase III [Chin 14],
l’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
l’état se stabilisait après l’opération.

Un autre facteur jouant souvent un rôle 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 reconnâıt ces signaux de croissance grâce à ses
récepteurs spécifiques à l’EGF qui s’activent quand une molécule d’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 reçoivent donc une stimulation de division cellulaire
accrue. Différentes tentatives pour inhiber l’effet de l’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 plutôt décevants [West 17]. Un vaccin, le Rindopepimut, a notamment
été développé pour stimuler le système immunitaire contre une mutation très fréquente du récepteur
à l’EGF dans les GBM, nommée l’EGFRvIII. Le vaccin a été mené jusqu’en phase IV d’essai clinique
avant d’être abandonné car il ne permettait finalement pas d’augmenter significativement la survie
[Well 17]. Si le ciblage de l’EGFR pour inhiber les signaux de prolifération est aujourd’hui un
peu moins étudié, l’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 l’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 l’évolution
de la maladie qu’il est très peu probable que l’on puisse trouver un seul gène ou une seule molécule
qui puisse être ciblé pour tous les patients. Les thérapies futures demanderont donc à 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 à trouver entre le contrôle tumoral désiré et les dégâts pouvant être tolérés par le tissu sain.
L’optimisation de la radiothérapie est une constante recherche d’un meilleur ciblage des zones à
détruire, tout en épargnant les structures critiques que l’on veut protéger [Rome 05]. Cette section
présente différentes pistes actuelles d’optimisation, selon deux principes directeurs : le premier
consiste à mieux concentrer le dépôt de dose dans la tumeur, et le second à rendre les cellules
tumorales plus sensibles à la radiothérapie.

1.3.4.1 Mieux cibler la tumeur pour épargner les tissus sains

Une façon de n’endommager que la tumeur lors du traitement consiste à placer la source
de rayonnement directement à l’emplacement de la tumeur après la résection chirurgicale. Cette
méthode, appelée la brachythérapie, a été appliquée au cas des tumeurs cérébrales dès 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 à 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 l’iode, qui se
désintègre 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 -à l’inverse des rayons X utilisés en
radiothérapie, qui eux, ont une énergie suffisante pour “traverser” le cerveau. Le dépôt d’énergie
est donc très local et n’impacte que peu le tissu sain.

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

Première piste : tirer profit du temps.

Comme dit précédemment, les cellules saines ont de meilleures capacités de réparation que les
cellules tumorales. Si l’on délivre une dose de radiothérapie au cerveau et que l’on attend 24h, les
cellules saines auront donc réparé plus efficacement les dommages à l’ADN que les cellules tumorales,
ce qui induit une différence dans la survie des différents tissus. Estimons qu’après cette première
dose, 60% des cellules saines survivent, contre seulement 50% des cellules tumorales [With 92]. En
délivrant une nouvelle dose à 24h, à nouveau 60% des cellules saines restantes survivent, ce qui
représente 36% des cellules saines de départ, contre 50% des cellules tumorales restantes, c’est-à-
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 plutôt qu’une seule forte dose
permettait d’observer le même effet “thérapeutique” (la stérilisation d’un lapin en l’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 “Règle des 4 R” les différents facteurs intervenant dans le processus :

• 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 à mesure du traitement les dommages qu’elles ne parviennent pas à réparer, menant à la
mort cellulaire.
• Le deuxième facteur concerne la Redistribution des cellules dans le cycle cellulaire.

Les cellules en division évoluent selon un cycle cellulaire très contrôlé (voir Fig. 1.11), où
elles commencent par une phase de croissance (G1), copient leur ADN de manière à 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 contrôle ont lieu à différents moments du cycle pour
éviter la propagation d’éventuelles anomalies génétiques. Pendant les phases G1 et G2, les
mécanismes de réparation œuvrent pour réparer les dommages à l’ADN, quitte à bloquer
les cellules dans ces phases jusqu’à la fin de la réparation. Un checkpoint important a lieu
juste avant la duplication de l’ADN en phase S : si les lésions ne sont pas suffisamment
réparées, la cellule peut s’arrêter définitivement en G1 et déclencher la mort programmée
pour sauvegarder l’homéostasie du tissu. Il est à noter que de nombreuses cellules tumorales
ignorent cette mort programmée suite à la mutation de la protéine p53 5 qui est en partie
responsable de cet arrêt : leur contenu génétique devient alors de plus en plus instable jusqu’à
la mort cellulaire.

Pour en revenir à la Redistribution, il est maintenant connu que les cellules sont plus ou
moins sensibles à 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 deuxième dose d’irradiation permet alors d’atteindre
des cellules qui étaient radioprotégées au moment de la première dose et qui se trouvent
maintenant en G2/M où elles sont plus sensibles [With 92].
• La radiothérapie permet de Réoxygéner les zones hypoxiques de la tumeur. Les cellules

tumorales se trouvant dans un environnement bien oxygéné sont plus sensibles à la ra-
diothérapie que les cellules en hypoxie. Ainsi, la deuxième dose d’irradiation sera plus efficace
pour détruire les tissus hypoxiques.
• 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 contrôle au cours du cycle cellulaire. Elle est capable de se
lier à l’ADN pour en vérifier la bonne conformité et de favoriser la réparation des dommages cellulaires. Lorsque
l’ADN est endommagé, cette protéine peut commander l’arrêt 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.

Deuxième piste : recourir à des optimisations dans l’espace.

La radiothérapie manque de ciblage spatial de la tumeur car le faisceau traverse tout le cerveau,
déposant indifféremment l’énergie qui mènera aux dommages cellulaires dans les tissus sains et dans
les tissus tumoraux. De nombreux progrès ont été réalisés grâce au fractionnement spatial, donc
le principe directeur vise à 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’arrêtent 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 : grâce à ces images, il est possible de créer un plan de traitement individuel pour
chaque patient. La 3D-CRT (3-Dimensional Conformal RadioTherapy) permet d’établir un plan
de traitement complexe permettant de répartir la dose de manière à 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 à 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 à 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 irrégulière et devient de plus en plus employée :
les résultats en terme d’homogénéisation du dépôt de dose et de la protection des organes à risque
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Figure 1.12 – Schéma illustrant le concept du fractionnement spatial.

sont similaires à ceux de la 3D-CRT, mais la dose imposée aux tissus sains est plus faible pour
l’IMRT [Lore 13].

Figure 1.13 – La
radiothérapie par
modulation d’inten-
sité (IMRT) permet
d’adapter la forme
du faisceau à chaque
incidence au profil de
la tumeur [Rome 05].

Les appareils de radiochirurgie fonctionnent selon ce même 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 manière sûre 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’arrête à 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 intérêt 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 système 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 l’inverse du CyberKnife qui peut être utilisé pour toutes les parties du corps, le Gamma
Knife est réservé à la neurochirurgie (voir Fig. 1.14). Cette technologie fait intervenir des sources
de Cobalt 60, placées en couronne autour de la tête du patient, qui délivrent des faisceaux de
rayons gamma convergeant sur la tumeur. La tête du patient est immobilisée dans un système de
contention (cadre) fixé sous anesthésie locale, pour éviter tout mouvement et irradier précisément la
zone dont les coordonnées ont été définies grâce à l’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 à 12 mois
en moyenne pour des cas sélectionnés, allant même jusqu’à 7 ans pour un des patients. Ce cas est
évidemment isolé et les causes de l’augmentation de la durée de vie ne sont pas toutes identifiées.
Bien que l’intérêt thérapeutique du Gamma Knife ait été démontré par plusieurs études, celui-ci ne
doit pas être considéré comme un outil à part entière mais comme faisant partie d’un traitement
multimodal, utilisé pour traiter des cas de GBM sélectionnés selon des critères encore à approfondir
[Fris 16].

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 faisceaux 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 tolèrent 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 microfaisceaux (MRT), qui consiste à irradier la tumeur avec un faisceau composé lui-même
de microfaisceaux d’une dizaine de µm de large espacés tous les 200 µm environ (voir Fig. 1.15).
Cette méthode permet d’augmenter la dose pouvant être 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, même si ce phénomène 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 oxygène et en nutriments. Après 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 après irradiation par MRT
(dose pic d’entrée à la peau : 300
Gy) : les rayures blanches horizon-
tales visibles sur la figure de droite
correspondent au passage des mi-
crofaisceaux, de 27 µm de large et
espacés de 210 µm [Lais 07].

à l’homme lors d’essais cliniques [Grot 15].

Parallèlement à 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 6

lorsqu’elles traversent la matière : celles-ci déposent peu d’énergie sur leur trajet jusqu’à une cer-
taine profondeur à laquelle elles vont céder toute leur énergie restante. Ce pic très étroit de dépôt
de l’énergie est appelé pic de Bragg.

L’hadronthérapie utilise des faisceaux d’hadrons 7 ou d’ions légers (e.g. neutrons, protons, ions
carbone) à la place des rayons X en radiothérapie usuelle pour irradier la tumeur. L’hadronthérapie
bénéficie de deux avantages par rapport à 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 l’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’arrête” dans la tumeur,
épargnant les tissus sains en aval. La figure 1.17 illustre bien la différence de dépôt de dose dans
les tissus selon les différentes thérapies utilisées (rayons X ou protons). D’autre part, les faisceaux
de particule sont, à dose égale, plus efficaces que les rayons X pour détruire les cellules. Nous
reviendrons sur ce phénomène dans le chapitre 2.

Cependant, s’il est possible de créer des dispositifs plutôt compacts pour générer des rayons X, il
est bien plus complexe d’accélérer des particules pour l’hadronthérapie et de plus gros équipements
sont alors requis. C’est pourquoi son développement n’a été rendu possible qu’après l’émergence
des accélérateurs de particules dans les années 1920, puis l’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 à
Orsay et Centre Antoine Lacassagne à Nice). L’émergence de l’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 à 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 reçoivent
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 matière, tandis que les protons en
déposent la majorité dans le pic de Bragg [Moha 17].

puis une dose équivalente de 10 Gy en protons pour tester l’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, l’équipe de Mizumoto
[Mizu 16] a augmenté la dose équivalente en protons apportée à la tumeur, allant jusqu’à 46.2 Gy (en
plus des 50 Gy apportés par les rayons X). Le traitement permit d’améliorer le contrôle tumoral
et de diminuer les risques de rechute. Cependant, il s’agissait là d’une étude préliminaire et le
protocole optimal reste à 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 à être très infiltrant. Cette marge devra donc être
augmentée pour atteindre une meilleure couverture de la tumeur, mais des études supplémentaires
seront nécessaires pour la déterminer. En effet, à 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 l’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 l’efficacité de la protonthérapie et de
la thérapie par ions carbone avec les traitements actuels [Comb 13]. Enfin, l’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 très prometteurs, tout en assurant un
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gain important de préservation du tissu sain [Prez 17].

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

1.3.4.2 Rendre les cellules plus sensibles à la radiothérapie

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

Ces méthodes font appel à des composés dits “radiosensibilisants”. Ils permettent, par exemple,
d’augmenter les dommages à l’ADN ou d’inhiber les mécanismes de réparation. En plus d’être
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 cinq catégories
selon leur moyen d’action :

1. L’oxygène ou molécules analogues : lors de l’irradiation, les rayons X induisent la
formation de radicaux libres, c’est-à-dire de substances chimiques très réactives, qui vont ensuite
causer d’importants dommages, notamment à l’ADN. Cependant, les cellules sont protégées de
ces radicaux par des molécules, les thiols, qui sont capables de les détruire. Lorsque l’apport de
la cellule en oxygène est convenable, les molécules d’oxygène tendent à se fixer sur les radicaux
initialement formés, empêchant 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 oxygène”,
est résumé ci-dessous (d’après [Wang 18, Curt 16]) :

Les premières tentatives pour augmenter l’oxygénation de la tumeur (placer le patient dans un
caisson hyperbare pendant la thérapie, ou l’injection de globules rouges par exemple) donnèrent
des résultats aux conclusions encore discutées. Aujourd’hui, la plupart des stratégies reposent sur
l’injection de molécules analogues de l’oxygène, capables de se fixer sur les radicaux de la même
manière que l’oxygène 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 l’injection d’analogues de la thymine 8 (IudR, BrUDR) qui
peuvent s’incorporer dans l’ADN en cours de synthèse : 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 l’ADN,
empêchant 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 dernière 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 très variés : médicaments, nanotechno-
logies, micro-ARN 9, macromolécules, composés chimiques sous forme de petites molécules. . . tous
ont leurs avantages et leurs inconvénients. Cependant, la radiosensibilisation tumorale en général
se heurte au même problème déjà énoncé précédemment : comment faire passer les radio-
sensibilisants dans la tumeur à travers la BHE, et ce, de façon spécifique sans trop
endommager les tissus sains ? Cette question sera abordée au cours de cette thèse : un chapitre
lui sera consacré dans l’état de l’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 à la tumeur

Nous avons vu qu’une piste d’optimisation de la radiothérapie consistait à rendre les cellules
tumorales plus sensibles aux rayons X. Il s’agit donc de les “fragiliser” pour qu’une même 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 très 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 l’équivalent de 3 Gy. Augmenter le dépôt de dose est
donc un principe différent de la radiosensibilisation, mais certains agents permettant d’augmenter
le dépôt de dose ont aussi des effets radiosensibilisants. C’est pourquoi les deux procédés souffrent
parfois d’amalgame.

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

9. Les ARN messagers sont les supports intermédiaires des gènes qui permettent aux cellules de synthétiser les
protéines dont elles ont besoin. Le rôle des micro-ARN consiste à réguler cette synthèse en se fixant sur l’ARN
messager : cela pour bloque alors sa traduction et empêche donc la synthèse de la protéine.
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La technique qui nous intéressera au cours de ce manuscrit de thèse est la Radiothérapie
Stéréotaxique par Rayonnement Synchrotron (SSRT). Elle permet, suite à la concentration de com-
posés dans la tumeur, d’augmenter localement le dépôt 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 à la thérapie de métastases cérébrales a eu lieu au synchrotron
de Grenoble, en utilisant de l’iode pour augmenter le dépôt de dose.

Ce principe d’amplification des dégâts 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 grâce à un accélérateur spécifique ou à un réacteur
nuclaire. Cette technique repose sur le fait que le bore 10 possède une forte propension à 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 aussitôt 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 à 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 dernières 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 à
de nombreuses limites. En plus de la forte résistance intrinsèque des cellules tumorales aux
traitements, le glioblastome bénéficie de la protection de la barrière hémato-encéphalique qui
filtre très sélectivement les substances passant du sang vers le cerveau et empêche 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 très résistantes entrâıne aussi la nécrose du tissu sain se trouvant sur la trajectoire
du faisceau de rayons X. Optimiser la radiothérapie reviendrait donc à trouver un moyen pour
“concentrer” l’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 grâce au fractionnement temporel et spatial, ou à l’utilisation de
radiosensibilisants qui fragilisent les cellules tumorales exposées aux rayons X. Ces composés
ont des cibles cellulaires et des fonctions très variées, mais leur utilisation se confronte toujours
au même obstacle : comment répartir ces composés dans la tumeur, et ce de manière spécifique ?
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Potentiel de l’utilisation des NPs pour
améliorer 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

même manière dans les tissus sains et dans la tumeur. Or, aux énergies utilisées pour l’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 l’énergie des rayons X dans la tumeur. Ce chapitre décrit les principaux phénomènes

physiques et biologiques connus intervenant dans cette stratégie, puis situe le cadre de l’étude de cette thèse

en décrivant les avancées dans la recherche sur l’augmentation de dépôt de dose par éléments lourds.
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Chapitre 2 : Potentiel de l’utilisation des NPs pour améliorer la radiothérapie

2.1 Interactions entre les photons et la matière

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

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

2.1.1 Interaction photons/matière : du photon à l’électron

Les quatre types d’interaction photons/matière les plus pertinents dans les gammes d’énergie
utilisées en médecine (100 - 250 keV pour l’imagerie médicale, plusieurs MeV pour la radiothérapie)
sont la diffusion Rayleigh, la diffusion Compton, l’effet photoélectrique et la production de paires.

Figure 2.1 – (1) Schéma résumé des interactions lumière-matière : (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 être 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 possède un photon d’interagir selon la diffusion Rayleigh augmente avec le numéro
atomique de l’atome rencontré et diminue avec l’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 l’énergie de liaison est faible devant
l’énergie apportée par le photon. Suite à l’interaction, l’énergie apportée par le photon incident est
partagée entre l’électron et un nouveau photon X appelé “photon diffusé” (cf 2.1 D). L’électron
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ayant reçu une énergie supérieure à son énergie de liaison est alors éjecté de l’atome, dans le sens
de propagation du photon incident. Le reste de l’énergie est transférée à un photon X diffusé : pour
des photons incidents de basse énergie, presque toute l’énergie sera attribuée au photon diffusé.
Plus l’énergie du photon incident sera élevée et plus la fraction d’énergie délivrée à l’électron sera
importante.

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

Enfin, lorsque l’énergie du photon est suffisamment importante (> 1.02 MeV), la création de
paires devient possible : l’interaction du photon avec le champ produit par le noyau d’un atome va
mener à la création d’une paire électron - positron (l’antiparticule de l’électron). Lorsque le positron
entre en collision avec un autre électron du milieu, les deux particules s’annihilent et l’énergie ainsi
produite est convertie en une paire de photons de 511 keV émis dans des directions opposées. Ce
phénomène n’apparaissant qu’à des énergies supérieures au MeV, celui-ci ne nous concernera pas
dans ces travaux de thèse.

Figure 2.2 – Schéma résumé : relaxations radiatives et non radiatives (électrons Auger, Coster-Krönig, super Coster-
Krönig).

Suite à ces interactions, l’atome ayant perdu un électron peut se retrouver dans un état excité
instable. Par exemple, dans le cas de l’effet photoélectrique, l’électron arraché est le plus souvent
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un électron de la couche K : l’atome est alors dans un état excité. Pour revenir dans un état
plus stable, il va réorganiser son cortège électronique et combler la vacance en K avec un électron
d’une couche supérieure. Ce phénomène est appelé relaxation (voir Fig. 2.2). Au cours de cette
relaxation, l’atome va alors “rendre” l’excédent d’énergie qui lui a été apporté. Deux processus de
relaxation sont alors possibles :

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

- la relaxation non radiative : lorsque l’électron de la couche supérieure change d’orbitale,
l’énergie excédentaire n’est cette fois pas émise sous forme de photon. Elle est transmise à
un autre électron d’une couche périphérique, qui sera éjecté de l’atome. Cet électron émis
est appelé électron Auger. L’atome possède alors deux vacances libres, qui peuvent elles
aussi être comblées par des électrons des couches périphériques, déclenchant une réaction
en châıne 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 même couche électronique mais d’une sous-couche supérieure :
l’électron émis qui en résulte sera alors appelé “électron Coster-Kronig”. Si la vacance
est comblée par un électron venant de la même sous-couche électronique que la vacance,
l’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.

Figure 2.3 – Schéma résumé des interactions lumière-matière ainsi que les phénomènes de relaxation et de freinage
qui en découlent.
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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 phénomène varie notamment
selon l’énergie du photon incident et la nature de l’atome impliqué. La section efficace S, donnée
en barn (1 barn = 10−28 m2) ou en cm2, décrit cette probabilité d’interaction : imaginons que
chaque atome soit entouré d’une sphère d’un rayon correspondant à celui de la section efficace pour
une interaction donnée. Un photon incident interagit avec l’atome selon ce mode d’interaction si
sa trajectoire l’amène à entrer en collision avec la sphère. Donc plus la section efficace est grande,
plus la sphère est étendue et plus un photon aura de probabilité d’interagir avec l’atome.

Une autre grandeur utile pour quantifier les interactions d’un photon avec la matière est le co-
efficient d’atténuation. Imaginons que N photons traversent une cible composée par un matériau
donné. Certains de ces photons vont passer à travers sans interagir, mais d’autres vont être 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 être linéique µ ou, plus communément, massique
µ/ρ si l’on veut s’affranchir l’état physique du matériau (ρ étant la masse volumique du matériau).
Il est généralement donné en cm2/g.

De plus, on utilise souvent le coefficient massique d’absorption en énergie µen/ρ, représen
-tatif, comme son nom l’indique, de l’énergie absorbée par le matériau. Le coefficient d’atténuation
µ/ρ 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 l’énergie communiquée
aux électrons et ne prend donc pas en compte :

- les photons diffusés (Compton, Rayleigh) et de fluorescence (suite à l’interaction photoélectrique
ou Compton), les photons issus de la matérialisation,

- l’énergie qui s’échappe du matériau sous forme de rayonnement de freinage des électrons
mis en mouvement (fraction de l’énergie cinétique des électrons qui s’“échappe” aussi du
matériau).

Figure 2.4 – Coefficients d’atténuation massique µ/ρ et d’absorption en énergie µen/ρ de l’eau et du fer (A) ou de
l’eau et du Gd (B) selon les données issues du NIST XCOM.
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La figure 2.4 A représente l’évolution des coefficients d’atténuation massique et d’absorption
en énergie de l’eau et du fer en fonction de l’énergie des photons incidents. Tout d’abord, il est
intéressant d’observer que l’eau, comme le fer, absorbe plus les photons de basse énergie que les pho-
tons très énergétiques. Ensuite, on peut remarquer la présence d’un saut du coefficient d’atténuation
du fer vers 7 keV : cette transition correspond à l’énergie de liaison d’un électron K du fer. Sous
cette énergie, les photons incidents n’apportent pas assez d’énergie pour “arracher” l’électron K de
l’atome. Comme vu précédemment, l’interaction devient possible dès que l’énergie du photon est
égale à l’énergie de liaison de l’électron. La probabilité d’interaction devient alors telle que les fais-
ceaux de photons à cette énergie sont très atténués par le fer. La probabilité d’interaction décrôıt
ensuite lorsque l’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 l’énergie de ces seuils est caractéristique des atomes. L’exemple du Gd est donné sur la figure
2.4 B à 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 matière

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
dépôt d’énergie dans la matière. 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’à se retrouver au
repos. Nous considèrerons alors les modes d’interaction suivants :

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

- l’électron peut aussi interagir avec d’autres électrons lors de choc inélastiques. Lorsqu’il
interagit le cortège électronique d’un atome, l’électron incident peut céder tout ou une
partie de son énergie à un des électrons des couches de l’atome. Si l’énergie est suffisante,
l’électron peut être promu à un niveau d’énergie supérieur. L’énergie apportée peut aussi
être suffisante pour éjecter l’électron. Les chocs inélastiques produisent donc des excitations
et des ionisations dans le milieu. La transmission de l’énergie de l’électron à la matière est
majoritairement réalisée via les chocs inélastiques dans le cas des électrons de faible ou
moyenne énergie. (Remarque : un électron très énergétique peut aussi causer une ionisation
des couches internes de l’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 à un photon appelé “photon Bremsstrah-
lung” ou rayonnement de freinage. Ce phénomène est d’autant plus probable que le numéro
atomique des éléments du milieu est élevé.

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

Le pouvoir d’arrêt d’un électron représente la perte d’énergie de l’électron par unité de lon-
gueur au cours de son trajet dans la matière. On utilise habituellement le pouvoir d’arrêt massique
donné en MeV.cm2.g−1. Dans notre contexte, cette perte d’énergie est principalement due aux col-
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lisions entre l’électron étudié et les autres électrons des atomes du milieu. Le pouvoir d’arrêt est
inversement proportionnel au carré de la vitesse de l’électron. Cela implique que plus l’électron perd
de l’énergie, plus il cède 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 plutôt rectiligne (comme
vu précédemment). Puis, lorsqu’il commence à perdre de l’énergie, il est de plus en plus dévié par
les collisions et perd de plus en plus fréquemment son énergie jusqu’à être au repos. C’est pourquoi
la majeure partie du dépôt de l’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 l’énergie transférée par une particule ionisante au milieu, par
unité de longueur et inférieure à un seuil que l’on appelle énergie de coupure ∆, souvent à fixée à
100 eV. Par rapport au pouvoir d’arrêt, le TEL ne prend donc en compte que les échanges d’énergie
inférieurs ou égaux à cette limite. Le TEL a pour objectif de décrire la manière 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 plutôt ponctuels et isolés ?

Il peut arriver que la particule ionisante transfert une énergie conséquente un électron lors
d’un choc très violent (échange d’énergie supérieur à ∆) : cet autre électron aura donc acquis
suffisamment d’énergie pour être transporté bien au-delà 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 matière 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, l’absorption
des photons (gammas, X par exemple) ne peut pas rigoureusement être décrite par un TEL car le
photon n’interagit potentiellement qu’une fois (ou pas du tout) avec la matière et est alors absorbé
au cours du processus (à 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 dépôt d’énergie

Le Kerma (de Kinetic Energy Release per unit MAss in the medium) représente l’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 l’énergie cinétique que cette énergie sera effectivement transmise localement au milieu. Les
évènements qui nous intéressent en radiothérapie sont les excitations et les ionisations produites le
long du parcours de l’électron : or, le rayonnement de freinage des électrons ne participe pas au
transfert “local” de l’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 l’énergie qu’il lui reste de manière concentrée.
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Les électrons de faible énergie déposent donc leur énergie très localement, créant ainsi ce que l’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 dégâts
causés par une grappe d’ionisations au niveau de l’ADN auront a priori plus de probabilité de
provoquer la mort de la cellule que les dégâts provoqués par une grappe d’ionisations dans le
cytoplasme. L’étude de la microdosimétrie (dosimétrie à l’échelle de la cellule) devient alors
nécessaire pour prédire la réponse biologique selon la localisation des ionisations.

2.1.4.2 Lésions de l’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’à 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 l’excitation et de l’ionisation
des molécules d’eau vont jouer un rôle prépondérant. Les produits de la radiolyse de l’eau sont en
effet des espèces très réactives qui peuvent à leur tour créer des dommages chimiques et biologiques.

Les dommages biologiques peuvent concerner les membranes, l’ADN, les organites, les mitochon-
dries, les protéines ou d’autres organelles, mais la plupart du temps c’est l’ADN 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 l’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 l’eau mène à
de nombreuses espèces chimiques, dont des radicaux libres, environ 10−12 s après irradiation : par
exemple, •OH, •H et eaqu. A 10−6 s, ces radicaux peuvent se recombiner pour former H2O2, une
espèce réactive de l’oxygène toxique pour les cellules, ou encore réagir avec des molécules organiques
dont l’ADN et des protéines variées essentielles pour le métabolisme de cellules. On parle d’effet
indirect pour désigner ce processus de dommage à la cellule effectué via la radiolyse de l’eau induite
par les électrons secondaires. Comme les interactions à faible TEL sont “diluées” spatialement, la
majeure partie des dommages induits par ce type d’irradiation est due à 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 l’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 hydrogène qui relient les bases deux à deux. Le squelette
de l’ADN, lui, est composé par les groupements phosphate et les sucres. Les dommages à l’ADN
peuvent donc toucher les bases, les sucres et/ou les phosphates.

Les principales lésions de l’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 l’ADN est lésé. 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 l’ADN sont lésés 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 entrâıner la mort cellulaire.

- les altérations des bases pyrimidiques et puriques entrâınent la distorsion de la structure de
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Figure 2.5 – Les principaux types de lésion de l’ADN, figure réalisée d’après [Hout 06].

l’ADN, voire la rupture entre les deux brins.
- les destructions des sucres peuvent avoir lieu par oxydation ou par hydrolyse. Elles conduisent

à la libération des bases donc à l’apparition des sites abasiques.
- les pontages intra ou interbrins ADN/ADN : une liaison covalente se forme entre deux

châınes de la double hélice ou deux bases azotées d’un même brin.
- les pontages ADN/protéines : une liaison covalente se forme entre l’ADN et une protéine.
- les dommages multiples localisés (LMDS) : des lésions contigües sont regroupées dans le

même périmètre restreint de la molécule d’ADN, rendant les réparations plus complexes.
En pratique, une cellule subit déjà quotidiennement des lésions, notamment à 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 lésions/cellule/Gy) ainsi que
le nombre de lésions induites de manière endogène (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 nombre induit par cellule
lors d’une irradiation par jour de manière endogène

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 matière ne sont pas
différents en nature des dommages endogènes quotidiens subis et réparés par la cellule. Les lésions
induites par irradiation sont donc prises en charge par la cellule, qui arrête alors toutes ses activités
pour se consacrer à la réparation des lésions. La réparation peut être fidèle ou fautive, et la capacité
à réparer les dommages dépend fortement du type cellulaire. Par exemple, lorsqu’un seul brin a
été modifié, l’autre brin peut servir de matrice pour reconstituer la molécule d’ADN. Cependant,
lorsque les dommages sont trop nombreux et/ou complexes à réparer, la cellule entre en apoptose.
Il se peut aussi que la mort cellulaire ne survienne qu’après plusieurs cycles, une fois les mutations
amplifiées et devenues létales. Enfin, il reste aussi possible qu’une cellule mutée ayant perdu des
systèmes de contrôle contre l’instabilité génétique continue de proliférer et devienne une cellule
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Figure 2.6 – Schéma illustrant les dommages à l’ADN causés par des radiations à haut ou bas TEL [Loma 13].

cancéreuse sur le plus long terme.

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

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 à 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 critères morphologiques. Cependant, ces critères ont
tendance à changer au profit de nouveaux critères, dont des critères enzymatiques et fonctionnels.

La réponse de la cellule aux dommages à l’ADN Suite à l’irradiation, les cellules entrent
dans une phase de réparation des lésions de l’ADN. Selon les dégâts, la cellule peut activer la “voie
de réponse aux dommages à l’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’achève par une réponse de la cellule. Elle est illustrée très schématiquement dans
2.7. Tout d’abord, des protéines “capteurs” détectent la présence de lésions de l’ADN (par
exemple, des cassures double brin ou simple brin). Elles transmettent la présence de ces lésions
à 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-
mêmes), c’est-à-dire de les “activer” en leur ajoutant un groupement phosphate. Les kinases de
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transduction activent :
- des kinases effectrices très mobiles (e.g. Chk1 et Chk2) qui vont contribuer à l’amplifica-

tion du signal.
- les médiateurs (e.g. H2AX, 53BP1, BRCA1), qui vont notamment recruter les protéines

de réparation sur les sites lésés de l’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 l’ADN,
la sénescence voir la mort de la cellule (e.g. p53) [Free 10, Hout 06, Suro 13].

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

Principaux types de mort cellulaire induits par les dommages à l’ADN

Suite à la détection des dommages à l’ADN, différentes protéines effectrices peuvent être ac-
tivées. Selon leur nature et leur fonction, la cellule peut réagir de différentes manières : arrêt 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 à l’ADN sont décrits
succinctement ci-après [Bask 12, Suro 13] et illustrés dans la figure 2.7.

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

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

- l’autophagie est un processus par lequel la cellule s’auto-digère. Il s’agit d’un processus
généralement en faveur de la survie de la cellule : elle permet la synthèse de précurseurs
métaboliques pour le renouveau cellulaire et le recyclage de composés. Cependant, elle peut
aussi mener à la mort cellulaire, constituant une alternative dans le cas où la cellule résiste
à 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 façon à limiter le risque de cancer en cas de
mutation, mais continue à être active. Les cellules sénescentes sont plus larges, étalées et
granuleuses.

- la nécrose était auparavant décrite comme un processus non programmé. Aujourd’hui, il
semblerait plutôt que la nécrose soit un processus régulé dans les gènes. 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 l’ADN.

La réalité est bien sûr 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 à la mort cellulaire

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

- La phase “physique” : les photons, par diverses interactions, transfèrent leur énergie aux
électrons. Ceux-ci, à force de collisions, ionisent et excitent les molécules et atomes du
milieu. Cette phase est très rapide et s’achève 10−15 s après l’irradiation.

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

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

2.2 Des éléments à haut Z pour augmenter le dépôt 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 à 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
de photons mène à la mort cellulaire. Figure tirée de [Cord 02].

sont donc, à peu de choses près, absorbés de la même manière dans la tumeur et dans le cerveau.
Bien sûr, 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.

Figure 2.9 – Coefficients d’atténuation massique de l’eau, de l’iode, du gadolinium et du platine en fonction de
l’énergie d’irradiation, d’après [Cord 02].
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Il faudrait donc trouver un moyen pour augmenter le potentiel d’absorption des rayons X de
la tumeur. Comme nous l’avons vu précédemment, l’absorption des rayons X par un matériau
est reliée au coefficient 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 : l’eau et des éléments lourds dont le gadolinium,
l’iode et le fer. On remarque qu’aux énergies utilisées en radiothérapie, c’est-à-dire des énergies
supérieures au MeV, les coefficients d’atténuation massique de tous ces composés sont similaires à
celui de l’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 à celui de l’eau. Les rayons X se propageant dans un milieu hétérogène
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 à la nature de
l’interaction dominante selon la gamme d’énergie étudiée : dans la gamme d’énergie utilisée en
radiothérapie, l’effet prédominant est l’effet Compton. Et, nous l’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 l’effet photoélectrique qui prédomine (cf figure 2.1). La probabi-
lité d’absorption par effet photoélectrique dépend de l’énergie d’irradiation, mais aussi du numéro
atomique de l’élément : plus l’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 l’eau aux énergies
utilisées en imagerie. Cette observation a des applications thérapeutiques : si l’on parvient à 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 l’augmentation de dose par éléments lourds

L’augmentation de dose par éléments lourds débute dans les années 1980 grâce à 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 hypothèses sont alors proposées
pour expliquer ce phénomène :

- l’agent de contraste iodé induit des aberrations chromosomiques, même sans irradiation,
- la dose délivrée aux lymphocytes est augmentée en présence d’atomes lourds, à cause de la

prédominance de l’effet photoélectrique à 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 à cette interrogation, des expériences
étudiant la potentielle génotoxicité des agents de contraste iodés ont été effectuées. Des effets
mutagènes ont notamment été constatés in vitro, mais à 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 l’effet photoélectrique entrait en jeu. Les travaux de Dawson ont notamment permis
de prouver in vitro l’inexistence de l’effet toxique lors d’une irradiation de cellules aux rayons γ
(source de Cobalt 60) en présence d’un agent de contraste iodé [Daws 88]. Ces mêmes cellules
exposées à l’agent de contraste et irradiées à 250 kVp montraient alors une toxicité accrue. Ainsi, il
fut montré que l’effet photoélectrique était bien à l’origine de l’observation de Norman et Adams.

Si ces effets sont néfastes du point de vue de l’imagerie (mais de façon marginale, car les
doses d’imagerie sont très faibles (mGy - cGy)), il est aussi possible de “détourner” cet effet
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au profit de la radiothérapie. Le protocole consisterait donc à injecter un agent de contraste
iodé dans la tumeur, puis d’irradier à basses énergies afin d’augmenter le dépôt de dose dans la
zone tumorale. Mello et ses collaborateurs proposent pour la première fois d’utiliser cet effet pour
augmenter l’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 à cet effet le scanner GE 9800 pour pouvoir l’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 dépôt de dose dans les tissus sains et de l’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 sûre. De plus, ils
prouvent un réel bénéfice thérapeutique sur la survie des animaux et montrent que les tissus sains
sont mieux préservés pour un même contrôle tumoral [Norm 97]. Suite à ces travaux, le transfert
de la méthode au stade clinique a été autorisé.

Les premiers essais cliniques de phase I ont été conduits par l’équipe de Rose chez
huit patients porteurs de métastases multiples cérébrales : il s’agissait alors de traiter l’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 contrôle 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] :

- l’effet bénéfique de la thérapie dépend directement de la concentration en iode atteinte dans
la tumeur.

- l’os du crâne absorbe une grande part de l’énergie des photons, et ce phénomène est d’autant
plus important aux énergies utilisées en imagerie. Déposer une dose suffisante dans la tumeur
revient donc à déposer une dose importante dans l’os.

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

2.2.2 Origine et évolution de la SSRT appliquée à l’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 l’une des thématiques de l’équipe RSRM (Rayonnement Synchrotron et Recherche
Médicale) dans laquelle ces travaux de thèse se déroulent : depuis le développement de la SSRT
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sur la ligne biomédicale ID-17 de l’ESRF dans les années 2000, l’équipe RSRM oeuvre en partie à
comprendre les phénomènes mis en jeu dans la SSRT dans l’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 l’équipe RSRM :

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

De plus, si les dégâts 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 même proches de l’ADN pour augmenter encore l’effet thérapeutique. En effet, ces électrons
sont rapidement freinés par le milieu et leur dépôt d’énergie reste très local. Dans ce but, l’équipe
RSRM a envisagé l’utilisation d’espèces dites “intercalantes de l’ADN”, connues pour pénètrer dans
le noyau des cellules où elles se fixent à l’ADN. 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 être 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 à long
terme chez le rongeur, probablement à cause de la concentration insuffisante en iode atteinte
dans la tumeur. Avec l’IUdR 1, les effets mesurés in vitro sont encourageants mais diffici-
lement transposables au vivo car il est complexe de faire incorporer suffisamment d’IUdR à
la totalité des cellules tumorales.

2. Pour augmenter l’accumulation en composés dans la tumeur, plusieurs stratégies ont été
étudiées : l’ouverture de la BHE grâce au mannitol s’est avérée être 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 à la radiothérapie (survie à long terme supérieure à 50%). Cependant,
aucune dépendance à l’énergie n’a pu être observée : il s’agirait donc plus d’un phénomène
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 : l’étude

1. L’IUdR est un analogue de la thymidine pénétrant à travers la membrane cellulaire. Lorsque la cellule est en
phase S, elle va donc utiliser indifféremment l’IUdR ou la thymidine, l’intégrant dans la structure de l’ADN.
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Figure 2.10 – Synthèse des études in vitro et in vivo de SSRT au sein de l’équipe RSRM. Les références sont, dans
l’ordre : [Cord 02, Cord 04, Adam 03a, Adam 06, Adam 03b, Bist 04, Rous 07b, Rous 07a, Rous 09b, Rous 09a,
Edou 10, Boby 10, Boby 12, Taup 13, Delo 17, Gime 15].63
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montre que l’effet thérapeutique observé est surtout du à l’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 thèses concerne la concentration des éléments dans
la tumeur : obtenir une distribution de composé suffisante et homogène dans la tumeur est l’une
des conditions essentielles pour espérer obtenir un bénéfice thérapeutique.

- Adam étudie divers procédés permettant d’augmenter la concentration d’iode à 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, via 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 même en préclinique,

la répartition des composés dans la tumeur est un élément clef de la réussite du traitement et peut
être considéré à ce jour comme une limite.

2.2.3 Etat de l’art : les NPs pour augmenter la dose à la tumeur

En parallèle de ces travaux, l’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 très diversifié.
D’après 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 à relarguer des
médicaments sous l’effet des rayons X [Reti 15].

L’utilisation des NPs pour améliorer la radiothérapie grâce à l’augmentation du dépôt 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 à long terme
contre 20% avec la radiothérapie seule) grâce à l’injection en intraveineuse de NPs d’or suivie d’une
radiothérapie à 250 kVp (dose : 26 Gy) [Hain 04]. Ils démontrent aussi que l’effet thérapeutique
observé dépend de la concentration en NPs d’or atteinte dans la tumeur.

Depuis, de nombreuses équipes cherchent à exploiter l’efficacité de la combinaison rayonnements
et NPs d’atomes lourds. Les diverses études cherchent à 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 l’effet thérapeutique observé. Par exemple, si les électrons Auger étaient
initialement désignés comme la cause principale des dégâts à la tumeur, cette théorie est encore
aujourd’hui discutée. De plus, l’utilisation d’une NPs semble bénéfique par rapport à des atomes
lourds isolés : existe-t-il un “effet collectif” bénéfique du à l’agglomération de plusieurs atomes
[Brun 16] ?

Les expériences in vitro visant à l’étude du potentiel des NPs pour augmenter la dose à la
tumeur dépendent de nombreux paramètres, dont : la lignée cellulaire utilisée, la concentration et
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Figure 2.11 – Synthèse d’études de “photoactivation” des NPs in vivo, d’après [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, l’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 l’équipe RSRM, Florence Taupin a utilisé au cours de sa thèse 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 manière plus importante qu’un agent de contraste pour la
même concentration. De plus, même si l’effet observé était préférentiel à basses énergies, la survie
cellulaire était aussi impactée à haute énergie (1.25 MeV) par les NPs Gd et NPs Pt, suggérant
l’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 dépôt de dose à la tumeur. L’ensemble de ces résultats permettent d’alimenter la
discussion sur certains points centraux qui nous intéresseront dans ces travaux de thèse [Brun 16] :
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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 parallèle comme le platine, le bismuth, le fer, l’hafnium,
le sélénium ou le titanium [Brun 16], voir même des particules hybrides.

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

3. L’existence d’un “effet biologique” est souvent mentionné comme explication des résultats
que l’on ne parvient pas à expliquer avec les mécanismes physiques. Les effets biologiques
soupçonnés causés par la simple présence des NPs dans la cellule sont : la redistribution dans
le cycle cellulaire, l’inhibition des fonctions de réparation de l’ADN, le dysfonctionnement
des mitochondries, le stress du réticulum endoplasmique, la production d’espèces réactives
de l’oxygène 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 évènements
biologiques se déroulant avant l’irradiation suite à l’exposition des cellules aux NPs peuvent
donc être responsables d’une part non négligeable des résultats observés.

Nous tâcherons dans ces travaux de bien faire la distinction entre la radiosensibilisation et
l’augmentation de dose provoqué par la présence de NPs dans ou autour des cellules. Dans le
cas de l’augmentation de dose, les NPs irradiées émettent des électrons secondaires et participent
donc à la déposition d’une énergie plus grande dans les tissus : la dose totale déposée étant plus
élevée, les dégâts 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 même manière à l’irradiation. De fait, les dégâts produits par un dépôt 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
être employées comme transporteur pour délivrer des gènes ou des médicaments de manière 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
dépôt de dose dans les cellules tumorales.

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

Peu d’études in vivo, à notre connaissance, utilisent des NPs Fe dans le cadre de l’augmentation
de dose en radiothérapie : l’équipe coréenne de J.K. Kim avec laquelle nous avons collaboré a publié
en 2012 le premier article concernant l’irradiation par rayonnement synchrotron de tumeurs chargées
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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 après injection de NPs Fe Fe3O4 et irradiation de
10 Gy à 7.1 keV. L’irradiation seule, en comparaison, ne permet pas la régression de la tumeur
[Choi 12a] (voir Fig. 2.12).

Figure 2.12 – Evolution de la croissance tumorale de tumeurs CT26 sous cutanées chez la souris avec ou sans injection
de NPs Fe3O4 suivie d’une irradiation de 7.1 keV à 10 Gy [Choi 12a].

Aujourd’hui, cette équipe travaille encore avec les mêmes NPs Fe Fe3O4 mais appliquées cette
fois à une irradiation par un faisceau de protons. Dans le cadre de la collaboration instaurée pendant
les travaux de thèse de Paul Gimenez dans l’équipe RSRM, des lots de ces NPs Fe nous sont
régulièrement fournis. Les travaux présentés dans ce manuscrit font suite aux travaux de Paul
Gimenez. Celui-ci a surtout étudié l’application de l’effet Mössbauer (un mode d’interaction entre
les rayons γ et les atomes menant à la production d’électrons secondaires) à la radiothérapie avec
des NPs de fer 57. De plus, Paul Gimenez a montré au cours de sa thèse 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 à l’irradiation seule. Il observa une dépendance à l’énergie de ce
phénomène ainsi qu’une dépendance à la concentration d’exposition. L’importance de l’effet mesuré
(augmentation par trois de la mort cellulaire) reste élevé même à des énergies de 80 keV et motiva
la poursuite de ces travaux lors de la thèse 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 à l’autre. Ce-
pendant, certaines interactions physiques et chimiques connues jouent probablement un rôle et
permettent de construire la base d’une théorie. Les interactions principales sont résumées ci-après :

Mécanismes physiques : le fer, dont le numéro atomique n’est pas aussi élevé que celui des
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Figure 2.13 – Schéma illustrant deux phénomènes physiques à l’origine de l’émission d’électrons secondaires lors de
l’interaction NPs - rayonnement X : l’effet 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 l’or ou le Gd. Au cours des interactions
photons-matière, le fer mènera d’une part à la production de photoélectrons, dont l’énergie dépendra
de l’énergie du photon incident, et d’autre part à des cascades d’électrons Auger, qui déposeront
leur énergie localement (cf Figure2.13).

Mécanismes chimiques : d’autre part, il apparâıt régulièrement dans la littérature que les
NPs Fe sont capables d’induire la production d’espèces réactives de l’oxygène, probablement via la
réaction dite “d’Haber Weiss”. La réaction d’Haber Weiss génère des radicaux hydoxyles à partir de
H2O2 et de l’ion superoxide. Elle est donc source de stress oxydatif pour la cellule, mais reste très
lente. Cependant, le fer est connu pour catalyser cette réaction : la surface des NPs Fe peut donc
participer à la production d’espèces réactives de l’oxygène, qui à leur tour causeront des dommages
à la cellule. Il sera par conséquent important de faire la différence entre l’effet provoqué par les
rayons X et l’effet de sensibilisation des cellules par production de ROS.

2.3 Le Chapitre 2 en quelques mots

La radiothérapie consiste à 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 matière et mettent des électrons en mou-
vement via différents mécanismes d’interaction (notamment l’interaction photoélectrique,
la diffusion Compton, ou par relaxation atomique). Les électrons déposent ensuite leur
énergie et contribuent à l’ionisation des molécules présentes sur leur trajectoire. Ces
phénomènes physiques sont très rapides, de l’ordre de la femtoseconde.

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

- Les espèces chimiques réactives endommagent les cibles vitales de la cellule, et parti-
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culièrement la molécule d’ADN. La cellule est capable de réparer la plupart des lésions,
étant quotidiennement confrontée à plus de 10 000 lésions de l’ADN. Cependant, si
elle ne parvient pas à réparer correctement ces lésions (dommages trop nombreux ou
trop complexes), la cellule entre en apoptose. La réponse biologique de la cellule peut
apparâıtre quelques heures ou plusieurs jours après 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 à 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 à 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 phénomène : parmi eux, les nanoparticules (NPs) font l’objet d’un fort
engouement ces dernières années. De nombreux éléments ont été testés (Au, Gd, Hf, Ag, ...) et
les résultats, souvent spécifiques de la NP étudiée, suggèrent que les phénomènes physiques ne
constitueraient pas toujours la seule source de l’effet thérapeutique observé. Les NPs d’oxyde de
fer (NPs Fe) ont surtout été expérimentées in vitro : ces travaux de thèse font suite aux travaux
de Paul Gimenez qui montra que l’exposition des cellules de gliomes aux NPs Fe pendant 24 h
permettait de multiplier par 3 la mort cellulaire lors d’une irradiation à 30 et 80 keV [Gime 15].

Nous veillerons au cours de cette thèse à faire la différence entre la capacité des NPs à
augmenter le dépôt de dose et la capacité des NPs à radiosensibiliser les cellules (c’est-à-dire
rendre les cellules tumorales moins résistantes pour une même dose délivrée).
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Figure 2.14 – Synthèse d’études in vitro utilisant des NPs Fe pour augmenter le dépôt de dose dans les cellules
tumorales. Dans l’ordre, les références sont : [Klei 14, Mazu 13, Khos 17, Haus 16, Choi 12a, Klei 12a, Zhan 18,
Gime 15, Klei 12b, Khoe 14, Mafa 16]. En gris : références utilisant les mêmes NPs Fe que celles utilisées pendant
ces travaux de thèse.
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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 succès 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 à 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 thèse : l’utilisation de monocytes/macrophages comme chevaux de

Troie et l’emploi d’ultrasons associés aux micro-bulles pour ouvrir mécaniquement la BHE.
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3.1 Comment franchir la Barrière Hémato-Encéphalique ?

3.1.1 Barrière Hémato-Encéphalique et Barrière Hémato-Tumorale

La barrière hémato-encéphalique (BHE) est une barrière anatomique et biochimique présente
dans le cerveau. Elle agit comme un filtre extrêmement sélectif qui contrôle le passage vers le cerveau
des substances présentes dans le sang [Ober 16]. Ainsi, l’apport en nutriments et l’élimination des
déchets sont régulés par de nombreux processus actifs, tandis que les autres agents sont bloqués
par la barrière. De cette manière, la BHE protège le cerveau d’éventuels composés toxiques ou de
pathogènes 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-à-dire les cellules
qui tapissent les vaisseaux sanguins. Celles-ci sont reliées entre elles par des protéines assurant
l’étanchéité entre chaque cellule, appelées “jonctions serrées” (voir figure 3.1). Ces jonctions serrées
n’existent pas dans la microvascularisation des autres tissus à l’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 à traverser.

Les cellules endothéliales coopèrent avec d’autres types cellulaires, notamment les astrocytes et
les péricytes. Les péricytes sont fixés sur les cellules endothéliales du côté opposé au compartiment
sanguin. Ils ont un rôle de contrôle 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 enchevêtrés 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 l’on appelle la “glia limitans”. En plus de fournir nutriments et oxygène aux neurones, la
glia limitans régule la perméabilité de la BHE en interagissant avec les cellules endothéliales.

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

La tumeur a un constant besoin d’approvisionnement en oxygène et en nutriments pour ali-
menter sa croissance rapide. Lorsque cette demande ne peut plus être satisfaite, les cellules se
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retrouvent en hypoxie et émettent des signaux biochimiques promouvant l’angiogénèse. Cependant,
les néovaisseaux qui en résultent sont la plupart du temps immatures. L’architecture de la BHE est
elle aussi incomplète : les astrocytes, notamment, ne remplissent pas leur rôle de jonction. De plus,
les tissus tumoraux seraient capables de relâcher des facteurs de perméabilisation, contribuant à
l’ouverture de la BHE là où elle était encore fonctionnelle et complète [Robe 97]. L’ensemble de
ces dysfonctions participent à 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’à la
rupture dans certaines de ces régions. C’est d’ailleurs ce phénomène 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
Barrière Hémato-Tumorale (BHT).

Dans une tumeur cérébrale, la rupture de la BHE est hétérogène : certaines zones présentent
une rupture partielle tandis que la BHE reste intacte sur de nombreuses portions : ces régions
suffisent à empêcher une distribution complète et homogène des composés chimiothérapeutiques
dans la tumeur, même dans le cas de petites molécules [Tell 15]. Ainsi, la limite physiologique des
pores dans la BHT chez le rat est de 12 µm selon [Sari 09].

3.1.2 Traitement local, traitement systémique et effet EPR

Nous l’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 très 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 vivo se
heurte alors à des difficultés pour atteindre les concentrations requises pour le succès du traite-
ment : ces difficultés comprennent par exemple les zones hypoxiques, une vascularisation anormale,
des gradients de pression intratumoraux ou des barrières biologiques.

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

La BHE régule précisément l’accès au cerveau des substances sanguines : dans une étude
répertoriant les composés thérapeutiques applicables aux traitements de maladies du système 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 homogène 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 inhomogène des NPs diminue l’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 à 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 l’étanchéité de la BHE. Dans l’observation
post-mortem de coupes de cerveaux, l’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 l’amélioration de la distribution des NPs dans la tumeur.
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Figure 3.2 – Illustration de coupes de cerveaux des patients, étude post-mortem de l’utilisation 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 règle 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 l’avantage d’être moins lourds pour le patient et ne nécessitent pas de procédure chirurgicale.
Ils 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
à la circulation anormale des molécules et des fluides au niveau de la BHE tumorale. Ces “fuites”
permettent aux composés de s’accumuler petit à petit dans la tumeur, plus particulièrement 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 surcrôıt pas protégés par une
barrière telle que la BHE. Ce type de traitement peut donc aussi induire une toxicité dans des
tissus à préserver. Les organes jouant un rôle de filtre (foie, rate, reins) sont particulièrement
sensibles : lorsqu’ils circulent dans les vaisseaux sanguins, les composés peuvent être internalisés
par des cellules immunitaires circulantes, qui vont ensuite se regrouper dans ces trois organes.
En plus de la toxicité engendrée, ce phénomène est aussi un frein à 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, l’effet EPR ne résout pas le problème de l’homogénéisation de la distribution des com-
posés. En proliférant, les cellules tumorales ont une tendance à être de plus en plus éloignées des
capillaires : ces zones isolées, non vascularisées, ne sont pas atteintes avec l’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 dernières 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 l’agent
thérapeutique. La surface des composés peut être optimisée : pour augmenter la pénétration du
médicament dans la tumeur, et ne cibler que les cellules néoplasiques grâce à 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 l’outil. Celle-ci devra être répétée pour une
éventuelle deuxième administration du médicament. Par ailleurs, même 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 l’injection.

Enfin, qu’ils soient accumulés dans la tumeur par des traitements systémiques ou locaux, les
composés peuvent être altérés prématurément, phagocytés, subir des dégradations chimiques ou
être 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 à la circulation sanguine par
diffusion.

Avantages Inconvénients Exemples

- contourne la BHE - procédures chirurgicales nécessaires - polymères
- augmente la concentration - ne peut pas être rempli

des médicaments dans la tumeur à nouveau sans une procédure
Local - délivrance du médicament - pénétration limitée dans - injection directe

uniquement au site cible les tissus tumoraux
- le traitement peut être donné - développement de mécanismes

pendant la chirurgie de résistance

- ne nécessite pas de - diffusion à des endroits non désirés - voie orale
procédure chirurgicale - concentrations plus faibles

Systé- - possibilité d’ajuster/de contrôler 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 principaux intérêts et inconvénients des thérapies locales et systémiques, d’après
[Chak 18].

3.1.3 Quelques méthodes employées

Cette section donne un aperçu 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 plutôt de prendre du recul sur les techniques existantes et de se questionner sur
celles qui seraient adaptables aux NPs utilisées dans ces travaux de thèse. Quels sont les protocoles
envisagés aujourd’hui ? Quelles sont les limites de ce qu’il est possible de réaliser au niveau clinique ?

3.1.3.1 Délivrer l’agent de façon systémique

Délivrer l’agent en injection intra-veineuse ou par voie orale :
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Figure 3.3 – Exemples de stratégies employées pour atteindre les tumeurs cérébrales malgré la présence de la BHE : (1)
augmenter la capacité du médicament à passer à travers la barrière, (2) augmenter temporairement la perméabilité de
la barrière, (3) utilisation de cathéters pour délivrer directement les médicaments, (4) utilisation d’objets implantables
comme les disques de polymères ou les microchips. Copyright : Ian Suk, Johns Hopkins University, 2012.

La plupart des agents thérapeutiques anti-cancéreux sont délivrés de cette manière. 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 à délivrer l’agent directement dans une artère et non dans
une veine. Cette méthode permet théoriquement de diminuer la part de composés métabolisés par
l’organisme, puisque ceux-ci atteignent directement le cerveau sans passer par le coeur. Cependant,
la délivrance intra-artérielle seule ne permet pas à ce jour d’améliorer le pronostic dans le cas des
tumeurs cérébrales [Blak 08]. Il est possible, en association avec cette méthode, d’amplifier l’effet
EPR en ouvrant temporairement la BHE.

Rupture de la BHE :

L’ouverture de la BHE peut être réalisée de manière 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 mène à de meilleurs résultats
que l’injection intra-artérielle seule. Le plus souvent, elle est réalisée par un choc osmotique causé par
l’injection intraveineuse d’un composé (le mannitol par exemple), qui mène 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 à
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des effets secondaires provenant notamment du cathéter et de l’augmentation de la neurotoxicité
du médicament qui se retrouve aussi en plus grande quantité dans le cerveau sain. D’une manière
générale, le manque d’études ne permet pas de conclure sur l’utilisation de cette méthode. Celle-ci
reste donc limitée à un nombre restreint de patients car les procédures sont complexes, chères, et
associées à des complications peu fréquentes mais potentiellement graves [Blak 08].

D’autres agents permettent d’ouvrir la BHE de manière 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 être
éliminés des tissus par divers processus biologiques ou physiques. Certaines études proposent donc
l’injection d’agents inhibiteurs de ces efflux actifs co-administrée avec les composés permettant
l’ouverture de la BHE, mais cette stratégie provoque une augmentation de la toxicité du traitement
d’après [Ober 16].

L’ouverture de la BHE par ultrasons serait plus localisée et mieux tolérée par les tissus que l’ou-
verture chimique [Blak 08]. Lors d’études précliniques, cette méthode permit de renforcer l’accu-
mulation des médicaments dans les tumeurs sans provoquer de lésions 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
à 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 l’agent
thérapeutique. De plus, la réparation de la BHE permet de maintenir la concentration de l’agent
dans la tumeur en évitant leur diffusion [Blak 08].

Un premier objectif, atteint par ces stratégies de rupture, consiste à faire passer les composés
thérapeutiques à 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 être observé [Wood 14].

3.1.3.2 Microsystèmes implantables

Gliadel La FDA a approuvé l’utilisation des Gliadel en 1996 : il s’agit de disques de polymère
biodégradables imbibés de BCNU (carmustine) et placés dans la cavité après 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 l’utilisation de gels qui diffusent les médicaments au cours du temps. Les
gels, à l’inverse des Gliadel, peuvent s’adapter parfaitement à 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 l’œsophage (traitement “OncoGel”). Ce traitement ne requiert pas l’opération nécessaire
à l’implantation des Gliadel car le gel peut être injecté dans la tumeur avec une aiguille : en
effet, le gel est visqueux entre 5 et 15 degrés (pour l’injection) et se gélifie à des températures
proches de 37̊ C. Les premiers essais cliniques montrent que le gel permet de diffuser le
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paclitaxel pendant 4 à 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 à l’utilisation d’OncoGel
pour le traitement des tumeurs cérébrales chez le rat. La survie des animaux passe de 31
jours avec OncoGel (ReGel + paclitexel) à 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
entrâıne des survies de 13 et 14 jours respectivement [Tyle 10].

Les systèmes à 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, à la différence des gels qui diffusent les composés pendant plusieurs semaines, la
délivrance des agents thérapeutiques par les systèmes à microréservoirs est de courte durée.
Une nouvelle version de ces microréservoirs a donc été développée et permettrait aujourd’hui
de libérer le composé de manière linéaire pendant 200 jours [Chak 18]. D’autres systèmes
de microréservoirs ont été développés, comme les micropuces de polymères de l’équipe de
Langer. Ces micropuces mesurent 1.2 cm de diamètre et 480 à 560 microns de large. Elles
possèdent 36 réservoirs remplissables avec différents médicaments, qui peuvent être libérés
indépendamment à des moments distincts [Gray 03].

Systèmes 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 libère
alors son contenu. Ces procédés permettent d’utiliser différents types de médicaments, puis
de les libérer selon des profiles complexes tout en contrôlant 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 système [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 l’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 l’agent
et une amélioration de la pénétration des médicaments dans les tissus tumoraux autour du point
d’injection.

La CED fonctionne grâce à 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 hétérogène. Les changements d’anatomie
du milieu, la présence d’oedème provoque des fuites et des distributions non prévisibles et inégales
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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’après [Seo 17].

[Chak 18]. La CED a notamment fait l’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 l’hétérogénéité
et la taille de la tumeur, mais ce procédé est techniquement difficile à 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 à encapsuler des agents thérapeutiques ou pour leur
intérêt en tant qu’agent à elles seules. De multiples sortes de composés de formes variées et de
taille nanoscopique sont créés pour l’application au transport de molécules à 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, contrôler 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 façon à ce qu’elles ne ciblent que certaines
cellules (ligands, protéines, ...).

Pour illustrer l’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 à 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. L’inhibition de la croissance tumorale a encore été aug-
mentée en enrobant les NPs de PLGA par du PEG (polyéthylène glycol). Ces études ont contribué
à démontrer la capacité des NPs “PEGylées” à diffuser efficacement dans les tissus et à engendrer
une distribution plus uniforme dans la tumeur.

Enfin, il est aussi possible de concevoir les NPs pour augmenter leur propension à 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
à un système 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 systèmes de transport pour faire passer les molécules d’un
côté ou de l’autre de la barrière. 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 systèmes
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 l’autre côté
de la barrière. Ce processus est appelé “transcytose par récepteur”. En associant la substance
thérapeutique à un anticorps pouvant se lier au récepteur de la transferrine, il devient alors possible
de “profiter” du système de transport à 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 à Mr Hyde

La première technique étudiée dans cette thèse 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 grâce à leurs capacités intrinsèques puis se répartiraient dans la zone tumorale.
Ainsi, l’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 homogène 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
l’intérêt de les utiliser comme vecteurs.

3.2.1.1 Les macrophages, cellules immunitaires

On a longtemps pensé que la présence de la BHE indiquait l’absence de système immunitaire
dans le cerveau. Aujourd’hui, les recherches indiquent plutôt que le cerveau possède un système
immunitaire qui lui est propre [Rebe 06]. Toutefois, les cellules immunitaires circulantes dans le
sang ont la capacité de pénétrer les barrières du cerveau, même si cela ne se produit que de manière
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 à 75%) et des lymphocytes B [Man 07].

Les macrophages (en grec, “gros mangeurs”) sont des cellules du système immunitaire connues
pour leur capacité de phagocytose, c’est-à-dire leur capacité à internaliser les pathogènes 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 à une inflammation ainsi que par les cellules tumorales ou par les macrophages
eux-mêmes grâce à 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 à la paroi. Cette phase de roulement s’achève au niveau du site
inflammé grâce à 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 : l’affinité de ces récepteurs pour leur ligand, exprimé par l’endothélium au niveau
du site inflammé, augmente. Ainsi, les monocytes peuvent s’ancrer à la paroi et s’immobiliser. Ils
envoient quelques protrusions à l’intérieur des jonctions serrées pour capter de nouvelles chimiokines
qui vont les guider, puis “se faufilent” ensuite à 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 TAMs). La présence d’un grand nombre de
TAMs dans une tumeur est souvent lié à un pronostique plus sombre [Soli 09]. Cependant, même
si le rôle des macrophages en tant que cellules immunitaires a été étudié pendant plus d’un siècle,
leur implication dans les processus liés au cancer a seulement été confirmée récemment et n’est pas
encore très bien comprise [Quat 12].

Figure 3.5 – Schéma illustrant les deux polarisations principales des macrophages (M1 et M2) ainsi que les propriétés
spécifiques à chaque polarisation.

Il est important de se rappeler que les tumeurs ne sont pas des amas homogènes de cellules
mutées. Elles forment au contraire des écologies complexes, plus ou moins irriguées par des vais-
seaux sanguins propres à elles, et sont composées de zones au fonctionnement varié regroupant
différents types cellulaires [Cond 06]. Ainsi, il semble plus adéquat de considérer les tumeurs comme
des “quasi-organes” [Vino 14] que comme des masses homogènes. Selon la localisation d’une tu-
meur, son origine ou son stade d’évolution par exemple, les cellules tumorales peuvent présenter
des comportements et des particularités très variés. Cependant, malgré ces nombreuses différences
entre les caractéristiques cellulaires de chaque type tumoral, certains points communs semblent se
démarquer. Ceux-ci permettraient d’expliquer comment la tumeur se développe tout en se construi-
sant un micro-environnement dans lequel le système immunitaire ne la détecte plus comme un ob-
jet à détruire. Ces points communs sont rassemblés sous la dénomination “Hallmarks of Cancer”
[Hana 00] (les “propriétés caractéristiques des cancers”) et comprennent : l’insensibilité aux signaux
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de non-croissance, l’invasion des tissus et la capacité de métastaser, le potentiel de réplication illi-
mité des cellules, une angiogénèse soutenue, l’échappement (la cellule évite l’apoptose) et une
auto-suffisance aux signaux de croissance. Certaines de ces caractéristiques peuvent d’ailleurs être
expliquées par la présence des Macrophages Associés aux Tumeurs (TAMs) et par leurs propriétés
diverses.

Le micro-environnement de la tumeur est composé de nombreux types cellulaires, malins ou non,
qui interagissent continuellement entre eux [Quat 12]. Parmi ces types cellulaires, les macrophages
représentent jusqu’à 50% [Soli 09] voire même 80% [Choi 12b] de la masse tumorale et semblent
être des acteurs cruciaux dans le développement de la tumeur : ils constitueraient l’une des liaisons
entre l’inflammation et le cancer [Alla 08].

3.2.1.2 Polarisation des macrophages

Le champ des fonctions possibles des macrophages est très vaste. Lorsqu’ils reçoivent les mes-
sages chimiques envoyés par le micro-environnement tumoral, les monocytes peuvent se différencier
entre deux types de macrophages : le type de macrophage est communément appelé “la polarisation”
et on différencie alors les macrophages M1 des macrophages M2 [Soli 09]. Ces deux polarisations
sont illustrées figure 3.5.

La polarisation M1 : “les soldats” Lorsqu’ils acquièrent la polarisation M1, les macrophages
deviennent programmés pour retirer les potentiels pathogènes envahissant les tissus. Dans ce but,
ils ont une activité cytotoxique accrue contre les micro-organismes et les cellules néoplasiques ;
ils peuvent aussi stimuler le système immunitaire, par exemple en présentant des morceaux de
pathogènes phagocytés à d’autres cellules immunitaires pour amplifier la réaction immunitaire.

La polarisation M2 : “les soigneurs” Les macrophages M2 agissent une fois les pathogènes
éliminés : ils régulent négativement la réponse immunitaire et lancent les processus de réparation
des tissus. Ils promeuvent le remodelage et la réparation des tissus endommagés, déclenchent la
construction des nouveaux vaisseaux sanguins (angiogénèse) et jouent un rôle important de “net-
toyage”.

Il est maintenant largement accepté dans la communauté scientifique que les TAMs présentent
une polarisation M2 [Soli 09]. De cette manière, ils promeuvent la survie des cellules tumorales en
leur envoyant des signaux de croissance et stimulent leur prolifération et même leur dissémination.
En effet, pour passer dans le sang et métastaser, les cellules tumorales ont besoin de traverser
les parois des vaisseaux sanguins, et pour cela, de s’insinuer dans l’étroit espace entre les cellules
qui le constituent, les cellules endothéliales. Ce passage étant très resserré, ceci est impossible
pour elles sans qu’un macrophage M2 ne les accompagne et envoie des signaux qui vont permettre
l’élargissement du passage et modifier la morphologie de la cellule tumorale, augmentant son po-
tentiel de migration [Cond 06, Qian 10]. C’est pourquoi les TAMs peuvent être décrits comme des
“clefs qui ouvrent le passage” dans le contexte des métastases (keys that unlock the gate [Quat 12]).
Les TAMs vont ainsi accompagner les cellules tumorales pendant leur migration jusqu’à leur im-
plantation dans un nouvel organe. Là, ils vont aider les métastases à se développer en participant à
la construction de la matrice structurelle nécessaire à la croissance de la nouvelle tumeur. La figure
3.6 résume les principales fonctions des TAMs.

Maintenant, il est naturel de se demander : pourquoi des globules blancs, supposés neu-
traliser ce qui menace potentiellement l’être vivant, stimulent-ils la croissance des
tumeurs au lieu de les détruire ? Un consensus existe sur le fait que ce phénomène a priori
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Figure 3.6 – Schéma résumant les principales fonctions des TAMs. Figure adaptée de [Soli 09, Vino 14, Quat 12,
Hana 00, Qian 10].

non naturel est du à une perte d’équilibre entre le nombre de macrophages M1 et le nombre de
macrophages M2 dans les tissus tumoraux. L’équilibre entre le nombre de macrophages M1 et M2
est une épée à double tranchants, capable de promouvoir ou de détruire la tumeur selon le type de
polarisation qui prédomine dans l’environnement tumoral. Si la répartition entre les deux polari-
sations favorise trop nettement la polarisation M2, les processus de réparation tissulaire peuvent
être utilisés contre leur but premier et soutenir le développement de la tumeur [Quat 12, Vino 14].
Certains chercheurs supposent que la création d’un environnement de tolérance tumorale va encou-
rager les monocytes à obtenir la polarisation M2 au lieu de se différencier en cellules spécialisées
nécessitées par les tissus, comme les macrophages M1 qui seraient capables de détecter la tumeur
et inciter le système immunitaire à la détruire [Soli 09]. Ceci est controversé dans [Cond 06] qui
indique en cause principale du développement tumoral la perte des “interrupteurs OFF” des cellules
néoplasiques.

Les macrophages ne sont toutefois pas spécialisés de manière irréversible en M1 ou en M2.
Comme Dr Jekyll et Mr Hyde [Duff 03], ils peuvent passer d’un type “soldat” à un type “soigneur”,
et inversement. Par exemple, Duffield affirme que les macrophages M1 qui internalisent des corps
apoptotiques peuvent perdre des propriétés de M1 et gagner des caractéristiques de la polarisation
M2. Tandis que Dr Jekyll ne peut se muer qu’en l’un des deux extrêmes, Dr Jekyll ou Mr Hyde, les
macrophages, eux, ne sont en réalité pas simplement M1 ou M2. Il existe en fait un continuum d’états
possibles entre les deux extrêmes M1 et M2, et chaque macrophage se situe quelque part sur ce
spectre, étant plus proche de l’une ou l’autre des polarisations selon les propriétés ou les marqueurs
membranaires qu’il exhibe. Par ailleurs, faire évoluer les TAMs en macrophages polarisés “soldats”
est une solution étudiée actuellement pour rétablir l’équilibre entre le nombre de macrophages M1
et M2 dans les tumeurs afin de lutter contre le cancer.

3.2.2 Les macrophages comme Chevaux de Troie pour traverser la Barrière
Hémato-Tumorale

Morantz, en 1979 [Mora 79], a été le premier à quantifier le nombre de macrophages dans
les métastases cérébrales. Ses études ont été complétées par Fidler en 1988 qui démontra que les
cellules myélöıdes étaient bel et bien capables d’infiltrer les métastases cérébrales, même en cas
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de non rupture de la BHE [Scha 88]. En 2004, Strik et al. confirment que les tumeurs primaires
et les métastases cérébrales attirent les cellules immunitaires [Stri 04], ouvrant un vaste champ de
possibilités thérapeutiques dont les “Chevaux de Troie” cellulaires.

Remarque : bien que ce soient initialement les monocytes qui circulent dans le sang et migrent
dans la tumeur, de nombreuses études utilisent aussi des macrophages pour passer la BHE. Dans
la suite, nous parlerons de “monocyte” ou “macrophage” selon les termes employés dans les publi-
cations relatives.

Principe de la méthode “Cheval de Troie” : comme vu dans la section précédente, les ma-
crophages montrent des aptitudes innées de phagocytose. De plus, ils sont attirés par des gradients
de signaux chimiques envoyés par les cellules en hypoxie [Choi 12b]. Ils s’infiltrent alors jusque dans
les zones nécrotiques, inaccessibles avec les traitements usuels [Soli 09]. L’idée du “Cheval de Troie”
repose sur l’exploitation de ces deux propriétés des macrophages (internalisation et migration) pour
transporter les NPs dans la tumeur. Le procédé comprend deux étapes : d’abord, les macrophages
sont chargés en NPs ex vivo. Ensuite, ils sont injectés de façon systémique et migrent à travers la
BHE jusque dans la tumeur, transportant leur cargaison de NPs même dans les zones éloignées
des vaisseaux sanguins. L’intérêt de cette méthode est double : il devient d’une part possible d’ac-
cumuler des NPs dans la tumeur malgré la présence de la BHE, et ce d’une manière peu invasive
pour le patient. D’autre part, les cellules chargées en NPs s’infiltreront dans les tissus jusque dans
des zones peu atteignables par des NPs seules.

Figure 3.7 – Infiltration de macrophages dans les tumeurs cérébrales après irradiation. (1) L’irradiation de la tumeur
promeut l’infiltration de cellules dérivées de la moëlle osseuse (cellules GFP+, en vert) dans la tumeur [Kioi 10].
(2) La MRT attire plus de macrophages (marquage ED1, en rouge) dans le gliome de rat que l’irradiation en faisceau
plein (Serduc et. al).

3.2.2.1 L’irradiation promeut le recrutement des macrophages dans le cerveau

Plus récemment, plusieurs articles soulignent la capacité des macrophages à encourager la re-
pousse de la tumeur après la radiothérapie [De P 13, Kioi 10]. En effet, les radiations endommagent
à la fois la tumeur et son voisinage, dont les vaisseaux sanguins, et ces lésions attirent des macro-
phages polarisés M2 dont le rôle est de réparer les tissus. Certains macrophages se regroupent donc
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autour des vaisseaux sanguins restants pour stimuler leur développement ; d’autres s’infiltrent dans
les zones tumorales avasculaires, en hypoxie [De P 13], de façon à créer de nouveaux vaisseaux
sanguins pour irriguer ces zones privées d’oxygène et de nutriments.

Kioi, dans son article [Kioi 10], décrit deux origines distinctes pour la vasculature tumorale :
l’angiogénèse, lors de laquelle les vaisseaux sont développés à partir de la prolifération des cel-
lules endothéliales (i.e. les cellules composant les vaisseaux sanguins), et la vasculogénèse, lors
de laquelle des cellules circulantes dérivées de la moëlle osseuse s’associent afin de construire de
nouveaux vaisseaux. Le mécanisme dominant avant irradiation est l’angiogénèse. Cependant, après
irradiation, les cellules endothéliales constituant les vaisseaux sont endommagées et l’angiogénèse
est freinée. C’est pourquoi la tumeur compte sur les cellules circulantes pour reconstruire une vascu-
lature appropriée, et donc nécessite l’activation du processus de vasculogénèse pour survivre. Après
irradiation, la tumeur tente de crôıtre à nouveau en attirant les macrophages qui vont favoriser
le développement des vaisseaux. Les macrophages infiltrants peuvent atteindre jusqu’à 40% des
cellules présentes dans les tissus tumoraux après irradiation (cf Fig. 3.7 1).

Dans l’équipe RSRM, deux modes d’irradiation sont étudiés : l’irradiation classique en “broad-
beam” (faisceau plein) et la MRT (Microbeam Radiation Therapy), pour laquelle le faisceau est
fractionné spatialement en petits faisceaux de 50 µm de large espacés à des intervalles réguliers de
200 µm. Il a été montré que les tumeurs irradiées en faisceau plein attiraient les macrophages dans
les zones hypoxiques et nécrotiques, tandis que la MRT permettait d’attirer un plus grand nombre
de macrophages dans la tumeur, et ce de façon plus homogène (cf Fig. 3.7 2). Une pré-irradiation
de la tumeur en MRT serait donc susceptible d’amplifier la migration des macrophages chargés en
NPs, et ainsi d’obtenir une distribution du fer intéressante pour la suite du traitement en SSRT.

En résumé, la radiothérapie peut renforcer le potentiel d’attraction du système immunitaire
local ou systémique de la tumeur. Selon les conditions d’irradiation et la nature de la tumeur,
la radiothérapie peut donc avoir un effet pro ou antitumoral en recrutant, polarisant, retirant ou
réorganisant les populations de cellules myélöıdes [Vatn 15].

3.2.2.2 Les macrophages comme transporteurs pour délivrer des substances au cer-
veau

La méthode de distribution mettant en jeu des cellules comme transporteurs de médicaments
évoque le modèle utopique d’Ehrlich (1857-1915) lorsqu’il imaginait l’utilisation de magic bul-
lets, des vecteurs potentiels qui atteindraient spécifiquement les organismes causant les maladies
[Nels 14]. De nos jours, un nombre croissant de procédés cherchent à s’approcher des magic bullets
idéales : parmi ces méthodes, l’idée d’utiliser des cellules immunitaires comme Chevaux de Troie
est expérimentée dans plusieurs domaines.

Expériences sur sphéröıdes

L’utilisation de sphéröıdes permet d’obtenir une preuve de concept de la méthode. M.R. Choi
et. al étudient en 2007 la capacité d’infiltration des macrophages issus de la différenciation de
monocytes humains dans des modèles de sphéröıdes composés de cellules de cancer du sein humaines
[Choi 07]. Ils démontrent ainsi que les macrophages peuvent être chargés avec des NPs d’or, et que
ceux-ci sont bien capables de migrer dans les sphéröıdes.

Ces études sur sphéröıdes sont poursuivies par l’équipe de Madsen, qui prouve que des macro-
phages chargés de NPs de silice coatées avec de l’or s’infiltrent homogènement dans les sphéröıdes
de gliome humain. L’équipe émet toutefois des réserves quant à l’homogénéité de cette distribu-
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tion, car celle-ci serait aussi dépendante du protocole utilisé pour former les sphéröıdes. D’autre
part, ils constatent que l’infiltration des macrophages ne cesse de crôıtre jusqu’à une stabilisation
après 12 h [Mads 12]. Ces mêmes NPs sont utilisées avec des monocytes-macrophages (Mo/Ma) de
lignée, les PD338-D1, dans les études de Baek : ces études montrent que les macrophages chargés
de NPs semblent infiltrer les sphéröıdes de gliome humain avec la même efficacité que les macro-
phages non chargés [Baek 11]. Enfin, des études plus récentes utilisant d’autres Mo/Ma de lignée,
les RAW264.7, ont permis de prouver que l’utilisation de macrophages comme transporteurs per-
mettait d’améliorer la distribution de NPs chargées en doxorubicine dans des sphéröıdes : les NPs
transportées par les macrophages étaient infiltrées plus profondément dans les sphéröıdes que les
NPs seules [Pang 16].

Bien que les sphéröıdes ne soient pas représentatifs de la vascularisation et de l’architecture de
la tumeur, ils restent un modèle intéressant car ils permettent de simuler les zones hypoxiques de
la tumeur tout en évitant d’utiliser directement un modèle animal.

Expériences précliniques

L’équipe de M.R. Choi et al. prouve pour la première fois en 2012 que les macrophages peuvent
efficacement traverser la BHE pour s’infiltrer dans des métastases cérébrales chez la souris, en
les traçant avec des nanoparticules fluorescentes [Choi 12d]. Suite à cette première démonstration,
l’utilisation de cellules immunitaires pour traverser la BHE et délivrer des composés variés au
cerveau s’est développée.

Dou et son équipe sont parvenus à améliorer les traitements contre les troubles neurocognitifs
associés au HIV chez la souris grâce à des macrophages dérivés de la moëlle osseuse porteurs de
NPs d’indinavir [Dou 09]. D’autres études ont suivi, comme celle de J. Choi qui parvint à stopper la
croissance de tumeurs sous-cutanées en utilisant des liposomes chargés de doxorubicine, transportés
par des macrophages [Choi 12b]. Il constate que les NPs seules restent en périphérie de la tumeur,
tandis que les macrophages chargés permettent la distribution des NPs au coeur la tumeur. Pour
finir, Madsen et son équipe ont publié plusieurs articles sur le sujet après étude de cette méthode
chez le rat. En 2013, ils ont montré que les macrophages chargés en NPs pouvaient infiltrer le
cerveau sain seulement si la BHE était ouverte [Mads 13]. L’ouverture temporaire de la barrière
était alors induite par thérapie photo-dynamique. 90% de la barrière endommagée était restaurée
72 heures après ouverture. Dans un article plus récent (2015) [Mads 15], des macrophages chargés
de NPs d’or étaient utilisés pour étudier à la fois l’efficacité in vitro et in vivo de la stratégie
des cellules Cheval de Troie couplées à la Thérapie Photo-Thermique. Il constate l’efficacité du
traitement. Cependant, cette étude a été réalisée en injectant directement les macrophages chargés
dans la tumeur.

Le tableau de la figure 3.8 synthétise quelques exemples d’expériences utilisant des mono-
cytes/macrophages dans le but de transporter des composés dans une tumeur. Dans ce corpus,
les tumeurs étudiées ne sont pas toutes des tumeurs cérébrales. Cependant, les protocoles associés
à ces expériences nous ont servi pour mettre en place les travaux présentés dans cette thèse.

Plusieurs points de comparaison entre ces différentes études peuvent être relevés :

- selon les publications, les Mo/Ma sont issus d’une culture primaire (différenciation de la
moëlle osseuse d’animaux donneurs par exemple) ou d’une lignée cellulaire commerciale
(RAW264.7 ou NR8383 par exemple). Les deux protocoles aboutissent à l’observation de
cellules exogènes ayant migré dans la tumeur des animaux.

- certaines études ont été réalisées avec des animaux nude privés de système immunitaire.
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Figure 3.8 – Synthèse d’études visant à utiliser les Mo/Ma comme Chevaux de Troie. Dans l’ordre, les références :
[Choi 12c, Choi 12b, Choi 12d, Mads 13, Mads 15, Jian 15, Muth 15, Dou 09, Wu 06, Vala 07, Pang 16, Tong 16,
Yang 16]. 89
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Ce choix est discutable, mais il permet d’utiliser des lignées non compatibles génétiquement
avec l’animal sans crainte d’une réaction immunitaire qui détruirait les Mo/Ma injectés avant
qu’ils n’aient pu accéder à la tumeur.

- certaines de ces études concernent la migration de Mo/Ma dans des tumeurs sous-cutanées,
et d’autres dans des tumeurs cérébrales (primaires ou métastases). L’obstacle que représente
la BHE constitue une différence conséquente entre ces deux types d’études : les résultats ob-
tenus pour des tumeurs sous-cutanées ne sont pas transposables directement à des tumeurs
cérébrales. Cependant, dans les deux cas, la migration des cellules injectées a pu être ob-
servée.

- la plupart du temps, les Mo/Ma sont injectés dans la veine caudale de l’animal. Le nombre
de cellules injectées varie selon les études mais il est de l’ordre de quelques millions de
cellules pour la souris comme pour le rat. Seule une fraction de ces cellules injectées sera
ensuite retrouvée dans la tumeur.

- enfin, la cinétique de migration des cellules reste peu caractérisée. Les animaux sont
sacrifiés entre un et quinze jours après injection des cellules selon les publications. Jiang
et al. étudient l’influence de l’irradiation sur la distribution des macrophages injectés. Ils
retrouvent autant de cellules injectées dans les tumeurs 24h après injection, que la tumeur
ait été irradiée ou non. Une à deux semaines après injection, certaines cellules injectées
sont toujours présentes dans la tumeur. Cette fois, le nombre de cellules détectées est plus
élevé dans le cas d’une irradiation préalable de la tumeur [Jian 15]. L’étude de Valable
donne un exemple de l’application de cette méthode chez le rat porteur de gliome C6. Le
nombre maximal de macrophages exogènes accumulés dans la tumeur est atteint 3 jours
après injection, mais des cellules injectées sont encore visibles dans la tumeur 5 jours après
injection [Vala 07].

Seule une fraction des Mo/Ma injectés se retrouve dans la tumeur. Les autres Mo/Ma se distri-
buent dans les autres organes du corps. Selon les composés qu’ils transportent, une accumulation
dans un organe précis pourrait engendrer une toxicité du traitement. Les études de Audran donnent
un aperçu du “destin” des Mo/Ma une fois injectés par voie intraveineuse chez la souris, en présence
d’une inflammation induite artificiellement dans un coussinet chez l’animal [Audr 95]. Une heure
après injection, 39% de ces Mo/Ma se retrouvent dans les poumons, 19% dans le foie et 5% dans la
rate. Puis, la quantité de Mo/Ma présente dans les poumons diminue et augmente en contrepartie
dans le foie et dans la rate, et dans la zone inflammée. Les Mo/Ma ayant infiltré la zone inflammée
ne représentent que 0.2% des Mo/Ma injectés, cependant ceux-ci y restent “piégés” et y sont encore
présents 7 semaines après l’injection.

Cette méthode de “Cheval de Troie” permet donc de faire passer la BHE à des composés
thérapeutiques (des NPs par exemple), de cibler la tumeur et d’augmenter l’infiltration des NPs
dans le coeur des tissus néoplasiques. De plus, les composés sont internalisés par les cellules, ce qui
est susceptible de diminuer leur toxicité par rapport à une injection intraveineuse directe. Quelques
premières limites ont déjà été décrites : chaque macrophage ne peut transporter qu’un chargement
restreint de composés. De plus, la durée de rétention du composé par les macrophages et l’initiation
de la délivrance du composé sont encore peu contrôlées. Enfin, les cellules doivent migrer en assez
grandes quantité pour espérer obtenir un bénéfice thérapeutique. D’autres types cellulaires que les
macrophages sont aussi envisagés comme possibles “transporteurs”. Parmi eux, les cellules souches
neurales font l’objet d’études visant à améliorer la pénétration et la rétention des composés dans
les tumeurs cérébrales [Moon 14, Thu 09].
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3.3 Utilisation des ultrasons pour ouvrir localement la BHE

Comme nous l’avons vu précédemment, l’ouverture de la BHE peut être réalisée par l’injection
intra-artérielle d’agents osmotiques ou de solutions hypertoniques. Cependant, bien qu’elle améliore
le pronostic des patients, cette solution induit des complications pouvant avoir un impact sérieux
sur la santé. De nouvelles stratégies ont donc pour objectif de perméabiliser la BHE de manière
ciblée : c’est le cas de l’ouverture de la BHE par ultrasons focalisés.

L’ouverture de la BHE par ultrasons repose sur la combinaison d’une salve d’ultrasons et d’une
injection de microbulles (e.g. l’agent SonoVue). Les microbulles entrent alors en résonance avec
les ultrasons et subissent une succession de gonflements et de compressions, qui peut s’achever
par l’éclatement de la microbulle. Ces phénomènes participent notamment à la distension des
jonctions serrées [Liu 14]. La perméabilisation de la BHE qui en résulte est locale et temporaire.
Les paramètres de la sonication peuvent en effet être réglés pour que celle-ci soit réversible ou
irréversible [Wood 14].

Cette stratégie est peu invasive pour le patient et offre de nouvelles perspectives pour le traite-
ment des tumeurs récurrentes ou inopérables. De plus, elle est applicable au transport de nombreux
autres médicaments de chimiothérapie, d’anticorps, de NPs thérapeutiques ou encore de thérapies
géniques dans le cerveau, pour le traitement des tumeurs ou d’autres maladies comme la maladie
d’Alzheimer [Etam 12, Brya 16].

A ses débuts, cette méthode engendrait des effets secondaires comme des oedèmes ou des
hémorragies [Ober 16]. L’optimisation des paramètres (fréquence, pression acoustique) permet de
réduire ces lésions. Une autre limite de cette méthode réside dans l’atténuation des ultrasons par le
crâne [Hyny 05]. Celui-ci déforme et absorbe 90% de l’énergie des ultrasons chez l’homme. Clement
et al. proposent un système composé de 64 émetteurs individuels permettant ainsi de corriger les
aberrations induites par le crâne [Clem 00]. Cependant, cette méthode demande l’installation d’un
cadre stéréotaxique et le rasage de la tête du patient, ce qui se révèle être pesant pour le patient
et problématique pour dans le cas de sessions répétées d’ouverture de la BHE.

Plutôt que de délivrer les ultrasons depuis l’extérieur du crâne, il est aussi envisageable d’im-
planter un transducteur intracrânial. Carpentier et al. portent actuellement cette solution en essais
cliniques de phases I/II pour le traitement des rechutes de gliobastome. Un transducteur (Sono-
Cloud) est alors implanté sous le crâne, comme visible dans la figure 3.9. Ce transducteur émet
des ultrasons pulsés non focalisés de basse intensité. Des études chez les primates montrent que
l’exposition répétée aux ultrasons ainsi délivrés sur 3 mois est sans conséquence comportementale,
immunologique ou neurologique. Dans les essais cliniques, tous les cycles de sonication sont couplés
à l’injection de microbulles SonoVue et sont suivis par l’injection systémique de carboplatine. Le
traitement réalisé près des aires du langage ou motrices n’a pas induit d’effets secondaires : les
patients ont prouvé leur capacité à parler et bouger dans les 6 h après le traitement. Les résultats
sont encourageants et le traitement est bien toléré. L’une des principales limitations rencontrées
réside dans l’étroitesse du champ de l’émission des ultrasons (1 cm de diamètre), qui est parfois
incapable de couvrir toute la tumeur.

Cette méthode récente d’ouverture locale de la BHE offre de nouvelles possibilités à un grand
nombre de thérapies. Les paramètres du traitement extra ou intracrânial restent à définir, de façon
à ouvrir la BHE sans augmenter la température des tissus à un niveau trop élevé, technique utilisée
pour la thérapie ablative par ultrasons [Brya 16]. La cinétique de fermeture de la BHE suite à sa
perméabilisation dépend aussi de ces paramètres. L’étanchéité de la BHE serait à nouveau complète
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Figure 3.9 – (A) Délivrance d’ultrasons non focalisés sous l’os du crâne pour augmenter la perméabilité de la BHE
suite à une injection de microbulles afin de favoriser la distribution de composés chimiothérapeutiques dans les tumeurs
cérébrales. Le transducteur utilisé (SonoCloud) (B) émet des ultrasons pulsés de basse intensité. Figures tirées de
[Carp 16].

après 8h chez le petit animal, avec un temps de décroissance caractéristique de 2h [Park 12].

3.4 Le Chapitre 3 en quelques mots

L’efficacité de la chimiothérapie dépend de la distribution des agents thérapeutiques en quan-
tités suffisantes à l’intérieur de la tumeur. Dans le cas des tumeurs cérébrales, la barrière
hémato-encéphalique (BHE), qui régule le passage des substances circulant dans le sang vers le
cerveau, est un frein important à la distribution de ces agents. La plupart des traitements pour
les encéphalopathies se heurtant également à cette barrière biologique protectrice, un effort
de recherche particulier a été fait ces dernières années visant à contourner, modifier ou même
rompre la BHE. De ces études, deux types de stratégies émergent :

- L’injection systémique des composés, avant ou sans rupture préalable de la BHE
(rupture chimique ou mécanique), repose sur l’existence de l’“effet EPR”. L’effet EPR
(Enhanced Permeability and Retention) est un processus par lequel les composés s’accu-
mulent passivement dans la tumeur, bénéficiant de la relative perméabilité de la BHE au
niveau de la zone tumorale. L’injection systémique ne permet cependant pas d’atteindre
des concentrations suffisantes de composés dans la tumeur et peut induire une toxicité
aux autres organes de l’individu.

- Les traitements locaux ciblent plus précisément la tumeur et permettent d’atteindre
des concentrations plus élevées d’agents thérapeutiques dans la zone tumorale. Les com-
posés sont alors directement injectés dans la tumeur (CED (Convection Enhanced Deli-
very), systèmes implantables, microréservoirs, gels injectables, ...). Ces traitements sont
généralement plus lourds pour le patient et nécessitent une opération chirurgicale dans
la plupart des cas.

Au cours de ces travaux de thèse, nous nous sommes intéressés à une méthode peu invasive
qui permettrait d’accumuler les NPs dans la tumeur. La méthode “Cheval de Troie” consiste
à utiliser des cellules immunitaires, les monocytes/macrophages, pour distribuer les NPs dans
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la tumeur. En résumé, les monocytes/macrophages sont chargés en NPs Fe ex vivo, puis injectés
par voie systémique. Attirées par la tumeur, ces cellules sont capables de s’infiltrer à travers
la BHE et de rejoindre les zones centrales du gliome. Il est possible de renforcer le potentiel
attractif de la tumeur en l’irradiant avant l’injection des monocytes/macrophages.

Une autre méthode sera abordée à la fin de ce manuscrit : il s’agit d’ouvrir localement
la BHE grâce aux interactions entre les ultrasons (focalisés sur la zone à perméabiliser)
et des microbulles injectées par voie systémique. Les microbulles entrent en résonance avec
les ultrasons et subissent une succession de gonflements et de compressions, participant à la
perméabilisation locale de la BHE (écartement des cellules endothéliales). L’ouverture de la
BHE par ultrasons non focalisés associée à l’injection d’un médicament chimiothérapeutique
fait actuellement l’objet d’études cliniques [Carp 16].
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Problématique

Malgré les efforts de recherches produits pendant ces dernières décades, le traitement des
gliomes, tumeurs cérébrales malignes, ne sont toujours que palliatifs. Le protocole de traitement
proposé aux patients, appelé Protocole de Stupp, combine la chirurgie, la chimiothérapie et la ra-
diothérapie. Les bénéfices thérapeutiques de chacune de ces trois méthodes restent limités par la
difficulté de leur mise en oeuvre au sein du cerveau ainsi que par le caractère invasif et résistant de
ce type de tumeur.

Dans ces travaux, une piste d’optimisation de la radiothérapie appliquée au traitement du
glioblastome sera étudiée. La radiothérapie usuelle est principalement limitée par le compromis
à trouver entre un dépôt de dose suffisamment élevé dans la tumeur et la tolérance des tissus
sains. En effet, les rayons X déposent indifféremment leur énergie dans les tissus, qu’ils soient
tumoraux ou sains. Les dommages cellulaires induits par ce dépôt d’énergie, exploités dans un
objectif thérapeutique dans la tumeur, sont par contre délétères pour le cerveau. La dose déposée
dans la tumeur est donc déterminée en fonction des dommages que les tissus sains sont capables
de supporter et réparer.

La SSRT, ou radiothérapie synchrotron, repose sur la distribution d’atomes lourds dans la
tumeur pour augmenter le dépôt de dose de manière locale. L’interaction des rayons X et des
atomes lourds provoque l’émission d’électrons secondaires, amplifiant ainsi les dommages dans un
rayon maximal de quelques cellules. Ce protocole de traitement a été mené jusqu’en phase d’essais
cliniques en utilisant des agents de contraste iodés. Ces agents de contraste sont accumulés dans la
tumeur par un processus passif, l’effet EPR, tirant profit de la perméabilité relative de la barrière
hémato-encéphalique au niveau des tissus néoplasiques.

Si les agents de contraste iodés sont utilisés depuis les prémices de cette méthode, d’autres
composés sont aujourd’hui considérés : les nanoparticules (NPs) métalliques font l’objet d’un en-
gouement marqué depuis les expériences pionnières de Hainfeld et al., qui prouvèrent le potentiel
des NPs d’or associées à la radiothérapie pour traiter un modèle sous-cutané de carcinome mam-
maire. Depuis, de nombreux éléments lourds ont été expérimentés dans le cadre de cette stratégie
thérapeutique (gadolinium, argent, platine, ...). Ces travaux de thèse portent sur l’étude de NPs
d’oxyde de fer Fe3O4 (NPs Fe) appliquées au renforcement du dépôt de dose pour la radiothérapie
des gliomes.

Ces travaux seront restitués dans deux parties indépendantes, chacune présentant un
axe de réflexion sur l’utilisation de ces NPs Fe dans le cadre de la SSRT :

1. La présence des NPs Fe dans un gliome permet-elle d’augmenter la dose reçue par la tumeur
lors de l’irradiation par rayons X ?

2. Par quel procédé, le moins invasif possible pour le patient, est-il possible d’obtenir une
répartition suffisamment uniforme des NPs Fe dans la tumeur ?
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Lors de ces trois années de thèse, d’autres composés ont aussi été expérimentés dans le même
objectif, celui d’augmenter localement la dose. J’ai choisi de ne présenter que les résultats concernant
les NPs Fe afin d’éviter autant que possible de diluer le message principal. Certains résultats obtenus
avec ces autres composés seront toutefois abordés à titre de comparaison avec le fer.

Les résultats seront discutés dans chacun des chapitres, et ce manuscrit s’achèvera par une
discussion générale reprenant, de manière plus globale, les différents aspects du sujet abordés dans
la restitution de ces travaux.

1. Potentiel des NPs de fer pour augmenter le dépôt de dose local

Les NPs Fe sont utilisées dans des domaines variés, de la physique aux applications biomédicales.
Dans ces travaux de thèse, le potentiel des NPs Fe pour augmenter localement la dose sera envisagé
comme piste d’optimisation de la radiothérapie des tumeurs cérébrales. En effet, lorsqu’ils sont
irradiés par des rayons X, les atomes de fer émettent des électrons, appelés “électrons secondaires”,
qui vont ensuite déposer leur énergie autour de l’atome de fer, et ce, dans un rayon inférieur à la
centaine de µm. Ce dépôt d’énergie induira des dommages supplémentaires aux cellules voisines.
Le principe de fonctionnement de cette stratégie est schématisé dans la figure 3.10.

Figure 3.10 – Schéma illustratif de la stratégie d’augmentation de dose délivrée aux tissus tumoraux par accumulation
d’atomes lourds dans la tumeur.

Cependant, les expériences ont montré que les lois de la physique ne permettaient pas d’expliquer
la totalité des phénomènes impliqués dans l’irradiation d’une tumeur ayant accumulé des atomes
lourds. En pratique, un effet thérapeutique a parfois été observé à des énergies d’irradiation pour
lesquelles la physique ne prévoyait aucun bénéfice. L’effet thérapeutique mesuré est donc provoqué
par une combinaison de mécanismes : des processus physiques (augmentation de la dose par le
dépôt d’énergie des électrons secondaires), des processus chimiques (augmentation de la production
de radicaux libres) voire un effet biologique, souvent énoncé pour expliquer l’observation d’un effet
d’origine incomprise, mais qui peut par exemple être du aux NPs rendant les cellules tumorales
plus sensibles aux effets de l’irradiation.

L’accumulation des NPs Fe dans la tumeur préalablement à l’irradiation permet-elle d’obtenir
un effet thérapeutique ? Par quel mécanisme les NPs Fe agissent-elles ? Pour tenter d’apporter
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quelques éléments de réponse à ces questions, plusieurs aspects seront abordés dans ces travaux :

1. nous présenterons tout d’abord une première étude visant à apporter une meilleure compréhension
des processus purement physiques entrant en jeu. Cette étude a été réalisée grâce à l’ou-
til PENELOPE, un code Monte Carlo adapté au domaine de la physique médicale.

2. la caractérisation des NPs Fe utilisées tout au long de ces travaux sera présentée dans un
second chapitre. Cette étude visait à mieux connâıtre et appréhender cet outil que sont les
NPs. La taille des NPs Fe a été mesurée par deux méthodes différentes, et la concentration
de la solution mère a été contrôlée. La sonication des NPs Fe comme moyen de rendre les
expériences plus reproductibles sera discutée.

3. un troisième chapitre sera consacré aux interactions entre les cellules de gliome et
les NPs Fe, sans irradiation. Cette étude permet d’apporter quelques éléments quant aux
“effets biologiques” s’ajoutant ensuite aux effets physico-chimiques lors de l’irradiation. Les
conséquences de l’exposition de cellules de gliome de rat aux NPs Fe ont donc été étudiées
in vitro : l’internalisation des NPs Fe par ces cellules a été quantifiée et la distribution
intracellulaire de l’élément fer a été analysée. Enfin, l’impact de cette internalisation sur la
prolifération des cellules et le cycle cellulaire sera questionné.

4. l’effet sur la survie après irradiation de l’exposition des cellules de gliomes aux NPs Fe sera
abordé dans un quatrième chapitre. Deux méthodes de mesure de la survie cellulaire ont
été employées et ces choix feront l’objet d’une discussion applicable dans d’autres domaines.
La dépendance de cet effet à l’énergie et à la concentration des NPs Fe dans le milieu de
culture sera analysée. Ce chapitre sera aussi l’occasion de tisser un lien entre l’impact des
NPs Fe sur les cellules sans irradiation (étudié dans le chapitre précédent) et l’effet sur la
survie mesuré après irradiation.

5. cette partie s’achèvera avec la présentation des résultats d’une première étude pilote chez le
rat porteur du gliome F98. Les animaux ont été injectés ou non avec les NPs Fe, par voie
intratumorale ou intraveineuse, et les tumeurs ont ensuite été irradiées à 35 keV.

2. Transport et distribution des NPs Fe dans la tumeur

Le transport et la distribution des composés thérapeutiques dans les gliomes font l’objet de
nombreuses études spécifiques. En effet, la plupart des médicaments utilisés en chimiothérapie ne
pénètrent pas dans les gliomes en quantité suffisante, bloqués par la barrière hémato-encéphalique.
Cette problématique se retrouve aussi dans notre contexte : si les NPs Fe révèlent un potentiel pour
renforcer le dépôt de dose, encore faut-il pouvoir répartir les NPs Fe dans la tumeur pour garantir
le succès du traitement.

Ces travaux visaient donc à explorer une méthode novatrice pour transporter les NPs dans la
tumeur de façon peu invasive et les y distribuer de la manière la plus homogène possible. Cette
technique consiste à bénéficier des capacités de phagocytose des monocytes/macrophages pour
accumuler des NPs Fe dans ces cellules. Les monocytes/macrophages chargés sont ensuite injectés
de façon systémique dans le sang. Attirés par les signaux chimiques produits par l’environnement
tumoral, les monocytes/macrophages migrent dans la tumeur en passant la BHE. L’attraction des
monocytes/macrophages pour la tumeur peut potentiellement être amplifiée par une irradiation
préalable de la tumeur en MRT (Microbeam Radiation Therapy). Pour finir, la tumeur sera irradiée
avec un faisceau synchrotron monochromatique de rayons X. Les NPs qui seront concentrées dans la
tumeur émettront des électrons toxiques pour les cellules avoisinantes. Cela mènera à la destruction
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de la tumeur tout en épargnant les tissus sains. Cette stratégie, utilisant des cellules immunitaires
comme Chevaux de Troie, est schématisée sur la figure 3.11.

Figure 3.11 – Schéma décrivant le principe général de la thérapie utilisant les macrophages comme Chevaux de Troie.
Figure adaptée de [Weis 14] et [Gu 11].

La deuxième partie de ces travaux de thèse est donc consacrée au transport des NPs Fe dans
une tumeur cérébrale. Elle s’organise selon trois chapitres :

1. le potentiel des monocytes/macrophages comme transporteurs de NPs Fe a tout
d’abord été vérifié in vitro. Pour cela, l’internalisation des NPs Fe par des monocytes/
macrophages de lignée a été quantifiée. La distribution de fer dans les cellules a été observée
et l’impact sur la viabilité des cellules a été mesuré.

2. dans un second chapitre, l’utilisation des monocytes/macrophages comme Chevaux de
Troie a été expérimentée in vivo dans un modèle de gliome chez le rat. Des monocytes/
macrophages de lignée ou primaires ont été marqués puis injectés par voie intraveineuse dans
les animaux. Ceux-ci ont ensuite été sacrifiés et les coupes de cerveau ont été observées dans
le but de retrouver les monocytes/macrophages ayant migré.

3. enfin, un troisième et dernier chapitre fera office d’ouverture en présentant les prémices d’une
nouvelle méthode de distribution des NPs Fe dans la tumeur : il s’agit d’ouvrir localement
la barrière hémato-encéphalique au niveau de la tumeur à l’aide d’ultra-sons focalisés.
Cette courte étude préliminaire a pour objectif de montrer que l’accumulation des NPs Fe
dans les zones ainsi perméabilisées est possible, offrant ainsi une preuve de concept de cette
stratégie pour l’application à la SSRT.
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Chapitre 4

Résultats in silico : simulations
Monte-Carlo
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Objectif : obtenir des ordres de grandeur de l’effet obtenu à une
échelle macroscopique, et tenter d’apporter quelques connaissances
sur les processus physiques intervenant à différentes échelles

Ce chapitre est consacré aux résultats des simulations Monte-Carlo appliquées à l’augmenta-
tion de dose provoquée par la présence de fer. Ces simulations sont réalisées à l’échelle cellulaire et
permettent d’estimer la contribution des différents phénomènes physiques à cette échelle. D’autres
auteurs réalisent des études à une échelle encore plus fine [Poig 17]. Cette étude a pour objec-
tif d’alimenter la réflexion sur les phénomènes physiques en jeu afin d’optimiser par la suite les
protocoles.

Ce travail a été réalisé avec le logiciel de simulations Monte-Carlo PENELOPE, dont l’utilisation
a été éclairée par les précieux conseils de Rachel Delorme (CNRS Orsay), Juan Carlos Garcia
Hernandez (Laboratoire Modélisation et Simulation des Systèmes (LM2S), LIST, CEA Saclay) et
Dimitri Reynard (RSRM Grenoble). Il m’a été possible de construire les codes Python pour traiter
les données générées par les simulations grâce aux conseils d’Emmanuel Brun (RSRM Grenoble).

4.1 La simulation Monte-Carlo appliquée aux interactions photons-
matière

4.1.1 Le code PENELOPE, fondé sur la méthode Monte-Carlo

La méthode Monte-Carlo est une méthode algorithmique permettant d’estimer une valeur
numérique en utilisant des processus stochastiques. Ainsi, la méthode Monte-Carlo s’applique par-
ticulièrement bien aux interactions photon-matière car celles-ci sont uniquement régies par des lois
de probabilités représentées par les sections efficaces. Dans le contexte du renforcement de la dose
par atomes lourds, les simulations Monte-Carlo sont utilisées pour étudier les phénomènes d’inter-
action sur plusieurs échelles : macro, micro et même nanoscopiques. Elles permettent de simuler
les aspects physiques mais certains codes tentent aussi d’introduire les composantes chimiques et
biologiques que les interactions physiques entrâınent.

Le principe général de la simulation Monte-Carlo appliquée aux interactions photons-matière
peut être schématisé comme suit : tout d’abord, un faisceau de particules primaires (dans notre
cas, des photons) dont les propriétés sont décrites par l’utilisateur se propage dans une cible dont
la géométrie et la composition sont elles aussi définies par l’utilisateur. Chacune de ces particules
primaires peut ensuite interagir avec les éléments de la cible : grâce aux lois de probabilité et un
nombre tiré au “hasard”, le code détermine quand et comment chaque particule va interagir. Lors
d’une interaction, la particule pourra être diffusée ou absorbée, et éventuellement mettre d’autres
particules en mouvement. Les nombres ne sont pas réellement choisis au “hasard”, mais sont en
fait générés par la méthode des congruences linéaires [Delo 13]. Un nombre de départ, appelé seed
(“graine”), permet de générer une suite de nombres. La séquence de nombres qui en résulte n’est
donc pas réellement aléatoire car elle est issue d’un algorithme déterministe, mais cette méthode
est réputée pour avoir de bonnes propriétés stochastiques et une période suffisamment grande pour
garder ces propriétés aléatoires [Salv 11].

Le transport des photons est plus simple à simuler que le transport des électrons (ou des
positrons) car, en comparaison, les photons interagissent peu pendant leur parcours dans la matière.
La distance à la prochaine interaction est déterminée par les sections efficaces et des nombres tirés
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au sort. Puis, lors de l’interaction, le même procédé est employé pour décider si cette interaction
génère une perte d’énergie, un changement de direction ou encore une mise en mouvement de
particule secondaire (qui sera étudiée lorsque le photon primaire aura été absorbé dans le milieu ou
sorti du volume d’intérêt).

Le transport des électrons (ou des positrons) est bien plus complexe à simuler car les électrons
interagissent beaucoup, changent fréquemment de direction et perdent en général seulement une pe-
tite fraction de leur énergie à chacune de leurs multiples interactions. La simulation des évènements
“interaction par interaction” entrâıne donc rapidement de grands temps de calcul. C’est pourquoi,
au lieu de décrire les interactions une par une comme cela peut être le cas pour les photons, ces
évènements sont regroupés dans un “pas” global, une étape du trajet de l’électron, pendant le-
quel un certain nombre d’interactions vont avoir lieu. De cette étape “globale” résultera une perte
d’énergie “globale” et un changement de direction “global”.

Ces travaux ont été réalisés grâce au code PENELOPE 2014 (pour PENetration and Energy
LOss of Positrons and Electrons), un code dédié au transport des photons, électrons et positrons
dans le cadre de la physique médicale. Il est donc optimisé pour fonctionner aux énergies qui nous
intéressent particulièrement, permettant d’étudier le transport de ces particules dans une gamme
d’énergie allant de la centaine d’eV au GeV. Ce code a été développé par Francesc Salvat, Jose
M. Fernandez-Varea et Josep Sempau en 1995 et a évolué au cours de plusieurs versions dont la
dernière à ce jour est PENELOPE 2014, un code écrit en Fortran 90. Les sources des sections
efficaces utilisées dans PENELOPE ne seront pas détaillées ici mais sont répertoriées dans les
chapitres 2 et 3 du manuel [Salv 11].

PENELOPE est un code de classe II, c’est-à-dire qu’il utilise un procédé mixte pour simuler
le transport des électrons : la méthode condensée décrite précédemment est appliquée dans le cas
d’évènements dits soft pendant lesquels les électrons sont peu déviés et perdent peu d’énergie. Dans
ce cas, plusieurs évènements sont groupés dans un “pas” global. Pour les autres évènements, dits
hard, le trajet de l’électron est détaillé comme pour les photons -ce qui augmente les temps de
calculs. Le seuil entre les interactions soft et hard sont déterminés par l’utilisateur.

4.1.2 Application à l’augmentation de dose par atomes lourds

L’utilisation de codes Monte-Carlo pour simuler l’augmentation de dose par éléments lourds
sous forme de NPs est au coeur de plusieurs études visant à optimiser les conditions expérimentales
et à comprendre l’origine des phénomènes observés in vitro et in vivo. Cette section retrace suc-
cinctement un historique de cette application des codes Monte-Carlo. Elle a pour objectif de mettre
en valeur les avancées et les difficultés actuelles de ce domaine. Cet historique a été réalisé d’après
les travaux de Rachel Delorme [Delo 13].

Il existe principalement deux types de simulations : celles qui s’intéressent à un mélange ho-
mogène eau - atomes lourds, et celles qui s’intéressent à la simulation d’un mélange eau - NPs,
dans lequel les atomes lourds sont liés sous forme de nanoparticules. En pratique, seules quelques
simulations parmi les travaux ayant été réalisés prennent cette géométrie particulière en compte.

Dès les expériences pionnières d’Hainfeld en 2004, une première étude Monte-Carlo a été
initiée dans le but d’estimer le dépôt de dose dû à la présence d’or dans la tumeur. Pour cela,
l’équipe de Cho a simulé les interactions provoquées par la propagation d’un faisceau de pho-
tons X dans une tumeur superficielle présentant une distribution d’or parfaitement homogène. Les
résultats, encourageants, ne permettent toutefois pas d’expliquer la totalité de l’impact biologique
observé par la simulation des seuls phénomènes physiques. La conclusion de ces travaux révèle la
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nécessité d’étudier ces phénomènes à l’échelle microscopique [Cho 05]. McMahon et al. appuient
cette affirmation et suggèrent que les électrons produits par ces interactions sont un des éléments
qui pourraient permettre de comprendre l’effet des NPs couplées à la radiothérapie [McMa 11]. Les
simulations actuelles tendent donc de plus en plus vers l’étude de la distribution du dépôt de dose
à l’échelle du nanomètre autour des NPs.

Dans la même logique, Zhang et al. [Zhan 09] ont étudié l’impact de la géométrie “nano-
particules” par rapport au mélange homogène. Ces simulations requièrent un grand temps de
calcul, estimé à 120 h sur 10 processeurs. Ils observent alors que l’augmentation de dose simulée le
mélange homogène eau-or est supérieure à celle simulée dans le mélange eau - NPs d’or de 100 nm
de diamètre. Ces résultats sont donc encore plus éloignés des observations biologiques, et montrent
l’importance de la géométrie “nanoparticules”.

Faut-il donc encore baisser l’échelle d’étude pour comprendre l’origine des observations biolo-
giques expérimentales ? Autour d’une NP, le dépôt d’énergie a en effet une dimension nanométrique,
notamment due à la production d’électrons Auger et Coster-Krönig. Ces électrons ayant un parcours
inférieur à 100 nm, cela suppose donc que les NPs doivent être proches de l’ADN pour induire un ef-
fet biologique observable. Lechtman et al. utilisent PENELOPE pour étudier l’origine des électrons
et connâıtre la contribution à la dose de chacune des particules produites lors de l’irra-
diation d’une NP d’or. Ils concluent leur travaux en affirmant que ces contributions dépendent du
diamètre de la NP. Alors que la contribution des photoélectrons et photons de fluorescence varie
peu avec la taille de la NP, le nombre d’électrons Auger produits diminue lorsque le diamètre de
la NP augmente car ils sont auto-absorbés. Selon cette étude, les photoélectrons contribueraient
majoritairement au dépôt de dose à l’échelle microscopique et les électrons Auger, au dépôt de dose
à l’échelle nanoscopique (de l’ordre de la centaine de nm) [Lech 11].

Enfin, de plus en plus de modèles cherchent aujourd’hui à introduire dans les simulations la
composante biologique induite par les interactions purement “physiques”. Ainsi, McMahon et al.
associent en 2011 le LEM (Local Effect Model), un modèle permettant de quantifier l’effet biologique
induit par une irradiation d’ions, au module Geant4DNA. Leurs travaux se révèlent assez prédictifs
de la biologie et suggèrent qu’en-dessous d’un rayon de 250 nm autour de la NP d’or, ce sont les
électrons Auger qui contribuent le plus au dépôt de la dose. D’autre part, les travaux en cours de
Beuve et Poignant (IPNL, Lyon) visent à développer un modèle couplant le modèle MDM pour
l’aspect physico-chimique et le modèle Nanox pour l’aspect biophysique (effets biologiques induits
par une irradiation d’ions). Ces simulations auront pour objectif de guider l’optimisation des NPs
lors de leur développement et pour leur transfert en clinique [Poig 17].

En résumé, les simulations Monte-Carlo appliquées à l’augmentation de dose par les NPs se
heurtent aujourd’hui à plusieurs difficultés : les géométries à étudier sont de plus en plus complexes
et impliquent donc de grands temps de calcul. De plus, ces études nécessitent la connaissance des
sections efficaces adaptées aux interactions à l’échelle nanométrique. Enfin, l’introduction de la
composante biologique est en cours d’étude dans des travaux spécifiques, mais ne sera pas abordée
dans ce chapitre.

4.1.3 Stratégies utilisées dans ces travaux

Le code PENELOPE est lancé grâce à un programme général appelé penmain, qui fait appel à
trois fichiers d’entrée décrivant les paramètres de la simulation : un fichier .in, dans lequel l’utilisa-
teur règle notamment les caractéristiques la source, les angles et les énergies de coupure, un fichier
.geo qui décrit la géométrie à étudier et les matières qui la composent, et enfin un fichier .mat qui
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contient les sections efficaces spécifiques aux matériaux. Le fichier .mat relatif à chaque matériau
utilisé dans ces travaux a été créé grâce à un programme interne à PENELOPE.

Trois outils dérivant du code PENELOPE ont été utilisés dans ce chapitre :
- le dépôt de dose dans les différents éléments du modèle géométrique, appelés “bodys”,
- le spectre des particules “émises” par la NP irradiée, grâce aux PSF,
- une visualisation des “chemins” de chaque particule émise, grâce à l’outil Tracks.

4.1.3.1 Renforcement de dose macroscopique

Le renforcement de dose macroscopique a été étudié en modélisant un cube de 1 cm de côté,
contenant soit de l’eau, soit un mélange homogène d’eau et d’un élément lourd (fer, iode ou ga-
dolinium par exemple). La source est une source de photons carrée de mêmes dimensions que le
cube. Le DEF (pour Dose Enhancement Factor, ou facteur d’augmentation de la dose) a ensuite
été calculé selon l’énergie des photons incidents ou la concentration des éléments dans l’eau, avec
la formule suivante :

DEF =
Dose déposée avec l’élément lourd

Dose déposée sans l’élément lourd
(4.1)

Pour obtenir le DEF, l’énergie déposée dans le cube a été tirée du fichier résultat penmain-res.
Connaissant la masse volumique de chacune des conditions (eau, ou eau + atome lourd), il est donc
possible de remonter au DEF : il s’agit du ratio entre la “dose” (en eV/g) calculée pour le cube
contenant l’élément, et la “dose” déposée dans le cube d’eau pour la même énergie d’irradiation.
Le nombre de photons incidents (showers) a été fixé à 1.108. Les incertitudes sur les DEF calculés
par simulation sont de l’ordre de 10−3.

4.1.3.2 PSF : origine des particules secondaires

Il est possible avec PENELOPE d’obtenir le spectre des particules émises lors de l’irradiation
d’une particule grâce à l’outil “PSF” (Phase Space File). Pour cela, la nanoparticule est entourée
d’un autre volume rempli d’eau : lors de la simulation, chacune des particules entrant dans ce volume
sera référencée dans un fichier de sortie, le fichier psf-impdet-01.dat. Il est possible, notamment, de
déduire de ce fichier le spectre en énergie des particules émises ainsi que de remonter aux origines
de ces particules secondaires.

Dans ce but, la géométrie étudiée est celle d’une nanoparticule d’oxyde de fer Fe3O4 cylindrique
de 50 nm de diamètre et de 200 µ de long, placée dans des cylindres concentriques d’eau (rayon : 325
nm, 700 nm, 5 µm, 30 µm ; longueur : 200 µ). Pour le “contrôle”, cette nanoparticule est remplie
d’eau. La source est ponctuelle, et vise l’axe du cylindre. Le choix d’une nanoparticule cylindrique
permet d’augmenter “artificiellement” le nombre d’interactions entre les photons et la matière de
manière à avoir statistiquement assez d’information. Le nombre de photons incidents a été fixé à
500 000 et les EABS (énergies à partir desquelles les particules sont considérées comme absorbées)
ont été descendues à 50 eV.

Pour chaque particule qui pénètre dans le volume fixé pour créer le “PSF”, une ligne est ajoutée
au fichier psf-impdet-01. Chaque colonne indique une des propriétés de cette particule, notamment sa
nature KPAR (1 pour un électron, 2 pour un photon), son énergie et l’interaction dont cette particule
est issue. La nature de l’interaction d’origine de la particule est codée dans les 4 composantes “ILB”.

- ILB1 indique si la particule est une particule primaire (1), secondaire (2) ou issue de l’in-
teraction d’une particule secondaire par exemple (3).
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- ILB2 indique la nature de la particule à l’origine de l’interaction dont est issue la particule
considérée. Elle est codée comme KPAR.

- ILB3 indique la nature de l’interaction. Elle est codée dans la valeur ICOL le tableau 4.2
(A).

- enfin, ILB4 indique les couches atomiques mises en jeu via un nombre “codé” : Z ∗ 106 +
IS1 ∗ 104 + IS2 ∗ 100 + IS3. La manière de “coder” cette partie dépend ensuite des versions
de PENELOPE.

Dans la version “beta” de PENELOPE utilisée pour cette étude, nous pouvons considérer
plusieurs cas :

- IS1 = IS2 = 0 : il s’agit alors d’un photoélectron ayant été arraché à la couche représentée
par la valeur de IS3 (cf 4.1).

- IS1 est non nul : dans ce cas, il s’agit d’un électron Auger, Coster-Krönig ou super Coster-
Krönig. IS1 représente la couche de laquelle le photoélectron a été arraché, IS2 la couche d’où
provient l’électron qui vient combler la vacance, et IS3 la couche de laquelle est l’électron
est éjecté (voir Fig. 4.1).

Figure 4.1 – Schéma illustrant la dénomination des couches électroniques dans le logiciel de simulation Monte-Carlo
PENELOPE pour décrire l’origine du photoélectron (à gauche) et des électrons de relaxation (à droite). D’après les
explications de [Salv 11].

Les couches d’un atome sont dites “externes” lorsque leur énergie d’ionisation est inférieure à
l’énergie seuil Ec. Cette énergie est définie comme le maximum entre 50 eV et les énergies d’ioni-
sation des couches N7 et O1 lorsqu’elles existent. Lorsqu’un photoélectron arrache un électron à
une des couches externes, le code considère que l’électron reçoit toute l’énergie du photon, et que
le processus n’entrâıne pas de relaxation de la part de l’atome.

Pour analyser ces données, un code python a été écrit de manière à récupérer les origines
et l’énergie de chaque particule. Par exemple, un photoélectron issu de la couche L du fer sera
décrit par les paramètres suivants : KPAR=1, ILB2=2, ILB3=3 (un électron, issu de l’interaction
photoélectrique qui est déclenchée par un photon incident, et qui n’est pas un électron issu de la
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Figure 4.2 – (A) Notation des interactions (ICOL) dans le code Monte-Carlo PENELOPE. (B) Notation des couches
électroniques dans le code Monte-Carlo PENELOPE. Tableaux tirés de [Salv 11].

relaxation), puis par Z=26, IS1=IS2=0 et IS3 compris entre 2 et 4 (selon la sous-couche L dont il
est issu).

4.1.3.3 “Chemins”

Enfin, l’outil Tracks de PENELOPE a été utilisé pour afficher les “traces” des particules, c’est-
à-dire leur position et leur énergie juste après chacune des interactions qu’elles subissent. Le pro-
gramme ParticleTracks.exe est lancé et prend pour entrée les mêmes fichiers habituels .in, .mat et
.geo. La géométrie utilisée est une nanoparticule cylindrique de 50 nm de diamètre et de 1 mm de
long, dans un cube d’eau de 1 mm de côté. Cette nanoparticule est remplie d’eau ou d’un mélange
homogène eau + fer à 100 mg/mL. Le mélange eau + fer remplace l’oxyde de fer Fe3O4 pour
réduire la taille des fichiers de sortie (sinon les données, trop lourdes, deviennent complexes à trai-
ter). Toutefois, les probabilités d’interactions de photons dans ce mélange restent assez fiables avec
les paramètres étudiés. C’est pourquoi la NP est modélisée comme cylindrique pour augmenter le
nombre d’interactions selon l’axe d’irradiation. Le nombre de photons incidents est alors fixé à 80
000, la limite supérieure pour pouvoir aisément traiter les données.

Une fois les données générées, un code python écrit pendant ces travaux permet de récupérer
les fichiers electron.trk et photon.trk pour afficher les traces des électrons et des photons. En effet,
les fichiers .trk indiquent les positions des particules et leur énergie. Les données ont été utilisées
de deux manières. D’un côté, le code python génère une carte en 2D des traces, permettant ainsi
d’observer la distribution des échanges d’énergie. D’autre part, le code python calcule la distance
des interactions par rapport à l’axe du cylindre. L’histogramme qui en résulte indique la distribution
du nombre d’interactions par rapport à l’axe du cylindre. Cette information, à défaut de donner une
mesure de la dose, permet toutefois de discuter de la contribution de chaque mécanisme d’interaction
selon l’échelle étudiée. Les électrons interagissant de plus en plus lorsqu’ils perdent de l’énergie, il
est possible de déterminer grossièrement leur rayon d’action avec cette méthode.

4.2 Résultats : dose dans un cube homogène de 1 cm de côté

La figure 4.3 représente l’évolution du DEF dans un cube homogène de 1 cm de côté, selon
l’énergie d’irradiation. Plusieurs éléments ont été étudiés à titre de comparaison avec le fer : les
concentrations représentées dans cette figure sont représentatives de ce qu’il est possible de mesurer
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en vivo dans les gliomes. La concentration de fer représente une concentration réaliste de fer dans
les cellules.

Figure 4.3 – (A) Evolution du DEF simulé en fonction de l’énergie d’irradiation pour diverses concentrations de Fe,
d’Au, d’I ou de Gd. Les atomes lourds sont répartis de façon homogène dans le volume considéré. (B) Evolution du
DEF simulé en fonction de la concentration des composés dans le milieu. Les incertitudes sur les DEF calculés par
simulation sont de l’ordre de 10−3.

4.2.1 Influence de l’élément

Le fer est, au premier abord, bien moins attrayant que l’or ou le gadolinium, car l’effet phy-
sique théorique pour une même concentration d’élément est moindre avec le fer. Cependant, cette
affirmation doit être remise dans le contexte de la concentration qu’il est possible d’obtenir in vivo.
Selon les simulations représentées dans la figure 4.3 (A), une accumulation de 10 mg/mL de fer
dans la tumeur permettrait d’obtenir un renforcement du dépôt de dose comparable à celui qu’il est
possible d’obtenir avec l’iode ou de gadolinium à des concentrations réalistes in vivo. Ces résultats
confirment l’intérêt du fer pour l’augmentation de dose.

4.2.2 Influence de l’énergie

Selon ces simulations, l’énergie “optimale” pour obtenir le DEF le plus important avec le fer se
situe entre 30 et 45 keV (fig. 4.3 (A)). Cette énergie optimale est un peu plus élevée pour l’iode
ou le gadolinium (plutôt autour de 50 keV pour l’iode, et 60-70 keV pour le Gd). D’un point de
vue clinique, ces résultats sont plutôt défavorables pour le fer : s’il est encore possible d’irradier un
gliome à 80 keV, il devient plus complexe d’irradier ces tumeurs profondes à 40 keV. Le faisceau
serait très vite atténué par les tissus sains et peu de photons atteindraient la tumeur. Cependant,
selon les résultats de la figure 4.3 (B), un effet d’augmentation de dose à 80 keV peut être obtenu
avec le fer si la concentration en fer dans la tumeur est suffisante.

La forme globale de ces courbes reste similaire pour tous les éléments : elle est donnée par l’ab-
sorption des rayons X par l’eau selon l’énergie d’irradiation. Aux basses énergies, l’effet photoélectrique
est très probable pour les éléments lourds mais l’eau absorbe aussi les rayons X, diminuant ainsi le
gain apporté par les éléments lourds. Aux hautes énergies, l’effet photoélectrique devient de moins
en moins probable. Le DEF tend donc à nouveau vers 1.
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4.2.3 Influence de la concentration

L’influence de la concentration des éléments sur le DEF est en accord avec les résultats présentés
dans l’état de l’art et les expériences in vitro et in vivo dans le domaine du renforcement de dose
par atome lourd : plus la concentration en élément lourd est élevé, plus le DEF est important. Pour
le fer, les fortes concentrations (10 à 100 mg/mL) sont représentatives des concentrations atteintes
dans les cellules de gliome après 24 h d’exposition aux NPs Fe [Gime 15]. Les concentrations de
fer dans le milieu de culture utilisées in vitro (0.02 à 0.15 voire 0.3 mg/mL) ne permettraient par
contre pas d’obtenir de renforcement de la dose significatif. C’est donc bien l’incorporation massive
de fer par les cellules qui rend l’approche intéressante.

4.2.4 Utilisation de ces résultats

Le DEF présenté dans la figure 4.3 est un DEF “macroscopique” issu de la comparaison de
l’énergie déposée dans des cubes homogènes d’eau ou de mélange eau + élément lourd. Les éléments
lourds sont “dilués” de manière homogène dans ce volume et ne sont pas sous forme de NPs. Nous
avons vu dans l’état de l’art que la géométrie “nanoparticule” n’induit pas le même dépôt de
dose que l’élément dilué, bien que les concentrations globales en élément dans le volume soient les
mêmes. Ces simulations ont donc simplement pour vocation de donner des ordres de grandeur et
une tendance générale de l’évolution du DEF avec l’énergie et selon l’élément utilisé.

4.3 Résultats : spectre des particules émises par la NP cylindrique

Lors de cette étude, le spectre des photons et électrons “émis” par la nanoparticule lors de
l’irradiation a été étudié à plusieurs échelles : notamment, juste en sortie de la nanoparticule (donc
à 50 nm de l’axe du cylindre), à l’échelle sub-cellulaire (à 700 nm et 5 µm de l’axe du cylindre), et
à l’échelle de plusieurs cellules (à 30 µm de l’axe du cylindre). La distance de 5 µm représente une
moitié de cellule environ.

4.3.1 Spectre d’“émission” à 30 keV

Un exemple de spectre en sortie de la nanoparticule après une irradiation à 30 keV est représenté
dans la figure 4.4.

Les photons sont représentés en orange. Nous pouvons observer les photons Rayleigh, qui ont
la même énergie que les photons incidents, ainsi que le front de photons Compton, d’énergie un
peu inférieure à celle des photons incidents. D’autre part, des photons émis à une énergie spécifique
proviennent de la relaxation radiative des atomes lorsque ceux-ci se retrouvent dans un état excité
(effet photoélectrique, ionisation des couches internes par des électrons, par exemple). L’émission
Bremsstrahlung reste peu fréquente à ces énergies.

Les électrons sont représentés en bleu. Nous pouvons repérer, parmi les électrons de haute
énergie, les photoélectrons qui sont arrachés des couches externes par effet photoélectrique. Selon les
approximations faites par PENELOPE, les photoélectrons arrachés des couches externes reçoivent
toute l’énergie du photon incident (4.1.3.2). Les photoélectrons arrachés des couches internes ont une
énergie spécifique dépendante de l’énergie d’irradiation et de l’énergie de liaison. Les photoélectrons
K de l’oxygène ou les photoélectrons de la couche L du fer ont pour la plupart une énergie proche
de l’énergie d’irradiation, car leur énergie de liaison reste faible. Nous pouvons observer par ailleurs
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un pic à 23 keV environ, relatif aux photoélectrons de la couche K du fer après irradiation à 30
keV. Les électrons issus de la relaxation des atomes excités (Auger, Coster-Krönig, super Coster-
Krönig) sont émis à des énergies bien précises, spécifiques de l’atome. Enfin, aux plus basses énergies,
nous pouvons retrouver les électrons qui proviennent des interactions Compton, et qui ont donc une
énergie basse complémentaire de celle des photons Compton. A ces électrons s’associent les électrons
issus des ionisations des couches internes par d’autres électrons (inner shell impact ionization) ainsi
que les électrons ayant subi des collisions avec un échange d’énergie ou de direction suffisamment
important pour être étudié séparément (hard inelastic collisions). Ces collisions sont aussi possibles
mais bien plus rares pour les électrons de plus haute énergie.

Figure 4.4 – Spectre en énergie des photons et des électrons secondaires émis hors d’une NP d’oxyde de fer Fe3O4 de
50 nm de diamètre lors d’une irradiation à 30 keV.

L’énergie des photons et électrons issus de relaxations radiatives et non radiatives ne
dépend pas de l’énergie des photons incidents. Elle est caractéristique de l’atome subissant l’inter-
action. L’énergie des photons de fluorescence correspond à la différence des énergies d’ionisation de
la couche dont est issu le photoélectron (pour une énergie d’irradiation à 30 keV, il s’agit la plupart
du temps de la couche K) et de la couche dont est issu l’électron comblant la vacance (la plupart
du temps, pour le fer : les couches L3 et L2, et M2-M3 ; voir table ci-dessous).

A une énergie d’irradiation de 30 keV, les électrons Auger, Coster-Krönig et super Coster-
Krönig résultent pour la plupart de la relaxation d’un atome de fer comblant une vacance en couche
K. Leur énergie est égale à E = E1 − E2 − E3 avec les Ei les énergies d’ionisation des couches
suivantes : 1, la couche comportant la vacance, 2 : la couche d’où provient l’électron comblant la
vacance, 3 : la couche depuis laquelle l’électron Auger est émis (voir fig. 4.1). Si l’électron qui vient
combler la vacance provient de la couche L, les électrons Auger résultants auront en général une
énergie plutôt basse, autour de 5.5 keV. Si l’électron comblant la vacance provient d’une couche
supérieure (la couche M par exemple), l’énergie des électrons Auger sera un peu plus élevée. Cette
relaxation est toutefois moins probable. Les relaxations les plus fréquentes sont celles pour lesquelles
les électrons de relaxation sont émis de la couche L3.
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Couche Couche Energies d’ionisation Energies d’ionisation
(PENELOPE) correspondante pour O (eV) pour Fe (eV)

1 K 5.38000 102 7.11700 103

2 L1 2.84800 101 8.51000 102

3 L2 1.36200 101 7.26000 102

4 L3 1.36200 101 7.13000 102

5 M1 9.80000 101

6 M2 6.10000 101

7 M3 5.90000 101

8 M4 9.00000

8 M5 9.00000

8 N1 7.87000

4.3.2 Evolution du spectre d’“émission” selon l’énergie d’irradiation

La figure 4.5 représente l’évolution du spectre d’“émission” juste en sortie de la NP en fonction
de l’énergie des photons incidents. Cette figure est associée à la figure 4.6 (A) qui indique les
proportions d’électrons “émis” selon leur origine pour chaque énergie. Pour une énergie d’irradiation
de 6 keV (inférieure au seuil K du fer), les électrons proches de l’énergie d’irradiation sont surtout
des photoélectrons de la couche L pour le fer et de la couche K pour l’oxygène. A 8 keV, une
composante d’électrons Auger (ou Coster-Krönig et super Coster-Krönig) apparâıt dans le cas de
l’irradiation de la NP Fe. En effet, cette énergie d’irradiation est tout juste supérieure au K-edge du
fer : l’interaction photoélectrique avec la couche K est donc très probable. Les photoélectrons, par
contre, n’apparaissent pas encore car les photons apportent une énergie suffisante pour les arracher,
mais insuffisante pour que ceux-ci puissent ensuite être transportés. Il faut attendre des énergies
d’irradiation un peu plus grandes (10 keV par exemple) pour voir apparâıtre la composante des
photoélectrons K du fer.

A 30 keV et plus, le front de photons Compton et la masse d’électrons mis en mouvement
correspondante deviennent bien visibles et prennent de l’ampleur lorsque l’énergie d’irradiation
augmente. De fait, pour l’irradiation d’une NP “d’eau”, les électrons Compton représentent presque
50% des électrons “émis” à 30 keV, puis plus de 90% à 80 keV. D’autre part, la composante de
photoélectrons et d’électrons de relaxation diminue avec l’énergie : les interactions photoélectriques
sont en effet de moins en moins probables. Cependant, pour l’irradiation d’une NP de Fe3O4 à 80
keV, les électrons Compton ne représentent qu’un peu plus de 20% des électrons émis. Presque
80% des électrons émis proviennent de l’effet photoélectrique ou des relaxations atomiques qu’il
engendre.

Ces mêmes simulations ont aussi été réalisées à différentes distances de la NP, de manière à voir
jusqu’à quelle distance les particules peuvent être retrouvées. La figure 4.6 indique les proportions
des électrons émis selon leur origine, à différentes énergies et à différentes distances de la NP (juste
en sortie, à 325 nm, 700 nm ou 30 µm).

Comme nous l’avons constaté avant, les photoélectrons de la couche K de l’oxygène, et de
la couche L du fer (le cas échéant) prédominent juste sous le K-edge du fer. Juste au-dessus du
K-edge du fer, seuls les électrons Auger apparaissent car les photoélectrons n’ont pas l’énergie
nécessaire pour être transporté. D’autre part, les interactions photoélectriques avec la couche L
du fer deviennent bien moins probables. A des énergies d’irradiation plus élevées, les électrons
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Figure 4.5 – Spectre en énergie des photons et des électrons secondaires émis hors d’une NP d’oxyde de fer Fe3O4

de 50 nm de diamètre lors d’une irradiation à 6, 8, 10, 30, 51 ou 80 keV. Le spectre relatif à l’irradiation d’une NP
identique remplie d’eau est donnée à titre comparatif.

issus directement ou indirectement (relaxation) de l’interaction photoélectrique deviennent moins
nombreux.

A 300 nm de la NP, plus de 80% des électrons Auger sont encore présents. Les photoélectrons
de la couche K du fer et de l’oxygène ont presque tous été absorbés pour une énergie d’irradiation
de 10 keV : en effet, l’énergie qui leur était attribuée ne leur permet pas de parcourir plus de 800
nm selon les données de la Fig. 4.8. A 675 nm de la NP, il reste moins de 20% des électrons Auger,
ce qui suggèrent que ceux-ci sont absorbés en majorité entre 300 et 700 nm. A 5 µm de la NP,
les électrons “émis” par la NP Fe sont à plus de 80% les électrons de la couche K du fer et de
l’oxygène. Les autres ont été absorbés. A 30 µm de la NP, il ne reste que peu d’électrons n’ayant
pas été absorbés.
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Figure 4.6 – Proportions des électrons émis sortant d’une NP d’oxyde de fer Fe3O4 (ou remplie d’eau) de 50 nm
de diamètre, selon le processus qui les a mis en mouvement ou les interactions qu’ils ont subis (diffusion). La NP
est irradiée à différentes énergies (6, 7.12, 8, 10, 30, 51 et 80 keV) et les spectres des particules secondaires sont
mesurés à différentes distances radiales (50 nm, juste en surface, puis 325 nm, 700 nm, 5 µm, 30 µm). Le faisceau
est ponctuel et traverse la NP en son centre.

Cependant, il est intéressant de remarquer que, dans le cas de l’irradiation d’une NP d’“eau”,
très peu d’électrons parviennent à atteindre une distance de 5 µm. A l’inverse, à 30 keV, il reste
encore plus de 70% de photoélectrons de la couche K du fer et de l’oxygène. Pour une énergie
d’irradiation de 80 keV, plus de 80% des photoélectrons de la couche K du fer et de l’oxygène sont
encore présents à 30 µm de la NP, bien qu’ils soient peu nombreux dès le départ.

En résumé, ces simulations suggèrent que les électrons de relaxation déposent leur énergie
localement, à plusieurs centaines de nm de la NP. Le “rayon d’action” des photoélectrons dépend
de l’énergie d’irradiation. Pour une énergie d’irradiation de 80 keV, la plupart des photoélectrons
seront transportés sur plusieurs dizaines de µm (donc potentiellement plusieurs cellules), ce qui
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rendrait possible l’approche Cheval de Troie à ces énergies. Aux énergies d’irradiations proches du
K-edge du fer, la plupart de l’énergie serait déposée dans la cellule, dans un périmètre inférieur à
5 µm. Cependant, ces données prennent seulement en compte les particules traversant la surface
considérée pour le PSF. Les interactions internes aux volumes, comme par exemple les
interactions photons-électrons générant des électrons de très basse énergie contribuant
à un dépôt local de dose, n’apparaissent pas puisque ces électrons sont très rapidement
absorbés et ne traversent pas la surface “détecteur”. La section suivante tente de faire
apparâıtre cette composante.

En comparaison avec l’iode ou le gadolinium, le fer a l’intérêt d’avoir une probabilité de relaxa-
tion non radiative bien plus grande ( 65% pour le fer, contre 12% pour l’iode et moins de 10%
pour le Gd, voir Fig. 11.11). Dans ses travaux, Corde et al. suggèrent que les électrons Auger sont
responsables de l’effet de ”photoactivation” de l’IUdR [Cord 04]. L’IUdR étant directement fixé à
l’ADN, ce cas n’est donc pas directement comparable aux NPs cytoplasmiques (comme, a priori,
les NPs Fe de ces travaux). Cependant, si les électrons Auger sont bien responsables d’une partie
importante de l’effet d’augmentation de mort cellulaire, l’utilisation du fer devient avantageuse par
rapport à l’iode ou au Gd.

4.4 Rayons d’action des électrons secondaires : l’outil Tracks

Dans cette étude de simulations, la géométrie utilisée est celle d’une nanoparticule cylindrique
de 50 nm de diamètre, contenant soit de l’eau, soit un mélange homogène d’eau et de fer à 100
mg/mL (dans l’objectif de diminuer le nombre d’interactions, pour pouvoir par la suite exploiter
les résultats).

4.4.1 Cartes 2D des trajectoires des électrons

La figure 4.7 représente le “parcours” des électrons selon l’énergie d’irradiation à l’échelle de
plusieurs cellules (100 µm). Chaque point représente un endroit où l’électron a subi une interaction,
et l’énergie avec laquelle il ressort de cette interaction. Nous pouvons remarquer qu’à 6 keV, la même
tendance est observée à cette échelle que la nanoparticule soit remplie d’eau ou d’oxyde de fer. Les
électrons sont mis en mouvement au niveau du faisceau de photons au centre de la nanoparticule.
N’ayant qu’une faible énergie (6 keV au maximum), les électrons qui résultent de ces interactions
parcourent moins de 700 nm (fig. 4.8).

En plus de ces interactions regroupées autour de la “nanoparticule” (d’eau ou de fer), nous
pouvons observer des point épars. Ils représentent des cas d’électrons de faible énergie, mis en
mouvement en dehors de la nanoparticule et presque aussitôt absorbés par le milieu : ils corrèlent
avec la position d’un photon (données non montrées). Avec cette stratégie, il est difficile de dire par
quel moyen l’électron a été mis en mouvement. Il peut s’agir par exemple d’un photon Compton
interagissant à nouveau avec l’effet Compton. Dès que l’énergie d’irradiation dépasse le K-edge du
fer, ces points épars sont plus nombreux pour le fer, suggérant le fait que les photons de fluorescence
interagissent aussi à cette échelle, probablement par effet Compton.

A l’énergie d’irradiation de 30 keV, nous pouvons remarquer que la “tache” centrale représentant
les traces des électrons s’est élargie par rapport aux énergies d’irradiation 6, 8 et 10 keV. Il s’agit pro-
bablement des photoélectrons, donc le parcours augmente avec l’énergie d’irradiation. Les électrons
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Figure 4.7 – Parcours des électrons sur le plan normal à l’irradiation suite à l’irradiation d’une NP de 50 nm de
diamètre remplie d’eau ou de fer à 100 mg/mL. Les énergies d’irradiation sont 6, 8, 30, 51 et 80 keV. L’échelle
de couleur représente l’énergie des électrons en eV. En médaillon en haut à droite : électrons de plus faible énergie,
probablement les électrons de relaxation.

de relaxation, dont les électrons Auger, sont bien moins énergétiques comme nous l’avons vu dans
la section précédente (4.3.1). Il est possible de retrouver leurs traces si l’on change l’échelle d’ob-
servation (voir le médaillon Fig. 4.7).

A 30 keV, il est encore possible d’observer des électrons mis en mouvement en dehors de la
nanoparticule. Ce phénomène est bien plus rare à 51 et 80 keV et n’est pas observable avec l’eau
à ces énergies d’irradiation. Ces différents éléments suggèrent que ce sont bien les photons de
relaxation du fer qui mettent ces électrons en mouvement. Plus l’énergie d’irradiation augmente,
moins l’interaction photoélectrique est probable, donc moins de photons de fluorescence sont émis.
De plus, plus l’énergie d’irradiation augmente, plus l’énergie des photons Compton augmente, et
plus ils sont susceptibles de parcourir une distance importante avant d’interagir avec la matière.
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Ainsi, les “points” épars observés à 6 keV avec l’eau ne sont pas retrouvé à 30 ou 80 keV à cette
échelle.

Enfin, nous pouvons remarquer que plus l’énergie d’irradiation augmente, plus le parcours des
électrons résultant des interactions de la zone irradiée augmente. Ce parcours semble similaire pour
l’eau et pour le fer. D’autre part, plus l’énergie d’irradiation augmente et moins ces électrons sont
nombreux. La présence d’une NP d’oxyde de fer permet de densifier cette distribution.

Figure 4.8 – (1) Parcours moyen d’un électron dans l’eau (en µm) pour des énergies cinétiques initiales comprises
entre 10 et 100 keV. Données provenant du NIST. (2) Parcours moyen d’un électron dans l’eau pour des énergies
cinétiques comprises entre 0.1 eV et 10 keV [Nikj 10].

4.4.2 Parcours théoriques des électrons : combinaison avec données PSF

Le libre parcours moyen d’un électron dans l’eau en fonction de son énergie est indiqué dans la
figure 4.8. Selon leur origine -et selon l’énergie des photons incidents-, les électrons auront donc un
parcours moyen différent.

- L’énergie cédée par les photons aux électrons Compton dépend de l’énergie du photon
incident. Ce n’est qu’à partir d’une énergie d’irradiation de 1.5 MeV que la moitié ou plus
de l’énergie du photon incident est attribuée à l’électron Compton. Pour une irradiation de
80 keV, la majorité des électrons Compton produits ont une énergie inférieure à 20 keV. Ils
vont donc déposer leur énergie dans un volume de 9 µm de rayon centré autour de la NP.

- L’énergie du photoélectron dépend de l’élément et de l’énergie du photon incident. Si
l’énergie d’irradiation est proche de l’énergie de liaison de l’électron, celui-ci ne sera peu ou
pas transporté. Cependant, dès que l’énergie d’irradiation devient suffisamment grande de-
vant l’énergie de liaison, les photoélectrons peuvent parcourir plusieurs microns. Par exemple,
le photoélectron K du fer parcourt environ 10 µm et plus de 80 µm pour des énergies d’ir-
radiation respectives de 30 keV et 80 keV.

- L’énergie des électrons de relaxation Auger, Coster-Krönig et super Coster-Krönig ne
dépend que de la nature de l’atome considéré. Ce sont des énergies relativement faibles
en comparaison aux énergies des photoélectrons lors d’une irradiation de 30 keV. Selon les
énergies obtenues dans la section précédente (4.3.1), nous pouvons déduire que ces électrons
de relaxation contribuent à l’augmentation de dose très locale autour de la nanoparticule,
ne pouvant parcourir plus de 800 nm environ.
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4.4.3 Portée des interactions

Les mêmes données ont été utilisées de manière à calculer la distance par rapport à l’axe d’ir-

radiation de chaque interaction. Cette distance est simplement calculée sous la forme
√

∆2
X −∆2

Y ,

avec ∆X et ∆Y la différence des coordonnées obtenues dans le fichier de sortie electron.trk (voir
4.1.3.3). Comme les électrons interagissent de plus en plus lorsqu’ils perdent de l’énergie, il est
possible d’observer la limite à partir de laquelle les électrons n’interagissent plus -et donc, sont
absorbés. Par exemple, un électron dont le parcours s’achève à 5 µm va interagir à de nombreux
endroits, et ce, de plus en plus fréquemment lorsqu’il perdra son énergie.

Les figures 4.9 et 4.10 représentent, pour chaque distance radiale, le nombre d’interactions
subies par les électrons. Ces deux figures sont identiques mais représentent les courbes sur deux
échelles différentes : l’une, sous 10 µ, illustrant les interactions à l’échelle d’une cellule, et l’autre
s’étalant jusqu’à 100 µ, illustrant les interactions à l’échelle de plusieurs cellules. Comme expliqué
précédemment, ces figures ne sont pas une représentation du dépôt de dose, mais bien de nombre
d’interactions pour chaque distance radiale.

A l’échelle “cellulaire” (< 10 µm), aucune gain ne semble obtenu avec la présence d’une
NP de fer à 6 keV (fig. 4.9). Pour une énergie d’irradiation de 6 keV, un premier front d’électrons
s’arrête à 2 µm : en reliant ces données aux résultats des sections précédentes (4.3.1 et 4.3.2),
nous pouvons supposer que ce front est majoritairement causé par les photoélectrons des couches
“externes” ainsi que des couches L du fer et K de l’oxygène. A 8 keV, juste au-dessus du K-edge
du fer, ce front est décalé dans le cas où la NP contient du fer. En effet, si les électrons issus des
interactions avec les photons X dans l’eau restent globalement de même énergie, les mécanismes
d’interaction avec le fer sont différents. Les photoélectrons de la couche K n’ont pas assez d’énergie
pour être transportés, et les électrons de relaxation qui s’ajoutent ont un parcours plus faible que
les photoélectrons arrachés des couches externes dans le cas de la NP d’“eau”. Sur les plus grandes
distances, nous pouvons observer, bien que cela soit encore dans le “bruit”, une différence entre
le fer et l’eau : cette différence pourrait être attribuée aux photons mettant en mouvement des
électrons de basse énergie.

A 30 keV et aux énergies supérieures, le “front” d’électrons résultant des interactions des rayons
X avec l’eau se tasse jusqu’à disparâıtre peu à peu. De même, le gain obtenu avec le fer se tasse et
se fond dans la courbe des interactions relatives à une NPs pleine d’eau quand l’énergie augmente.
Nous pouvons relier ces observations à plusieurs phénomènes : les électrons de relaxation du fer
sont moins nombreux (effet photoélectrique moins probable), les photoélectrons sont bien plus
énergétiques et déposent peu de dose à cette échelle, et les électrons Compton deviennent de plus
en plus nombreux (les électrons Compton représentent 94% des électrons sortant d’une NP d’“eau”
à 80 keV).

A l’échelle de plusieurs cellules (100 µm), nous n’observons pas de différence entre le nombre
d’interactions subies par des électrons sortant d’une NP contenant du fer ou d’une NP pleine d’eau,
que ce soit sous ou juste au-dessus du K-edge (fig. 4.10). A 8 keV, nous pouvons toutefois observer
un “gain” avec le fer sur les plus longues distances, probablement causé par des photons mettant des
électrons faiblement énergétiques en mouvement. Cependant, cette mesure manque de statistique
et il serait risqué d’en tirer des conclusions. A 30 keV et aux énergies d’irradiation supérieures,
un “front” se tasse et s’étale. Il s’arrête à 20 µm à 30 keV pour arriver à 80 µm à 80 keV. Nous
suggérons que ce front soit attribué aux photoélectrons : plus l’énergie d’irradiation augmente,
plus les photoélectrons ont d’énergie et plus leur parcours sera long. A ces énergies, les simulations
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Figure 4.9 – Nombre d’interactions subies par les électrons sortant d’une NP de 50 nm de diamètre remplie d’eau ou
de 100 mg(Fe)/mL pour une distance radiale comprise entre 0 et 10 µm (échelle “intracellulaire”). La NP est irradiée
à différentes énergies (6, 8, 30, 51 et 80 keV). Le faisceau est ponctuel et traverse la NP en son centre.

montrent une augmentation du nombre d’interactions grâce à la présence de la NP de fer sur le
trajet du faisceau de photons incidents.

En résumé : les électrons de relaxation (dont les électrons Auger) semblent responsables du
dépôt de dose dans un périmètre de 800 nm autour de la NP. Dans ce même périmètre,
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Figure 4.10 – Nombre d’interactions subies par les électrons sortant d’une NP de 50 nm de diamètre remplie d’eau
ou de 100 mg(Fe)/mL pour une distance radiale comprise entre 0 et 100 µm (à l’échelle de plusieurs cellules). La NP
est irradiée à différentes énergies (6, 8, 30, 51 et 80 keV). Le faisceau est ponctuel et traverse la NP en son centre.

les photoélectrons issus de la couche K de l’oxygène et L du fer semblent intervenir pour les plus
petites énergies étudiées (6 et 8 keV). Les électrons Compton déposent aussi leur énergie à une
échelle similaire, mais leur contribution apparâıt surtout aux plus hautes énergies d’irradiation (51
et 80 keV). Le plus gros différentiel à cette échelle parmi les énergies d’irradiation étudiées semble
être obtenu à 30 keV.
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A des échelles plus grandes, l’effet semble n’être obtenu qu’à partir d’une certaine énergie
d’irradiation (30 keV parmi les énergies étudiées), même si l’influence des photons de fluorescence du
fer dans le cas d’une irradiation à 8 keV pourrait peut-être jouer un rôle. Plus l’énergie d’irradiation
augmente et plus le rayon d’action des électrons est élevé. Ces interactions “éloignées” de la NP
sont moins nombreuses à 80 keV qu’à 30 keV, mais il est difficile de conclure avec cette seule étude
sur le différentiel obtenu par rapport à l’eau.

Ces ordres de grandeur font écho aux résultats de la littérature. Selon l’énergie d’irradiation, les
mécanismes entrant en jeu seront différents (en fonction des lois de probabilité de chaque interac-
tion), tout comme les modes de dépôt d’énergie qui en découlent. La plupart des auteurs affirment
que le parcours des électrons secondaires est très limité, de quelques dizaines de nm à quelques
µm. Par exemple, Chattopadhyay et al. ont utilisé un faisceau de 100 kVp et des nanoparticules
d’or, et ont reporté que 99% les électrons Auger étaient stoppés avant 100 nm. Meesungnoen et
al. concluent de leurs expériences que les photoélectrons d’énergie moyenne de 43 keV ont moins
de 20 µm de portée [Reti 15]. Si l’on considère qu’une cellule mesure entre 10 et 20 µm, les effets
létaux additionnels obtenus par la présence d’atomes lourds ne pourraient donc être obtenus que
si les NPs sont à l’intérieur ou proches des zones vitales de la cellule. Les résultats présentés dans
ce manuscrit semblent indiquer que les photoélectrons peuvent parcourir plusieurs dizaines de µm
lors d’une irradiation à 80 keV. De plus, même lors d’une irradiation à 30 keV, il suffit d’après ces
résultats que les NPs soient situées dans le cytoplasme pour causer des dommages à la cellules : l’in-
corporation de ces agents dans le noyau ou au sein de l’ADN ne semble pas nécessaire. Les éléments
lourds pourraient aussi endommager les cellules s’ils sont localisés dans le milieu extracellulaire
selon ces résultats.

4.5 Discussions autour des simulations

L’un des points faibles de cette étude réside dans le nombre de photons incidents simulés.
Il serait intéressant de poursuivre ces simulations en se servant d’un cluster de manière à obtenir
une meilleure statistique sur les résultats. De plus, dans l’objectif de réaliser une carte en 2D du
dépôt de dose autour de la nanoparticule, il serait intéressant de pouvoir “favoriser” les interactions
entre les photons et la matière. En effet, un photon d’une dizaine à une centaine de keV n’a qu’une
probabilité de 10−3 à 10−6 d’interagir dans une cible telle que des cellules ou des NPs [Delo 13]. De
fait, certaines méthodes permettent de diminuer le temps de calcul en favorisant les interactions
étudiées pour lesquelles la probabilité d’occurence est très faible (ce qui s’applique en particulier
aux interactions dans les très petits objets).

L’outil IFORCE disponible dans PENELOPE est une méthode de réduction de la variance
permettant de favoriser une interaction donnée. Les particules secondaires qui en résultent sont
pondérées de manière à ne pas perturber le résultat final, bien que les auteurs conseillent de vérifier
que les doses obtenues ne s’en retrouvent pas biaisées. La mise en place de cet outil n’a pas permis
de réaliser de carte 2D du dépôt de dose au cours de ces travaux de thèse. Il s’agirait par la suite
d’une information intéressante à étudier au cours de futures simulations.

D’autre part, le dépôt de dose radial provoqué par l’irradiation d’une NP Fe d’eau ou de
fer a été tracé en utilisant la dose déposée dans chacun des cylindres “en couches d’oignons” de la
géométrie de la section 4.1.3.2. L’obtention de ce type de données est d’ailleurs ce qui a initialement
motivé l’utilisation du code Monte-Carlo PENELOPE. Cependant, ce genre d’étude se heurte à
plusieurs difficultés.
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1. Tout d’abord, peu d’électrons émis parviennent à atteindre les volumes les plus éloignés.
Dans ces simulations, les volumes extérieurs ne n’absorbent parfois aucune énergie, surtout
dans le cas de la NP d’eau car les interactions sont rares et le nombre de photons incidents
simulés est insuffisant. Le DEF n’est donc pas toujours calculable.

2. D’autre part, le fichier penmain-res.dat indique le dépôt d’énergie dans chaque volume. Il
faut donc normaliser par la masse de ce volume pour obtenir une dose. Si l’on utilise un
modèle dans lequel les “couches d’oignon” ont la même épaisseur, le volume des couches
extérieures sera plus grand que celui des couches intérieures. Un dépôt local d’énergie dans
les couches extérieures sera donc associé à une dose plus faible que ce même dépôt d’énergie
dans les couches les plus proches de la NP, alors que les conséquences biologiques de ce dépôt
d’énergie seront similaires.

3. Enfin, ce dépôt de dose radial moyen n’indique pas si l’énergie a été déposée en grappes ou
de manière homogène dans tout le volume. Or, les réponses biologiques dans les deux cas
peuvent être très différentes. Si toute l’énergie a été déposée au même endroit, les dommages
engendrés peuvent être plus létaux qu’un dépôt diffus de l’énergie (par exemple, dans le cas
des lésions à l’ADN).

4.6 Le Chapitre 4 en quelques mots

Les simulations présentées dans ce chapitre ont été réalisées avec le code Monte-Carlo PENE-
LOPE 2014. Cette étude avait pour premier objectif de caractériser la dépendance de l’effet
d’augmentation de dose par éléments lourds à l’énergie d’irradiation et à la concentration de
l’élément dans le milieu. Pour cela, le DEF macroscopique a été calculé pour plusieurs condi-
tions. Le DEF quantifie l’augmentation de la dose provoquée par la présence d’atomes lourds
par rapport au milieu sans atomes lourds. Un DEF de 2 indique que les atomes lourds per-
mettent de multiplier la dose par 2 dans le volume considéré.

Les simulations macroscopiques montrent que la présence de fer homogène dans le milieu
contribue à l’augmentation de la dose. Bien que le fer ne soit pas a priori le candidat idéal (ZFe
=26, contre ZGd=64 et ZI= 53), il est possible d’obtenir des DEF macroscopiques du même
ordre de grandeur (environ 1.4) que ceux obtenus pour le Gd ou pour l’iode si les concentrations
en fer sont suffisamment élevées (10 mg/mL pour le fer, contre 2.5 mg(Gd)/mL et 2 mg(I)/mL).
De plus, le DEF dépend de l’énergie d’irradiation : l’énergie optimale se situerait entre 30 et
45 keV pour le fer. Enfin, plus la concentration de l’élément dans le milieu augmente et plus le
DEF est important (DEF de 4.5 à 40 keV pour 100 mg(Fe)/mL). Ces simulations sont toutefois
à prendre avec prudence : le DEF macroscopique ne prend pas en compte le regroupement des
atomes de fer sous forme de NP.

D’autre part, les simulations ont permis d’étudier le spectre des photons et des électrons “
émis” par une NP irradiée ainsi que le parcours de ces particules dans l’eau environnante. Les
résultats suivants ont été observés :

• L’énergie des photoélectrons dépend de l’énergie d’irradiation.
- Juste au-dessus du K-edge du fer (7.11 keV), les photoélectrons K du fer ne parti-

cipent pas à l’augmentation de la dose dans la cellule car ils n’ont pas suffisamment
d’énergie pour sortir de la NP.

- A une énergie d’irradiation supérieure à 30 keV, l’interaction photoélectrique de-
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vient moins probable mais les photoélectrons acquièrent une énergie cinétique plus
importante et peuvent être transportés sur plusieurs µm.

- A une énergie d’irradiation de 80 keV, les simulations suggèrent que plus de 80% des
photoélectrons issus de la couche K du fer et de l’oxygène sont encore présents à 30
µm de la NP et peuvent atteindre 80 µm : ils peuvent donc endommager les cellules
voisines.

• L’énergie des électrons de relaxation (dont les électrons Auger) est spécifique de
l’atome. La relaxation de l’atome de fer libère des électrons entre 5 et 7 keV environ.
Les simulations suggèrent que ces électrons déposent principalement leur énergie entre
300 et 700 nm autour de la NP. A 300 nm de la NP, 80% des électrons Auger sont encore
présents, mais moins de 20% des électrons Auger sont transportés au-delà de 675 nm
de la NP.
• L’énergie des électrons Compton dépend de l’énergie d’irradiation. A 80 keV, la

majorité des électrons Compton a une énergie inférieure à 20 keV : ils contribuent à
l’augmentation du dépôt de dose dans un volume de 9 µm de rayon autour de la NP.
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Chapitre 5 : Caractérisation des NPs Fe3O4 coréennes

Objectifs de la caractérisation des NPs

Le contrôle de la taille des NPs est un facteur essentiel autant pour les travaux in vitro ou
in vivo. En effet, une variation de la taille des NPs peut par exemple changer la capacité de
ces NPs à passer à travers la BHE, ou encore promouvoir un autre type d’interaction entre les
NPs et les cellules. La caractérisation de la taille des NPs et la connaissance de l’évolution de
cette taille en fonction du temps est donc nécessaire pour l’obtention de résultats reproductibles.
Les expériences en biologie subissent déjà de nombreux aléas dus à l’étude du vivant (cellules
ou animaux) ; un mauvais contrôle des NPs ajoute encore des incertitudes au protocole. Assurer
une caractérisation rigoureuse des NPs permet donc d’exploiter des résultats comparables entre
eux, et peut ainsi permettre une meilleure compréhension des phénomènes physiques et biologiques
étudiés. On s’affranchirait ainsi du questionnement malheureusement trop commun : cette différence
observée est-elle due à un phénomène biologique additionnel, ou mes NPs ont-elles évolué depuis
la dernière expérience ?.

Ce chapitre présente la caractérisation des les NPs Fe utilisées dans ces travaux de thèse. Tout
d’abord, leur taille a été mesurée et la sonication a été étudiée comme solution pour contrôler la
taille des NPs malgré leur propension à s’agglomérer. D’autre part, la concentration de la solution
mère a été mesurée afin de s’assurer de l’exactitude des conditions d’exposition aux cellules.

5.1 Matériels et méthodes

5.1.1 Matériels

Les NPs FerInject sont des nanoparticules d’oxyde de fer Fe2O3 utilisées pour le traitement
de l’anémie. Ayant une autorisation de mise sur le marché, la production de ces dernières est très
contrôlée et la taille de ces NPs est a priori peu variable entre les différents lots. Elles mesurent
23 nm de diamètre (taille hydrodynamique mesurée par DLS, indice de polydispersité de 0.07)
[Jahn 11]. Nous n’avons pas observé de variations dans la solution de NPs FerInject entre les
différents lots utilisés lors des expériences. Nous avons donc réalisé nos expériences sans effectuer
d’autre contrôle plus précis de la taille de ces NPs, comptant sur la fiabilité d’un médicament
autorisé à la vente -ce qui, bien sûr, peut être sujet à discussion. Ces nanoparticules sont décrites
plus en détail dans la section A.1.1.

Nous avons aussi utilisé au cours de ces travaux des NPs d’oxyde de fer Fe3O4, qui nous
sont gracieusement offertes dans ce cadre d’une collaboration avec l’équipe coréenne de J.K. Kim
[Choi 12a]. L’équipe de J.K. Kim étudie le potentiel de ces NPs pour renforcer le dépôt de dose
dans la tumeur lors de la radiothérapie (par rayons X) [Choi 12a], et plus récemment lors de
l’hadronthérapie [Kim 10a]. Au contraire des NPs FerInject, les NPs de l’équipe coréenne n’ont pas
d’autorisation de mise sur le marché. Elles sont synthétisées au sein de l’équipe collaboratrice et
ont, selon leurs conseils, une stabilité de trois mois environ. Au cours des expériences, il s’est avéré
que ces NPs avaient une forte tendance à s’agglomérer puis à s’accumuler au fond du tube dans
lequel elles sont conservées. Il s’est donc posé la question de la reproductibilité des résultats et de
l’évolution dans le temps des caractéristiques des NPs Fe utilisées. Ces travaux présentent donc une
tentative de caractérisation de ces NPs Fe. Ces nanoparticules sont décrites plus en détail dans la
section A.1.2.
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5.1.2 Méthodes

Comprendre le fonctionnement d’une méthode de mesure et connâıtre ses limites permet d’avoir
un peu plus de recul sur les résultats. Dans cette section, les méthodes seront simplement nommées.
Toutefois, s’il est en effet superflu de connâıtre le principe de fonctionnement d’un microscope pour
mesurer les dimensions d’un objet, ceci se révèle par contre utile si l’on souhaite comprendre
comment “appréhender” la valeur mesurée. Une description plus détaillée des méthodes, de leur
fonctionnement, de leurs limites ainsi que du protocole utilisé se trouve en annexe dans le chapitre
B.

Deux stratégies ont été employées pour mesurer la taille des NPs Fe : la microscopie
électronique à transmission (TEM, Transmission Electron Microscopy), et la diffusion dynamique
de la lumière (DLS, de l’anglais Dynamic Light Scattering). Ces deux stratégies ne donnent pas
exactement le même type d’information. La TEM renseigne sur la taille du coeur métallique de
la NP, tandis que la DLS donne la taille globale des amas de NPs en solution, comprenant le
coeur métallique, le coating et la couronne de protéines adsorbées qui l’entoure. Les NPs ont été
imagées par TEM à l’Institut Albert Bonniot (IAB, Grenoble) après avoir été fixées sur des grilles
spécifiques (voir B.1.1). Les mesures par DLS ont été réalisées au CEA de Grenoble à l’aide d’un
Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, voir refsec :DLS).

D’autre part, la concentration des NPs Fe a été mesurée par deux méthodes différentes : il
est possible de mesurer la concentration d’un élément dans un échantillon en analysant les images
obtenues par tomographie X synchrotron. Cette stratégie est détaillée en annexe dans la section
B.1.3. Elle repose sur l’utilisation d’un système d’équations reliant entre eux les divers coefficients
d’atténuation massique des éléments présents dans le milieu et leurs volumes respectifs. Par ailleurs,
l’ICP-MS (Spectroscopie de masse à plasma à couplage inductif) permet d’obtenir une mesure
absolue de la concentration d’un élément dans un échantillon : l’échantillon est minéralisé, ionisé
par une torche à plasma et les différents ions sont séparés et détectés selon leur nature grâce à un
spectromètre de masse.

Enfin, le protocole de sonication habituellement utilisé consiste à soniquer les NPs pendant 15
min à 600 W la veille de leur emploi. Pendant toute la durée de la sonication, les NPs sont refroidies
à 4̊ C par un système de circulation d’eau réfrigérée. Le protocole est détaillé plus précisément en
annexe.

5.2 Résultats : taille des nanoparticules

5.2.0.1 Mesure de la taille par TEM

Nous avons effectué une mesure en microscopie électronique de trois échantillons plus ou moins
dilués dans l’eau des NPs Fe coréennes. Les échantillons ont été préparés selon les conseils de Marie
Carrière (CEA Grenoble). L’imagerie a eu lieu au GIN (Grenoble) au sein de l’équipe de Karine
Pernet-Gallay.

La figure 5.1 (B) est une image représentative de celles obtenues lors de l’observation TEM
des NPs Fe de l’équipe coréenne. On observe que les NPs Fe individuelles sont plutôt de forme
sphérique et que leur coeur métallique mesure entre 10 et 15 nm de diamètre.

D’autre part, dans le but de connâıtre la taille des agrégats, les NPs Fe ont été très diluées lors
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Figure 5.1 – Observations TEM des NPs Fe de l’équipe coréenne (A) tirée d’une de leurs publications [Kim 10b] et
(B) réalisée lors de ces travaux de thèse.

de la réalisation de l’échantillon de manière à bien séparer les amas potentiels. Selon les images, on
peut remarquer une tendance des NPs à s’agglomérer en formant des amas d’une cinquantaine de
nanomètres allant jusqu’à plusieurs centaines de nm, comme l’illustre l’image présentée.

5.2.0.2 Mesure par DLS et influence de la sonication

Comme expliqué dans la section B.1.2, la DLS donne une mesure de la taille des NPs en
solution grâce aux variations de la figure de diffraction formée par le passage d’un rayon laser
dans l’échantillon. Elle indique de fait la taille hydrodynamique de la NP, c’est-à-dire la taille de
l’ensemble du coeur métallique, du coating qui l’enrobe ainsi que des éventuelles protéines fixées
à sa surface. La taille hydrodynamique est donc supérieure au diamètre du coeur métallique de
la nanoparticule. Les mesures DLS ont été réalisées au CEA grâce aux précieux conseils de Marie
Dorier et à la formation à l’utilisation de la machine par Olivier Renard et Pierrick Lambert.

Les mesures DLS ont été réalisées avec les NPs Fe juste vortexées de façon à ré-homogénéiser
la solution mère avant l’expérience. De plus, l’agglomération des NPs Fe limite la reproductibilité
des résultats. Il a donc été envisagé de soniquer les NPs de façon à briser les agrégats et à
conserver une taille constante de NPs Fe entre les différentes expériences. Ces résultats présentent
aussi la conséquence de la sonication sur la taille des NPs Fe. Le procotole et les caractéristiques
d’utilisation du bain à ultrasons sont indiqués dans la section B.1.4.

D’autre part, observant les NPs Fe dans le milieu de culture cellulaire, il apparâıt que celles-
ci sédimentent en quasi-totalité, ce qui n’est pas le cas des NPs Fe de la solution mère, diluées dans
l’eau, qui restent en suspension pendant la durée de stabilité de la solution. Il est possible que
le milieu de culture amplifie le phénomène d’agglomération des NPs Fe : des protéines du milieu
complet peuvent se fixer à la surface des particules, augmentant leur diamètre hydrodynamique
et la probabilité de former des amas. Une série de mesures a donc été entreprise afin de mesurer
la taille des agglomérats dans le milieu de culture et de tester l’influence de la sonication sur leur
diamètre.

Résultats : taille des NPs Fe diluées dans l’eau

Les figures 5.2 (A, B, C, D) montrent l’évolution de la taille des NPs Fe en fonction du protocole
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5.2 Résultats : taille des nanoparticules

Figure 5.2 – Distribution des diamètres (en intensité) des NPs mesurée par DLS pour des échantillons de NPs Fe
coréennes, diluées dans l’eau (A, B, C, D) ou dans du milieu complet de culture cellulaire (E, F, G, H). Quatre
conditions de sonications ont été testées : vortex pour homogénéiser, sans sonication (A et E), une sonication la
veille de 15 min à 80% (B et F), trois sonications la veille de 15 min à 80% (C et G), et une sonication la veille 15
min à 80% après quatre sonications identiques réparties la semaine précédente (H et F).

de sonication auquel elles sont soumises. Quatre protocoles ont été testés :
- Les NPs sont juste vortexées.
- Les NPs sont soniquées la veille pendant 15 minutes à 80%.
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- Les NPs sont soniquées la veille pendant 15 minutes à 80%. Cette opération est encore
répétée deux fois avec cinq minutes d’attente entre chaque étape.

- Les NPs sont soniquées la veille pendant 15 minutes à 80%. Elles ont précédemment subi
quatre sonications identiques réparties la semaine précédente.

D’après ces mesures, les NPs non soniquées et juste vortexées forment des amas de tailles très
disparates de 303.1 ± 106.8 nm de diamètre. La sonication permet de décaler la distribution de
taille vers des diamètres plus faibles (208.0 ± 97.3 nm de diamètre pour une sonication, 184.4 ±
71.1 nm de diamètre pour trois sonications identiques successives), en gardant toutefois les amas
de plus grand diamètre. Plus la sonication est intense et plus la base de la courbe s’étire, montrant
l’apparition de particules ou d’amas de diamètres inférieurs. Les histogrammes de la figure 5.3
(A) et (B) illustrent plus quantitativement cette observation : le Z-average et les valeurs des pics
pondérés en intensité (la différence entre ces deux mesures est expliquée dans la section B.1.2)
sont cohérents et semblent indiquer que la sonication permet de faire diminuer de moitié la taille
moyenne des amas. En effet, le Z-average pour des NPs Fe juste vortexées est de 271.9 nm (indice
de polydispersité : 0.219), tandis qu’il est de 151.2 nm (indice de polydispersité : 0.171) après trois
sonications successives. D’autre part, les différents protocoles de sonication testés semblent agir
d’une manière similaire sur la taille des NPs (208.0 ± 97.3 nm, 184.4 ± 71.1 nm ou 183.7 ± 94.1
nm pour les trois protocoles décrits, respectivement).

Figure 5.3 – Mesure de la taille des NPs Fe de l’équipe coréenne par DLS suivant différents algorithmes : (A) Z-average
dans l’eau ou dans le milieu complet avec ou sans sonication. Cette mesure ne donne pas de barre d’erreur mais la
fiabilité de la mesure est décrite par l’indice de polydispersité. Les mesures sont déclarées fiables par l’algorithme
pour les mesures de diamètre de NPs dans l’eau uniquement. (B) Valeur du pic de la distribution de taille pondérée
en intensité des NPs Fe diluées dans de l’eau. Les barres d’erreur représentent l’écart type du diamètre en nm. (C)
Valeur des deux premiers pics de la distribution de taille pondérée en intensité des NPs Fe diluées dans du milieu
complet. Les barres d’erreur représentent l’écart type du diamètre en nm pour chaque pic.

Résultats : taille des NPs diluées dans du milieu de culture complet

Les figures5.2 (E, F, G, H) montrent l’évolution de la taille de NPs Fe (soniquées ou non)
une fois diluées dans du milieu de culture cellulaire complet. Les mesures de DLS sont bien plus
erratiques et moins reproductibles que lors d’une mesure de taille des NPs Fe diluées dans l’eau.
Les courbes des figures 5.2 (E, F, G, H) indiquent la présence de gros (environ 400 nm) voir même
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de très gros objets (plusieurs µ de diamètre) ainsi que d’objets plus petits autour de la centaine de
nm.

De plus, comme observé dans le cas de l’eau, la sonication préalable permet de faire apparâıtre
des objets de plus petites tailles (Fig. 5.3 B). La distribution de taille des NPs juste vortexées est
répartie selon trois pics : 454.0 ± 171.8 nm, 98.6 ± 29.9 nm et 5427 ± 288 nm. Les sonications
répétées ne permettent pas de changer la position des pics, puisque les mesures indiquent les pics
suivants : 433.3 ± 195.8 nm, 99.0 ± 27.52 nm et 5374 ± 326 nm. Cependant, la population de
ces pics change avec les sonications : le deuxième pic représente 14.8% de l’intensité émise pour
les NPs vortexées et 16.9% pour les NPs ayant subi les sonications répétées. Il est plus exact de
parler de la population avec les analyses en volume et/ou en nombre (voir B.1.2) : le deuxième
pic représente 8.1% du volume pour les NPs vortexées contre 16.4% pour les NPs ayant subi les
sonications répétées. En effet, l’étude de la distribution pondérée en intensité induit un biais : les
agglomérats les plus grands diffusent plus de lumière que les NPs individuelles, “écrasant” ainsi les
données sur la distribution des plus petits amas.

L’étalement de la courbe vers les petits diamètres prend de l’ampleur, s’étend et se renforce
au fur et à mesure des sonications. Si cette tendance est observée dans la mesure du Z-average
(Fig. 5.3 A), où le diamètre moyen diminue grâce à l’utilisation de la sonication. Il passe de 329.8
nm (indice de polydispersité : 0.444) à 287.6 nm (indice de polydispersité : 0.522) puis 260.8 nm
(indice de polydispersité : 0.645) pour les NPs vortexées, soniquées une fois et soniquées trois fois
respectivement.

5.2.1 Discussion : taille des NPs, sonication et reproductibilité

5.2.1.1 Taille du coeur métallique, taille hydrodynamique : quelle mesure est perti-
nente dans notre contexte ?

Taille des NPs Fe mesurée par TEM

La figure 5.1 (A) représente une observation eb TEM des NPs Fe coréennes intégrée dans une de
leurs publications [Kim 10b]. Ils remarquent que les NPs sont de forme sphérique et ont une taille
approximative de 10.6 nm ± 0.78 nm. Cependant, il s’agit là d’une mesure du coeur métallique de
la NP : la taille des NPs Fe après coating monte alors à 13 - 15 nm [Choi 12a, Seo 13]. Ces mesures
sont en bon accord avec nos propres observations en TEM.

De plus, nous avons tenté d’obtenir une mesure de la taille des amas de NPs Fe par TEM. Cette
mesure, bien qu’indicatrice d’une agglomération des NPs Fe, est à prendre avec prudence pour les
raisons suivantes : (1) d’une part, les NPs ont une propension à s’agglomérer lors de la réalisation
de l’échantillon. (2) D’autre part, ces échantillons sont conçus en déposant une goutte de solution
de NPs sur une grille : les NPs Fe coulent et se déposent sur la grille où elles se fixent. Les plus gros
agglomérats coulant plus vite que les petits, l’observation se retrouve alors faussée car la durée de
dépôt des NPs avant le séchage de la grille peut donc influencer la taille des agglomérats observés.
Si l’on veut observer les plus petits agglomérats ou les éventuelles NPs individuelles, il faudrait
attendre plus longtemps que ces petits objets, coulant moins rapidement, se déposent sur la grille.
Dans tous les cas, il semble délicat de conclure sur l’état de la population des NPs en solution
simplement en mesurant la taille des les agglomérats observés par TEM.

Taille des NPs Fe diluées dans l’eau et mesurée par DLS

Pendant sa thèse, Paul Gimenez avait effectué une mesure de la taille hydrodynamique des
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NPs coréennes qu’il avait utilisées pendant ses expériences. Il avait alors trouvé un diamètre moyen
de 571 nm, et prouvé par ses mesures une grande hétérogénéité dans la taille de ces agglomérats
[Gime 15]. Les tailles mesurées par DLS, bien différentes des tailles mesurées par TEM exposées
dans la section précédentes, semblent en accord avec la simple observation macroscopique de la
solution de NPs évoluant au fil des semaines. Celle-ci, bien homogène après réception, devient de
plus en plus hétérogène et des dépôts métalliques se forment peu à peu sur les bords du tube. Paul
Gimenez a d’ailleurs mesuré le diamètre moyen des NPs Fe provenant de deux lots préparés à deux
ans d’intervalle : le diamètre moyen des NPs venant du plus vieux lot est de 500.5 ± 118 nm contre
117.03 ± 2.55 nm pour le lot le plus récent.

J.K. Kim et collaborateurs ne présentent malheureusement aucune mesure de taille hydrody-
namique dans leurs publications, excepté dans un de leurs articles où ils caractérisent des NPs
Fe coatées avec de l’alginate et synthétisées selon le même protocole [Klei 12b]. Bien que nous ne
puissions pas être certains qu’il s’agisse exactement des mêmes NPs Fe que celles que nous utili-
sons aujourd’hui, il est intéressant de remarquer que la mesure en DLS indique une distribution
hétérogène de particules d’une taille de l’ordre de 200 nm en moyenne.

Figure 5.4 – Mesure par DLS de la taille des NPs Fe coatées en alginate synthétisées par l’équipe de J.K. Kim. Mesure
tirée de [Klei 12b].

Taille des NPs Fe diluées dans du milieu de culture, mesurée par DLS

Enfin, il est très probable que le phénomène d’agglomération s’accentue lors de la dilution des
NPs Fe dans le milieu de culture, où celle-ci s’enrobent potentiellement d’une couche de protéines.
La mesure en DLS indiquant la présence d’objets d’une centaine de nm n’est pas aberrante et
ce résultat est retrouvé dans d’autres références, comme dans les travaux de l’équipe de Hauser :
leurs NPs d’oxyde de fer Fe3O4 coatées avec le peptide TAT ont un coeur métallique de 9-12 nm.
Cependant, le diamètre hydrodynamique de ces mêmes NPs Fe mesuré dans l’eau distillée est de
127 nm, et celui-ci évolue lorsque les NPs sont diluées dans du milieu de culture cellulaire pour
atteindre 202 nm [Haus 16].

L’analyse d’un échantillon de milieu complet seul a aussi été réalisée afin de déterminer la taille
des objets naturellement présents dans le milieu (cf Fig. 5.5). Nous observons sur ces mesures
l’existence d’un premier pic, autour de 10 nm, ainsi qu’un second à plusieurs centaines de nm. Le
premier pic peut être expliqué par la présence de protéines, qui mesurent en général de la dizaine
à la centaine d’Å, ce qui correspond à une dizaine de nm.
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Figure 5.5 – Distribution pondérée en intensité de la taille des composés présents dans le DMEM complet seul (mesure
par DLS).

5.2.1.2 Influence de la sonication

Dans l’eau

Les trois protocoles de sonication semblent affecter la taille des NPs d’une manière similaire.
Cependant, il s’agit là de mesures de distribution pondérée en intensité . Or un amas de grande
taille aura bien plus d’influence sur l’intensité enregistrée qu’une NP individuelle. C’est pourquoi
la valeur des pics est intéressante à discuter mais il ne faut pas perdre de vue que la distribution
pondérée en intensité n’est pas représentative de la quantité d’éléments possédant un diamètre
donné. Il serait possible de travailler avec les distributions pondérées en volume ou nombre pour
corriger ce biais : cependant, ces types de distribution sont déconseillées par le fournisseur lors de
l’étude de la taille de NPs Fe (voir section B.1.2).

Dans le milieu de culture

La dilution des NPs Fe dans le milieu de culture des cellules entrâıne une augmentation de la
taille des agglomérats. Le fait de soniquer les NPs Fe avant dilution dans le milieu de culture permet
toutefois de conserver des NPs de taille inférieure à 100 nm, bien que ces mesures pondérées en
intensité ne permettent pas de rendre compte de la quantité de ces NPs dans la population totale.
Comme vu précédemment, le milieu complet contient aussi des objets détectés par DLS : il est
difficile de différencier la composante de la courbe due aux NPs de celle due aux molécules du
milieu complet. En comparant les distributions des NPs soniquées avec celles des NPs vortexées,
on peut toutefois constater que la sonication permet bien l’“étirement” de la population des NPs
vers des NPs de plus petite taille.

Nous pourrions imaginer soniquer les NPs Fe directement dans du milieu pour tenter d’apporter
une solution à ce problème. Cependant, dans le cas d’une expérience in vivo, la taille des NPs sera
encore modifiée en entrant en contact avec le sang. Il semble donc illusoire d’essayer de résoudre ce
problème qui sera dans tous les cas rencontré à nouveau in vivo.

D’autre part, l’existence d’amas plus petits (autour de 50 nm) est encourageante : les NPs
d’oxyde de fer entre 10 et 100 nm sont considérées comme étant optimales pour l’administration
intraveineuse. Les particules supérieures à 200 nm ont une propension à s’accumuler dans la rate,
et des NPs de taille inférieure à 10 nm sont souvent filtrées par les reins [Sing 10].
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5.2.1.3 Conclusion des expériences de mesure de taille des NPs

Il est certain qu’un travail de caractérisation reste à faire afin de travailler dans des conditions
plus propres et reproductibles. Cependant, cette difficulté a été révélée au cours de la thèse et il
a fallu poursuivre le travail. Cette décision est bien entendu discutable mais le choix pris a été
fait en connaissance de cause : pour les expériences in vitro, la taille des NPs change possiblement
l’internalisation des NPs par les cellules, donc la masse de fer internalisée par les cellules, ce qui peut
entrâıner des variations importantes dans la survie des cellules après exposition au rayonnement
X. Nous avons donc, pour compenser ce fait, effectué une mesure ICP-MS en parallèle de chaque
expérience pour rendre compte de la masse de fer moyenne réellement internalisée par les cellules.
Pour la suite des études, il serait intéressant de communiquer avec le chimiste en charge de la
synthèse des NPs Fe de façon à construire un modèle de NPs stables dans le temps et restant
dispersées une fois diluées dans le milieu de culture de cellules.

La sonication, faute de résoudre le problème, permet toutefois de faire apparâıtre une population
de NPs ayant une taille compatible avec le vivo. Suite à cette caractérisation, la sonication a donc été
ajoutée au protocole d’utilisation des NPs Fe. Pour des raisons pratiques, la sonication aura toujours
lieu la veille de l’expérience dans la suite des travaux. Par ailleurs, les conséquences exactes de la
sonication sur les NPs n’ont pas été étudiées. Certes, la taille des agrégats est affectée de manière
favorable pour nos expériences, mais cette opération est plutôt “brutale” : en résulte notamment
l’importance de refroidir les NPs pendant la sonication suite au chauffage qu’elle entrâıne. La
sonication pourrait donc jouer aussi un rôle sur la qualité du coating des NPs, en détériorant ou en
modifiant la couche externe des NPs qui est directement en contact avec les cellules. C’est pourquoi,
dans ces travaux de thèse, une sonication de 15 min sera donc préférée à une sonication plus longue.

5.3 Concentration de la solution mère de NPs Fe

5.3.1 Mesure de la concentration par ICP-MS

La concentration de la solution mère de NPs Fe fournie par l’équipe collaboratrice a aussi
été mesurée par ICP-MS. Pour ce faire, 100 µL de différentes dilutions de la solution mère ont
été minéralisés avec 400 µL d’acide nitrique, puis dosés par ICP-MS. Le protocole de mesure de
concentration par ICP-MS est décrit dans la section B.4.

On obtient ainsi les résultats présentés dans la figure 5.6 :

Figure 5.6 – Comparaison des concentrations calculées à partir de la concentration de la solution mère indiquée par
l’équipe coréenne avec les concentrations mesurées par ICP-MS pour plusieurs dilutions de la solution de NPs Fe.

La concentration de la solution mère est donnée par l’équipe collaboratrice en mg(Fe3O4)/mL.
Dans ce manuscrit, nous travaillerons avec l’unité du mg(Fe)/ mL plutôt qu’en mg(Fe3O4)/mL.

132



5.4 Discussion : autres caractéristiques des NPs Fe coréennes

Les résultats de cette expérience sont donc donnés en mg(Fe3O4)/mL et en mg(Fe)/mL 1.

L’équipe coréenne nous indique la concentration de la solution mère à 25 mg/mL [Choi 12a].
Nous mesurons bien, par ICP-MS, la concentration attendue pour chaque dilution. Ainsi, cette
expérience permet de valider la concentration de la solution mère de NPs Fe étudiée.

5.3.2 Discussion : concentration de la solution mère de NPs Fe

La concentration mesurée par ICP-MS est cohérente avec les données de l’équipe coréenne.
La concentration de la solution mère est donc de 25 mg(Fe3O4)/mL ou 18.1 mg(Fe)/mL. Cepen-
dant, des mesures réalisées par tomographie lors de la thèse de Paul Gimenez ont montré que la
concentration de la solution était de 15 mg(Fe)/mL. Cette valeur, la seule disponible au début de
ces travaux, a donc été utilisée pour les calculs de concentration des premières expériences. Pour
garder une cohérence entre les différentes expériences, nous avons donc calculé toutes les dilutions
de cette thèse en prenant comme concentration de la solution mère 15 mg(Fe)/mL. Cette solution
de NPs Fe est diluée lors des expériences in vitro d’exposition aux cellules à des concentrations
habituellement comprises entre 0.02 et 0.3 mg/mL.

5.4 Discussion : autres caractéristiques des NPs Fe coréennes

Les NPs Fe coréennes possèdent un coating en Alginate. Les NPs d’oxyde de fer non
coatées ont de très basses solubilités et une forte tendance à la précipitation. En plus de la toxicité
qu’elles engendrent généralement, elles peuvent aussi s’agglomérer au contact du sang et gêner la
circulation dans les vaisseaux sanguins [Sing 10]. Le coating en alginate des NPs Fe utilisées dans
cette thèse permet donc aussi potentiellement de freiner le phénomène d’agglomération des NPs
Fe.

Potentiel Zeta des NPs Fe coréennes : Paul Gimenez a effectué pendant sa thèse une
mesure du Potentiel Zeta des NPs coréennes grâce au Zetasizer Nano-ZS (Malvern, Royaume-Uni).
Lorsqu’une particule est en solution, elle s’entoure d’ions qui modifient sa charge électrique. Le
potentiel Zeta représente la charge électrique d’une particule en solution. La mesure de ce potentiel
Zeta sur les NPs Fe coréennes donne une valeur de -21,7 ± 4,09 mV. On estime généralement qu’un
potentiel Zeta inférieur à ± 30 mV ne permet pas d’empêcher les interactions électrostatiques entre
les NPs Fe : celles-ci peuvent donc former des agrégats et sédimenter [Gime 15]. Selon cet ordre
de grandeur, le potentiel Zeta des NPs Fe mesuré ici est plutôt faible. Cela explique peut-être en
partie la stabilité des NPs limitée à quelques semaines et la taille importante des amas mesurée par
DLS.

Vieillissement des NPs Fe coréennes ? Dans ses travaux, Klein observe un processus de
vieillissement de NPs Fe coatées avec du malate ou du citrate (NPs Fe mixtes maghémite/magnétite) :
l’efficacité de ces NPs diminue au bout de deux à trois semaines [Klei 14]. Après expériences, l’au-
teur propose l’hypothèse que le processus de vieillissement contribue à remplacer les ions Fe2+

par des ions Fe3+ à la surface de la particule. Nous ne savons pas si un tel phénomène s’asso-
cie au phénomène de sédimentation des NPs Fe coréennes : il serait important par la suite de le
caractériser, car les résultats biologiques observés peuvent être impactés par ce type de changement.

1. Une concentration de 25 mg(Fe3O4)/mL correspond à une concentration de 18.1 mg(Fe)/mL.
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5.5 Adaptation des protocoles : “correspondance volume/surface”

Il m’a été important de préciser dans cette section que l’utilisation de NPs dans les expériences
est souvent à l’origine de quelques obstacles qu’il est parfois possible de contourner en adaptant les
tests réalisés en routine dans les laboratoires. Nous parlerons par la suite (7.4) de l’adaptation des
tests de viabilité cellulaire aux NPs d’oxyde de fer utilisées : celles-ci, de par leur opacité, ont une
propension à fausser les tests habituels fondés sur une mesure de l’absorbance, de la luminescence,
ou sur un algorithme comportant une analyse d’image de fluorescence.

Aux difficultés de la mâıtrise de la taille des NPs en fonction du temps et du lot s’ajoute une autre
problématique, elle aussi apparue pendant la thèse. Les NPs ayant tendance à s’agglomérer, celles-ci
ne restent pas en solution homogène comme cela peut être le cas pour les NPs de FerInject. Les
NPs Fe de l’équipe coréenne sédimentent dans les puits de culture cellulaire ou au fond des flasques.
Les cellules étant adhérentes, elles sont donc directement en contact avec les NPs ayant coulé. Cela
modifie d’une part les interactions possibles, mais aussi la façon de calculer les concentrations de
NPs dans les plaques de culture.

Le schéma 5.7 illustre le raisonnement que nous avons suivi. Les puits de plaque 96 puits ont un
diamètre de 6.2 mm et sont plus hauts que larges : nous utilisons habituellement 200 µL de milieu
par puits, ce qui permet de recouvrir les cellules avec environ 6.7 mm de milieu. Pour les flasques
T25, nous utilisons habituellement 7 mL de milieu, ce qui permet de recouvrir les cellules avec
environ 3 mm de milieu. Pour une même concentration volumique de NPs, les NPs sédimentent et
se répartissent sur toute la surface de la flasque pour la culture en T25, tandis qu’elles s’accumulent
sur la petite surface des puits de plaque 96 puits. Les cellules, qui sont adhérentes au support, vont
donc être incubées avec des concentrations surfaciques en NPs Fe plus grandes dans les puits que
dans les flasques T25 pour une même concentration volumique initiale.

Figure 5.7 – Schéma illustrant la correspondance “volume/surface”. Pour une même concentration de NPs dans le
milieu, les cellules en culture dans un puits de plaque 96 puits “rencontreront” plus de NPs que les cellules en culture
dans une flasque T25 : en 24 h, les NPs auront sédimenté et se seront accumulées sur le tapis cellulaire.

Nous avons donc adapté les calculs de concentration en utilisant des correspondances “vo-
lume/surface” : les tableaux de la figure 5.8 permettent d’évaluer la concentration en NPs à utiliser
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pour obtenir une concentration surfacique similaire selon les flasques ou plaques utilisées. Pour un
puits de plaques 96 puits, il faudra donc une concentration volumique de NPs Fe inférieure à celle
utilisée dans une flasque T25 pour tenter d’obtenir une condition d’exposition aux NPs identique
pour les cellules de ces deux récipients. Même en prenant ces précautions, les conditions d’exposi-
tions aux NPs sont susceptibles de varier d’un type de flasque à un autre. Il serait intéressant par
la suite de vérifier par mesure ICP-MS que cette méthode permet bien d’obtenir la même masse de
fer par cellule en “corrigeant” les concentrations de fer selon les flasques de culture utilisées.

Figure 5.8 – (A) Table des équivalences volume/surface selon le type de récipient de culture cellulaire utilisé. (B)
Exemples de concentrations équivalentes pour plusieurs types de récipients de culture cellulaire.

5.6 Le chapitre 5 en quelques mots

Les NPs coréennes utilisées dans les expériences d’augmentation de dose sont constituées d’un
cœur métallique en Fe3O4, enrobé d’alginate. Une fois mises en contact avec le milieu de culture
cellulaire, elles sont susceptibles d’adsorber des protéines présentes dans le sérum. Plusieurs
caractéristiques de ces NPs ont été étudiées afin de mieux connâıtre ces outils avec lesquels
nous travaillons.

- Le diamètre du cœur métallique des NPs Fe mesure une quinzaine de nanomètres (me-
sures TEM réalisées par notre équipe et confirmées par les articles de J.K. Kim et al
[Choi 12a, Seo 13]).

- Ces NPs Fe ont tendance à s’agglomérer, et la taille de ces agglomérats évolue en fonction
du temps. Les mesures par DLS indiquent que les NPs peuvent former des amas allant
de la cinquantaine de nm à plusieurs centaines de nm. Par exemple, les NPs Fe juste
vortexées mesurent 303.1 ± 106.8 nm de diamètre.

- Nous avons utilisé la sonication pour réduire la taille des amas afin d’améliorer la repro-
ductibilité des expériences. Trois sonications successives (protocole : B.1.4) permettent
d’obtenir une population de NPs de 184.4 ± 71 nm de diamètre.

- Une fois mises en contact avec le milieu de culture des cellules, la taille des agglomérats
évolue. La distribution de taille pondérée en intensité comprend alors deux ou trois pics.
La sonication permet toutefois de conserver une population de NPs de moins de 100 nm
de diamètre. Par exemple, la distribution de taille des NPs soniquées trois fois comprend
les pics suivants : 433.4 ± 189.7 nm, 91.75 ± 29.06 nm et 5297 ± 405 nm.

- Le processus de vieillissement des NPs n’a pas été caractérisé, mais par expérience
celles-ci deviennent inutilisables après deux ou trois mois de stockage : l’agglomération
des NPs devient trop importante et la sonication ne permet pas de rendre ce processus
réversible. Pour freiner ce phénomène, les NPs Fe sont conservées à 4̊ C.
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D’autre part, quelques difficultés ont été rencontrées lors de l’étude de ces NPs Fe opaques :
celles-ci faussent les résultats de nombreux tests cellulaires utilisés en routine. De plus, lors-
qu’elles sont injectées dans le milieu de culture, les NPs Fe sédimentent. Les cellules sont donc
exposées à des concentrations surfaciques de NPs différentes selon la flasque ou les puits plaque
de culture utilisés, pour une même concentration volumique étudiée. Nous avons donc utilisé
une correspondance “volume/surface” afin de corriger ce phénomène.
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Chapitre 6

Interactions entre NPs Fe et cellules
tumorales : résultats in vitro
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Objectif des expériences : étudier les conséquences de l’exposition
des cellules de gliome de rat aux NPs Fe

Comme nous l’avons vu dans le chapitre 2, les NPs Fe irradiées par des rayons X émettent des
électrons secondaires qui déposent leur énergie localement autour des NPs. Selon les résultats des
simulations du chapitre 4, le parcours des électrons secondaires dans l’eau ne dépasse pas 800 nm
pour les électrons Auger et une centaine de µm pour les photoélectrons. Ainsi, l’effet biologique
mesuré après irradiation aux rayons X est susceptible de varier selon la localisation des NPs dans
la cellule [Delo 13] : si les électrons secondaires parviennent à endommager les cibles vitales de la
cellule (ADN, mitochondries, voire membranes), l’effet de l’irradiation sera amplifié. Par exemple,
des NPs proches ou à l’intérieur du noyau sont susceptibles de causer des dégâts plus importants
à la cellule que des NPs cytoplasmiques. D’autre part, en plus de l’effet physique d’augmentation
de la dose, les NPs Fe sont susceptibles d’affecter le comportement ou la viabilité des cellules par
d’autres mécanismes.

Les résultats présentés dans ce chapitre avaient tout d’abord pour objectif de déterminer si les
NPs Fe s’accumulent dans les cellules, et, le cas échéant, en quelles quantités : plus les cellules
internalisent de NPs Fe et plus la dose déposée lors de l’irradiation sera -en théorie- élevée. D’autre
part, les études ont permis de déterminer dans quelles zones de la cellule les NPs Fe sont accumulées.

D’autre part, ce chapitre abordera la question des conséquences biologiques de l’exposition des
cellules aux NPs Fe pendant 24 h : la présence de NPs Fe dans le milieu de culture est-elle toxique
pour les cellules ? Quel impact les NPs Fe ont-elles sur le métabolisme des cellules ? En effet, si les
NPs permettent d’augmenter physiquement la dose lors de l’irradiation via les électrons secondaires,
il est aussi possible qu’elles aient un impact biologique sur la survie des cellules.

6.1 Matériels et méthodes

6.1.1 NPs Fe, agents de contraste et cellules

Les NPs utilisées dans ce chapitre sont les NPs Fe de l’équipe coréenne présentées dans le
chapitre A.1.2 et caractérisées dans le chapitre 5. Par ailleurs, d’autres composés ont aussi été
utilisés lors d’expériences similaires de manière ponctuelle : les NPs FerInject (voir A.1.1) ainsi que
deux agents de contraste au Gd, le Dotarem et le Magnevist (voir A.3). Les résultats obtenus avec
les NPs Fe coréennes pourront donc être comparés dans un second temps avec les résultats obtenus
pour ces autres composés. Les différences de comportement des cellules ou de résultats de survie
pourront alimenter la discussion et aider à prendre du recul sur les effets physiques et biologiques
en jeu.

La lignée cellulaire utilisée dans ce chapitre est la lignée F98. Il s’agit d’une lignée de gliome
de rat. Nous comparerons parfois les résultats avec ceux obtenus pour une autre lignée de gliome
de rat, la lignée 9L. Ces deux lignées sont décrites dans la section A.4.

Les protocoles de culture cellulaire sont décrits en détail en annexe (B.2).

6.1.2 Méthodes expérimentales

Plusieurs méthodes d’imagerie ont été utilisées de manière à caractériser la distribution des
NPs Fe dans les cellules. Les premières observations ont été réalisées avec le microscope optique du
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laboratoire. Par la suite, d’autres méthodes plus fines ont été utilisées : l’observation au microscope
optique de coupes de cellules prises dans la résine EPON a été réalisée à l’Institut d’Anatomie de
l’Université de Berne, en collaboration avec Werner Graber, Jean-Albert Laissue et Valentin Djonov.
Le protocole est détaillé en annexe (voir B.5.2). D’autre part, des échantillons de cellules exposées
aux NPs ont été analysées sur la ligne ID-16 A en collaboration avec Sylvain Bohic et Murielle
Salome par spectrométrie de fluorescence de rayons X. Le fonctionnement de cette méthode
ainsi que le traitement des données et le protocole expérimental de préparation des échantillons
sont décrits en annexe (voir B.5.1). Rapidement, il s’agit d’irradier une cellule à imager “pixel par
pixel” à 17 keV. A chaque pixel, des détecteurs enregistrent le spectre de photons de fluorescence
émis par les éléments contenus dans le pixel. Après un traitement des données, il devient donc
possible de remonter à la quantité de fer (ou d’un autre élément) présente dans ce pixel, et ainsi
de connâıtre la distribution de chaque élément dans la cellule.

La masse de fer accumulée dans les cellules de gliome suite à l’exposition aux NPs Fe a été
mesurée par ICP-MS. Le principe et le protocole précis de cette méthode sont présentés en annexe
(voir B.4). Rapidement, il s’agit d’exposer les cellules aux NPs Fe (un triplicat par condition) puis
de compter le nombre de cellules par échantillon. Les échantillons sont ensuite centrifugés et les
culots secs sont minéralisés avec 500 µL d’acide nitrique. Les échantillons sont ensuite ionisés et
les ions sont séparés et détectés selon leur nature dans par un spectromètre de masse. Connaissant
ainsi la concentration de fer dans l’échantillon d’une part, et le nombre de cellules dans l’échantillon
d’autre part, il devient possible d’en déduire la masse de fer moyenne accumulée par cellule.

Le cycle cellulaire des F98 exposées ou non aux NPs Fe a été étudié par cytométrie en flux.
Le protocole de préparation des échantillons est décrit en détail en annexe (B.3.6). Rapidement,
les cellules F98 sont exposées pendant 24h aux NPs Fe à différentes concentrations. Après rinçage
au PBS, elles sont fixées à l’éthanol absolu puis conservées au congélateur (-20̊ C). Le jour de
l’expérience, les cellules sont rincées au PBS-EDTA. Elles sont ensuite resuspendues dans 500 µL
de PBS-EDTA, 5 µL d’Iodure de Propidium et 5 µL d’ARNase. Après 30 minutes d’incubation, les
échantillons sont analysés par cytométrie en flux sur la plateforme BIG du CEA de Grenoble, sous
les conseils de Véronique Collin-Faure. Le cytomètre utilisé est un BD FACSCalibur.

Le protocole de sonication des NPs Fe a déjà été présenté dans le chapitre 5 et est détaillé dans
la section B.1.4.

6.2 Résultats : interactions entre NPs Fe et cellules

C’est au cours de la thèse de Paul Gimenez que l’engouement pour les NPs Fe coréennes fut
lancé dans l’équipe RSRM [Gime 15]. Nous l’avons vu précédemment, au moins deux paramètres
influent sur les effets physiques responsables de l’augmentation du dépôt de dose dans la zone
contenant des NPs : la nature de l’élément composant les NPs et la concentration de cet élément
dans la zone irradiée. Le Gd, de numéro atomique 64, est favorable par rapport au fer de numéro
atomique 26 : plus le numéro atomique est élevé, plus la section efficace de l’effet photoélectrique
est importante. Cependant, lors de ses travaux, Paul Gimenez a remarqué que les NPs Fe coréennes
s’accumulaient en grandes quantités dans les cellules, de telle sorte que la concentration élevée en
NPs Fe compensait le plus faible Z de cet élément. L’effet théorique obtenu peut donc se comparer
à l’effet obtenu avec d’autres éléments comme le Gd.
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6.2.1 Les cellules tumorales internalisent les NPs Fe

Au cours de ces travaux de thèse, nous avons tout d’abord cherché à retrouver ces résultats
prometteurs. Pour ce faire, des cellules de gliome F98 ont été exposées aux NPs Fe coréennes
pendant 24h, à des concentrations comprises en moyenne entre 0.03 et 0.3 mg (Fe)/mL. Le temps
d’incubation de 24h a été choisi car utilisé par Paul Gimenez pendant ses travaux.

Figure 6.1 – Observation des cellules F98 au microscope optique après exposition pendant 24h aux NPs Fe de l’équipe
coréenne.

La figure 6.1 représente une observation caractéristique au microscope optique des cellules F98
après exposition pendant 24h aux NPs Fe. On remarque que le cytoplasme de celles-ci est noir ; il
semble raisonnable de penser que les cellules sont chargées en particules. De plus, la taille des amas
visibles au microscope est clairement supérieure aux 15 nm de diamètre des NPs Fe individuelles,
ce qui confirme l’agrégation de ces particules en solution.

Résultats des mesures par ICP-MS

Des cellules de gliome de rat 9L et F98 ont été exposées aux NPs Fe coréennes pendant 24
h à différentes concentrations. Le résultat des analyses par ICP-MS est présenté dans les figures
6.2 (A) et (B) : les deux types de cellules tumorales F98 et 9L internalisent une quantité similaire
de NPs Fe, de l’ordre de la centaine de pg par cellule, bien que les 9L semblent internaliser plus
efficacement les NPs Fe que les F98. En effet, pour une concentration de 0.06 mg(Fe)/mL dans le
milieu de culture, les 9L internalisent 110 ± 17 pg/cellule et les F98 internalisent 71 ± 22 pg/cellule.

D’autre part, la sonication des NPs Fe coréennes impacte la masse de fer internalisée par les
F98 (Fig. 6.2 (B) et (C)). Les F98 internalisent 71 ± 22 pg(Fe)/cellule lorsqu’elles sont exposées
à 0.06 mg/mL de NPs Fe non soniquées, contre 30 ± 2 pg(Fe)/cellule lorsqu’elles sont exposées à
0.06 mg/mL de NPs Fe soniquées.

De plus, nous pouvons remarquer que la masse de fer par cellule semble atteindre un seuil de
saturation à partir d’une certaine concentration de fer dans le milieu. Selon les figures 6.2 (B) et
(C), la valeur de ce plateau n’est pas identique bien qu’il s’agisse du même type cellulaire. En effet,
pour les NPs non soniquées, ce plateau se situe aux alentours de 120 pg(Fe)/cellule et la saturation
débute pour des concentrations de fer dans le milieu de culture avoisinant les 0.2 mg/mL. Lorsque
les NPs sont soniquées, ce plateau se situe alors à 30 pg(Fe)/cellule et la saturation est atteinte dès
la concentration de 0.06 mg/mL.

140



6.2 Résultats : interactions entre NPs Fe et cellules

Figure 6.2 – Masse de fer internalisée par cellule après une exposition pendant 24 h aux NPs Fe coréennes, mesurée
par ICP-MS. Exposition de cellules de gliome 9L (A) et F98 (B) aux NPs Fe non soniquées. (C) Exposition des F98
aux NPs soniquées. (D) Résultats présentés dans l’article de l’équipe coréenne exposant des cellules CT26 aux mêmes
NPs Fe [Choi 12a].

6.2.2 Distribution des NPs Fe dans les cellules tumorales

6.2.2.1 Observation de coupes de cellules au microscope optique

Des cellules F98 ont été exposées aux NPs Fe coréennes pendant 24h à une concentration de
0.3 mg(Fe)/mL. Après fixation des cellules et préparation des échantillons dans la résine EPON,
les coupes ont été observées au microscope optique avec un objectif 40x.

Figure 6.3 – Observation au microscope optique (40x) de F98 après exposition aux NPs Fe coréennes (non soniquées)
pendant 24h à 0.3 mg(Fe)/mL.
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Comme nous pouvions le constater avec le microscope du laboratoire, les NPs Fe sont bien
internalisées dans les cellules. Elles sont accumulées dans des vésicules dans le cytoplasme des
cellules. On peut noter que les cellules ont tendance à se déformer pour internaliser les NPs, et même
une fois les NPs internalisées. Ces déformations ont une envergure importante si on la compare à la
taille des cellules ; on peut se demander si ces cellules sont réellement capables de poursuivre leur
métabolisme habituel une fois les NPs Fe dans les vésicules. Sur certaines images de la figure 6.3,
on remarque d’ailleurs que la surface de certaines cellules forme des sortes de vacuoles, ce qui peut
rappeler la morphologie des cellules en apoptose.

Un comptage sur 251 cellules observées lors de cette expérience permet d’estimer qu’au moins
76% des cellules ont internalisé des NPs Fe. Pour 13%, il est difficile de déterminer si les cellules
contiennent ou non des NPs, et pour 11% les cellules ne semblent pas contenir de NPs Fe. Cependant,
il s’agit là de coupes cellulaires : parmi les cellules ne contenant pas de NPs Fe visibles, des vacuoles
emplies de fer seraient peut-être visibles sur d’autres coupes.

6.2.2.2 Réalisation des cartographies en SR-XRF

Pour déterminer plus précisément la distribution des NPs Fe dans les cellules, nous avons analysé
des échantillons de cellules F98 ayant été exposées aux NPs Fe par microfluorescence X sur la ligne
ID-16 en collaboration avec Sylvain Bohic et Murielle Salome. La SR-XRF permet d’obtenir de
manière précise la distribution d’un élément dans une cellule.

Les échantillons sont composés de cellules F98 cultivées sur des membranes, exposées aux NPs
Fe à deux concentrations différentes (0.02 et 0.06 mg/mL) pendant 24h et fixées au PFA.

Figure 6.4 – Images caractéristiques de cellules F98 après exposition pendant 24 h aux NPs Fe de l’équipe coréenne
(soniquées) observées sur ID-16 par SR-XRF (concentrations d’exposition : [gauche] 0.02 mg/mL ; [droite] 0.06
mg/mL). Ces cartes indiquent la concentration surfacique de fer (Fe) ou de soufre (S) mesurée pour chaque “pixel”
de la cellule.

La figure 6.4 représente quelques images caractéristiques obtenues lors de l’observation des
échantillons. Le soufre étant un élément naturellement présent et réparti dans les cellules, il permet
de montrer les délimitations des cellules. Comme vu précédemment, les NPs sont bien internalisées
dans les cellules. Plus précisément, elles sont accumulées dans des vacuoles du cytoplasme. D’autre
part, les cellules exposées à 0.06 mg(Fe)/mL ont amassé plus de fer que les cellules exposées à 0.02
mg(Fe)/mL. Aucune présence de fer dans le noyau n’a été détectée.
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6.2.3 Conséquences de l’internalisation des NPs sur les cellules

Les observations au microscope de la morphologie des cellules tumorales mises en contact avec
les NPs Fe coréennes peuvent interpeller. En effet, les cellules semblent subir une déformation de
grande échelle comparée à leur taille. Certaines cellules semblent même être en début d’apoptose. Il
est alors naturel de se demander si ces NPs n’ont pas d’effet sur les cellules, même sans irradiation.

6.2.3.1 Comportement des cellules exposées aux NPs Fe

Le comportement de cellules F98 exposées ou non aux NPs Fe (concentration : 0.3 mg(Fe)/mL)
a été filmé pendant approximativement 12 h. Les résultats sont présentés sur la figure 6.5.

Figure 6.5 – Observation du comportement des cellules F98 en live imaging à intervalles réguliers pendant approxi-
mativement 12 h. (A) Cellules témoin. (B) Cellules exposées à 0.3 mg(Fe)/mL de NPs Fe de l’équipe coréenne non
soniquées.
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Les cellules témoin et les cellules exposées aux NPs Fe se divisent et prolifèrent tout au long
de l’expérience. Dans les deux conditions étudiées, elles sont mobiles et possèdent des lamellipodes.
De plus, les cellules sont plus vacuolées à la fin de l’enregistrement qu’au début, et ce aussi pour
les cellules témoin. Cette observation est assez commune selon notre collaborateur Jean-Philippe
Kléman, car les conditions recréées par le pseudo-incubateur ne sont pas parfaitement identiques
à celles d’un vrai incubateur : au bout de plusieurs heures, les cellules commencent à en souffrir.
De plus, dans le puits des cellules exposées aux NPs Fe, seulement les plus gros amas de NPs Fe
sont visibles à ce grossissement. Là encore, il est possible d’observer leur internalisation par les F98
dans des vacuoles.

D’après ces résultats, les capacités de prolifération et de mobilité des cellules F98 ne sont pas
être affectées par la présence de NPs Fe à cette concentration, bien que les observations soient
seulement qualitatives.

6.2.3.2 Cycle cellulaire

D’autre part, nous avons réalisé une étude de cycle cellulaire sur des cellules F98 ayant été
exposées ou non à des NPs Fe coréennes pendant 24h à plusieurs concentrations : 0.06 mg(Fe)/mL
et 0.15 mg(Fe)/mL.

La figure 6.6 illustre la distribution des cellules dans le cycle cellulaire selon les conditions
auxquelles elles ont été soumises. Les cellules contrôle sont réparties “normalement” dans le cycle
cellulaire (observation similaire aux cas d’école). Cette répartition se déséquilibre lorsque les cellules
ont été exposées pendant plus de 24h aux NPs Fe aux concentrations étudiées. Une composante
révélant la présence de corps apoptotiques apparâıt dans le cas des cellules exposées aux NPs Fe.
Cette composante est d’autant plus importante que la concentration en fer dans le milieu de culture
est élevée. En effet, la composante de corps apoptotiques est de 0.28 ± 0.05 % pour les cellules
contrôle. Elle représente 14.8 ± 3.0 % des cellules exposées à 0.06 mg(Fe)/mL et 28.6 ± 2.4 % des
cellules exposées à 0.15 mg(Fe)/mL. De plus, à cette concentration, le cycle cellulaire semble se
“tasser” et présente moins de cellules en phase G1 (65.0 ± 2.1 % pour les cellules contrôle contre
40.1 ± 3.5 % pour les cellules exposées à 0.15 mg(Fe)/mL).

Figure 6.6 – Etude du cycle cellulaire des F98 exposées (ou non) pendant 24h aux NPs Fe coréennes soniquées
(C2=0.06 mg(Fe)/mL et C3=0.15 mg(Fe)/mL). Images représentatives des triplicats réalisés pendant l’expérience.

Dans la figure 6.7, la population de chaque étape du cycle cellulaire est illustrée plus quanti-
tativement pour les trois conditions étudiées. La présence de corps apoptotiques est bien visible
pour les cellules exposées aux NPs Fe, ainsi que sa dépendance à la concentration de fer dans
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le milieu de culture (différence significative pour les deux conditions d’exposition, ANOVA à un
facteur, p<0.0005). De plus, le nombre de cellules en phases G1, G2 et M diminue au profit de la
formation des corps apoptotiques et des cellules en phase S. La phase S se révèle significativement
plus peuplée pour les cellules exposées aux NPs Fe (ANOVA à un facteur, p=0.005 et p=0.035
pour une exposition à 0.06 mg(Fe)/mL et 0.15 mg(Fe)/mL respectivement). En effet, les cellules en
phase S représentent 12.4 ± 0.8 % des cellules contrôle, contre 19.1 ± 2.4 % des cellules exposées
à 0.06 mg(Fe)/mL et 16.7 ± 1.1 % des cellules exposées à 0.15 mg(Fe)/mL.

Figure 6.7 – Distribution
des cellules F98 dans le
cycle cellulaire après expo-
sition pendant 24h aux NPs
coréennes soniquées (0.06 et
0.15 mg/mL).

6.3 Discussions sur l’interaction entre les NPs et les cellules tu-
morales

6.3.1 Internalisation du fer dans les cellules tumorales

6.3.1.1 Les capacités d’accumulation des NPs Fe par les cellules sont encourageantes
pour la “photoactivation”

Le fait que les NPs soient internalisées par les cellules de gliome constitue un avantage conséquent :
les électrons secondaires ont ainsi plus de probabilité d’atteindre les organes sensibles des cellules
lors de l’irradiation. De plus, si l’on suppose que les cellules en suspension sont comparables à des
cubes de 10 µm de côté, une centaine de pg par cellule correspond à une concentration intracellu-
laire de 100 mg(Fe)/mL. Le DEF macroscopique correspondant est de 3.86 à 30 keV et 2.55 à 80
keV, ce qui justifie largement l’utilisation de ces NPs Fe dans un but thérapeutique.

Limites des mesures ICP-MS et remarques :

1. Lors de la création des échantillons pour l’ICP-MS, les rinçages, centrifugations et temps
d’attente, bien que limités, peuvent laisser le temps aux cellules d’externaliser certains com-
posés, notamment dans le cas de l’étude d’internalisation de petites molécules.

2. Le rinçage des cellules exposées aux NPs Fe coréennes s’est révélé complexe. Il n’est pas
exclu que les mesures soient un peu biaisées par la présence de NPs Fe non internalisées
dans les échantillons. Au contraire, le rinçage des NPs FerInject est bien plus aisé : les NPs
ne sédimentent pas.

3. Objections sur la précision de la mesure : la mesure de la concentration par ICP-MS est
très précise. L’ICP-MS est trois ordres de grandeur plus sensible que l’ICP-AES [Subi 16].
Cependant, les étapes précédant la mesure en elle-même peuvent contribuer à rendre les
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résultats imprécis ou biaisés : notamment, la perte des cellules lorsque le surnageant est
retiré ou le volume de milieu pouvant rester au fond du tube. La minéralisation étant réalisée
avec 500 µL d’acide nitrique, laisser 50 µ dans le tube peut déjà engendrer une erreur de
10% sur la mesure.

Les mécanismes d’internalisation des NPs Fe par les cellules n’ont pas été étudiés. D’après la
littérature, les processus mis en jeu seraient principalement la phagocytose (dans le cas de cellules
phagocytaires), la macropinocytose et l’endocytose médiée par la clathrine (voir annexe ??).

6.3.1.2 Comparaison avec les résultats de la littérature

La figure 6.2 (D) représente les résultats obtenus par l’équipe coréenne avec ces mêmes NPs
Fe lorsqu’elles sont incubées pendant 24h avec des cellules CT26 (cellules de cancer du colon mu-
rines) [Choi 12a]. Nous remarquons que les CT26 sont capables d’internaliser des masses de fer
aussi importantes que les F98 : les CT26 internalisent 129.7 ± 16.3 pg/cellules lorsqu’elles sont
exposées à une concentration de 0.72 mg(Fe)/mL. Cependant, ce résultat n’était pas forcément
attendu car les F98 et les 9L ne sont pas issues du même type cellulaire que les CT26, qui sont
dérivées de fibroblastes. Nous pouvons aussi remarquer que les concentrations en fer dans le milieu
de culture des cellules sont bien supérieures à celles de nos expériences, bien qu’elles ne provoquent
aucune toxicité pour les cellules selon l’article [Choi 12a]. Alors que les concentrations de l’équipe
coréenne dépassent le mg (Fe)/mL, nous peinons à réaliser des expériences incluant des concentra-
tions supérieures à 0.3 mg (Fe)/mL à cause de la toxicité que cela engendre. A ce jour, ce phénomène
reste encore incompris, et la seule hypothèse que je peux proposer consiste à supposer que les NPs
Fe utilisées dans les deux équipes ne sont pas identiques, bien que provenant du même protocole
de synthèse (agrégation, transport, attente avant utilisation...).

A titre comparatif, l’équipe de Mazur a exposé des cellules de cancer du sein murines (MTG-B)
à des NPs d’oxide de fer (100 nm, coatées à l’amidon) à une concentration de 0.2 mg(Fe)/mL. Les
mesures par ICP-MS montrent une accumulation de 40 pg de fer par cellule après 72h d’incubation
et environ 13 pg par cellule après 24h d’incubation [Mazu 13].

Il serait aussi intéressant de discuter du temps d’incubation des NPs fixé ici à 24h : cette durée
n’a pas particulièrement plus de sens qu’une autre par rapport à ce qui peut se dérouler in vivo lors
de l’accumulation des NPs Fe dans la tumeur. Bien que la majorité des auteurs de la littérature
utilisent aussi un temps d’exposition de 24h, ce qui rend les expériences notamment plus commodes,
d’autres auteurs utilisent des temps d’incubation plus longs, comme 48h ou 72h (voir section 2.2.4).
Cet aspect n’a pas été abordé au cours de cette thèse.

6.3.1.3 Masse de fer maximale que les cellules peuvent internaliser ?

Nous pouvons remarquer, sur les courbes présentées dans la figure 6.2, que la masse de fer par
cellule semble atteindre une phase de saturation à partir d’une certaine concentration de fer dans le
milieu. Une première hypothèse consisterait à dire que les cellules ne peuvent pas internaliser plus
qu’une certaine quantité de fer égale au plateau atteint pour les concentrations les plus élevées.
Cependant, entre les figures 6.2 (B) et (C), le plateau n’est pas identique bien qu’il s’agisse du
même type cellulaire. Si les cellules F98 de la courbe (C) atteignent une saturation dans la masse
de fer internalisée à partir d’une certaine concentration, ce n’est donc pas parce qu’elles ne sont plus
capables d’accumuler ce fer. Les NPs Fe sédimentant au fond des flasques de culture, on peut alors
imaginer que les cellules internaliseraient les NPs déposées autour d’elle dans un certain périmètre
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et à une vitesse donnée : 24h ne leur suffirait plus pour internaliser toutes les NPs présentes dans ce
périmètre pour les grandes concentrations. Ce phénomène de “périmètre” est visible dans la figure
6.8 pour le cas de cellules de gliome 9L.

Figure 6.8 – Les cellules de
gliome 9L internalisent les
NPs Fe présentes dans un
certain périmètre autour de
leur localisation.

6.3.1.4 Rôle de la sonication

Nous avons observé dans les résultats des mesures ICP-MS que la masse de fer accumulée
par les cellules F98 était significativement plus importante dans le cas où les NPs Fe n’étaient
pas soniquées (Fig. 6.2 (B) et (C) ; test : ANOVA à un facteur, p=0.0187). Ce phénomène est
peut être du au simple fait qu’une cellule amasse de nombreux d’atomes de fer en internalisant
d’un coup un unique amas de NP Fe. Il faudrait que la cellule internalise de nombreuses NPs Fe
individuelles pour arriver à accumuler cette même masse de fer. D’autre part, il semble que les
astrocytes soient des cellules phagocytaires professionnelles [Caho 08]. Les cellules de gliomes étant
dérivées d’astrocytes, il est aussi possible que ces cellules soient attirées par des NPs de taille plus
conséquentes. Comme l’intérêt des NPs Fe réside en la masse de fer accumulée par les cellules,
on peut alors se demander s’il est vraiment pertinent de soniquer les NPs Fe, puisque ce protocole
réduit visiblement la masse de fer par cellule. Ne serait-il pas plus intéressant d’utiliser des particules
de taille plus importante ? Si cela peut être favorable du point de vue des expériences in vitro, il
semble au contraire désavantageux d’utiliser des NPs Fe de taille supérieure à la centaine de nm in
vivo, celles-ci étant moins aptes à passer la BHE et/ou à diffuser dans la zone tumorale.

6.3.1.5 Comparaison avec l’internalisation du FerInject

La figure 6.9 représente la masse de fer internalisée par les cellules de gliome de rat F98 ou
9L exposées au FerInject pendant 24h. Même aux plus grandes concentrations étudiées lors de
ces expériences (1.0 et 2.4 mg(Fe)/mL), aucun plateau de saturation n’est atteint. D’autre part, la
masse de fer internalisée par les cellules est bien plus faible que dans le cas d’une exposition aux NPs
Fe coréennes : pour la concentration d’exposition la plus élevée (2.4 mg/mL), les 9L internalisent
1.16 ± 0.15 pg(Fe)/cellule et les F98 internalisent 0.36 ± 0.03 pg(Fe)/cellule. Nous pouvons donc
nous attendre à mesurer un effet d’augmentation de dose moindre avec ces NPs. Une des raisons
possibles expliquant l’accumulation plus limitée du FerInject dans les cellules de gliome réside dans
la raison clinique pour laquelle le FerInject a été développé : ces NPs Fe ont été conçues pour corriger
les carences en fer de l’organisme. Elles ciblent donc les macrophages et évitent l’internalisation par
les autres cellules du tissu afin de limiter la distribution de ce traitement aux tissus non concernés.
Ce ciblage des macrophages peut notamment être induit par le coating de ces NPs. De plus, le
FerInject est composé de NPs bien plus petites que les amas de NPs Fe coréennes et ces NPs
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sédimentent pas. Il apparâıt donc plausible que l’internalisation de ces NPs dans les cellules n’ait
pas lieu de la même manière et avec les mêmes caractéristiques que l’internalisation des NPs Fe
coréennes.

Figure 6.9 – Masse de fer internalisée par cellule (A) 9L ou (B) F98, après une exposition pendant 24 h à différentes
concentrations de NPs Fe FerInject, mesurée par ICP-MS.

6.3.2 Distribution du fer dans les cellules tumorales

L’imagerie SR-XRF nous a permis de constater une accumulation des NPs Fe dans des vésicules
du cytoplasme des cellules. Il est intéressant de constater que, dans notre étude, ces vésicules
semblent répartis indifféremment dans le cytoplasme. Au contraire, Paul Gimenez avait observé
une accumulation de ces vésicules autour du noyau lors d’expériences similaires [Gime 15]. L’équipe
coréenne indique aussi une distribution des NPs Fe autour de la membrane périnucléaire chez les
cellules C6 (gliome de rat) et CT-26 (cancer du côlon murin) [Choi 12a]. La localisation des NPs
Fe proches du noyau est un avantage du point de vue thérapeutique : les électrons secondaires sont
plus susceptibles de déposer leur énergie dans l’ADN et donc d’engendrer les lésions complexes
à réparer. Ceci est particulièrement intéressant pour les électrons Auger, dont le rayon d’action
n’excède pas quelques centaines de nm (voir 4.4.2).

Les cartographies réalisées lors de cette expérience peuvent ensuite être exploitées pour des si-
mulations détaillées de dépôt de dose à l’échelle cellulaire. En effet, la concentration de fer en chaque
“point” de la cellule est précisément quantifiable. Idéalement, connâıtre la répartition en trois di-
mensions du fer dans la cellule permettrait de réaliser des simulations encore plus représentatives.
Le passage d’une cartographie en 2D à une cartographie en 3D (via une tomographie) a été tentée
en collaboration avec R. Tucoulou et S. Bohic (ID-16, ESRF) en fixant les cellules chargées en
fer sur des pointes. Cependant, la dose déposée dans la cellule lors de l’imagerie a endommagé
l’échantillon et la reconstruction de l’image en 3D s’est révélée impossible.

Parmi les vésicules du cytoplasme dans lesquels les NPs Fe peuvent potentiellement être ac-
cumulés, les lysosomes constituent une hypothèse de choix (voir section ??). Les lysosomes sont
des organites cellulaires du cytoplasme mesurant plusieurs dixièmes de microns. Ils permettent à la
cellule de “digérer” de nombreux types de molécules grâce aux enzymes qu’ils renferment. Il serait
intéressant de déterminer si les lysosomes et les vésicules contenant le fer sont confondus : ceci peut
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être réalisé grâce à des marqueurs comme le lysotracker par exemple. Connâıtre le devenir des NPs
Fe dans les cellules permettrait d’aider à la caractérisation des mécanismes en jeu et à une meilleure
compréhension du métabolisme des cellules associé à la présence de fer. Dans un second temps, il
peut être intéressant de modifier chimiquement la surface des NPs Fe de façon à cibler une manière
d’entrer dans la cellule pour contrôler la distribution des NPs Fe dans la cellule.

6.3.3 Radiosensibilisation des NPs Fe ?

Sur les films en live imaging, les cellules F98 exposées aux NPs Fe ne semblent pas affectées par
la présence des nanoparticules dans leur milieu. Cette constatation rejoint les mesures de toxicité de
J.K. Kim et al. selon lesquelles l’exposition des cellules aux NPs Fe à des concentrations inférieures
à 2 mg(Fe)/mL n’aurait pas d’impact visible sur les cellules [Choi 12a].

Cependant, l’observation au microscope optique des coupes de cellules F98 montre que les
cellules sont déformées et vacuolées suite à l’internalisation des NPs Fe. Certaines possèdent une
morphologie rappelant l’apoptose. Ces observations peuvent être reliées aux travaux de Mahmoudi
et al. : ils rapportent la formation de vésicules de gaz après exposition de cellules tumorales L929
à des NPs d’oxyde de fer non coatées [Mahm 10]. Ils déduisent d’expériences additionnelles que
la présence de NPs Fe dans le milieu de culture altère les fonctions de certaines protéines, change
l’équilibre ionique dans les cellules et cause le détachement des cellules en culture.

Ces observations ouvrent donc le questionnement sur les possibles conséquences toxiques d’une
exposition des cellules à de telles concentrations et de l’internalisation de quantités conséquentes
de NPs Fe.

6.3.3.1 La présence de fer bloque-t-elle la prolifération des cellules ?

La figure 6.10 montre les résultats d’un comptage de cellules dans des flasques (expérience
réalisée en triplicat) après incubation ou non des cellules F98 avec des NPs Fe coréennes pendant
24h. Deux conditions de concentration de NPs Fe dans le milieu de culture ont été testées : 0.02 et
0.06 mg/mL.

Les cellules exposées aux NPs Fe pendant 24h sont moins nombreuses que les cellules témoins. Ce
phénomène est d’autant plus important que la concentration en NPs Fe dans le milieu de culture
est élevée : il y a 26 ± 14 % de cellules en moins lorsqu’elles sont exposées à 0.06 mg(Fe)/mL
pendant 24h, et 49 ± 11 % de cellules en moins lorsqu’elles sont exposées à 0.15 mg(Fe)/mL. Cette
différence par rapport aux cellules contrôle est significative pour les deux conditions d’exposition
(test de Student, p<0.01).

Cependant, le nombre de cellules après l’expérience reste supérieur au nombre de cellules initia-
lement ensemencé pour toutes les conditions. Il est donc possible que les cellules se soient arrêtées
dans une des phases du cycle et/ou qu’elles aient été dans l’incapacité de se diviser. Dans leurs tra-
vaux, Soenen et collaborateurs montrent que l’exposition de cellules endothéliales et progéniteurs
neuronaux à des NPs d’oxyde de fer diminue la prolifération en interférant notamment avec le
cytosquelette d’actine et le réseau de microtubules [Soen 10]. Cet effet est d’autant plus visible que
la masse de fer internalisée est élevée. Des doses non toxiques de NPs Fe peuvent donc causer un
stress cellulaire affectant le métabolisme de la cellule sans la tuer.

La comparaison de ces données à celles obtenues avec les NPs FerInject indiquent que le FerInject
n’a pas d’impact sur la prolifération des F98 et des 9L, même à des concentrations bien supérieures
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Figure 6.10 – Comptage du nombre de cellules F98 par flasque après exposition pendant 24 h aux NPs Fe coréennes
soniquées (N=3). Concentrations : 0.02 et 0.06 mg(Fe)/mL.

à celles utilisées avec les NPs Fe coréennes (Fig. 6.14 (A) ; l’axe des ordonnées commence à 50%).
D’une part, nous avons observé précédemment que la masse de fer internalisée par les cellules
lors d’une exposition des F98 au FerInject est inférieure d’un à deux ordres de grandeur à la
masse de fer internalisée lors d’une exposition aux NPs Fe coréennes. La toxicité qui en résulte est
donc probablement moindre. De plus, le FerInject bénéficie d’une AMM : nous pouvons donc nous
attendre à ce que ces NPs Fe ne soient pas toxiques aux concentrations utilisées lors de l’injection
en intraveineuse (50 mg(Fe)/mL).

6.3.3.2 Blocage en phase S des cellules exposées

L’analyse du cycle cellulaire des F98 exposées aux NPs Fe coréennes montre un blocage des
cellules dans le cycle, probablement en phase S, et l’entrâınement de la mort cellulaire (apparition
d’une composante de corps apoptotiques). Les “checkpoints” du cycle cellulaire les plus connus sont
les checkpoints G1/S et G2/M (voir 1.3.4.1). En comparaison de ces deux checkpoints remarquables,
les biologistes n’attribuaient qu’un rôle mineur au checkpoint de la phase S du fait de l’observation
moins fréquente d’arrêts cellulaires en phase S [Hout 06].

L’avancée des recherches sur le checkpoint de la phase S a permis de prouver que celui-ci
comprenait en réalité trois checkpoints distincts [Bart 04] :

- le checkpoint de réplication est déclenché lorsque la réplication de l’ADN se retrouve bloquée
en réponse à un stress (inhibition des ADN-polymérases, sections lésées de l’ADN, ...)

- le checkpoint S-M est lui aussi dépendant du déroulement de la réplication de l’ADN. Il
assure que la cellule n’entre pas en phase de division si l’ADN répliqué n’est pas parfaite-
ment conforme. Une cellule ne validant pas le checkpoint S-M entre dans le processus de la
catastrophe mitotique.

- le checkpoint intra-phase S ne dépend pas du déroulement de la réplication de l’ADN. Il
est initié lorsque des cassures double brin sont détectées en dehors des zones en cours de
réplication.

Il est intéressant de remarquer qu’aucun des checkpoints de la phase S ne nécessite le fonctionne-
ment de la protéine p53. Cette protéine, considérée comme une “gardienne de l’intégrité du génôme”
[Sena 06], est capable de se lier à l’ADN et d’activer des protéines responsables de l’arrêt du cycle
cellulaire, de la réparation de l’ADN ou encore la mort programmée des cellules. En d’autres termes,
p53 demande l’arrêt du cycle en cas de dommages à l’ADN, puis déclenche l’apoptose si les lésions
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ne sont pas réparables. La p53 est mutée dans la majorité des cancers humains, qui esquivent ainsi
la mort cellulaire malgré la non conformité de leur ADN. La protéine p53 est aussi mutée pour la
lignée cellulaire F98 [Sena 06]. Un blocage des cellules en phase S serait donc un autre moyen de
déclencher la mort cellulaire de ces cellules résistantes.

Figure 6.11 – Synthèse bibliographique d’articles traitant de l’arrêt en phase S. Les références sont, dans l’ordre
alphabétique : [Ge 16, Guo 14, Joe 02, Lang 08, Prey 17, Sale 17, Wei 12, Zhon 16].

Plusieurs articles issus de la littérature traitant de l’arrêt en phase S sont répertoriés dans
le tableau de la figure 6.11. Parmi les articles étudiés, la plupart concernent l’arrêt en phase S
de cellules cancéreuses causé par des traitements chimiothérapeutiques. Cet arrêt en phase S est
presque systématiquement accompagné par le déclenchement de l’apoptose. D’autre part, certaines
études lient cet arrêt en phase S à la production d’espèces réactives de l’oxygène.

Le blocage des cellules dans une phase du cycle peut être bénéfique ou néfaste du point de vue
thérapeutique lorsque les cellules sont irradiées. Les cellules sont en effet plus ou moins résistantes
au traitement selon la phase du cycle dans laquelle elles se trouvent lors de l’irradiation (cf 1.3.4.1).
Le blocage des cellules en phase S causé par la présence des NPs Fe n’est pas avantageux dans le
cadre de notre étude : les cellules bloquées en S sont plus résistantes à l’irradiation.

6.3.3.3 Origine de la toxicité engendrée : une augmentation de la production de ROS
dans les cellules ?

Anne-Laure Bulin (EA 7442, Grenoble) et Jean-Luc Ravanat (CIBEST, CEA, Grenoble) ont
exposé de l’ADN aux NPs Fe coréennes, puis les échantillons ont été irradiés sur la ligne ID-17 à
50 keV ou 80 keV (dose : 50 Gy). Les taux de 8-oxo-dG 1 ont été mesurés par HPLC-MS/MS. Les
analyses ont montré des taux de 8-oxo-dG élevés pour une exposition de l’ADN à 1 mg(Fe)/mL,
même pour les contrôles non irradiés (0 Gy : 1.35 ± 0.07 % dGuo ; 80 keV, 50 Gy : 3.12 ±
0.16 % dGuo ; données non montrées), signe que les NPs Fe génèrent un stress oxydatif par leur
seule présence à cette concentration. En effet, les taux de 8-oxo-dG générés de manière endogène

1. La 8-oxo-dG, ou 8-oxo-2’-désoxyguanosine, est le résultat de l’oxydation de la désoxyguanosine (guanine liée à
un sucre désoxyribose).
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dépendent du type cellulaire mais sont de l’ordre de 0.5 8-oxo-dG pour 1.106 bases normales par
cellule.

Discussion : régulation du fer dans les cellules et NPs Fe Le fer a un rôle critique dans de
nombreuses fonctions cellulaires, dont la synthèse de l’ADN, le fonctionnement des mitochondries
ou encore le transport de l’oxygène. Une fois internalisé par la cellule et dissocié de la molécule de
transport (la transferrine), le fer provenant du sang se retrouve dans le cytoplasme sous forme Fe2+.
Le fer libre étant extrêmement réactif et pouvant engendrer une toxicité, il est donc aussitôt pris
en charge par la cellule : il peut être dirigé vers la mitochondrie pour y être métabolisé (synthèse
de l’hème), être inclu dans des protéines Fer-Soufre ou être fixé à la ferritine sous forme Fe3+ pour
stockage.

Le pool d’ions libres Fe2+ reste donc très limité. Il est régulé avec précision pour maintenir
l’homéostasie et prévenir un excès de fer libre. La cellule possède un système de régulation propre
au fer : le système de régulation IRP (Iron Response Protein) / IRE (Iron Response Element).
L’IRE est une séquence de nucléotides particulière présente dans l’ARNm de certaines protéines
jouant un rôle dans la régulation du fer. L’IRP est, schématiquement, une protéine capable de
reconnâıtre et de se fixer sur la séquence IRE. Selon la position de la séquence IRE sur l’ARNm,
l’arrimage d’une protéine IRP à l’IRE aura un rôle inhibiteur ou promoteur de la traduction de
l’ARNm. D’autre part, la fixation de fer sur l’IRP empêche cette protéine de s’attacher à l’IRE.

Par exemple, si le pool d’ions libres est insuffisant, l’IRP se fixe sur l’ARNm de la ferritine,
inhibant sa traduction. Le stockage du fer par la cellule est donc momentanément stoppé. Lorsque
le pool d’ions libres revient dans la norme, le fer se fixe sur l’IRP. Celle-ci ne peut donc plus
s’arrimer sur l’IRE de l’ARNm de la ferritine. La protéine est donc synthétisée et le stockage du
fer reprend son cours [Wang 11].

Lorsque la cellule internalise des NPs Fe, celles-ci peuvent se dégrader et relâcher des ions
libres. Si la cellule ne réagit pas assez rapidement en synthétisant de la ferritine pour “inactiver” et
stocker ce fer en excès, ces ions libres peuvent réagir et mener à la production d’espèces réactives
de l’oxygène (ROS) [Klei 12a]. La réaction d’Haber-Weiss (6.3) est une réaction chimique entre
l’ion superoxyde et le peroxyde d’hydrogène dont le produit est le radical hydroxyle très réactif.
En conditions biologiques normales, cette réaction est très lente. Cependant, le fer peut catalyser
cette réaction via la réaction de Fenton (6.2) montrée dans les équations ci-après. Ce mécanisme
est considéré aujourd’hui comme étant le principal mode de production des radicaux libres dans les
systèmes biologiques [Haus 16].

Fe3+ +O•
2 −→ Fe2+ +O2 (6.1)

Fe2+ +H2O2 −→ Fe3+ +OH− +• OH (6.2)

O•−
2 +H2O2 −→ O2 +OH− +• OH (6.3)

Le processus de libération du fer par dégradation des NPs Fe se déroulerait principalement dans
les lysosomes [Hohn 13]. Les ions ainsi relachés peuvent potentiellement traverser les membranes
nucléaires et mitochondriales, réagir avec le peroxyde d’hydrogène et l’oxygène produits par la
mitochondrie et produire des radicaux hydroxyles. Par ailleurs, les études de Petters ont prouvé
que la neutralisation du pH des lysosomes entravait la production de ROS et la toxicité provenant
de l’internalisation des NPs Fe par la microglie [Pett 16]. En plus de la production d’ions libres
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réactifs, les NPs Fe seraient capables d’induire la production de ROS en catalysant des réactions
enzymatiques via les ions à leur surface [Voin 11].

Les radicaux hydroxyles ainsi produits vont endommager l’ADN, les protéines, les glucides et les
lipides [Sing 10, Yarj 17]. Le fonctionnement de la mitochondrie peut en être perturbé et mener à la
production de composés cytotoxiques (e.g. libération du cytochrome c). Si la présence des NPs Fe
n’est pas nécessairement létale pour la cellule, elle peut engendrer des dysfonctionnements dont la
modulation du cytosquelette d’actine, la condensation des chromosomes, l’altération de l’expression
des gènes, la perturbation de l’homéostasie du fer ou l’arrêt du cycle cellulaire (Fig. 6.12).

Ces capacités de catalyse accrues peuvent donc avoir des effets délétères en cas de stress déjà
installé dans les cellules : par exemple, les NPs Fe sensibilisent les cellules H9c2 au stress produit
par l’acroléine (un des irritants présents dans la fumée de cigarette) [Luo 15]. Certaines études
détournent ces effets nuisibles au profit de solutions thérapeutiques contre le cancer : l’induction
de ROS par le médicament β-lapachone peut être renforcée par la libération de NPs Fe dans les
cellules tumorales, produisant ainsi un effet “synergique” toxique pour ces cellules [Huan 13].

Conclusion : dans notre cas, ces informations indiquent que nous pouvons nous attendre à un
effet biologique additionnel à l’augmentation de dose physique provoquée par l’émission d’électrons
secondaires lors de l’irradiation. Nous parlerons alors plutôt de “radiosensiblisation” pour définir
ce procédé biologique.

Figure 6.12 – Quelques conséquences possibles de l’exposition des NPs d’oxyde de fer sur les cellules. D’après [Sing 10,
Hohn 13, Haus 16, Yarj 17].

6.3.4 Externalisation des nanoparticules ?

Il serait intéressant de savoir si, une fois chargées en fer, les cellules sont capables d’externaliser
les NPs. Si le fer reste capturé par les cellules, cela peut être bénéfique dans le cadre d’une thérapie
fractionnée. Si, au contraire, il est relaché rapidement, cette dynamique doit être prise en compte
pour contrôler au mieux la concentration de NPs Fe dans la tumeur lors de l’irradiation.

Le suivi des cellules au microscope après internalisation des NPs Fe pendant 24 h permet déjà
de donner quelques indices visuels. La figure 6.13 montre le suivi sur sept jours de ces cellules une
fois ré-ensemencées dans du milieu complet (à noter que, pour des raisons pratiques, les cellules ont
été trypsinées à J+1 et J+6). Les cellules ont été exposées aux NPs Fe coréennes à J-1, pendant
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24 h. Elles ont été rincées à J0 et remises en culture dans du milieu complet.

Figure 6.13 – Observation de cellules F98 au microscope optique après exposition pendant 24 h aux NPs Fe coréennes
et réensemencement dans des flasques de culture. Concentration : 0.06 mg(Fe)/mL. Les cellules ont été trypsinées à
J+1. Faire en J+6.

Selon ces images, les cellules continuent leur prolifération “normalement”. La masse de fer par
cellule semble diminuer au fil du temps : les NPs Fe peuvent être partagées entre les deux cellules
filles ou éliminées pendant le métabolisme. En reliant ces observations aux études précédentes,
nous pouvons donc imaginer la dynamique suivante : une fois mises en contact avec les NPs Fe, les
cellules en internalisent un nombre conséquent, ce qui provoque l’arrêt en phase S voire l’entrée en
apoptose. Par contre, une fois remises dans un environnement libre de toute NP, les cellules ont
toujours un stock de fer conséquent mais celui-ci ne semble plus leur être toxique. Pourquoi ce fer
intracellulaire est-il toxique lorsque les cellules sont exposées aux NPs en solution, mais pas lorsque
les cellules sont remises dans le milieu propre ? Nous pouvons émettre l’hypothèse qu’une fois
remises en culture, les cellules ont pu synthétiser assez de ferritine pour neutraliser le fer accumulé.
Lors de l’exposition pendant 24h aux NPs Fe, les cellules ne sont peut être pas assez réactives pour
produire la ferritine au même rythme que l’internalisation des NPs Fe.

6.3.5 Etude comparative : influence des agents de contraste au Gd sur les cel-
lules de gliome de rat

Ces études ont été réalisées dans le cadre d’une collaboration avec Rachel Delorme (CNRS,
Grenoble). Elles sont présentées succinctement à la suite à titre de comparaison avec le fer.

6.3.5.1 Prolifération des cellules

Des cellules de gliome F98 et 9L sont exposées pendant 24h aux agents de contraste Magne-
vist et Dotarem (concentration : 5 mg(Gd)/mL). Le nombre de cellules par flasque (N=3) est
ensuite compté. Nous pouvons observer que, pour une concentration d’exposition aux AC Gd de 5
mg(Gd)/mL, il y a 19 ± 13 % de cellules en moins lorsqu’elles sont exposées au Dotarem et 68 ± 8
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% de cellules en moins lorsqu’elles sont exposées au Magnevist (Fig. 6.14 (B)). Le Magnevist étant
un agent linéaire, il relâche potentiellement plus facilement l’ion Gd que le Dotarem, provoquant
une cytotoxicité. Ce phénomène pourrait expliquer l’impact significatif (test de Student, p=0.019)
du Magnevist sur la prolifération cellulaire après une exposition des cellules à 5 mg(Gd)/mL pen-
dant 24 h, alors que cet impact n’est pas significatif (test t de Student, p=0.255) pour le Dotarem
avec les mêmes conditions. L’AMM du Magnevist a par ailleurs été récemment retirée (source :
Haute Autorité de Santé).

Figure 6.14 – (A) Prolifération des F98 et 9L suite à l’exposition pendant 24 h aux NPs FerInject pour différentes
concentrations (mesures en triplicat). (B) Comptage du nombre de cellules F98 par flasque après exposition pendant
24 h aux agents de contraste Magnevist et Dotarem (N=3). Concentration : 5 mg(Gd)/mL.

6.3.5.2 Masses de Gd internalisée par les cellules de gliome après exposition aux
agents de contraste

La figure 6.15 représente la masse de Gd internalisée par les cellules F98 lorsqu’elles sont ex-
posées à deux types d’agents de contraste au Gd : le Magnevist et le Dotarem.

Figure 6.15 – Masse de Gd internalisée par les cellules F98 après exposition aux agents de contraste au Gd Magnevist
et Dotarem (10 mg(Gd)/mL) pendant différentes durées (mesures ICP-MS, triplicats).
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La masse de Gd accumulée dans les cellules F98 est bien moindre comparée aux masses de
fer accumulées dans les cellules des études précédentes. Les cellules exposées à 10 mg(Gd)/mL
internalisent 1.49 ± 0.06 pg(Gd)/cellule après 24h d’incubation pour le Magnevist et 2.10 ± 0.27
pg(Gd)/cellule pour le Dotarem. Si l’on compare avec la littérature, les ordres de grandeur sont
similaires à nos résultats : l’équipe de De Stasio mesure environ 4 pg par cellule de gliome humain
après 24h d’incubation avec un agent Gd-DTPA (donc similaire au Magnevist) [De S 01]. L’équipe
de Peters, elle, trouve des valeurs inférieures aux nôtres : environ 0.25 pg(Gd)/cellule pour une
exposition de 24 h au Magnevist à 0.9 mg/mL [Pete 15].

La courbe semble suggérer que le plateau n’est toujours pas atteint à 24 h : de plus longues durées
d’exposition au Gd sont parfois étudiées, comme 48 h ou 72 h [Pete 15, De S 01]. Cependant, il
est complexe de dire quelle durée d’incubation et quelle concentration est pertinente
du point de vue des conditions in vivo. Ce questionnement est aussi valable pour le fer. Est-il
réaliste de considérer que les NPs Fe vont rester accumulées dans la tumeur aux concentrations
étudiées ? Est-ce qu’un gliome peut vraiment retenir les AC Gd pendant 48 ou 72 h ? Il s’agit, lors
des expériences in vitro, de trouver un compromis permettant d’être réaliste par rapport aux aspects
cliniques tout en travaillant dans des conditions permettant d’étudier les phénomènes en observant
de vrais effets bien mesurables afin d’optimiser les paramètres. Pour construire un modèle in vitro
réaliste par rapport aux conditions in vivo, il faudrait réaliser des études pharmacocinétiques de nos
particules afin de connâıtre les vrais ordres de grandeur de durée d’accumulation et de concentration
moyenne atteinte.

D’autre part, l’effet physique attendu avec le Gd est plus important que celui attendu avec le
fer pour des concentrations identiques. Pour une irradiation à 80 keV, un DEF de 1.57 est atteint
pour une concentration de 5 mg/mL en Gd (ce qui correspond à l’internalisation de 5 pg de Gd par
cellule). Pour atteindre le même DEF avec du fer, il faudrait que les cellules accumulent environ
37 pg(Fe)/cellule (cf 7.3.5.1, concentration intracellulaire de 37 mg(Fe)/mL).

6.3.5.3 Distribution des Agents de Contraste au Gd dans les cellules de gliome F98

Des cellules F98 ont été exposées à deux agents de contraste (Magnevist et Dotarem) selon
plusieurs conditions. Deux concentrations principales ont été étudiées : l’une représentative des
concentrations qu’il est possible d’obtenir dans les tissus d’un être vivant et l’autre, plus grande,
permettant d’étudier le potentiel des Gd AC pour augmenter le dépôt de dose dans les tumeurs.
Les cellules ont été cultivées sur des membranes comme décrit précédemment (pour le protocole
détaillé : B.5.1), puis fixées par cryogénisation. Ce protocole de fixation permet de préserver au
maximum les membranes et d’éviter la fuite des éléments lors du temps d’attente de la fixation
chimique.

Plusieurs conditions ont été étudiées :
- 0.5 mg(Gd)/mL et une incubation de 48h, plus proche des conditions in vivo,
- 5 mg(Gd)/mL et une incubation de 24h, plus proche de conditions “optimales” permettant

d’observer un effet bénéfique des Gd AC après irradiation,
- 10 mg(Gd)/mL et une incubation de 48h, réalisée seulement avec le Dotarem, car cette

condition s’est révélée trop toxique avec le Magnevist.
La figure 6.16 représente quelques images caractéristiques obtenues lors de cette expérience. La

distribution du soufre, en vert, permet de délimiter la forme de la cellule. L’observation de vésicules
contenant du Gd (en rouge) pour la condition 5 mg(Gd)/mL - 24h et même 0.5 mg(Gd)/mL est
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Figure 6.16 – Cartes caractéristiques de cellules F98 après exposition pendant 24 h aux agents de contraste au Gd
Magnevist (0.5 mg(Gd)/mL, 48 h d’incubation et 5 mg(Gd)/mL, 24 h d’incubation) ou Dotarem (0.5 mg(Gd)/mL,
48 h d’incubation ; 5 mg(Gd)/mL, 24 h d’incubation ; 10 mg(Gd)/mL, 48 h d’incubation). Ces cartes ont été obtenues
par SR-XRF sur ID-16 (ESRF, Grenoble). Les différentes cartes n’ont pas la même échelle : l’objectif de cette figure
est de montrer la distribution intracellulaire du Gd pour plusieurs conditions d’exposition. [Vert] : soufre. [Rouge] :
gadolinium. L’échelle de couleur est différente selon les conditions, de manière à rendre visibles les vésicules remplies
de Gd dans les cellules exposées aux plus basses concentrations.
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encourageante de notre point de vue, car cela signifie que les cellules internalisent du Gd en quantités
suffisantes pour être détectées. Cependant, les agents peuvent être internalisés rapidement mais
aussi très rapidement externalisés, ce qu’il faudra prendre en compte lors du passage éventuel au
stade préclinique. D’un point de vue clinique, le fait que les Gd AC soient autant internalisé dans les
cellules n’a, à notre connaissance, que peu été mis en valeur. Cela peut soulever un questionnement
quant à la toxicité que ce phénomène peut engendrer. Cependant, il s’agit là de conditions peu
représentatives que ce qui a lieu dans les tissus d’un organisme. Il est possible que les Gd AC soient
aussi très rapidement externalisés des cellules.

Nos observations ne nous ont pas permis de constater la présence de Gd dans le noyau des
cellules. Il est possible que, si de faibles quantités de Gd ont effectivement pénétré dans le noyau,
celles-ci ne soient pas détectables. L’accumulation de Gd dans le noyau des cellules tumorales
permettrait d’augmenter les dégâts à l’ADN lors de la radiothérapie grâce aux électrons Auger. A
cette fin, Crossley et al. ont développé un complexe Pt-Gd ayant la caractéristique de s’accumuler
à l’intérieur du noyau des cellules [Cros 10].

Comme expliqué précédemment (section B.5.1), il est possible de remonter à la masse de Gd
internalisée dans chaque cellule grâce aux cartographies réalisées sur ID-16. Les résultats sont
présentés dans la figure 6.17 (A). Nous remarquons que les masses de Gd par cellule sont supérieures
à celles mesurées par ICP-MS, même si elles restent du même ordre de grandeur : les F98 exposées
à 10 mg(Gd)/mL de Dotarem pendant 24h accumulent 2.10 ± 0.27 pg(Gd)/cellule selon les me-
sures ICP-MS et 3.87 ± 1.68 pg(Gd)/cellule selon les mesures ID-16. Lors de la réalisation des
échantillons ICP-MS, les étapes, bien que rapides, peuvent laisser aux molécules d’AC le temps de
d’être externalisées des cellules. Cependant, dans les cas des expériences sur ID-16, les cellules ont
été congelées : le temps d’attente est négligeable et les membranes sont préservées, limitant ainsi
les risques que les molécules de Gd AC s’échappent des cellules.

Figure 6.17 – (A) Masse de Gadolinium intracellulaire mesurée par analyse ImageJ des images obtenues sur ID-16
par fluorescence X. Des F98 ont été exposées pendant 24 h ou 48 h à différentes concentrations de Dotarem (D) ou
de Magnevist (M) : C1 = 0.5 mg/mL, C2 = 10 mg/mL et C3 = 5 mg/mL. (B) Cartographies de la répartition du
Zinc réalisées par fluorescence X sur ID-16, pour ces cellules F98 exposées à 10 mg/mL de Dotarem pendant 48h.

De plus, l’observation des cartographies de distribution du zinc indique la présence de vésicules
de Zn présents dans le cytoplasme, et ne colocalisant pas avec les vésicules dans lesquels le Gd s’est
accumulé (cf Fig. 6.17). Il ne s’agit donc probablement pas d’un artéfact. De tels vésicules de Zn
sont parfois décrits dans la littérature sous le nom de “zincosomes”. En remontant à la masse de
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Zn par cellule, on ne mesure pas plus de Zn dans les cellules pour lesquelles les zincosomes ont été
observés. Peut-être s’agit-il d’une variation massique de Zn trop faible pour pouvoir être détectée,
ou simplement d’une répartition différente du zinc dans la cellule.

D’après la littérature, la formation de zincosomes pourrait être le signe d’un stress cellulaire.
Haase et al. montrent en 2002 que la répartition du zinc dans la cellule est due à un effet biologique
réel et non pas à une erreur de mesure [Haas 02]. Ils suspectent alors un rôle du zinc dans l’apoptose.
Chai et collaborateurs précisent que le zinc aurait un rôle de régulation du cycle cellulaire et de
l’apoptose. Il permettrait de protéger les acides nucléiques et les protéines de l’oxydation et sa
présence impacterait la sensibilité d’une cellule face à certaines toxines [Chai 99]. Enfin, selon
[Eide 06], la plupart du Zn dans la cellule serait lié à des protéines, formant le “proteome de Zn”.
Pour c’est le cas pour le fer, les cellules possèderaient très peu de Zn “libre” : la cellule contrôlerait
très précisément ce pool de zinc, étant en constant réajustement des concentrations. Le zinc serait
alors libéré à des moments stratégiques pour jouer son rôle de détoxification.

6.4 Le Chapitre 6 en quelques mots

Les études présentées dans ce chapitre avaient pour objectif d’étudier les conséquences de
l’exposition des cellules de gliome F98 non irradiées aux NPs Fe de l’équipe coréenne (sans
irradiation). Après analyse des résultats, les points suivants ont pu être mis en évidence :

- Les cellules internalisent les NPs Fe dans des vésicules dans le cytoplasme. Lorsqu’elles
sont exposées aux NPs Fe coréennes à 0.06 mg(Fe)/mL, les cellules accumulent 71 ± 22
pg(Fe)/cellule si les NPs ne sont pas soniquées, et 30 ± 2 pg(Fe)/cellule si elles le sont.
Ces résultats sont encourageants, car une masse de fer de 100 pg/cellule correspond
schématiquement à une concentration intracellulaire en fer de 100 mg/mL : le DEF
théorique obtenu pour cette concentration est de 2.55 à 80 keV. D’autre part, le fait que
les NPs soient directement localisées dans le cytoplasme constitue un avantage certain
car les électrons Auger ont plus de probabilité d’atteindre les zones vitales de la cellule
(i.e. ADN, mitochondries).

- L’étude du cycle cellulaire suggère que l’exposition des F98 aux NPs Fe de l’équipe
coréenne induit un blocage des cellules en phase S, la phase la plus radiorésistante du
cycle (part de cellules en phase S : 12.4 ± 0.8 % pour les cellules contrôle et 19.1 ±
2.4 % pour les cellules exposées à 0.06 mg(Fe)/mL). Ce blocage est aussi associé à
l’augmentation de la composante de corps apoptotiques dans l’échantillon (0.28 ± 0.05
% pour les cellules contrôle, 14.8 ± 3.0 % pour les cellules exposées à 0.06 mg(Fe)/mL).

- Une fois remises en culture après 24h d’exposition aux NPs Fe, les cellules F98 se divisent
normalement et partagent probablement les NPs entre les deux cellules filles.

La toxicité engendrée par les NPs Fe aux concentrations étudiées pourrait être provoquée
par la dégradation des NPs dans les lysosomes, menant à la libération d’ions fer très réactifs.
Ces ions (ainsi que la surface non coatées des particules) catalyseraient la réaction d’Haber-
Weiss dont l’un des produits est le radical hydroxyle, source de stress oxydant et de lésions de
l’ADN.
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7.3.2 Dépendance du SER mesuré à la concentration en NPs Fe dans le milieu
de culture . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 175

7.3.3 Conséquences de l’internalisation des NPs Fe par les cellules : quel impact
sur la survie cellulaire après irradiation ? . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 176

7.3.4 Influence du protocole d’irradiation : irradiation en plaques . . . . . . . . . 179

7.3.5 Comparaison avec les simulations : du DEF au SER . . . . . . . . . . . . . 181

7.3.6 Irradiation de cellules exposées aux agents de contraste au Gd : augmenta-
tion de dose ou radiosensibilisation ? . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 184

7.4 Importance de l’outil de mesure de la survie cellulaire . . . . . . . . . . 187

7.4.1 Test ATP-lite et suivi IncuCyte . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 187

7.4.2 Comparaison test clonogénique et MTT . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 187

7.4.3 Quels outils pour les NPs ? . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 192

7.5 Le Chapitre 7 en quelques mots . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 192

161



Chapitre 7 : Augmentation de dose liée aux NPs Fe : résultats in vitro

Objectif : étudier le potentiel des NPs Fe pour augmenter le dépôt
de dose lors de l’irradiation de cellules de gliome

Les simulations du chapitre 4 ont permis de prouver théoriquement l’intérêt du fer pour aug-
menter le dépôt de dose lors d’une irradiation. L’influence de la concentration et de l’énergie d’irra-
diation y ont été étudiées, ainsi que les rayons d’action des électrons secondaires. Dans le chapitre
précédent, une première étape in vitro a été réalisée : les NPs Fe ont été exposées aux cellules sans
irradiation de manière à déterminer leur capacité à internaliser les NPs. Les conséquences de cette
internalisation sur le métabolisme des cellules ont ensuite été questionnées. Au-delà d’une certaine
concentration, les NPs Fe modifient le comportement des cellules F98. Leur capacité de prolifération
est affectée et les cellules se retrouvent bloquées dans la phase S du cycle cellulaire. Une des raisons
supposées serait la production d’espèces réactives de l’oxygène promue la dégradation des NPs Fe
dans les cellules (réactions de Fenton et Haber-Weiss).

Ce chapitre présente les résultats de l’étude in vitro du potentiel des NPs Fe pour augmenter
le dépôt de dose lors de l’irradiation de cellules de gliome. La dépendance de cet effet à l’énergie
d’irradiation et à la concentration de NPs Fe sera étudiée et discutée. D’autre part, les méthodes
de mesure de la survie cellulaire sera discutée, et plus particulièrement dans le cadre de l’utilisation
de NPs.

7.1 Matériels et méthodes

Les NPs Fe coréennes sont présentées dans la section A.1.2 et caractérisées dans la section 5.
Les agents de contraste au Gd (Dotarem et Magnevist) et les NPs Fe FerInject, pour lesquels les
résultats seront présentés à titre comparatif, sont décrits dans la section A.3 et A.1.1 respectivement.
Les NPs Fe de l’équipe coréenne ont été soniquées la veille des expériences pendant 15 min à 80 %
(voir B.1.4).

Les cellules de gliome F98 sont décrites dans la section A.2.1 et les protocoles de culture cellulaire
sont détaillés dans la section B.2.

7.1.1 Irradiation des cellules

La dosimétrie est réalisée avant l’irradiation des cellules et à chaque changement d’énergie. Pour
cela, une sonde (PTW Semiflex ion chamber 31010 - 0.125 cm3) est introduite dans le même support
que celui qui contiendra les cellules. La mesure de la dose est effectuée dans l’air puis convertie
dans l’eau et corrigée selon la pression et la température ambiante de la cabine expérimentale.

Les supports utilisés pour l’irradiation des cellules sont des tubes cryogéniques ou des plaques
96 puits inclinées (voir Fig. 7.1). Ces supports permettent l’irradiation des cellules dans leur milieu
de culture malgré l’incidence horizontale du faisceau synchrotron qui complique l’irradiation de
cellules en adhérence dans les flasques.

Irradiation des cellules en tubes cryogéniques : après incubation (ou non, pour les cellules
contrôle) aux NPs Fe pendant 24h, les cellules sont rincées deux fois au PBS, trypsinées et comptées,
puis resuspendues dans 1 mL de milieu complet dans des tubes cryogéniques. Elles sont aussitôt
descendues dans la cabine de contrôle de la ligne ID-17 puis irradiées (ou non, pour les cellules
contrôle) à l’énergie et selon la dose désirée. Les tubes sont irradiés avec la moitié de la dose, puis
subissent une rotation de 180̊ avant d’être irradiés à nouveau avec la deuxième moitié de la dose.
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Les tubes sont ensuite remontés dans le laboratoire de culture cellulaire pour la réalisation des tests
de survie.

Remarque : les deux irradiations face à face ont pour but de compenser un peu l’atténuation
du faisceau de 30 keV dans le milieu, bien que la rotation du tube n’implique pas réellement la
rotation du milieu et des cellules qu’il contient.

Irradiation des cellules en plaques : Les cellules préalablement ensemencées dans des
plaques 96 puits sont exposées pendant 24h (ou non, pour les cellules contrôle) aux NPs Fe. Le
lendemain, les puits sont rincés deux fois au PBS et remplis avec du milieu de culture complet frais.
Les cellules sont aussitôt amenées sur la ligne ID-17 pour irradiation (set-up présenté dans la figure
7.1). Une fois l’irradiation achevée, les plaques sont remontées et placées dans l’incubateur jusqu’à
ce qu’elles soient utilisées pour les mesures de survie.

Figure 7.1 – Set-up d’irradiation des plaques 96 puits sur la ligne ID-17 (SSRT).

7.1.2 Mesure de la survie cellulaire

7.1.2.1 Survie et augmentation de dose : terminologies

Les terminologies peuvent parfois varier d’une publication à une autre et une même notation
ne représente pas toujours la même grandeur. Pour plus de clarté, nous rappelons ici les grandeurs
que nous allons utiliser et discuter par la suite.

Le DEF, facteur d’augmentation de la dose

Le DEF (pour Dose Enhancement Factor, ou Facteur d’Augmentation de Dose) ainsi nommé
dans ces travaux est défini par l’équation suivante :

DEF =
dose déposée avec l’élément lourd

dose déposée sans l’élément lourd
(7.1)

Il ne reflète donc que les phénomènes physiques mis en jeu : les photons X incidents interagissent
avec les atomes d’élément lourd présents dans le milieu, produisant des électrons secondaires qui
déposent une énergie supplémentaire dans le volume considéré. Un DEF supérieur à 1 indique donc
que la présence de l’élément lourd dans le milieu contribue à augmenter la dose déposée dans le
volume.

Le modèle Linéaire-Quadratique
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La fraction de cellules survivantes à une irradiation varie selon la dose déposée : pour de faibles
doses, les lésions sont peu nombreuses et réparables et la majorité des cellules survivent. Pour des
doses plus élevées, le nombre de lésions augmente et les dommages se complexifient : la fraction de
cellules survivantes diminue. L’étude de la survie cellulaire suite à l’irradiation aux rayons X donne
une courbe usuellement ajustée avec une fonction linéaire quadratique (équation 7.2), illustrée dans
l’exemple de la figure 7.2.

S = S0 · e−α.D−β.D2
(7.2)

L’ajustement des données expérimentales à la fonction linéaire quadratique permet donc d’accéder
à la valeur des deux paramètres α et β. Ces paramètres sont représentatifs de la sensibilité à l’ir-
radiation de la lignée cellulaire étudiée :

- α, la tangente à l’origine, représente la contribution des lésions létales d’emblée, donc non
réparables. La valeur d’α dépend donc de la lignée, mais aussi de nombreux paramètres
biologiques et expérimentaux (e.g. phase du cycle, pH, oxygène, rayonnement).

- le paramètre β est corrélé aux lésions sub-létales, c’est-à-dire qui induiront la mort cellulaire
sur un plus long terme suite à une réparation non conforme de la lésion.

Figure 7.2 – Exemple de courbe de survie cellulaire ajustée avec le modèle linéaire quadratique.

Toutefois, les mécanismes physiques et biologiques responsables de la forme linéaire quadratique
(LQ) de la courbe de survie ne sont pas entièrement compris. La fonction LQ doit donc seulement
être considérée comme un outil permettant de comparer plusieurs expériences et son interprétation
doit être faite avec prudence.

Survie cellulaire et SER

La survie cellulaire est mesurée en calculant le rapport du nombre de cellules “vivantes” sur le
nombre total de cellules ayant subi le traitement. La définition d’une cellule “morte” dépend du
protocole utilisé et sera précisée par la suite.

Le SER (pour Sensitive Enhancement Ratio, ou facteur d’augmentation de la sensibilité) est une
grandeur mesurée suite aux expériences permettant de quantifier l’effet du traitement (irradiation
en présence d’atomes lourds) par rapport aux cellules non traitées. A l’inverse du DEF qui ne reflète
que la contribution des effets physiques, le SER reflète donc la contribution des effets physiques et
des effets biologiques.
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Dans la littérature, le SER est souvent calculé par rapport à un taux de survie donné (par
exemple, 10%). Il est alors égal au rapport des doses nécessaires pour obtenir une survie similaire
sans et avec la présence d’atomes lourds (cf eq. 7.3). La figure 7.3 illustre cette définition à l’aide
des données de Laure Bobyk [Boby 10].

SER10% =
dose pour obtenir 10% de survie normalisée sans atomes lourds

dose pour obtenir 10% de survie normalisée avec atomes lourds
(7.3)

Cependant, cette méthode de calcul nécessite de réaliser une mesure de la survie cellulaire pour
plusieurs doses et ce, pour les cellules traitées et non traitées. Dans le but d’optimiser les temps
de faisceau synchrotron, nous utiliserons une autre définition du SER, le SER4Gy. Le SER4Gy est
défini par le rapport des survies sans et avec présence d’atomes lourds, pour un dépôt de dose de
4 Gy (sans prendre en compte les effets des atomes lourds) :

SER4Gy =
survie normalisée à 4 Gy des cellules irradiées sans atomes lourds

survie normalisée à 4 Gy des cellules irradiées avec atomes lourds
(7.4)

Un SER4Gy supérieur à 1 indique une contribution des atomes lourds à l’augmentation de la
mort cellulaire, tandis qu’un SER4Gy inférieur à 1 indique un effet radioprotecteur des éléments
lourds. La valeur intermédiaire de 4 Gy a été choisie car elle représente un bon compromis entre une
faible dose (inférieure à 2 Gy) pour laquelle les réponses cellulaires à l’irradiation pour un même
traitement sont trop disparates et une dose trop importante pour laquelle les effets de l’irradiation
seule peut suffire à détruire les cellules.

Il est à noter que le SER ainsi calculé est un ratio entre les survies normalisées des cellules
irradiées non traitées et traitées aux NPs. La survie des cellules irradiées et traitées est donc
normalisée par la survie des cellules traitées et non irradiées. La toxicité propre des NPs (sans
irradiation) n’est donc pas prise en compte dans la valeur du SER. D’autre part, la dose
indiquée (4 Gy) est la dose déposée dans l’eau lors de l’expérience. Les cellules irradiées reçoivent
donc 4 Gy lors de l’expérience, qu’elles soient traitées ou non aux NPs. Dans le cas des cellules
traitées, la dose sera donc potentiellement renforcée par la présence des NPs.

Nous utiliserons donc pour la suite le terme de “SER” pour désigner le “SER4Gy”.

7.1.2.2 Le test de clonogénicité

La méthode la plus commune permettant de mesurer l’effet d’un traitement est le test de
clonogénicité. Ce test est considéré comme étant le “gold standard” dans le domaine de par sa
fiabilité et sa robustesse. Il s’agit, en quelque mots, d’ensemencer un faible nombre de cellules
par bôıte de Pétri après irradiation (par exemple 100 cellules), puis d’attendre que ces cellules se
divisent et forment des colonies de cellules filles visibles à l’œil nu. Selon ce test, une cellule est
considérée comme “morte” lorsqu’elle est dans l’incapacité de former une colonie supérieure à 50
cellules. La figure 7.4 donne l’exemple de deux bôıtes de Pétri ayant reçu des cellules avec ou sans
traitement.

Protocole : l’objectif étant d’obtenir une centaine de colonies par bôıte de Pétri de 10 cm de
diamètre, entre 100 et 800 cellules sont ensemencées par bôıte après traitement. Plusieurs réplicats
sont réalisés pour une même condition : après irradiation des cellules, trois quantités différentes de
cellules sont ensemencées dans des bôıtes de Pétri (dans nos expériences, il s’agissait de 200, 400
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Figure 7.3 – Courbe de survie de cellules F98 irradiées à 50 keV avec (rond rouge) ou sans (carré noir) pré-exposition
de 48h à 10 µM d’IUdR [Boby 10]. Deux méthodes de mesure de la survie y sont illustrées : le SER10% et le SER4Gy.

Figure 7.4 – Test de clonogénicité : cellules contrôle et cellules traitées.

et 800 cellules après irradiation). De plus, pour chacune de ces quantités, trois bôıtes de Pétri sont
ensemencées, ce qui donne 9 bôıtes de Pétri par condition. Enfin, chaque condition a été répétée
trois fois (réplicats d’irradiation), ce qui représente donc 27 bôıtes par condition.

Après irradiation, la solution de cellules en suspension est diluée de manière à ensemencer les
cellules dans un volume compris entre 5 et 500 µL par bôıte de Pétri. Ces bôıtes sont préalablement
étiquetées et remplies avec 8 mL de milieu complet. Après ensemencement des cellules, les bôıtes
sont placées à l’incubateur. 14 jours plus tard, le milieu de culture est retiré, les bôıtes sont rincées
au PBS et 1 mL de crystal violet (25% crystal violet, 75% éthanol absolu) est ajouté dans chaque
bôıte pendant une minute. Les bôıtes sont ensuite rincées à l’eau et mises à sécher à l’air libre. Les
colonies sont comptées au compteur automatique de colonies et les résultats sont ensuite corrigés
manuellement si besoin.

Avant de calculer le SER, les survies brutes calculées ont été normalisées :
- par la survie des cellules non irradiées et non traitées, appelée plating efficiency, dans le

cas des cellules non traitées. Le plating efficiency est généralement compris entre 60 et 70%
pour les F98.
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- par la survie des cellules non irradiées et traitées à la même condition, dans le cas des cellules
traitées. Ainsi, le SER n’indique que le gain obtenu lors de l’irradiation.

La toxicité est, par ailleurs, calculée avec la formule suivante :

tox =
survie des cellules non irradiées sans atomes lourds

survie des cellules non irradiées avec atomes lourds
(7.5)

Les SER et la toxicité sont donnés avec des barres d’erreur représentant l’incertitude sur la
mesure. Cette incertitude a été calculée, pour une condition, à partir de l’écart type entre les trois
réplicats de densité de cellules. L’incertitude a ensuite été propagée lors de la normalisation par la
condition non irradiée, grâce à la formule suivante :

σA/B =

∣∣∣∣AB
∣∣∣∣
√(σA

A

)2
+
(σB
B

)2
(7.6)

L’incertitude n’a ensuite pas été propagée lors du calcul du SER. L’écart-type de la survie
normalisée des cellules contrôle a été considéré comme nul, comme il est usuel de faire. La formule
ci-dessus est donc appliquée avec σA = 0 pour le calcul de l’écart type sur le SER.

Les données d’une bôıte de Pétri ont été considérées comme aberrantes lorsque l’écart entre le
nombre de colonies compté dans la bôıte et la moyenne obtenue pour la condition expérimentale
concernée était supérieur à 2.59× σ, avec σ l’écart type relatif à cette moyenne.

7.1.2.3 Test MTT et suivi sur dix jours

Le test MTT est une méthode rapide permettant de dénombrer les cellules vivantes dans un
puits via une mesure d’absorbance. Son fonctionnement est fondé sur l’utilisation d’un sel réactif,
le sel de tétrazolium (bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium). Ce sel est
internalisé et métabolisé par les cellules vivantes ; la réduction de ce sel par les mitochondries produit
un précipité violet, le formazan. La quantité de précipités formés est donc reliée à la quantité de
cellules vivantes. Les précipités sont ensuite dissous dans du DMSO de façon à obtenir une solution
homogène de couleur violette, dont l’absorbance est ensuite mesurée.

Bien qu’il soit généralement utilisé pour mesurer une viabilité cellulaire après un temps d’ex-
position à un traitement, l’application du test MTT dans le cadre de la survie de cellules irradiées
a été étudiée au cours de cette thèse. Elle sera discutée dans la section 7.4.2.

Protocole : juste après irradiation, un même nombre de cellules est ensemencé dans les puits
d’une plaque 96 puits (500 cellules par puits), en remplissant ainsi une plaque par condition testée.
Jour après jour, 6 puits de la plaque sont soumis au test MTT (Fig. 7.5). La mesure de l’absorbance
des puits est réalisée à l’aide du lecteur de plaques Victor X4 (PerkinElmer) à 560 nm pendant
1 s. Chaque point de mesure sur les courbes obtenues correspond donc à 6 puits mesurés par
MTT. Selon les expériences, chaque condition a été répétée 3 fois ou non : l’existence des réplicats
d’irradiation sera donc explicitée avant les résultats. Le protocole du test MTT adapté au suivi sur
10 jours est détaillé en annexe (voir B.3.3).

Une fois les mesures achevées, les courbes MTT sont ajustées avec une sigmöıde sur le logiciel
PRISM. L’équation considérée par le logiciel est la suivante :{

f(t) = Top−Bottom
1+exp (log (IC50−t)∗slope∗(Top−Bottom)) +Bottom

Top−Bottom = Span
(7.7)
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Figure 7.5 – Illustration du protocole de suivi sur 10 jours par test MTT : (A) plaque avant le point de mesure de
J8 ; (B) plaque après dissolution des cristaux de formazan dans le DMSO.

Les différents paramètres obtenus par le fit sont illustrés dans la figure 7.6.

Figure 7.6 – Exemple de courbe de prolifération obtenue par mesure MTT et ajustée avec une sigmöıde sur le logiciel
PRISM. Les différents paramètres issus du fit sont explicités : hillslope, top et bottom, log(IC50).

La courbe peut être interprétée ainsi : jusqu’au point d’inflexion, la courbe illustre la phase de
croissance exponentielle des cellules. Il est donc possible, en ajustant cette section avec une fonction
exponentielle, d’obtenir le temps de doublement tD des cellules.

f(t) = N0.e
ln(2).t
tD (7.8)

Après le point d’inflexion, les cellules arrivent “à confluence”, c’est-à-dire qu’elles deviennent trop
nombreuses dans le puits et commencent à remplir tout l’espace. La croissance cellulaire diminue
puis stoppe lorsque les cellules recouvrent tout le fond du puits.

Il est important de noter que, contrairement au test de clonogénicité, le suivi MTT sur 10 jours
ne donne pas de mesure directe de la survie cellulaire. La mort des cellules affecte principalement
deux paramètres :

- le nombre “initial” de cellules, qui serait représenté par le paramètre bottom si le test était
suffisamment sensible, et qui serait indicatif du nombre de cellules mortes juste après l’irra-
diation (dégâts létaux d’emblée),

- le temps de doublement tD, qui dépend du temps de doublement des cellules sans traitement,
de l’impact du traitement sur l’arrêt du cycle pour réparations, et des cellules pour lesquelles
la mort cellulaire est différée.
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L’ajustement des courbes par le logiciel PRISM permet ensuite d’analyser les données en uti-
lisant les différents paramètres calculés. Nous avons utilisé, d’une part, les abscisses des points
d’inflexion (log(IC50)) : nous appellerons “décalage mesuré par MTT” la différence entre les deux
abscisses des points d’inflexion des courbes de prolifération des cellules irradiées et non irradiées
pour une même condition. Ainsi, la logique de traitement des données MTT est similaire à celle
des traitements des données des tests de clonogénicité. D’autre part, nous comparerons la pente au
point d’inflexion,hillslope, pour les diverses conditions.

Les barres d’erreur représentent l’écart type calculé par le logiciel pour chaque paramètre lors
de l’ajustement des courbes. Cette incertitude est propagée pour le calcul du décalage des courbes.

7.2 Résultats : potentiel des NPs Fe pour augmenter le dépôt de
dose lors d’une irradiation

Les résultats de trois expériences sont présentés séparément : certains paramètres ayant varié
d’une expérience à une autre, il était en effet complexe de ne citer qu’une de ces expériences pour
représenter la totalité des résultats obtenus. Le protocole mis en place est représenté dans la figure
7.7 et permet de comparer directement les deux méthodes, MTT et test de clonogénicité. Pour
chaque tube cryogénique irradié, les cellules étaient à la fois utilisées pour les tests de clonogénicité
et ensemencées dans des plaques 96 puits pour suivre la prolifération sur 10 jours via le test
MTT. Chaque condition expérimentale a systématiquement été répétée 3 fois pour les tests de
clonogénicité. Le suivi MTT n’a été fait en triplicats d’irradiation que durant l’expérience 3.

Figure 7.7 – Schéma illustratif du protocole de mesure de la survie cellulaire suite à une irradiation de rayons X
monochromatiques, avec ou sans exposition préalable aux NPs Fe. Les deux protocoles de mesure de la survie MTT
et test de clonogénicité sont effectués en parallèle pour caractériser le lien entre les deux méthodes.

7.2.1 Expérience 1 : test clonogénique et suivi MTT

Au cours de cette première expérience, les conditions suivantes ont été testées :

169



Chapitre 7 : Augmentation de dose liée aux NPs Fe : résultats in vitro

Protocole Concentrations Energies d’irradiation Doses Réplicats
d’irradiation mg(Fe)/mL (keV) (Gy) d’irradiation

clonogénicité 0.02 30, 51 et 80 0 ou 4 3
0.06 30, 51 et 80 0 ou 4 3

MTT (tubes) 0.02 30, 51 et 80 0 ou 4 1
0.06 30, 51 et 80 0 ou 4 1

Figure 7.8 – Résultats du test de clonogénicité suite à l’irradiation de cellules F98 à 30, 51 ou 80 keV (dose délivrée :
4 Gy) ou sans irradiation (toxicité). Les cellules ont été préalablement exposées à deux concentrations de NPs Fe
(C1=0.02 mg/mL et C2=0.06 mg/mL) pendant 24h, ou à du milieu de culture complet (cellules contrôle).

La figure 7.8 représente les résultats du test de clonogénicité. Nous observons tout d’abord que
les NPs Fe ne semblent pas provoquer de toxicité sur les cellules : l’effet induit par la toxicité est de
1.05 ± 0.07 pour une concentration de 0.02 mg(Fe)/mL dans le milieu de culture, et de 0.85 ± 0.05
pour une concentration de 0.06 mg(Fe)/mL. Concernant les cellules irradiées, un effet significatif
(ANOVA à deux facteurs, p<0.0001) sur la survie de la présence des NPs Fe dans les cellules est
observé à 30 keV pour la concentration la plus élevée (0.06 mg/mL) : le SER est alors de 1.76 ±
0.30. Cet effet diminue ensuite quand l’énergie d’irradiation augmente : il est égal à 1.43 ± 0.44 à
51 keV et diminue à 80 keV (1.15 ± 0.11, effet non significatif, ANOVA à deux facteurs, p=0.9494).
Les cellules exposées à la concentration la moins élevée (0.02 mg/mL) suivent la même tendance
de décroissance de l’effet avec l’énergie. Cependant, les SER mesurés sont inférieurs à ceux de la
concentration la plus élevée (différence significative pour des énergies d’irradiation de 30 et 51 keV,
ANOVA à deux facteurs, p<0.0001). A 30 keV, le SER est de 1.08 ± 0.18 et il devient inférieur à
1 pour des énergies d’irradiation de 51 et 80 keV.

La figure 7.9 représente le suivi de la prolifération des cellules sur 10 jours (Fig. 7.10). Ces
courbes sont données pour le lecteur à titre d’illustration, mais il est ensuite plus commode d’utiliser
les courbes de la figure 7.10 pour comparer les données quantitativement. Tout d’abord, nous
pouvons noter que les courbes de prolifération des cellules non irradiées se superposent, suggérant
ainsi l’absence de toxicité des NPs Fe sur le long terme. Le décalage calculé est de 8.9h ± 2.1 et
-3.0h ± 2.2 pour les concentrations 0.02 et 0.06 mg(Fe)/mL respectivement (Fig. 7.10 (A)).

Les courbes de prolifération des cellules irradiées à 30 keV sont décalées les unes par rapport
aux autres : les cellules exposées à la plus forte concentration de NPs Fe mettent plus de temps
à atteindre la confluence que les cellules contrôle irradiées, confirmant la présence d’un effet sur
la survie cellulaire. Cet effet est maximal pour une irradiation de 30 keV (décalage de 10.9 ±
5.5 h et 36.9 ± 5.1 h pour 0.02 et 0.06 mg/mL respectivement), puis diminue lorsque l’énergie
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Figure 7.9 – Suivi par tests MTT de la prolifération des cellules F98 aux différentes conditions étudiées. Les cellules
ont été exposées (ou non) aux NPs Fe de l’équipe coréenne à différentes concentrations (C1 = 0.02 mg/mL et C2 =
0.06 mg/mL) pendant 24h avant l’irradiation (dose déposée : 4 Gy). Les cellules ont été irradiées avec un faisceau
monochromatique aux énergies suivantes : (A) 30 keV, (B) 51 keV, (C) 80 keV, (D) cellules non irradiées.

d’irradiation augmente. Il est d’autant plus élevé que la concentration de fer dans le milieu de
culture est importante.

Figure 7.10 – Suivi par tests MTT de la prolifération des cellules F98 aux différentes conditions étudiées. Les cellules
ont été exposées (ou non) aux NPs Fe de l’équipe coréenne à différentes concentrations (C1 = 0.02 mg/mL et C2
= 0.06 mg/mL) pendant 24h avant l’irradiation (dose déposée : 4 Gy, énergie du faisceau : 30, 51 ou 80 keV). (A)
Décalage temporel mesuré entre les cellules traitées aux NPs Fe et les cellules non traitées. La toxicité n’est pas prise
en compte dans la mesure du décalage des cellules traitées irradiées. (B) Pente (hillslope) mesurée selon la condition
étudiée.

D’autre part, la figure 7.10 (B) représente l’évolution de la pente au point d’inflexion (hillslope)
en fonction des conditions d’exposition aux NPs Fe et de l’énergie d’irradiation. L’exposition aux
NPs Fe pendant 24h induit une diminution significative de la valeur de la pente (ANOVA à deux
facteurs, p<0.0001), pour la forte (0.06 mg/mL) et la faible concentration (0.02 mg/mL). Ainsi,
alors qu’il est de 1.09 ± 0.10 DO (Densité Optique)/j pour les cellules contrôle non irradiées, le
coefficient directeur de la pente baisse à 0.71 ± 0.04 et 0.81 ± 0.06 DO/j pour les cellules non
irradiées exposées à 0.02 mg(Fe)/mL et 0.06 mg(Fe)/mL respectivement. Lorsque les cellules sont
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irradiées, la différence entre les pentes des cellules non traitées aux NPs Fe et des cellules traitées
n’est plus significative (ANOVA à deux facteurs), à l’exception de l’irradiation à 80 keV de cellules
exposées à 0.02 mg(Fe)/mL.

7.2.2 Expérience 2 : test clonogénique et suivi MTT

Cette expérience avait pour objectif de se rapprocher des conditions d’incubation utilisées par
Paul Gimenez, qui avait exposé les cellules jusqu’à 0.3 mg(Fe)/mL. Elle fait suite à une autre
expérience (non montrée) pour laquelle les mêmes conditions ont été étudiées, sans réplicat d’irra-
diation. Cette fois, les suivis MTT ont été réalisés en triplicats d’irradiation. Les conditions étudiées
sont les suivantes :

Protocole Concentrations Energies d’irradiation Doses Réplicats
d’irradiation mg(Fe)/mL (keV) (Gy) d’irradiation

clonogénicité 0.06 30, 51 et 80 0 ou 4 3
0.15 30, 51 et 80 0 ou 4 3

MTT (tubes) 0.06 30, 51 et 80 0 ou 4 3
0.15 30, 51 et 80 0 ou 4 3

Figure 7.11 – Résultats du test de clonogénicité suite à l’irradiation de cellules F98 à 30, 51 ou 80 keV (dose délivrée :
4 Gy) ou sans irradiation (toxicité). Les cellules ont été préalablement exposées à deux concentrations de NPs Fe de
l’équipe coréenne (C2=0.06 mg/mL et C3=0.15 mg/mL) pendant 24h, ou à du milieu de culture complet (cellules
contrôle).

La figure 7.11 présente les résultats du test de clonogénicité. L’exposition des cellules à la
concentration la plus élevée en NPs Fe (0.15 mg/mL) semble induire une toxicité (valeur de la
toxicité : 1.35 ± 0.23), bien que la différence avec les cellules contrôle ne soient pas significative
(ANOVA à deux facteurs, p=0.2928). La toxicité induite par la plus faible concentration (0.06
mg/mL) est de 0.94 ± 0.09, suggérant l’absence d’effet des NPs Fe sur la viabilité après 14 jours à
cette condition d’exposition. Concernant les cellules irradiées, le SER est maximal à une irradiation
de 30 keV, pour les deux conditions d’exposition aux NPs Fe. Il est de 1.50± 0.05 et 1.28± 0.41 pour
les concentrations 0.06 mg/mL et 0.15 mg/mL respectivement. L’effet le plus important est obtenu
avec la concentration la plus faible en NPs Fe, et l’effet est significatif pour cette condition (ANOVA
à deux facteurs, p=0.017). Le SER décrôıt ensuite lorsque l’énergie d’irradiation augmente, et aucun
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effet n’est observé à 80 keV (SER de 1.07 ± 0.13 et 1.09 ± 0.29 pour 0.06 mg/mL et 0.15 mg/mL
respectivement).

La même tendance en fonction de l’énergie d’irradiation se retrouve dans les décalages mesurés
en suivi MTT (Fig. 7.12 (A)). L’effet maximal est obtenu pour une irradiation à 30 keV. Cet effet
est plus élevé pour la plus grande concentration d’exposition : le décalage est alors de 26.5 ± 4.0
h. Il décrôıt ensuite lorsque l’énergie d’irradiation augmente. A 80 keV, le décalage est de -6.2 ±
3.7 h et 4.0 ± 3.6 h pour une exposition à 0.06 mg(Fe)/mL et 0.15 mg(Fe)/mL respectivement.
L’exposition des cellules aux NPs Fe induit une toxicité pour les deux conditions étudiées (6.8 ±
1.8 et 11.6 ± 1.6 h pour une exposition à 0.06 mg(Fe)/mL et 0.15 mg(Fe)/mL respectivement). La
différence avec les cellules non traitées est significative pour les deux conditions (ANOVA à deux
facteurs, p < 0.0001).

Figure 7.12 – Suivi par tests MTT de la prolifération des cellules F98 aux différentes conditions étudiées. Les cellules
ont été exposées (ou non) aux NPs Fe de l’équipe coréenne à différentes concentrations (C2=0.06 mg/mL et C3=0.15
mg/mL) pendant 24h avant l’irradiation (dose déposée : 4 Gy, énergie du faisceau : 30, 51 ou 80 keV). (A) Décalage
temporel mesuré entre les cellules traitées aux NPs Fe et les cellules non traitées. La toxicité n’est pas prise en compte
dans la mesure du décalage des cellules traitées irradiées. (B) Pente (hillslope) mesurée selon la condition étudiée.

D’autre part, l’exposition des cellules aux NPs Fe n’induit pas de variation dans le coefficient
directeur de la tangente au point d’inflexion (Fig. 7.12 (B)), que les cellules soient irradiées ou non.
La différence entre les pentes des cellules traitées aux NPs Fe et des cellules non traitées n’est pas
significative (ANOVA à deux facteurs), pour chaque condition d’irradiation (0 Gy ou 4 Gy 30 keV,
51 keV ou 80 keV).

7.3 Discussion

7.3.1 Dépendance du SER mesuré à l’énergie d’irradiation

Les énergies utilisées dans ces expériences ont été choisies pour diverses raisons : l’énergie
d’irradiation de 30 keV est proche de l’énergie d’irradiation optimale selon les simulations (voir
4.2.2). L’énergie d’irradiation de 80 keV, pour laquelle les photons sont plus pénétrants, est plus
proche des énergies utilisables dans une potentielle phase clinique par irradiation externe. Enfin,
l’énergie d’irradiation de 50 keV est une énergie intermédiaire entre les deux : elle est intéressante
car Paul Gimenez avait observé dans ses travaux de thèse un comportement inattendu du SER
à l’énergie d’irradiation, pour des cellules exposées préalablement aux NPs Fe (voir Fig. 7.13).
En effet, le SER était maximal à 30 et 80 keV, avec des valeurs respectives de 2.96 et 2.95 pour
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une concentration d’exposition de 0.06 mg(Fe)/mL. D’une part, l’effet obtenu était conséquent par
rapport aux autres SER de la littérature, toutes NPs confondues. D’autre part, la dépendance du
SER ne suivait pas la tendance prévue par la simulation des effets physiques seuls. Un SER proche
de 3 à une énergie d’irradiation de 80 keV était particulièrement intéressant d’un point de vue
clinique.

Figure 7.13 – Résultats du test de clonogénicité suite à l’irradiation de cellules F98 à 30, 50 ou 80 keV (dose délivrée :
4 Gy) ou sans irradiation (toxicité). Les cellules ont été préalablement exposées à deux concentrations de NPs Fe de
l’équipe coréenne (0.06 mg/mL [bleu] et 0.03 mg/mL [rouge]) pendant 24h, ou à du milieu de culture complet (cellules
contrôle) [Gime 15].

Les résultats des expériences menées pendant ces travaux de thèse (expérience 1 (7.2.1), expérience
2 (7.2.2), ainsi que d’autres expériences non présentées ici) montrent tous que l’effet induit par les
NPs est dépendant de l’énergie. Les SER suivent une tendance similaire en fonction de l’énergie
d’irradiation et ce, peu importe le moyen de mesure de la survie des cellules. Le SER est maximal
à 30 keV et décrôıt ensuite jusqu’à 80 keV, énergie pour laquelle l’effet devient non significatif
(ANOVA à deux facteurs). Ce résultat, cohérent avec les simulations, semble indiquer que l’effet
photoélectrique est bien l’un des acteurs contribuant à la diminution de la survie des cellules ex-
posées aux NPs Fe puis irradiées. Par contre, l’effet important à 80 keV qui avait été observé par
Paul Gimenez n’a pas pu être reproduit au cours des expériences de ces travaux de thèse [Gime 15].
Un effet bénéfique mesuré à 80 keV pourrait plus aisément être transmis en phase clinique qu’un
effet bénéfique seulement obtenu pour une irradiation de 30 keV. En effet, un faisceau de rayons X
à 30 keV est plus rapidement atténué par les tissus et les os et ne serait pas capable d’atteindre une
tumeur profonde (longueur d’atténuation pour un faisceau de 30 keV dans l’eau : 2.6 cm, contre
5.4 cm pour un faisceau de 80 keV ; d’après les données du NIST).

L’équipe coréenne avec laquelle nous collaborons utilise les mêmes NPs Fe dans leurs études
de renforcement du dépôt de dose. J.K. Kim et al. favorisent dans leurs travaux une irradiation
des tumeurs des animaux juste au-dessus du K-edge du fer, à 7.1 keV [Choi 12a]. Cette énergie
correspond à un pic de probabilité d’interaction photoélectrique pour les photons incidents. Leur
stratégie d’irradiation permet donc d’obtenir un dépôt de dose conséquent par les électrons Auger,
dont le rayon d’action est limité à quelques centaines de nm au maximum (voir 4.4.2). Utiliser des
énergies d’irradiation supérieures à 7.1 keV diminue les probabilités d’interaction photoélectrique
mais permet de se rapprocher de l’énergie d’irradiation théoriquement optimale vers 30 keV. En
effet, bien que l’énergie d’irradiation à 7.1 keV corresponde à un pic de probabilité de l’interaction
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photoélectrique, ce n’est pas à 7.1 keV que le DEF attendu est le plus élevé. Le DEF est obtenu
en comparant la dose déposée dans l’eau et la dose déposée dans un milieu contenant du fer. La
différence d’absorption entre ces deux milieux est maximale vers 30 keV, où l’eau absorbe peu les
rayons X comparé au milieu contenant du fer. Si l’effet photoélectrique entrâıne un pic d’absorption
des rayons X à 7.1 keV pour le fer, l’absorption de l’eau à cette énergie reste élevée et le gain obtenu
par le fer est plus faible qu’à 30 keV. Il y a donc, en quelque sorte, deux stratégies différentes :

- soit l’impact de la présence des NPs Fe sur la survie des cellules est uniquement attribué
aux cascades locales d’électrons Auger, auquel cas l’irradiation à 7.1 keV est à privilégier,

- soit l’impact de la présence des NPs Fe sur la survie des cellules est attribué à l’ensemble
des interactions physiques ayant lieu préférentiellement dans le milieu contenant du fer, et
dans ce cas une irradiation à 30 keV serait plus optimale car c’est à cette énergie que la
différence d’absorption entre le fer et l’eau est la plus importante.

Le choix de l’énergie d’irradiation peut notamment dépendre de la localisation des NPs par rapport
aux cibles cellulaires.

7.3.2 Dépendance du SER mesuré à la concentration en NPs Fe dans le milieu
de culture

7.3.2.1 Augmentation du SER mesuré avec la concentration ?

En étudiant séparément les deux expériences décrites -ainsi que les autres expériences non
présentées ici-, nous remarquons que l’incubation préalable des cellules avec les NPs Fe diminue
la survie de ces cellules après irradiation. Cet effet est d’autant plus visible à 30 keV, et, dans
la plupart des cas, pour la concentration en NPs Fe dans le milieu de culture la plus élevée. Ce
phénomène est cohérent avec les simulations du chapitre 4 : le DEF augmente avec la concentration
en fer dans le volume cible, et l’accumulation de fer dans les cellules augmente avec la concentration
de NPs Fe dans le milieu de culture.

Si nous comparons maintenant les deux expériences entre elles, cette observation n’est plus aussi
évidente. Dans la première et la deuxième expérience, la même lignée de cellules F98 a été irradiée
aux mêmes énergies. Les deux concentrations d’incubation étudiées étaient 0.02 mg/mL et 0.06
mg/mL pour la première, et 0.06 mg/mL et 0.15 mg/mL pour la deuxième. Le décalage mesuré
par MTT à 30 keV diffère d’une expérience à une autre pour une même concentration de fer dans
le milieu de culture des cellules (0.06 mg/mL) : le décalage est de 36.9 ± 5.2 h pour la première
expérience, et de 8.1 ± 4.1 h pour la deuxième. Les SER calculés suite à l’exposition des cellules à
une concentration de NPs Fe de 0.06(Fe)/mL sont 1.76 ± 0.30 et 1.50 ± 0.05 pour la première et
la deuxième expérience respectivement. La concentration d’incubation n’est pas le seul paramètre
à prendre en compte : la grandeur pertinente pour comparer ces résultats serait plutôt la masse de
fer internalisée par les cellules, qui serait susceptible de varier d’une expérience à une autre pour
une même concentration de NPs Fe dans le milieu. En effet, la taille des NPs Fe semble être un des
paramètres clef affectant leur internalisation par les cellules. La caractérisation des NPs Fe dans
le chapitre 5 a montré que la sonication ne permettait pas d’obtenir une solution reproductible, ce
qui pourrait expliquer la variation de la masse de fer internalisée entre deux expériences.
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7.3.2.2 Comparaison avec une autre NP Fe : irradiation de cellules exposées au Fe-
rInject

Des expériences similaires ont été réalisées en exposant des gliomes F98 et 9L à des NPs Fe
FerInject pendant 24h. Les cellules ont ensuite été rincées et irradiées à 30, 50 et 80 keV (dose
déposée : 4 Gy, concentrations d’incubation 2.4 mg(Fe)/mL). Aucun effet de l’exposition préalable
au FerInject sur la survie des cellules avec ou sans irradiation n’a pu être observé. Cependant,
comme vu précédemment (6.3.1.5), les cellules de gliomes accumulent moins de fer lorsqu’elles sont
exposées au FerInject par rapport aux NPs Fe coréennes (0.36 ± 0.03 pg(Fe)/cellule pour une
exposition à 2.4 mg(Fe)/mL de FerInject contre 30 ± 2 pg(Fe)/cellule pour une exposition à 0.06
mg(Fe)/mL de NPs coréennes soniquées). La masse de fer par cellule accumulée avec le FerInject
serait donc insuffisante pour provoquer une augmentation du dépôt de dose significative lors de
l’irradiation. L’absence d’impact sur la survie cellulaire montre aussi que le FerInject n’apporte
aucun “effet biologique” inconnu en plus des effets physiques insuffisants pour augmenter la dose.
Ceci peut être relié au fait que le FerInject bénéficie d’une AMM, et ne cause donc a priori que
peu de changements dans le métabolisme des cellules à ces concentrations.

7.3.3 Conséquences de l’internalisation des NPs Fe par les cellules : quel impact
sur la survie cellulaire après irradiation ?

Un effet thérapeutique observé à 30 keV

L’étude par test de clonogénicité et suivi MTT du comportement des cellules non irradiées et
exposées aux plus faibles concentrations (0.02 mg/mL et 0.06 mg/mL) montre que la toxicité en-
gendrée par les NPs Fe reste limitée. De plus, la valeur du SER mesurée à 30 keV montre l’efficacité
du traitement consistant à exposer les cellules aux NPs Fe avant l’irradiation, en particulier à la
concentration de 0.06 mg(Fe)/mL dans le milieu de culture (SER de l’ordre de '1.5 pour les deux
expériences). L’accumulation des NPs Fe dans les cellules augmente la concentration intracellulaire
de fer et donc, selon les simulations, le dépôt de dose lors de l’irradiation. De plus, l’internalisation
des NPs Fe rapproche les NPs des cibles cellulaires et augmente ainsi la probabilité que les électrons
secondaires endommagent ces cibles. Nous pourrions donc être tentés de développer des protocoles
permettant d’augmenter encore la concentration intracellulaire de NPs Fe de façon à obtenir un
effet thérapeutique maximal.

Toxicité des NPs Fe à plus fortes concentrations

Pour des concentrations un peu plus élevées (à partir de 0.06 mg/mL), l’étude du comportement
des cellules non irradiées montre que l’exposition des cellules F98 aux NPs Fe cause un ralentisse-
ment de la prolifération cellulaire. Les cellules exposées aux NPs pendant 24h à une concentration
de 0.06 mg/mL sont 2 fois moins nombreuses que les cellules contrôle (voir 6). Cependant, une fois
rincées et réensemencées dans les bôıtes de Pétri ou les plaques 96 puits en nombre identique, les
cellules ayant internalisé des NPs Fe prolifèrent presque aussi rapidement que les cellules contrôle,
et la toxicité mesurée par test de clonogénicité confirme l’absence de modification majeure du
métabolisme cellulaire (toxicités mesurées pour l’expérience 1 : 1.05 ± 0.07 et 0.85 ± 0.05 pour
les concentrations d’exposition respectives 0.02 mg(Fe)/mL et 0.06 mg(Fe)/mL ; différence avec les
cellules contrôle non significative, ANOVA à deux facteurs). Les courbes de suivi MTT des cellules
non irradiées (voir Fig. 7.9 (B)) se superposent, que les cellules soient traitées ou non, ce qui est
cohérent avec les mesures du test de clonogénicité et suggère que l’exposition des cellules aux NPs
Fe pendant 24h à cette concentration n’a pas d’impact à long terme sur la viabilité des cellules une
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fois réensemencées .

Ce phénomène peut être relié à diverses observations similaires de la littérature :

1. Geppert et al. ont exposé des astrocytes à des NPs Fe. Ils observent, après 4h, une aug-
mentation de la production de ROS dans le cas des cellules exposées aux NPs Fe. Après
rinçage des cellules et remise en culture, cette production de ROS augmente encore pour se
stabiliser puis décrôıtre 3 jours après. 7 jours après, plus aucune différence de production de
ROS n’est observée avec les cellules contrôle [Gepp 12]. Geppert attribue cette observation
à la régulation positive de la ferritine. Cette hypothèse pourrait également expliquer
certaines de nos observations : les ions fer libérés ou la surface non coatée des NPs Fe inter-
nalisées pourraient catalyser la réaction de Haber-Weiss, induisant un stress cellulaire. Suite
à l’apparition d’ions fer libres, la cellule pourrait synthétiser de la ferritine de façon à neu-
traliser ces ions très réactifs. Si cette production n’est pas assez rapide, les ions fer s’accumu-
leraient et engendreraient une toxicité. Cependant, après rinçage des cellules, l’accumulation
de fer dans le cytoplasme se stabiliserait et la cellule pourrait synthétiser suffisamment de
ferritine pour bloquer le fer libre. La toxicité engendrée disparaitrait alors.

2. Une autre possibilité est énoncée par Mahmoudi et al. : ses études prouvent que la présence de
NPs Fe dans le milieu de culture des cellules peut affecter la composition du milieu (par
exemple, dénaturer certaines protéines), pouvant entrâıner une toxicité cellulaire [Mahm 10].
Cette toxicité est alors grandement diminuée lorsque les NPs sont préalablement introduites
dans du milieu de culture sans cellules pendant 24h, durée pendant laquelle elles adsorbent
des protéines. Ces NPs Fe dont la surface est alors saturée de protéines du milieu sont ensuite
exposées aux cellules.

Fortes concentrations intracellulaires en fer : où l’optimum se situe-t-il ?

L’exposition préalable des cellules à de fortes concentrations de NPs Fe dans le milieu de culture
ne semble pas être bénéfique du point de vue thérapeutique : le SER mesuré pendant l’expérience
2 pour la plus grande concentration d’exposition (0.15 mg(Fe)/mL ; SER mesuré : 1.28 ± 0.41)
est inférieur à celui obtenu pour une concentration plus faible de NPs Fe (0.06 mg(Fe)/mL ; SER
mesuré : 1.50 ± 0.05). Pourtant, les mesures ICP-MS réalisées avec des cellules provenant des
mêmes flasques de culture révèlent que les F98 ont internalisé plus de fer lorsqu’elles ont été ex-
posées à la concentration de 0.15 mg/mL (144 ± 23 pg/cellule pour une exposition à 0.06 mg/mL
contre 398 ± 26 pg/cellule pour une exposition à 0.15 mg/mL). En d’autres termes, augmenter
la concentration intracellulaire de fer ne permet pas, à ces concentrations d’exposi-
tion, d’augmenter l’effet thérapeutique (représenté par la valeur du SER), ce qui est en
désaccord avec les simulations macroscopiques. Ce phénomène a aussi été observé par Paul Gime-
nez : dans ses expériences, l’effet mesuré pour la plus grande concentration d’exposition de NPs Fe
était plus faible que celui mesuré pour la plus petite concentration d’exposition (SER de 2.96 pour
0.06 mg(Fe)/mL contre 2.42 pour 0.3 mg(Fe)/mL). Nous rappelons toutefois que le calcul du SER
est réalisé à partir des survies normalisées : la toxicité des NPs Fe sans irradiation n’est ainsi pas
inclue dans la valeur du SER.

Nous pouvons relier ces résultats au blocage en phase S induit par les NPs Fe (voir 6.3.3.2) :
la phase S est la phase la plus radiorésistante du cycle cellulaire. Les cellules bloquées en phase
S seraient donc moins sensibles à l’irradiation. Ce phénomène de “radiorésistance” induite par
l’exposition aux NPs Fe serait plus particulièrement visible aux énergies d’irradiation les plus élevées
(51 et 80 keV), pour lesquelles l’augmentation du dépôt de dose due au fer est moins importante.

D’autre part, l’exposition des cellules aux NPs Fe pendant 24h à des concentrations élevées (0.15
mg(Fe)/mL) provoque une induction de l’apoptose en plus de l’arrêt du cycle : ce procédé génère
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donc, par un moyen ou par un autre, un stress cellulaire. Les cellules d’une même culture cellulaire
ne sont pas identiques : certaines sont plus résistantes que d’autres à un même stress cellulaire. Les
cellules irradiées dans nos expériences sont les cellules encore vivantes après les 24h d’exposition
aux NPs Fe (les cellules mortes sont éliminées par rinçage au PBS). Ces cellules encore vivante sont
donc probablement les cellules les plus résistantes au stress induit par l’exposition aux NPs. Au
contraire, les cellules contrôle irradiées forment encore une population hétérogène de cellules plus
ou moins résistantes, car celles-ci n’ont pas été exposées à un stress similaire. Il est donc possible
que nous “sélectionnions” involontairement les cellules les plus résistantes aux dommages
lors de l’incubation de 24h avec les NPs Fe : l’étude de la survie s’en trouverait donc biaisée.

De plus, l’efficacité de la réparation des lésions générées par l’irradiation dépend en grande partie
de la DDR (DNA Damage Response, voir 2.1.5). Or, la DDR pour être modulée positivement ou
négativement par un autre stress. Par exemple, il a été montré qu’une pré-irradiation des cellules à
une dose sub-létale permettait d’augmenter la résistance de ces cellules à une irradiation à des doses
induisant la mort cellulaire [Djan 14]. Nous pouvons donc supposer que l’exposition des cellules aux
NPs Fe pendant 24h génère un stress modulant positivement la DDR : les cellules seraient
donc plus résistantes au nouveau stress induit par irradiation.

Figure 7.14 – Evolution du SER mesuré par clonogénicité selon la masse de fer internalisée par les cellules (mesures
ICP-MS sur un échantillon de cellules provenant de l’expérience). Le lot 1 de NPs correspond aux NPs utilisées
dans l’expérience 1 et le lot 2 aux NPs utilisées dans l’expérience 2. Les deux lots sont des lots de NPs Fe de
l’équipe coréenne, fournis moins de trois mois avant chaque expérience. Les NPs ont été préablement soniquées avant
expositions aux cellules.

Influence de la taille des nanoparticules

La figure 7.14 représente l’évolution du SER en fonction de la masse de fer internalisée par les
cellules, pour plusieurs conditions d’irradiation (0 Gy et 4 Gy à 30, 51 et 80 keV). Ces données
proviennent des deux expériences ayant utilisé deux lots différents de NPs Fe coréennes (les lots 1 et
2, relatifs aux expériences 1 et 2 présentées dans la section Résultats). Tout d’abord, nous retrouvons
la dépendance du SER à l’énergie d’irradiation précédemment discutée : l’effet maximal est obtenu
pour une irradiation de 30 keV, puis décrôıt lorsque l’énergie d’irradiation augmente. D’autre
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part, l’évolution du SER en fonction de la masse de fer internalisée (et donc à la concentration
intracellulaire en fer, voir 7.3.5.1) est différente de celle du DEF calculé avec les simulations : le
modèle physique indique que l’effet d’augmentation de dose sera d’autant plus important que la
concentration de fer intracellulaire est élevée. Or, sur ces courbes, le SER décrôıt à partir d’une
certaine masse de fer internalisée par cellule. Les deux lots de NPs étant différents, il est très
probable que la taille de ces NPs ait changé d’une expérience à l’autre. La taille des NPs jouerait
donc probablement un rôle, en plus des phénomènes biologiques décrits plus haut (blocage en
phase S, sélection des cellules résistantes lors de l’incubation de 24h avec les NPs Fe, activation de
la DDR).

Nous avons précédemment remarqué qu’une grande taille de NPs semblait favoriser leur in-
ternalisation par les cellules. Les NPs Fe du lot 2 ont été internalisées en plus grandes quantités
que celles du lot 1 pour la concentration d’exposition de 0.06 mg/mL. Il est donc probable que
les NPs Fe du lot 2 aient un diamètre plus élevé que les NPs du lot 1. Or, une “NP” de plusieurs
centaines de µm ne peut plus réellement être considérée comme une NP. En particulier, le ratio
volume/surface de la NP change. Ce changement est probablement peu favorable à l’augmentation
de dose car les électrons Auger émis par les atomes de fer situés au coeur de la NP seraient moins
aptes à rejoindre la surface de la NP et être transportés dans la cellule. Lechtman et al. ont par
ailleurs montré que la part des particules (photons et électrons) émises puis auto-absorbées dans
une NP d’or varie selon la taille de la NP : elle est de 10.21% pour une NP de 30 nm irradiée avec
un faisceau provenant de la désintégration d’atomes d’125I (émetteur γ, raie principale : 35.5 keV,
et X, raie principale : 27.4 keV), et augmente à 17.5% pour une NP de 100 nm de diamètre. Les
particules les plus touchées par ce phénomène sont les électrons Auger : les électrons Auger sortant
de la NP représentent 19.83% des particules secondaires pour une NP de 30 nm, et 14.72% pour
une NP de 100 nm) [Lech 11]. De plus, la surface d’échange générée par 10 pg de petites NPs est
plus importante que celle générée par 10 pg de NPs de plus grand diamètre.

7.3.4 Influence du protocole d’irradiation : irradiation en plaques

Lors de l’expérience 1, un autre protocole d’irradiation a été expérimenté : les cellules sont
ensemencées dans des plaques 96 puits, exposées (ou non) aux NPs Fe pendant 24h (concentration :
0.06 mg/mL), puis rincées deux fois au PBS. Les puits sont finalement remplis avec du milieu
complet neuf et les plaques sont irradiées à 30 keV (dose : 4 Gy), puis stockées à l’incubateur après
irradiation pour suivi sur 10 jours au test MTT. Le protocole est schématisé dans la figure 7.15.

Figure 7.15 – Schéma illustratif du protocole de mesure de la prolifération cellulaire par suivi MTT avec irradiation
des cellules F98 en plaques. Les cellules ont préalablement été exposées (ou non) aux NPs Fe de l’équipe coréenne
(0.06 mg/mL) pendant 24h.

Les courbes de prolifération des cellules traitées ou non sont représentées sur la figure 7.16.
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Protocole Concentrations Energies d’irradiation Doses Réplicats
d’irradiation mg(Fe)/mL (keV) (Gy) d’irradiation

MTT (plaques) 0.06 30, 51 et 80 0 ou 4 1

L’exposition des cellules F98 aux NPs Fe avant l’irradiation induit un retard significatif (ANOVA
à deux facteurs, p<0.05) dans la prolifération par rapport aux cellules non exposées aux NPs et
irradiées (abscisse du point d’inflexion : 6.33 ± 0.07 j pour les cellules non exposées aux NPs
Fe contre 8.50 ± 0.21 j pour les cellules exposées aux NPs Fe). Cependant, l’internalisation des
NPs Fe par les cellules provoque aussi un effet sans irradiation : selon ces courbes, l’impact de
l’internalisation des NPs Fe sur la viabilité des cellules serait similaire à celui provoqué par une
irradiation à 4 Gy pour les cellules contrôle. Le décalage induit par l’exposition seule aux NPs est
en effet de 1.2 ± 0.1 j (contre 1.6 ± 0.2 j pour le décalage provoqué par l’irradiation pour les cellules
contrôle). De plus, la pente mesurée au point d’inflexion pour les cellules irradiées et exposées aux
NPs est significativement inférieure à celle des cellules non irradiées, qu’elles aient été exposées ou
non aux NPs (ANOVA à deux facteurs, p<0.0001). Une diminution de la pente au point d’inflexion
peut être indicatif d’un arrêt du cycle (temps de doublement plus long) et/ou de morts cellulaires
différées plus nombreuses.

Figure 7.16 – Suivi par tests MTT de la prolifération des cellules F98 avec le protocole d’irradiation des cellules en
plaques. Les cellules ont été exposées (ou non) aux NPs Fe de l’équipe coréenne à une concentration de 0.06 mg/mL
pendant 24h avant l’irradiation (dose déposée : 4 Gy ; énergie du faisceau : 30 keV).

La principale différence entre le protocole d’irradiation en plaques et le protocole d’irradiation
en tubes réside dans le rinçage des NPs Fe. Lors de l’irradiation en tubes, les NPs sont bien rincées,
et le résidu non rincé est dilué lors de l’ensemencement des petits volumes en clonogénicité ou en
plaques pour MTT. Lors de l’irradiation en plaques, il est difficile de détacher les NPs du fond de
la plaque. Les cellules sont donc exposées aux NPs pendant tout le suivi.

Cependant, le protocole d’irradiation en plaques reste intéressant : ne connaissant pas la dyna-
mique d’élimination des NPs Fe dans la tumeur, il n’est pas possible de déterminer quel protocole
est le plus “représentatif” de la situation in vivo.
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7.3.5 Comparaison avec les simulations : du DEF au SER

7.3.5.1 Augmentation de la dose attendue selon la masse de Fe accumulée dans les
cellules

A chaque expérience de survie cellulaire, un échantillon de cellules exposées aux NPs Fe a
été analysé par ICP-MS, de manière à connâıtre la masse de fer internalisée par les cellules. Il est
possible de “convertir” cette masse de fer mesurée par cellule en concentration de fer intracellulaire,
si l’on considère qu’une cellule est un objet cubique de 10 µm de côté. Dans ce cas, une masse de
fer de 1 pg(Fe)/cellule revient à une concentration intracellulaire de fer de 1 mg(Fe)/mL. De là,
nous pouvons réaliser une simulation Monte-Carlo macroscopique correspondant à la concentration
intracellulaire mesurée, par le procédé présenté dans la section 4.1.3.1.

Par exemple, pour l’expérience nommée “Expérience 1”, le DEF macroscopique simulé par
méthode Monte-Carlo est représenté dans la figure 7.17. A ces concentrations, les DEF obtenus
sont de 1.88 et 1.29 à 30 keV pour les concentrations d’exposition 0.06 et 0.02 mg(Fe)/mL res-
pectivement. Nous pouvons noter que l’influence de l’énergie et de la concentration d’exposition
sur l’effet obtenu est cohérent avec les résultats obtenus, que ce soit en test de clonogénicité ou en
suivi MTT. Les mécanismes physiques d’interaction régissent donc a priori la tendance générale
de l’effet d’augmentation de la mort cellulaire en présence de NPs Fe à ces concentrations.

Figure 7.17 – (A) Masse de fer internalisée par cellule lors de l’expérience 1 (mesures ICP-MS). Les cellules ont
été exposées à deux concentrations de NPs Fe de l’équipe coréenne (0.02 ou 0.06 mg/mL) pendant 24 h. (B) DEF
macroscopique correspondant simulé par méthode Monte Carlo, selon le protocole décrit dans la section 4.1.3.1. Les
incertitudes sur les DEF calculés par simulation sont de l’ordre de 10−3.

7.3.5.2 Du DEF physique simulé au SER biologique mesuré

Il n’est pas exact de comparer directement le DEF physique simulé au SER biologique mesuré
dans les courbes de clonogénicité. En effet, le SER tel que nous le calculons est un rapport de
survies cellulaires, tandis que le DEF simulé est un rapport de dose.

Comparaison entre le DEF et le SER

La figure 7.18 tente d’illustrer ces propos. Pour un même DEF simulé, ici, un DEF de 2, le
SER mesuré n’est pas le même selon la dose initialement appliquée aux cellules lors de l’expérience.
En effet, pour une dose initialement fixée à 2 Gy, la dose effective reçue par les cellules sera de
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2 × 2 = 4 Gy. Pour une dose initialement fixée à 4 Gy, la dose effective reçue par les cellules sera
de 2× 4 = 8 Gy. La réponse cellulaire en fonction de la dose n’étant pas linéaire, un même facteur
d’augmentation de la dose n’aura pas le même impact sur la survie selon les paramètres initiaux
de l’irradiation.

Figure 7.18 – Schéma illustrant la différence entre le SER mesuré et le DEF physique simulé.

Dans un récent article, Delorme et al. construisent un modèle permettant de calculer un DEF
“expérimental” à partir des SER4Gy [Delo 17], en supposant que seuls les mécanismes physiques
d’augmentation de dose sont responsables de l’effet mesuré. En effet, si nous considérons seulement
les mécanismes physiques lors de l’expérience, les cellules chargées en fer ne reçoivent pas la dose D
délivrée par l’irradiation seule mais une dose D ·DEFexp avec DEFexp le renforcement de la dose
par le fer. En utilisant le modèle linéaire quadratique de l’équation 7.2, la survie peut donc s’écrire
de la manière suivante :

S = exp−α.(D ·DEFexp)− β.(D ·DEFexp)2 (7.9)

Le SER étant le ratio de la survie des cellules non exposées aux NPs et des cellules exposées
aux NPs Fe, celui-ci peut donc s’écrire :

SER =
Sctl
SNPs

= expαD(DEFexp − 1)− βD2(DEF 2
exp − 1) (7.10)

Comme le SER est mesuré lors des expériences de clonogénicité et que la dose D correspondante
est connue (D = 4 Gy), il est possible de résoudre l’équation et d’en déduire le DEF expérimental
DEFexp.

DEFexp =
−αD +

√
(αD)2 + 4βD2 · (αD + βD2 + lnSER)

2βD2
(7.11)

Dans l’article, les auteurs exposent des cellules F98 à des agents de contraste au Gd ou des
NPs Gd. Ils montrent que l’exposition préalable des cellules aux agents de contraste au Gd n’a
aucun impact sur la survie des cellules lors d’une irradiation à 1.25 MeV. Cependant, l’irradiation
à 1.25 MeV de cellules exposées aux NPs Gd induit un effet représenté par l’existence d’un DEFexp
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supérieur à 1 à cette énergie d’irradiation. Cependant, le DEF théorique ne prévoit aucun effet
physique à ces concentrations lors d’une irradiation à 1.25 MeV. Le DEFexp évolue en fonction de
l’énergie d’irradiation suivant la même tendance que le DEF théorique simulé, mais reste toujours
supérieur à ce DEF théorique simulé, suggérant l’existence d’un autre mécanisme d’action des NPs
Gd.

L’application de cette formule à nos résultats expérimentaux est présentée dans la figure 7.19
(B). Ces résultats sont comparés aux simulations Monte-Carlo macroscopiques relatives aux masses
de fer internalisées mesurées par ICP-MS (Fig. 7.19 (A)). Les paramètres α et β pour les F98 aux
énergies étudiées ont été tirés de l’article [Delo 17]. Tout d’abord, nous pouvons remarquer que les
DEF expérimentaux suivent la même tendance en fonction de l’énergie que les DEF théoriques. A
30 keV, le DEF simulé pour une concentration d’exposition de 0.02 mg/mL est de 1.29 tandis que le
DEF expérimental est de 1.05. Le DEF simulé pour une concentration d’exposition de 0.06 mg/mL
(expérience 1) est de 1.87 tandis que le DEF expérimental est de 1.34. La dépendance du DEF
expérimental à la concentration d’incubation des NPs Fe n’est pas cohérente avec les simulations
macroscopiques. Cette observation a précédemment été discutée dans la section 7.3.3.

Figure 7.19 – Comparaison entre le DEF macroscopique simulé lié à la masse de fer internalisée par cellule (A) et le
DEF expérimental obtenu par ajustement du SER mesuré avec le modèle LQ (méthode tirée de [Delo 17]) (B). Les
incertitudes sur les DEF calculés par simulation sont de l’ordre de 10−3.

.

De plus, contrairement aux observations décrites dans cette publication pour les NPs Gd, le
DEF théorique simulé en présence de fer est supérieur au DEF expérimental calculé d’après les
SER. Les simulations sur-estimeraient donc l’efficacité des NPs Fe pour augmenter le dépôt de
dose. Ces résultats sont cependant à prendre avec prudence. Tout d’abord, les DEF simulés dans
la publication de Delorme ne sont pas des DEF macroscopiques : les auteurs ont pris en compte la
répartition des NPs Gd dans la cellule. Cette géométrie a un impact sur le DEF et cet impact n’est
pas pris en compte dans ces travaux de thèse.

D’autre part, il est intéressant de remarquer que la dose délivrée aux cellules lors des expériences
est de 4 Gy. Une concentration de fer intracellulaire entrainant un DEF de 2 permettra alors
d’augmenter la dose intracellulaire à 8 Gy. Une concentration de fer intracellulaire entrâınant un
DEF de 3 permettra d’augmenter la dose intracellulaire à 12 Gy. Or, à partir de 8 Gy, l’effet
de l’irradiation seule suffit à détruire les cellules. Le gain apporté par le traitement engendrant
un DEF de 3 par rapport à celui engendrant un DEF de 2 sera donc “masqué” par une mort
cellulaire déjà conséquente au-delà d’une dose effective de 8 Gy. Ainsi, les mesures du SER aux
fortes concentrations d’exposition (0.15 mg/mL) peuvent donc être biaisées par ce phénomène. Il
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pourrait alors être bénéfique de délivrer seulement 2 Gy aux cellules lors des études in vitro de
l’augmentation de dose par les NPs Fe.

Enfin, nous pouvons aussi nous demander si le modèle linéaire-quadratique est encore valide
lors de l’exposition préalable des cellules aux NPs Fe. Même si ce modèle est largement utilisé dans
les études, il reste aussi très controversé. Par exemple, Retif et al. soulignent le fait qu’aucun travail
n’a prouvé que le modèle LQ pouvait décrire les relations dose-effet en présence de NPs [Reti 15].
Ce modèle est donc à utiliser avec précaution.

7.3.6 Irradiation de cellules exposées aux agents de contraste au Gd : augmen-
tation de dose ou radiosensibilisation ?

Nous avons par ailleurs étudié le potentiel des agents de contraste au Gd pour augmenter la dose
déposée dans les cellules tumorales. Certains aspects de cette étude sont résumés dans cette section
à titre comparatif avec les NPs Fe. Les cellules ont été exposées pendant 24h à 5 mg(Gd)/mL de
Dotarem ou de Magnevist. Dans un premier cas, les cellules ont été rincées avant l’irradiation, de
manière à n’étudier que l’impact du Gd accumulé dans les cellules sur la survie (condition “cellules
rincées”). Dans un second cas, les cellules ont été trypsinées puis resuspendues dans du milieu de
culture contenant 5 mg(Gd)/mL avant irradiation (condition “cellules non rincées”). Les cellules
ont ensuite été irradiées à trois énergies (dose délivrée : 4 Gy), juste en-dessous et juste au-dessus
du K-edge du Gd (50 et 51 keV) et à 80 keV.

Composé Protocole Concentrations Energies d’irradiation Doses Réplicats
d’irradiation mg(Gd)/mL (keV) (Gy) d’irradiation

Dotarem non rincé 5 50, 51 et 80 0 ou 4 3
rincé 5 50, 51 et 80 0 ou 4 3

Magnevist non rincé 5 50, 51 et 80 0 ou 4 3
rincé 5 50, 51 et 80 0 ou 4 3

Les résultats des tests de clonogénicité sont présentés dans la figure 7.20. Tout d’abord, nous
pouvons remarquer que le Magnevist induit une toxicité sans irradiation : l’effet mesuré est de 1.23
± 0.03 pour les cellules rincées et 1.57 ± 0.18 pour les cellules non rincées. Le Dotarem n’a pas
d’impact sur la viabilité des cellules à ces concentrations (toxicité : 1.03 ± 0.09 et 0.91 ± 0.14 pour
les cellules rincées et non rincées respectivement).

L’exposition des cellules au Magnevist induit un effet sur la survie des cellules après irradiation,
que les cellules aient ou non été rincées. Cet effet est plus important au-dessus du K-edge du Gd
(effet significatif, ANOVA à deux facteurs, p<0.0001) : le SER à 51 keV est de 1.50 ± 0.01 pour
les cellules rincées et 1.48 ± 0.11 pour les cellules non rincées. Il est intéressant de remarquer que
l’effet est encore significatif à 80 keV (ANOVA à deux facteurs, p<0.0001 et p=0.0002 pour les
cellules rincées et non rincées respectivement) : le SER à 80 keV est de 1.62 ± 0.12 pour les cellules
rincées et 1.27 ± 0.12 pour les cellules non rincées.

L’exposition des cellules au Dotarem n’induit pas d’effet sur la survie des cellules après irradia-
tion pour la condition rincée : le SER mesuré est proche de 1 pour chacune des trois énergies (0.87
± 0.14, 0.88 ± 0.10 et 0.83 ± 0.05 pour des énergies d’irradiation respectives de 50, 51 et 80 keV).
Par contre, un effet significatif (ANOVA à deux facteurs, p<0.0001 pour une irradiation à 51 et 80
keV) est obtenu pour la condition “cellules non rincées” aux énergies d’irradiation de 51 et 80 keV
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Figure 7.20 – Résultats du test de clonogénicité suite à l’irradiation de cellules F98 à 50, 51 ou 80 keV (dose délivrée :
4 Gy) ou sans irradiation (toxicité). Les cellules ont été préalablement exposées à deux agents de contraste au Gd
((A) Magevist ou (B) Dotarem) à la concentration de 5 mg(Gd)/mL pendant 24h, ou à du milieu de culture complet
(cellules contrôle). Les cellules ont été irradiées après avoir été rincées ou dans du milieu contenant 5 mg(Gd)/mL
(condition “cellules non rincées”).

(SER de 1.38 ± 0.02 et 1.61 ± 0.26 respectivement).

Comparaison avec les simulations macroscopiques Monte-Carlo :

L’accumulation de Gd dans les cellules lors de cette expérience a été mesurée par ICP-MS.
L’exposition des F98 à une concentration de 5 mg/mL d’agent de contraste mène à l’accumulation
de 0.22 ± 0.04 pg/cellule pour le Dotarem et 0.52 ± 0.06 pg/cellule pour le Magnevist (données
non montrées). Ces données ont été utilisées pour obtenir le DEF macroscopique intracellulaire par
simulation Monte-Carlo (protocole : 4.1.3.1). Les résultats de ces simulations sont présentés dans la
figure 7.21 (A). D’autre part, le DEF macroscopique obtenu pour la condition “cellules non rincées”
(exposition des cellules à 5 mg(Gd)/mL) a aussi été simulé de la même manière (Fig. 7.21 (B)).

Figure 7.21 – DEF macroscopique correspondant à la concentration intracellulaire de Gd dans les cellules rincées
après avoir été exposées à 5 mg/mL d’agent de contraste au Gd (Magnevist ou Dotarem) pendant 24 h ou à la
concentration (5 mg/mL) de Gd externe aux cellules pour la condition “cellules non rincées”. Le DEF a été calculé
par simulations Monte-Carlo selon le protocole décrit dans la section 4.1.3.1. Les incertitudes sur les DEF calculés
par simulation sont de l’ordre de 10−3.
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D’après les simulations, l’augmentation de dose lors de l’irradiation des cellules rincées est très
modérée : le DEF le plus grand est obtenu à 51 keV pour le Magnevist et sa valeur est alors de 1.07.
Les SER obtenus pour cette condition avec le Dotarem sont cohérents avec les DEF théoriques (bien
que nous ne puissions pas comparer directement ces deux valeurs) : aucun effet n’est observé pour la
condition rincée, quelque soit l’énergie d’irradiation. Cependant, les SER obtenus pour la condition
“cellules rincées” avec le Magnevist sont élevés (1.34 ± 0.06, 1.50 ± 0.01 et 1.62 ± 0.12 pour des
irradiations respectives à 50, 51 et 80 keV). Ces résultats suggèrent l’existence d’un effet additionnel
à l’augmentation de dose physique dans le cas du Magnevist. L’étude de la survie des cellules après
exposition aux AC Gd pendant 24h montre que le Magnevist est plus toxique que le Dotarem (53
± 3 % de survie à 5 mg/mL pour le Magnevist contre 72 ± 1% pour le Dotarem) pour une même
concentration dans le milieu de culture (mesures MTT, voir figure 7.22). En plus de l’augmentation
de dose, le Magnevist aurait peut-être un effet radiosensibilisant sur les cellules pouvant provenir
de sa moins bonne efficacité à complexer le Gd, ce qui peut conduire à une libération de Gd libre
dans les cellules, expliquant la toxicité. Le Dotarem, plus stable, engendrerait moins de toxicité et
l’effet radiosensibilisant n’apparâıtrait donc pas pour la concentration étudiée.

Les simulations Monte-Carlo suggèrent que le DEF macroscopique obtenu pour la condition
“cellules non rincées” dépend de l’énergie d’irradiation. Le DEF est de 1.38 à 50 keV, atteint un
maximum de 1.67 à 51 keV puis décrôıt après le K-edge du Gd pour atteindre la valeur de 1.57 à
80 keV. Les SER expérimentaux montrent que l’exposition préalable des cellules aux AC Gd à 5
mg(Gd)/mL induit un effet significatif sur la survie de cellules (voir tests statistiques présentés dans
le paragraphe précédent) après irradiation. Les SER suivent la même tendance de dépendance à
l’énergie d’irradiation que le DEF simulé, à l’exception du Dotarem à 80 keV pour lequel le SER est
plus élevé qu’à 51 keV. Ces résultats suggèrent qu’il serait possible d’obtenir un effet thérapeutique
grâce aux agents de contraste au Gd, à des concentrations suffisamment élevées dans la tumeur.
Cet effet est encore significatif à 80 keV (Magnevist, conditions “cellules rincées et non rincées” ;
Dotarem, condition “cellules non rincées”), ce qui est encourageant car l’utilisation d’un faisceau
de 80 keV pour traiter les gliomes reste pertinente.

Figure 7.22 – Survie normalisée des cellules F98 après exposition à deux agents de contraste au Gd (Dotarem et
Magnevist) pendant 24 h, mesurée par test MTT.

186



7.4 Importance de l’outil de mesure de la survie cellulaire

7.4 Importance de l’outil de mesure de la survie cellulaire

7.4.1 Test ATP-lite et suivi IncuCyte

Le même type d’expériences de survie cellulaire après exposition pendant 24h aux NPs Fe de
l’équipe coréenne a été réalisé en mesurant la survie à l’aide du test ATP-lite (protocole : voir
B.3.2). Les plaques 96 puits ont été analysées 2 ou 7 jours après irradiation des cellules. Cette
méthode n’a pas permis de montrer une influence de NPs Fe sur la survie des cellules, que ce soit
avec ou sans irradiation.

D’autre part, lors d’une expérience additionnelle non présentée dans ce manuscrit, les cellules
irradiées ont été ensemencées dans des plaques 96 puits pour suivi pendant plusieurs jours à l’Incu-
Cyte (collaboration : Emmanuelle Soleilhac, CEA, Grenoble) ou suivi par test MTT. Les courbes
de prolifération ne permettent pas de mesurer un impact de l’exposition des cellules aux NPs Fe
préalablement à l’irradiation sur la prolifération cellulaire après irradiation, bien que cet effet soit
par la suite visible sur le suivi MTT.

Ces résultats montrent tout d’abord l’importance de la mise au point de la méthode de mesure
de la survie cellulaire. L’absence d’effet significatif peut, par exemple, être du à un protocole de
mesure de la survie non adapté à la lignée cellulaire. D’autre part, ces résultats soulignent aussi
l’importance du type de test utilisé. Cette réflexion représente l’un des axes majeurs de ce chapitre
de mesure de la survie cellulaire après irradiation.

7.4.2 Comparaison test clonogénique et MTT

Le test habituellement utilisé pour mesurer la survie cellulaire après irradiation est le test de
clonogénicité. Cependant, ce test demande beaucoup de matériel et de temps et ne permet pas de
tester de nombreuses conditions en une seule expérience. Un autre test a été développé durant ces
travaux : le suivi sur 10 jours de la prolifération des cellules par test MT. Ce protocole permet
de mesurer un décalage temporel dans la prolifération des cellules et ne donne pas directement
de mesure de SER. Nous avons donc cherché à relier les paramètres obtenus par ajustement des
courbes expérimentales du suivi MTT (décalage temporel, pente au point d’inflexion) au SER
calculé à partir des résultats du test de clonogénicité.

Les premières tentatives de construction d’une relation entre les décalages temporels mesurés
par MTT et les SER calculés par clonogénicité ont été infructueuses. Parmi elles, nous pouvons
citer diverses stratégies visant à obtenir le nombre de cellules mortes juste après irradiation, puis
le nombre de cellules subissant une mort différée, par des ajustements des courbes pendant la
phase de croissance exponentielle, ou encore l’application de la théorie de Verhulst adaptée à notre
contexte. Il peut aussi être envisageable de fonctionner avec une méthode empirique, en réalisant
des expériences pilote permettant de trouver une relation expérimentale entre les SER mesurés par
test de clonogénicité et les délais mesurés par MTT. Cependant, cette méthode ne prendrait pas
en compte la composante de mort cellulaire différée inclue dans la mesure de la pente au point
d’inflexion.

D’autres auteurs de la littérature cherchent à obtenir un SER grâce au suivi MTT de cellules
irradiées. A notre connaissance, deux méthodes sont employées : soit le SER est calculé par le ratio
des absorbances mesurées à un temps donné (nous reviendrons par la suite sur cette méthode), soit
le SER est calculé à partir du délai temporel mesuré entre les courbes de croissance des cellules
contrôle et irradiées.
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7.4.2.1 Méthode de Buch

La méthode de Buch et al. permet d’obtenir un SER à partir du délai temporel entre les courbes
de prolifération des cellules contrôle et irradiées obtenues par test MTT multiple [Buch 12]. Pour
cela, les temps auxquels chaque courbe atteint une absorbance donnée sont relevés. Le délai entre
ces temps, tdelay, est ensuite introduit dans l’équation suivante, permettant ainsi d’obtenir la survie
pour une condition d’irradiation :

S = 2−tdelay/tD (7.12)

avec tD le temps de doublement des cellules. La publication ne précise pas quel temps de doublement
est utilisé. Les auteurs n’indiquent pas non plus l’origine de cette équation.

Nous pouvons retrouver une équation identique en faisant le raisonnement suivant, illustré par
la figure 7.23.

Figure 7.23 – Schéma illustrant l’utilisation des données obtenues par suivi MTT pour calculer la survie cellulaire.

La survie des cellules s’écrit sous la forme :

S =
nombre de cellules survivantes

nombre de cellules ensemencées
(7.13)

La survie normalisée des cellules irradiées à 4 Gy est la survie des cellules irradiées à 4 Gy normalisée
par la survie des cellules contrôle :

S4 =
nombre de cellules irradiées survivantes

nombre de cellules contrôle survivantes
(7.14)

A l’instant t1, le nombre de cellules contrôle peut s’écrire de la forme N0 · 2t1/tD0 (fig. 7.23),
avec N0 le nombre de cellules contrôle vivantes lors de l’ensemencement et tD0 le temps de division
de ces cellules.

A l’instant t2, le nombre de cellules irradiées à 4 Gy peut s’écrire de la forme N4 · 2t2/tD4 , avec
N4 le nombre de cellules irradiées vivantes lors de l’ensemencement et tD4 le temps de division des
cellules irradiées.

En réalité, les temps de doublement mesurés ainsi ne sont pas de vrais temps de doublement, en
particulier dans le cas des cellules irradiées. En effet, le “temps de doublement” mesuré ici indique
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la vitesse de prolifération des cellules et rend compte de plusieurs composantes : le vrai temps de
doublement des cellules, mais aussi le blocage des cellules dans leur cycle et la mort différée des
cellules tout au long du suivi, qui vont ralentir la prolifération générale des cellules.

Dans ce cas, fixons tD0, le vrai temps de doublement des cellules. Tous les autres composantes
se répercutent ainsi dans le nombre N4, qui devient le nombre de cellules irradiées vivantes lors de
l’ensemencement en considérant que tous les dommages (mort cellulaire d’emblée et mort cellulaire
différée) ont eu lieu avant l’ensemencement.

Nous pouvons donc écrire qu’à l’instant t2, le nombre de cellules irradiées présentes dans le puits
est de N4 ·2t2/tD0 . Comme nous avons choisi les instants t1 et t2 de manière à avoir la même densité
optique pour les cellules irradiées et contrôle, le nombre de cellules à ces instants est identique. Il
est donc possible d’écrire l’égalité suivante :

N4 · 2t2/tD0 = N0 · 2t1/tD0 (7.15)

La survie des cellules irradiées est donc égale à :

S4 =
nombre de cellules irradiées survivantes

nombre de cellules contrôle survivantes
=
N4

N0
=

2t1/tD0

2t2/tD0
(7.16)

d’où

S4 = 2(t1−t2)/tD0 = 2−tdelay/tD0 (7.17)

Ce raisonnement est simplement une hypothèse et n’est pas explicité par les auteurs de l’article.
Cependant, il permet de conforter le fait que le temps de doublement à considérer dans la formule
est bien le temps de doublement des cellules contrôle.

Protocole de traitement des données MTT :

Le temps de doublement des cellules non irradiées est calculé en ajustant la phase exponentielle
des courbes de suivi MTT avec une fonction exponentielle croissante. D’autre part, les délais entre
les courbes des cellules contrôle et des cellules irradiées est calculé grâce à l’ajustement des courbes
de prolifération avec une fonction sigmöıde, qui donne le paramètre IC(50) (voir 7.23). A 0 Gy, les
délais sont calculés entre la courbe des cellules exposées aux NPs Fe et celle des cellules contrôle.
A 4 Gy, les délais sont calculés entre la courbe des cellules irradiées et non irradiées pour chaque
condition. Cela permet de s’affranchir de la toxicité, de manière à obtenir des résultats comparables
avec les mesures de clonogénicité. Le temps de doublement et les délais permettent de calculer les
survies, et donc les SER.

Les résultats sont présentés dans la figure 7.24 (B) et comparés aux SER obtenus par test de
clonogénicité (Fig. 7.24 (A)) :

Nous pouvons observer que les SER mesurés par MTT suivent la même tendance que les SER
mesurés par clonogénicité, que ce soit par rapport à l’énergie d’irradiation ou la concentration.
Les valeurs des SER diffèrent pour une même condition étudiée, particulièrement dans les cas où
le SER devient élevé. Par exemple, pour une énergie d’irradiation de 30 keV, le SER mesuré par
clonogénicité pour la concentration de 0.06 mg/mL (expérience 1) est de 1.76 ± 0.30, tandis qu’il
est de 5.3 pour les calculs provenant du suivi MTT. Le fait que les deux méthodes ne donnent
pas la même valeur de SER n’est pas surprenant car ces deux méthodes ne sont pas fondées sur la
mesure des mêmes propriétés cellulaires. Toutefois, ces deux valeurs de SER semblent liées par une

189



Chapitre 7 : Augmentation de dose liée aux NPs Fe : résultats in vitro

Figure 7.24 – Comparaison des SER obtenus lors des deux expériences présentées dans ce chapitre par tests de
clonogénicité (A) ou par suivi MTT (méthode de Buch [Buch 12]) (B).

Figure 7.25 – Relation entre les SER mesurés par clonogénicité et les SER mesurés par MTT ([bleu] : expérience 1 ;
[orange] : expérience 2).

relation linéaire, comme l’illustre la figure 7.25 (le R2 de 0.606 suggère cependant que les valeurs
restent assez dispersées).

Aucun article à notre connaissance ne présente des courbes similaires aux nôtres. L’étude de
la sigmöıde entière permet de fixer “automatiquement” le calcul du délai. Nous ne calculons donc
pas le délai à partir d’une DO (Densité Optique) fixée mais à partir du point d’inflexion de la
courbe. Ce choix est bien sûr discutable et il serait intéressant de savoir s’il est préférable ou non
de fonctionner de la sorte.

7.4.2.2 Discussion : SER mesuré par MTT ou par test de clonogénicité

Les fonctionnements de ces deux méthodes de mesure sont différents : il semble donc normal que
les deux méthodes donnent des valeurs de SER différentes pour une même condition expérimentale.
Il est intéressant de remarquer que ces deux valeurs de SER semblent néanmoins corrélées par une
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relation linéaire selon la courbe 7.25. Cette relation permettrait donc d’estimer la valeur du SER
qui aurait été obtenue par test de clonogénicité à partir de la mesure du “SER” obtenue par suivi
MTT.

D’une part, le test de clonogénicité a l’avantage d’être stable et robuste. Il est considéré
comme le gold standard dans le domaine. Ce test permet d’obtenir directement une survie cellulaire
à partir du comptage des colonies. Cependant, il est coûteux en matériel et en temps et n’est pas
applicable pour les cellules qui ne peuvent pas former de colonies.

D’autre part, le suivi MTT reste moins coûteux en matériel, mais n’est pas vraiment moins
coûteux en temps si l’on réalise le suivi sur 10 jours avec trois réplicats d’irradiation. La mesure du
délai entre deux courbes est calculée grâce à dix points de mesure, et chaque point est le résultat de
6 mesures. Une mesure erratique impacte donc peu le résultat final. Cependant, le résultat donné
par ce suivi MTT n’est pas directement comparable à celui obtenu par le test de clonogénicité. Ce
dernier étant reconnu comme le test de référence, il est tentant de pouvoir corréler les deux mesures
pour donner du poids à nos résultats.

Le test de clonogénicité repose sur le principe qu’une cellule est considérée comme “morte”
lorsqu’elle ne parvient pas à former une colonie de plus de 50 cellules (c’est-à-dire, en pratique,
visible à l’oeil nu) après une dizaine de jours. Le résultat du test permet donc de dire combien de
cellules ont pu former une colonie, mais il n’indique pas à quel point chacune de ces cellules est
“active”. Par exemple, les colonies formées par les cellules irradiées sont en général plus petites que
les colonies des cellules contrôle. La taille de la colonie peut donc être un paramètre intéressant à
prendre en compte. Cependant, rares sont les études ayant réussi à extraire des données exploitables
de ce type de mesure. L’essai a aussi été fait pendant ces travaux, et les colonies ont été classées
dans trois catégories selon leur taille. Cette tentative n’a pas permis de tirer de conclusion (données
non montrées). Au contraire, le suivi MTT sur 10 jours permet de rendre compte de l’existence
de cellules “en pause”, puis de la reprise de leur prolifération. Une cellule peu active synthétisera
moins de cristaux de formazan. Le suivi MTT, bien qu’il ne donne pas les mêmes informations que
le test de clonogénicité, apporte donc d’autres données intéressantes.

Ces études ne permettent pas de trancher sur l’utilisation de l’un ou l’autre des deux tests.
Chacun a ses avantages et ses inconvénients, et il semble même intéressant de coupler les deux.
Le suivi MTT, effectué en triplicats d’irradiation, ne permet un gain de temps lors de l’expérience
que le jour de l’irradiation, si les cellules sont ensemencées et irradiées en plaque (car cela évite
les comptages en parallèle de l’irradiation). Cependant, cette stratégie d’irradiation en plaques est
difficilement applicable aux NPs Fe que nous ne parvenons pas à bien rincer. Elle serait par contre
intéressante pour étudier de l’effet des AC Gd lors de l’irradiation.

Le test MTT a l’intérêt d’être simple et rapide lorsqu’il n’est pas effectué sur un suivi de 10 jours.
Il pourrait donc être utilisé pour “dégrossir” les paramètres expérimentaux à tester. Il s’agirait donc
de mesurer la viabilité des cellules seulement à un temps après irradiation. Le choix de ce temps est
alors crucial car si la mesure est faite pendant la phase de latence après irradiation (donc trop tôt)
ou dans la phase de confluence (donc trop tard), la valeur mesurée sera biaisée [Pric 90, Nikz 13].
Dans plusieurs études, ce temps est fixé à 7 jours [Kim 93, Irwi 14] voire 14 jours [Bana 99]. En
effet, en réalisant la mesure juste après l’irradiation, la mort différée des cellules n’est pas prise
en compte et les valeurs s’éloignent des résultats de clonogénicité [Chun 15]. Carmichael conseille
d’attendre au moins 6 temps de doublement des cellules [Carm 87].
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7.4.3 Quels outils pour les NPs ?

Les NPs offrent de nouvelles opportunités pour le traitement du cancer, que ce soit dans le
domaine du diagnostic ou de la thérapie. Cet outil est très prometteur et fait l’objet d’un nombre
croissant d’études dans des domaines scientifiques variés. Toutefois, les propriétés des NPs sont
encore peu connues et, malgré un nombre conséquent de publications et d’études in vitro et in
vivo, très peu de ces composés parviennent aux phases d’étude clinique. Ce fait peut s’expliquer en
partie par l’absence de standardisation des protocoles précliniques, qui visent la plupart du temps
à prouver un effet thérapeutique et non à l’optimisation de la nanoparticule. Plusieurs auteurs
regrettent d’ailleurs le manque de méthodologie pour l’étude des NPs, ce qui constitue finalement
un frein pour l’évolution de ce type de traitement [Dawi 15, Reti 15, Subi 16]. Ils recommandent
donc des méthodologies ou des lignes de conduite à adopter pour pouvoir évaluer l’efficacité des
NPs, que ce soit in vitro ou en études précliniques.

Cette problématique est renforcée par le fait que les outils disponibles pour caractériser les
cellules cancéreuses et leurs réponses aux traitements ne sont pas tous compatibles avec l’usage
des NPs. En effet, intégrer des NPs dans les tests habituels demande souvent une adaptation
spécifique. Par exemple, l’utilisation des tests MTT ou ATP-lite a été tout d’abord expérimentée
au cours d’études préliminaires pour vérifier que les NPs ne perturbaient pas la mesure. Les suivis
par IncuCyte via l’utilisation de marqueurs fluorescents de l’apoptose se sont révélés impossibles car
les NPs opaques empêchent le bon fonctionnement du traitement d’images intégré dans le logiciel.

Il semble donc important de développer des méthodes systématiques et fiables, reconnues et
utilisées par la communauté scientifique, de façon à homogénéiser les résultats et les notations. Cela
permettra probablement d’aider à l’optimisation des NPs et à l’améliorations des connaissances les
concernant, pour rendre possible le passage au stade clinique de tous ces résultats prometteurs.

7.5 Le Chapitre 7 en quelques mots

L’étude présentée dans ce chapitre avait pour objectif de confirmer le potentiel des NPs Fe pour
renforcer la dose in vitro. L’effet thérapeutique est quantifié par le SER, c’est-à-dire le ratio
entre la survie des cellules irradiées non exposées aux NPs et la survie des cellules irradiées
exposées aux NPs. Le SER ne prend pas en compte la toxicité induite sans irradiation. Un SER
de 2 indique donc que l’exposition préalable des cellules aux NPs augmente la mort cellulaire
par 2 lors de l’irradiation par rapport aux cellules traitées non irradiées. Dans le cas d’une
éventuelle toxicité additionnelle des NPs mesurée pour les cellules non irradiées, la valeur du
SER ne changera pas mais le ratio brut des survies donnera un résultat supérieur à 2 (ajout
de la composante de toxicité sans irradiation).

Les résultats obtenus sont plutôt cohérents avec les simulations de dépôt de dose macro-
scopique :

- Le SER dépend de l’énergie d’irradiation. Par exemple, l’exposition préalable des F98
aux NPs Fe de l’équipe coréenne concentrées à 0.06 mg(Fe)/mL induit un SER de 1.76 ±
0.30 pour une énergie d’irradiation de 30 keV. Le SER diminue ensuite lorsque l’énergie
d’irradiation augmente : il est de 1.15 ± 0.11 pour une irradiation à 80 keV. Cette
dépendance à l’énergie suggère le rôle de l’effet photoélectrique dans l’augmentation de
la mort cellulaire engendrée.

- Le SER dépend de la concentration d’exposition : le SER mesuré pour les cellules
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exposées à 0.02 mg(Fe)/mL est de 1.08 ± 0.17 pour une énergie d’irradiation de 30 keV,
contre 1.76 ± 0.30 pour les cellules exposées à 0.06 mg(Fe)/mL.

D’autres phénomènes entrent en jeu et les résultats ne peuvent pas toujours être expliqués
par les seuls mécanismes pris en compte dans les simulations. La taille des NPs varie d’une
expérience à l’autre. Pour une même concentration d’exposition, la masse de fer internalisée par
les cellules peut donc être amenée à changer entre deux expériences (pour une concentration
d’exposition de 0.06 mg(Fe)/mL, les cellules accumulent 21 ± 3 pg(Fe)/cellule dans l’expérience
1 contre 144 ± 23 pg(Fe)/cellule dans l’expérience 2). Deux phénomènes pourraient alors
intervenir :

- Pour une même taille de NPs, la plus haute concentration d’exposition induit moins de
mort cellulaire qu’une concentration intermédiaire (à 30 keV, le SER mesuré pour une
exposition préalable des cellules à 0.15 mg(Fe)/mL est de 1.28 ± 0.41 contre 1.50 ±
0.05 pour une exposition à 0.06 mg/mL). Ce phénomène peut être expliqué en partie
par l’augmentation de la résistance des cellules suite aux 24h d’incubation avec les NPs
(e.g. blocage en phase S, activation de la réparation des dommages à l’ADN).

- Pour une même concentration d’exposition mais deux lots différents de NPs, le SER
le plus important est obtenu avec les NPs les moins internalisées par les cellules (SER
à 30 keV pour une concentration d’exposition de 0.06 mg(Fe)/mL : 1.76 ± 0.30 pour
le lot 1 et 1.50 ± 0.05 pour le lot 2), ce qui va à l’encontre des simulations macrosco-
piques. Ces résultats suggéreraient que les NPs Fe de grand diamètre (plus efficacement
internalisées que les NPs de petit diamètre) seraient moins efficaces pour augmenter la
dose : les électrons de basse énergie (i.e. électrons Auger) pourraient par exemple être
auto-absorbés par les NPs.
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Chapitre 8

Etude préclinique : augmentation de
dose par injection de NPs Fe chez le
rat porteur de gliome F98

Cette étude préclinique avait pour objectif de confirmer le potentiel des NPs Fe de l’équipe
coréenne pour augmenter la dose lors d’une irradiation aux rayons X. Suite aux encourageants
résultats in silico et in vitro obtenus pour des énergies voisines de 30 keV, nous avons étudié la
possibilité d’appliquer cette stratégie in vivo. Ce chapitre est consacré aux résultats de cette étude.

8.1 Matériels et Méthodes

40 rats Fischer ont reçu dans le noyau caudé droit 5 000 cellules de gliome de rat F98 (coor-
données stéréotaxiques : 3.5 mm à droite du bregma et 5.5 mm de profondeur par rapport à la
surface de l’os, aiguille Hamilton 32G) selon le protocole décrit dans B.6.1 et [Rous 09b].

Six groupes ont été constitués :
- un groupe de rats témoin (N=5),
- un groupe recevant les NPs par voie intraveineuse “iv” (n=5),
- un groupe recevant les NPs par voie intracérébrale “CED” (n=5),
- un groupe recevant l’irradiation seulement (X) (n=5),
- un groupe recevant les NPs par voie intraveineuse et l’irradiation “iv+X” (n=10),
- un groupe recevant les NPs par voie intracérébrale CED et l’irradiation “CED+X” (n=10).

Injection des nanoparticules : après sonication, les nanoparticules ont été injectées aux rats
par deux méthodes différentes : soit par injection veineuse, soit par injection intracérébrale.

Injection intraveineuse : huit jours après l’inoculation de la tumeur, 1 mL de NPs fer
concentrées à 44 mg (Fe)/mL ont été injectées par une veine caudale du rat.

Injection CED : huit jours après l’inoculation de la tumeur, 20 µL de NPs fer concentrées à
1.78 mg (Fe)/mL ont été injectées aux mêmes cordonnées stéréotaxiques que l’inoculation tumorale,
à très faible débit (1 µL/min) par Convection-Enhanced Delivery (CED) (seringue Hamilton et
aiguille 32 G).

Que ce soit pour l’imagerie ou pour l’irradiation, le rat est anesthésié par un mélange kétamine/
xylazine (64.5/5.4 mg/kg, injection intrapéritonéale) après induction de l’anesthésie par un mélange
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air/isoflurane (3%). Une fois anesthésié, le rat est placé sur un cadre stéréotaxique en plexiglas. Ce
cadre est ensuite fixé verticalement sur le support de rotation.

Irradiation : neuf jours après inoculation de la tumeur, les rats ont reçu une dose de 20.8 Gy.
L’énergie du faisceau monochromatique a été réglée à 35 keV. Après réalisation d’une tomographie
3D de la tête de l’animal, la tumeur est placée au centre de rotation du système ; des lames de
tungstène permettent de collimater le faisceau (8 mm de largeur, hauteur 1 mm), centrées sur le
centre de la tumeur. L’irradiation est ensuite réalisée en mode tomographique par arcs contigus
de 360̊ , selon le protocole décrit en détail dans [Rous 09b]. La hauteur du faisceau étant limité, le
sujet est translaté verticalement (de la hauteur d’une coupe) entre chaque rotation de 360̊ .

Imagerie tomographique : après traitement, tous les rats ont reçu 1 mL d’Iomeron c© 400
mg/mL, suivi de 0.5 mL de sérum physiologique par la veine caudale pour obtenir une image de la
tumeur (voir Fig. 8.1).

Figure 8.1 – Exemple d’images tomographiques obtenues avec le détecteur germanium, après injection d’agents de
contraste par la veine de la queue.

Les animaux ont été suivis jusqu’à la fin de la survie.

8.2 Résultats et discussion

Des courbes Kaplan-Meier ont été tracées pour tous les groupes (cf Fig. 8.2). Les tests statis-
tiques ont été réalisés avec le logiciel JMP. La figure 8.2 (A) indique la survie des rats témoins et
des rats ayant reçu les injections intraveineuse ou CED seulement. La figure 8.2 (B) compare la
survie des rats témoins et ceux irradiés seulement. La figure 8.2 (C) compare la survie des animaux
ayant reçu uniquement la radiothérapie ou la combinaison injection intraveineuse et radiothérapie.
La figure 8.2 (D) compare la survie des animaux ayant reçu uniquement la radiothérapie ou la
combinaison injection CED et radiothérapie.

La médiane de survie des animaux selon le traitement et la différence relative d’augmentation
de la survie médiane par rapport aux témoins sont indiquées dans le tableau 8.1.

- La survie des rats témoins ou injectés par voie intraveineuse ou CED ne sont pas significa-
tivement différentes (Log-rank test, p > 0.9).

- Le traitement par rayons X augmente significativement la survie des animaux par rapport
aux témoins (Log-rank test, p < 0.05).

- La différence de survie entre les rats irradiés après l’injection intraveineuse et traités par
radiothérapie en comparaison avec les animaux ayant reçu la radiothérapie seule est à la
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Figure 8.2 – Courbes Kaplan-Meier de survie des animaux porteurs de tumeur F98 après irradiation, avec ou sans
injection préalable de NPs. Les rats ont été répartis dans 6 groupes : trois groupes non irradiés ont reçu soit aucune
NP Fe (n=5), soit des NPs Fe par CED (CED, n=5) ou par injection intraveineuse (iv, n=5). Trois autres groupes
ont aussi reçu un traitement par radiothérapie, consistant en une fraction de 20.8 Gy délivrée à 35 keV centrés sur
la tumeur avec aucune NP Fe (X, n=5), une injection par CED (CED+X, n=10) ou une injection intraveineuse de
NPs Fe (IV+X, n=10).

Groupes survie médiane % ILS Log-Rank test

Témoins 22
iv 24 9 p=0.91 /témoins

CED 24 9 p=0.93 /témoins
X 35 59 p<0.001/témoins

iv+X 38 73 p=0.07 / X seuls
CED+X 36 64 p=0.24 /X seuls

Table 8.1 – Survie des rats selon les traitements : survie médiane, pourcentage d’augmentation de la survie médiane
par rapport aux témoins : ILS % = (Survie – Survie témoins) / Survie témoins et valeur du test Log-Rank par rapport
aux témoins et par rapport aux X seuls selon les groupes.

limite de la significativité (Log-rank test, p= 0.07). Les rats ayant reçu la combinaison des
traitements vivent quelques jours de plus par rapport au traitement par rayons X seul.

- La différence de survie entre les rats irradiés après l’injection CED et traités par radiothérapie
en comparaison avec les animaux ayant reçu la radiothérapie seule n’atteint pas le niveau de
significativité bien qu’elle soit très légèrement en faveur du traitement CED+X (Log-rank
test, p = 0.24).

Après les résultats prometteurs obtenus in silico et au cours d’études in vitro, nous espérions
une différence plus grande des survies après combinaison des traitements CED+X ou iv+X par
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rapport aux X seuls. Une analyse histologique des cerveaux est en cours : elle pourra apporter des
renseignements sur l’origine de la reprise tumorale.

Cette étude pilote a permis de montrer que les animaux ont tous bien toléré les injections de
NPs Fe, qu’elles soient réalisées par voie veineuse ou par voie intracérébrale (différence des survies
iv et CED non significatives par rapport au témoin). Tous les animaux ont repris du poids après
injection et seule une coloration des urines après injection i.v. a été notée. Pour certains animaux
ayant reçu les nanoparticules par i.v. dans la veine de la queue, une coloration violacée de la queue
a pu être observée sans autre conséquence. D’autres études seront à envisager pour optimiser le
timing entre l’injection des nanoparticules et l’irradiation ainsi que les volumes à injecter et irradier.

Ce résultat est décevant en comparaison avec les résultats de survie obtenus sur les tumeurs
sous cutanées pour les mêmes NPs Fe de l’équipe coréenne [Choi 12a]. Cette différence souligne
l’obstacle majeur que représente la BHE pour l’application de cette approche thérapeutique aux
traitements des gliomes.
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Troisième partie

Résultats et discussion : transport et
délivrance des NPs
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Chapitre 9

Approche Cheval de Troie : résultats
in vitro
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Objectif : vérifier in vitro le potentiel des Mo/Ma comme vecteurs
des NPs Fe

Ce travail de thèse comporte deux problématiques : les NPs Fe ont été étudiées dans la par-
tie précédente comme composé permettant d’augmenter le dépôt de dose dans la tumeur. Cette
deuxième partie regroupe les résultats de l’étude de deux stratégies permettant de distribuer les
composés dans la tumeur : la méthode “Cheval de Troie”, qui concernera les deux premiers cha-
pitres, et l’ouverture de la BHE par ultrasons, qui sera abordée dans le troisième et dernier chapitre,
à titre d’ouverture.

L’approche “Cheval de Troie” repose sur l’utilisation de cellules immunitaires, les monocytes/
macrophages, pour transporter les NPs jusque dans la tumeur. De par leurs propriétés intrinsèques,
les monocytes/macrophages sont capables d’accumuler les composés. D’autre part, ils sont attirés
par les zones inflammées et possèdent l’aptitude de traverser la BHE. La stratégie “Cheval de Troie”
peut être synthétisée par le schéma suivant (Fig. 9.1) :

- Les monocytes/macrophages (Mo/Ma) sont chargés de NPs de fer ex vivo.
- La tumeur est pré-irradiée par MRT pour augmenter son potentiel attracteur pour les

Mo/Ma.
- Les Mo/Ma sont injectés par voie intra-veineuse.
- Les Mo/Ma traversent la BHE et migrent dans la tumeur.
- La tumeur est irradiée à basse énergie pour “photoactiver” les NPs de fer.

Figure 9.1 – Schéma illustrant l’approche “Cheval de Troie”.

Des expériences in vitro et in vivo ont été réalisées de façon à tester chaque étape du processus.
Ce premier chapitre concerne l’étude in vitro des Mo/Ma et de leur capacité à internaliser les NPs
Fe. L’accumulation des NPs dans les Mo/Ma a été quantifiée et la distribution des composés dans
les cellules a été observée par différents moyens en imagerie. Enfin, nous aborderons la question de
l’impact de l’internalisation des NPs Fe sur le métabolisme des macrophages.
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9.1 Matériels et méthodes

Plusieurs types cellulaires de Mo/Ma ont été utilisés pour ces expériences in vitro. Les premières
caractérisations ont été réalisées avec des lignées commerciales ATCC de macrophages, les J774A.1
et les RAW264.7. Ces lignées sont présentées dans la section A.2.2.1 et les protocoles de culture
cellulaire sont détaillées dans la section B.2. Toutefois, nous verrons que, par la suite, les lignées
ont été abandonnées pour le projet in vivo au profit de Mo/Ma primaires. La culture des Mo/Ma
primaires est décrite dans la section A.2.2.2.

Dans cette partie, les NPs de fer utilisées sont des NPs usuellement utilisées comme traiter
l’anémie, nommées “FerInject” (NPs de 23 nm de diamètre, FeOOH). Ces dernières ont l’intérêt
de disposer de l’autorisation de mise sur le marché, ce qui permet de passer éventuellement plus
facilement à la phase clinique si les résultats se révélaient convaincants. De plus, l’utilisation de telles
NPs assuraient d’une bonne répétabilité des expériences au niveau des différents lots commerciaux,
ceux-ci bénéficiant d’un contrôle strict de la taille des NPs et de la composition. Les NPs FerInject
sont décrites dans la section A.1.1.

La préparation des échantillons et l’imagerie par TEM sont décrites dans la section B.5.2. La
masse de fer par cellule a été mesurée par ICP-MS, selon le protocole détaillé dans la section B.4.

9.2 Résultats : exposition des Mo/Ma au FerInject

9.2.1 Internalisation des NPs Fe par les macrophages de lignées

Des cellules J774A.1 (macrophages de souris) et des RAW 264.7 (Mo/Ma de souris, principale-
ment adhérents) ont été exposées à l’une des deux concentrations de NPs de fer FerInject pendant
24h (0.24 mg/mL ou 2.4 mg/mL), avant d’être rincées et fixées. Les cellules contrôle ont été ex-
posées au milieu de culture classique. A titre de comparaison, les deux types cellulaires ont aussi
été exposés à une concentration d’un autre type de NPs de fer, les NPs Fe de l’équipe coréenne
(voir A.1.2). Les échantillons ont ensuite été traités dans un laboratoire de Berne (collaboration W.
Graber, V. Djonov et J. Laissue) où ils ont été polymérisés dans la résine Epon puis coupés pour
observation en TEM.

Comme il peut être vu dans les images Fig. 9.2, les deux lignées de Mo/Ma sont capables
d’internaliser des NPs. Le FerInject est accumulé dans de petites vésicules homogènes, qu’il reste
complexe à différencier des autres organelles de la cellule. Ces vésicules sont plus nombreuses
pour la concentration la plus élevée de FerInject. Les NPs Fe de l’équipe coréenne sont elles aussi
internalisées dans des vésicules du cytoplasme. Toutefois, ces vésicules ne sont pas “remplies” de
façon homogène de NPs Fe comme dans le cas du FerInject. Ces NPs semblent aussi se fixer à la
membrane des cellules. L’exposition des cellules au FerInject n’induirait pas le même comportement
cellulaire qu’une exposition aux NPs Fe coréennes, mais les deux lignées J774A.1 et RAW264.7
semblent réagir d’une manière similaire pour chacune des NPs.
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Figure 9.2 – Observations par TEM des Mo/Ma de lignée J774A.1 (gauche) et RAW264.7 (droite) ayant été exposés
pendant 24 h aux NPs FerInject (0.24 ou 2.4 mg(Fe)/mL) ou aux NPs de l’équipe coréenne (0.3 mg(Fe)/mL). Les
flèches indiquent les vésicules contenant possiblement des NPs Fe.
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9.2.2 Quantification de la masse de fer internalisée par les monocytes/macrophages

9.2.2.1 Internalisation du fer dans les macrophages de lignée

Après avoir été exposées au FerInject en différentes concentrations pendant 24h, les macrophages
J774A.1 ont été détachés, comptés, et le culot de macrophages a ensuite été minéralisé à l’acide
nitrique pour mesure ICP-MS (collaboration avec J. Arnaud, CHU Grenoble). Connaissant ensuite
la masse de fer et le nombre de cellules par culot, il est aisé de remonter à une masse de fer moyenne
par cellule.

Figure 9.3 – Internalisation des NPs Fe FerInject par les macrophages J774A.1 en fonction de la concentration de
fer dans le milieu de culture (exposition aux NPs Fe pendant 24 h ; mesures ICP-MS en triplicats).

Les résultats sont présentés dans la figure 9.3. Nous pouvons remarquer que plus la concentration
en FerInject dans leur milieu de culture est élevée, plus les J774A.1 internalisent de NPs Fe. L’ordre
de grandeur de la masse de fer internalisée par cellule varie de la dizaine de pg par cellule (15 ±
6 pg(Fe) par cellule exposée à 0.48 mg(Fe)/mL) à 108 ± 8 pg(Fe)/cellule pour les macrophages
exposés à la plus forte concentration de FerInject dans le milieu de culture (2.4 mg/mL). L’évolution
de la masse de fer internalisée en fonction de la concentration de fer dans le milieu de culture des
cellules semble linéaire dans cette gamme de concentrations (R2 = 0.989).

9.2.2.2 Internalisation du fer dans les macrophages primaires

La masse de fer internalisée par les macrophages primaires issus de la moëlle osseuse de rats
Fischer donneurs a aussi été mesurée par ICP-MS. Les macrophages primaires internalisent 17.2
pg(Fe)/cellule lorsqu’ils sont exposés à 2.4 mg(Fe)/mL de FerInject (les cellules contrôle non ex-
posées au FerInject contiennent 0.1 pg(Fe)/cellule). Cette expérience n’a pas été réalisée en triplicat,
d’où l’absence de l’écart type, mais elle permet déjà de donner un ordre de grandeur. D’après ces
résultats, la masse de fer internalisée par les Mo/Ma primaires est inférieure d’un ordre de grandeur
à celle internalisée par les Mo/Ma de lignée pour une même concentration de fer dans le milieu de
culture.
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9.2.3 Impact de l’internalisation du FerInject sur la viabilité des cellules

Les conséquences de l’exposition des Mo/Ma de lignées sur le métabolisme de ces cellules n’ont
pas été approfondies dans ces travaux. Toutefois, la viabilité des cellules après 24h d’incubation
avec les NPs a été mesurée au bleu de Trypan. Les résultats sont représentés dans la figure 9.4.
D’après ces mesures, le FerInject ne provoque pas de baisse de survie supérieure à 20% pour les
cellules même lorsqu’il est présent à forte concentration dans le milieu (2.4 mg/mL). La viabilité
normalisée est supérieure à 80% pour les J774A.1 pour une concentration entre 0 et 2.4 mg/mL et
à 94% pour les RAW264.7 dans les mêmes conditions.

Figure 9.4 – Viabilité (normalisée par rapport au contrôle) des Mo/Ma de lignée J774A.1 et RAW264.7 après une
exposition aux NPs Fe FerInject pendant 24 h à différentes concentrations de fer dans le milieu. Mesures par Bleu de
Trypan.

9.3 Discussion

9.3.1 Internalisation des NPs Fe par les macrophages de lignées

9.3.1.1 Distribution des NPs Fe dans la cellule

Les images TEM présentées dans ce chapitre sont représentatives de la totalité des données
obtenues. Il semble que les J774A.1 aient endocyté plus de FerInject que les RAW264.7. Ceci
pourrait s’expliquer par le fait que la lignée J774A.1 est une lignée de macrophages bien différenciés,
donc composée de cellules phagocytaires professionnelles, tandis que les RAW264.7 sont une lignée
mixte de Mo/Ma probablement moins différenciée, moins spécialisées dans l’endocytose.

Les NPs Fe de l’équipe coréenne n’engendrent pas le même type de réaction des cellules. Ces
NPs mesurent 15 nm individuellement mais s’agglomèrent en formant des amas d’une centaine de
nm. Il est très probable que ce phénomène s’accentue encore lorsque les NPs sont mises en contact
avec le milieu de culture et les protéines qui le composent. Les cellules sont donc exposées à des
NPs de 23 nm de diamètre avec le FerInject, contre des amas d’une centaine de nm avec les NPs
Fe coréennes. Les mécanismes utilisés par les cellules pour internaliser de tels amas ne sont proba-
blement pas les mêmes que ceux mis en œuvre pour internaliser le FerInject. Les NPs Fe coréennes
sont endocytées dans des vésicules hétérogènes de taille plus importante que les vésicules chargées
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de FerInject. Ces vésicules sont peut-être liées aux lysosomes. Les mécanismes d’endocytose des
NPs les plus probables regroupent la phagocytose, la macropinocytose et l’endocytose à clathrine.
Selon le mécanisme d’internalisation, le destin intracellulaire des NPs Fe ne sera pas forcément le
même. Une annexe (voir ??) est consacrée à l’endocytose des NPs.

Ces observations sont assez cohérentes avec le fait que le FerInject a été optimisé pour n’être
internalisé que par les macrophages et facilement métabolisé pour résoudre les problèmes d’anémie.
Celui-ci ne doit pas engendrer de toxicité dans ces concentrations, étant utilisé comme traitement
chez l’homme en injections de concentrations plus importantes. Enfin, ces observations pour les
cellules F774A.1 et RAW264.7 sont en accord avec le fait que les macrophages sont capables d’en-
docyter des NPs avec une taille allant du dixième de nm au µm [Vino 14].

9.3.1.2 Masse de fer internalisée

Les macrophages J774A.1 internalisent plus de fer que les Mo/Ma de lignée pour une même
concentration de fer. Les J774A.1 sont des cellules phagocytaires professionnelles. Il est probable
que les Mo/Ma primaires ne soient pas encore suffisamment spécialisés pour internaliser autant de
NPs Fe.

D’autre part, il apparâıt souvent dans la littérature que les NPs Fe les plus grandes (autour
de 100 nm) sont plus efficacement internalisés par les macrophages que les plus petites NPs Fe
(20 nm), pour un même coating [Tong 16]. Selon le seul paramètre de la masse de fer internalisée,
il semblerait donc plus intéressant d’utiliser des NPs Fe de grand diamètre. En effet, la masse
de fer internalisée par cellule conditionne la densité de macrophages chargés nécessaire à obtenir
dans la tumeur pour obtenir un effet thérapeutique. Si les macrophages n’apportent que peu de
fer dans la tumeur, il faudra qu’il y ait plus de macrophages chargés dans la tumeur pour que la
photoactivation du fer donne des résultats significatifs.

Une masse de 100 pg de fer par cellule correspond environ à une concentration en fer intracel-
lulaire de 100 mg/mL (voir 7.3.5.1). Selon les simulations Monte-Carlo réalisées avec PENELOPE,
une telle concentration en fer mène environ à un DEF de 2.55 à 80 keV (énergie d’irradiation usuelle
des tumeurs pour les études sur ID-17), c’est-à-dire à une multiplication par 2.5 du dépôt de dose
dans la tumeur par rapport aux tissus sains. Pour 10 pg de fer par cellule, le DEF est d’environ
1.15 à 80 keV.

Dans la méthode du Cheval de Troie, le DEF obtenu à l’intérieur de la cellule porteuse de
fer n’est pas la donnée qui nous intéresse le plus. Il s’agit par la suite d’obtenir par simulations
Monte Carlo le DEF autour de la cellule porteuse de fer, de façon à avoir une idée des dégâts
pouvant être faits aux cellules voisines des Mo/Ma chargés (qui seront donc les cellules tumorales).
Cependant, ces résultats sont très encourageants. En effet, lors d’autres expériences par l’équipe
avec d’autres agents (Au, Gd, I), de telles concentrations dans les cellules n’étaient pas atteintes.
Pour une même concentration, le Fe permet d’obtenir des DEFs bien moindres en comparaison
à l’Au, Gd ou I. Cependant, le fer arrive à s’accumuler en grande quantité dans les cellules et
révèle ainsi un potentiel à étudier. Le tableau 9.1 donne les DEFs obtenus par simulation pour des
concentrations caractéristiques obtenues avec différents agents. Encore une fois, il s’agit de DEF
intracellulaires, mais cela permet d’avoir une première idée des effets auxquels on peut s’attendre.
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élément Gd Gd I I Fe Fe

concentration 1 2.5 2 5 10 100
(mg/mL)

DEF théorique 1.29 2.49 1.18 1.46 1.15 2.55

Table 9.1 – DEF théorique obtenu à 80 keV par simulation Monte-Carlo dans un milieu homogène, en fonction de
la concentration en élément dans le milieu (I, Gd ou Fe). Ces concentrations sont des concentrations réalistes par
rapport à ce qu’il est possible d’obtenir in vivo (pour le Gd et l’I) ou in vitro dans les cellules (pour le Fe).

9.3.2 Impact de l’internalisation du FerInject sur les monocytes-macrophages

La masse de fer internalisée par cellule n’est pas le seul paramètre à prendre en compte. L’objectif
est d’utiliser les Mo/Ma comme transporteurs : leur cargaison en NPs Fe ne doit donc pas, ou peu,
affecter leurs capacités migratoires. De plus, pour le succès de la méthode, les Mo/Ma doivent être
capables de stocker les NPs Fe le temps de la migration jusqu’à la tumeur. Des tests de migration
sous agarose ont été mis au point au début de ces travaux de thèse, sans succès avec les J774A.1
(données non montrées). Il s’est avéré par la suite que d’autres équipes se servaient de cette lignée
comme témoin négatif de migration.

L’exposition des J774A.1 au FerInject n’a pas engendré de baisse de la viabilité des cellules,
même à la plus forte concentration utilisée (2.4 mg(Fe)/mL), bien que les cellules internalisent
alors de grandes quantités de fer. Concernant la capacité à garder ce fer intracellulaire accumulé,
plusieurs articles semblent s’accorder pour dire que les NPs Fe restent plusieurs jours dans les
lysosomes [Mull 07, Gu 11]. La lignée de RAW264.7 métaboliserait de trois manières différentes les
NPs Fe qu’elle internalise : soit les NPs Fe sont dégradées dans les lysosomes, ce qui augmente le
pool d’ions fer libres intracellulaire, soit elles sont distribuées aux cellules filles pendant la mitose
(voir Fig. 9.5), soit elles sont relarguées par les cellules [Gu 11]. L’auteur et ses collaborateurs
ajoutent que l’internalisation de NPs Fe perturbe le métabolisme du fer cellulaire puisque la cellule
se met à synthétiser plus de ferritine, ce qui fait écho à ce que nous avions supposé sur les cellules
de gliome dans la section 6.3.3.3.

Figure 9.5 – Image TEM d’une cellule se divisant après internalisation de NPs Fe γ-Fe2O3. Les NPs sont partagées
entre les deux cellules filles [Gu 11].

Concernant l’impact sur la migration des Mo/Ma, les résultats varient selon les études. Muller
et al. ont exposé des Mo/Ma au Ferumoxtran-10 : même aux plus grandes concentrations de fer
intracellulaire atteintes, les NPs Fe n’ont alors que des effets modérés ou nuls sur les activités des
Mo/Ma. Les études de Tong et al. tempèrent un peu ces propos : l’internalisation de NPs d’oxyde
de fer de 30 nm de diamètre (SHP30, Ocean Nanotech) par des monocytes primaires provoquerait
leur différenciation en macrophages. Selon la concentration de NPs Fe dans le milieu de culture, et
donc selon la quantité de fer internalisée, la capacité de migration des Mo/Ma s’en trouve altérée
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[Tong 16].

Bastien Dalzon et al., nos collaborateurs du CEA Grenoble, ont étudié la réponse des J774A.1 et
des macrophages primaires lorsqu’ils sont exposés au FerInject ou à des NP Fe de Fe2O3 (Sigma). Ils
observent que l’internalisation de FerInject n’induit aucun changement sur la capacité phagocytaire
ni sur le cytosquelette d’actine des J774A.1. De plus, la réponse inflammatoire des Mo/Ma n’est pas
modifiée lorsque les cellules ont accumulé du FerInject. Au contraire, l’internalisation de NPs Fe2O3,
qui ont tendance à s’agréger, diminue les capacités de phagocytose des macrophages et modifie
significativement leur réponse inflammatoire lors d’une exposition au LPS (lipopolysaccharide)
[Dalz 18].

9.4 Le Chapitre 9 en quelques mots

Les expériences présentées dans ce chapitre constituent la première étape de l’étude de la
stratégie “Cheval de Troie” : elles avaient pour objectif de quantifier la capacité des Mo/Ma
à internaliser les NPs Fe, ainsi que de vérifier que cette internalisation n’affectait ni leur com-
portement, ni leur capacité de migration. L’interprétation des résultats nous a permis de tirer
les conclusions suivantes :

- Les Mo/Ma de lignée internalisent les NPs FerInject : lorsqu’ils sont exposés à une
concentration de 2.4 mg(Fe)/mL, les macrophages J774A.1 internalisent 108 ± 8 pg(Fe)/
cellule, ce qui correspond approximativement à une concentration intracellulaire de fer
de 100 mg/mL. Le DEF théorique correspondant à cette concentration est de 3.86 à 30
keV et 2.55 à 80 keV. Les Mo/Ma primaires internalisent moins de NPs FerInject que les
J774A.1 pour une concentration d’exposition identique : une première mesure indique
qu’ils en internalisent 17.2 pg(Fe)/cellule lorsqu’ils sont exposés aux NPs FerInject à
une concentration de 2.4 mg/mL.

- Les NPs Fe internalisées sont stockées dans des vésicules du cytoplasme. Selon la nature
de la NP à laquelle ils sont exposés (NPs FerInject, ou NPs de l’équipe coréenne),
les macrophages semblent internaliser les NPs Fe avec des mécanismes d’endocytose
différents.

- L’exposition des Mo/Ma de lignée au FerInject n’a pas d’impact sur la viabilité des
cellules, même pour la plus grande concentration étudiée (2.4 mg/mL, la viabilité est
de 97 ± 8 % pour les J774A.1).

Des tests de migration in vitro sous l’agarose ont été développés au début de ces travaux
de thèse, mais nous ne sommes pas parvenus à faire migrer les J774A.1, même en présence de
substances attractrices comme le LPS (lipopolysaccharide).
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Objectifs du chapitre : expérimenter l’aptitude des Mo/Ma à tra-
vers la BHE tumorale chez le rongeur

Les NPs Fe ont prouvé leur potentiel in vitro pour augmenter le dépôt de dose dans les cellules
tumorales. Comme de nombreuses techniques reposant sur l’usage de NPs pour traiter les gliomes,
cette méthode est confrontée à un problème récurrent lors du passage en préclinique : la distribution
des NPs Fe doit être homogène dans les tissus tumoraux et à une concentration suffisamment élevée
pour espérer obtenir un bénéfice thérapeutique. Or, la BHE bloque le passage du sang au cerveau
de la majorité des composés injectés par voie intraveineuse.

Cette thèse se propose alors d’explorer une méthode peu invasive initiée en 2012 par M.R. Choi
et al. [Choi 12d]. Les NPs Fe sont accumulées ex vivo dans des Mo/Ma. Attirées par la zone tumorale
et les signaux biochimiques exprimés par les cellules néoplasiques, ces cellules immunitaires sont
capables de s’infiltrer à travers la BHE et de se répartir dans les tissus tumoraux jusque dans les
zones centrales nécrotiques.

Dans le chapitre 4, les simulations nous ont conforté sur le fait que les photoélectrons émis
par des NPs Fe accumulées dans des macrophages pouvaient bien atteindre les cellules tumorales
voisines. En effet, les photoélectrons peuvent parcourir plusieurs dizaines de µm lorsque les NPs sont
irradiées à plus de 30 keV. D’après cette étude, leur portée serait de 80 µm pour une irradiation
à 80 keV. De plus, dans le chapitre précédent, nous avons confirmé la capacité des Mo/Ma à
internaliser des NPs Fe. Dans ce chapitre, nous tenterons de développer le protocole de transport
des NPs Fe dans un modèle de gliome chez le rat utilisant comme vecteur des Mo/Ma de lignée ou
primaires. Différents types de Mo/Ma ont été expérimentés ainsi que plusieurs moyens d’injection.
Les résultats obtenus sont présentés dans un ordre chronologique qui tente de rendre compte des
efforts d’optimisation du procédé -bien que l’ordre chronologique ne soit habituellement pas le plus
pertinent d’un point de vue scientifique.

Le protocole général utilisé afin de tester la capacité de migration des Mo/Ma correspond au
schéma suivant :

- les rats porteurs de tumeur sont irradiés au niveau de la tumeur (afin de stimuler la migration
des Mo/Ma),

- puis des Mo/Ma marqués sont injectés par voie intraveineuse (veine caudale),
- les rats sont sacrifiés quelques jours après injection selon les délais étudiés.
- Enfin, les cerveaux sont prélevés et les coupes observées en histologie afin d’y retrouver les

Mo/Ma marqués injectés.
Ces travaux de recherche in vivo ont été effectués avec Mélanie Flaender alors en post-

doctorat dans l’équipe.

10.1 Matériels et méthodes

Les Mo/Ma de lignée sont décrits dans la section A.2.2.1 et leur protocole de culture dans la
section B.2.

Concernant les Mo/Ma primaires, notre laboratoire ne possédait pas d’expertise dans ce domaine
et la mise au point de ce type de protocole peut rapidement devenir chronophage. Nous avons donc
entamé une collaboration avec une équipe du CEA (T. Rabilloud, C. Augé-Rochereau, B. Dalzon)
qui mâıtrise la culture des Mo/Ma primaires de souris et s’intéresse à la caractérisation in vitro de
ces macrophages dans le but d’en faire des Chevaux de Troie. La méthode de culture des Mo/Ma
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de souris a été adaptée aux Mo/Ma de rat. Les principes directeurs du protocole de culture sont
disponibles dans la section A.2.2.2 et le protocole précis est décrit dans la section B.6.2. Il s’agit,
en résumé, d’extraire la moëlle de rats “donneurs”, puis de la cultiver dans un milieu promouvant
la différenciation des monocytes en macrophages. De cette manière, les cellules obtenues ont les
mêmes caractéristiques immunologiques que celles du rat “receveur” qui sera un rat de la même
espèce.

Les modèles de gliome chez le rat sont décrits dans la section A.4 et le protocole d’implantation
est détaillé en annexe (B.6.1). Les NPs FerInject sont décrites dans la section A.1.1.

10.1.1 Irradiation des animaux

10.1.1.1 Générateur de rayons X

Les irradiations au générateur de rayons X ont été réalisées sur le générateur de rayons X de
la ligne ID-17 de l’ESRF (voir A.5.1). Les animaux, anesthésiés par un mélange kétamine/xylazine
(64.5/5.4 mg/kg, injection intrapéritonéale), sont placés sur le ventre dans un berceau adapté et
le demi-hémisphère droit est positionné dans le champ d’irradiation à l’aide du champ lumineux.
L’irradiation est réalisée avec une tension de polarisation de 200 kVp.

10.1.1.2 MRT

Les irradiations par MRT ont été réalisées sur la ligne ID-17 de l’ESRF (voir A.5.2.2). Le
faisceau provenant du wiggler a un spectre large qui s’étend de 50 à 350 keV et d’énergie moyenne
de 90 keV. Ce faisceau est divisé spatialement en un réseau de microfaisceaux quasi-parallèles à
l’aide d’un collimateur multifentes. Le protocole d’irradiation des animaux par MRT est décrit par
exemple dans les travaux de Bouchet et al. [Bouc 15]. Rapidement, les animaux anesthésiés par
un mélange kétamine/xylazine (64.5/5.4 mg/kg, injection intrapéritonéale) sont irradiés par deux
réseaux orthogonaux de 10 mm de haut composés de 40 microfaisceaux verticaux de 50 µm de large
et espacés de 200 µm. Les animaux sont alignés dans le faisceau de telle manière que la tumeur soit
à l’intersection des deux réseaux.

10.1.2 Stratégies pour suivi in vivo des macrophages

Les Mo/Ma injectés in vivo sont préalablement marqués par diverses stratégies de façon à pou-
voir les retrouver dans les tissus tumoraux. Ces marquages doivent donc être résistants et encore
visibles après plusieurs jours in vivo, mais l’impact de leur utilisation sur les cellules doit être
minimal et ne doit affecter ni leur viabilité, ni leur capacité de migration. Parmi les stratégies em-
ployées, les Mo/Ma ont été colorés par des colorants fluorescents cytoplasmiques ou marqueurs
de l’ADN : Hoechst, DDAO-SE et CFSE. Les protocoles exacts sont décrits en annexe (B.6.3.2 et
B.6.3.3). Les Mo/Ma peuvent aussi être marqués par l’internalisation de billes fluorescentes : les
références ainsi que le protocole sont disponibles dans la section B.6.3.1. D’autre part, les Mo/Ma
ayant internalisé du FerInject peuvent être repérés dans les tissus par coloration du fer au Bleu de
Prusse (protocole : B.5.3). Enfin, nous avons tenté d’utiliser la méthode FISH (hybridation in situ
en fluorescence) pour retrouver des Mo/Ma de rats donneurs dans les tissus de rattes receveuses
par marquage du chromosome Y (principe, détails et protocole : B.6.3.4). Ces divers protocoles de
coloration seront discutés dans la section 10.4.2.
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10.1.3 Injection des Mo/Ma

Les injections par voie intraveineuse des Mo/Ma sont réalisées par pose d’un cathéter dans une
des veines caudales des rats anesthésiés par un mélange air/isoflurane (3%). La seringue est ensuite
rincée par une injection de sérum physiologique.

Les injections par voie intratumorale chez les rats sont réalisées sous anesthésie kétamine/xylazine
(64.5/5.4 mg/kg, injection intrapéritonéale) après induction de l’anesthésie par un mélange air/ iso-
flurane (3%). Le crâne des animaux est ensuite rasé et les rats placés dans un cadre stéréotaxique à
l’aide des barres d’oreille et de la barre d’incisives. Le crâne des animaux est désinfecté et l’incision
réalisée lors de l’implantation est réouverte. Le trou percé est alors repéré et l’aiguille de la seringue
Hamilton est descendue à 6 mm de profondeur puis remontée de 0.5 mm. Les Mo/Ma marqués sont
alors injectés (quantités décrites dans les sections suivantes) et l’aiguille est retirée. Le trou est
rebouché par de la cire à os, la plaie est désinfectée à la Bétadine puis refermée à l’aide de points
de suture. Les animaux sont ensuite déposés dans une couveuse maintenue à 27̊ C.

10.1.4 Analyse des coupes de cerveau

Les cerveaux sont congelés dans l’isopentane après prélèvement puis conservés à -80̊ C. Les
coupes de cerveau sont réalisées au cryotome (coupes de 20 µm). Si les Mo/Ma n’ont pas été
colorés au Hoechst, les lames sont ensuite montées avec du DAPI/Vectashield. Si les Mo/Ma ont
été colorés au Hoechst, les lames sont montées au Vectashield seul.

10.2 Utilisation de lignées commerciales comme Chevaux de Troie

Nous nous sommes tout d’abord intéressés à l’utilisation de Mo/Ma de lignées : ces expériences
sont en effet plus simples à mettre en œuvre qu’une culture de macrophages primaires. Différentes
lignées commerciales d’ATCC présentes dans la littérature ont donc été testées :

- J774A.1 (macrophage souris BALB/c)
- Raw264.7 (monocyte/macrophage de souris BALB/c)
- Raw264.7 RFP (monocyte/macrophage de souris BALB/c, cellules fluoresçant en rouge,

CEA Grenoble)
- P388D1 CCL-46 (monocyte de souris DBA/2 [Vala 07])
- NR-8383 (macrophage alvéolaire de rat Sprague-Dawley [Mads 13, Mads 15])

Des tumeurs 9L ont été implantées dans le noyau caudé de rats Fischer. 12 jours après implan-
tation, les tumeurs ont été irradiées au générateur de rayons X de la ligne ID-17 (basse énergie, 15
Gy) ou en MRT (15 Gy en dose vallée) (cf Fig. 10.1). Quatre jours après l’irradiation, les Mo/Ma
ont été injectés par la veine de la queue par pose d’un cathéter (entre 10 et 50 millions de Mo/Ma
par rat, selon le type cellulaire). Préalablement à l’injection, les Mo/Ma ont été marqués grâce à
un colorant fluoresçant en vert, le CFSE (de Carboxyfluorescein succinimidyl ester), qui colore le
cytoplasme. Ce marquage permettra ensuite de reconnâıtre les cellules injectées parmi les autres
cellules composant les tissus. 3 jours après injection des Mo/Ma, les rats ont été sacrifiés et leur
cerveau prélevé. Les cerveaux ont ensuite été découpés au cryotome et les coupes analysées par
histologie et au microscope à fluorescence, de manière à retrouver les Mo/Ma colorés en vert.
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Figure 10.1 – Déroulement de l’expérience in vivo pour l’étude de la migration des lignées cellulaires.

10.2.1 Résultats : expérimentation de la migration des lignées de Mo/Ma com-
merciales dans la tumeur 9L chez le rat Fischer

Après analyse des cerveaux, aucun signal fluoresçant en vert dans les tumeurs n’a pu être ob-
servé pour la lignée J774A.1. Pour les lignées NR8383, P38D1 et RAW264.7, quelques rares points
fluorescents ont pu être observés dans les coupes, parfois à la périphérie de la tumeur et parfois en
son cœur. Cependant, ces points fluorescents ne colocalisaient pas avec le DAPI 1. Qu’un colorant
cytoplasmique ne colocalise pas exactement avec un colorant du noyau n’est pas surprenant, cepen-
dant, ici, les deux marquages étaient bien trop éloignés pour que les signaux verts correspondent à
une cellule -dont le noyau aurait été marqué en bleu.

10.2.2 Discussion : raisons possibles de l’échec de la migration de Mo/Ma

N’ayant pas d’expérience sur l’utilisation du CFSE in vivo, nous avons émis l’hypothèse que le
marquage avait pu être atténué avec le temps : ceci permettrait alors d’expliquer l’absence
de signal fluorescent dans les coupes. Certaines des lignées injectées étant des lignées cellulaires de
souris, nous avons ensuite tenté d’utiliser des anticorps spécifiques à la souris afin de repérer les
cellules de souris dans les cerveaux de rat. Néanmoins cette tentative ne nous a pas non plus permis
de retrouver les Mo/Ma injectés.

Une seconde raison à l’absence de signal venant des cellules injectées peut être trouvée dans la
non-optimisation des délais. Cette expérience étant une expérience pilote, nous n’avions pas de
recul quant au temps nécessaire aux Mo/Ma pour arriver jusqu’à la tumeur. Notre protocole a donc
été construit grâce aux données présentes dans la littérature. Cependant, il est fort probable que ce
temps puisse varier selon les modèles ; nous ne pouvons donc pas écarter l’hypothèse selon laquelle
la date d’injection des Mo/Ma, ou la date du sacrifice des animaux, était peut être trop écartée de
l’optimum pour permettre une observation des Mo/Ma dans la tumeur. Il serait donc nécessaire
par la suite de réaliser une expérience en faisant varier l’un, puis l’autre, de ces paramètres, afin de
connâıtre :

- le moment précis après irradiation où les Mo/Ma sont le plus recrutés dans la tumeur, c’est-
à-dire le “pic de recrutement des macrophages”. Ce serait alors le moment optimal pour
injecter les Mo/Ma dans le sang.

- le moment où le maximum de Mo/Ma répartis dans la tumeur après injection et migration
est atteint. Il s’agirait donc du moment optimal où l’irradiation “thérapeutique” des NPs Fe
devra se faire (“thérapeutique”, par rapport à l’irradiation à 15 Gy qui a simplement une
visée d’augmention du potentiel attractif de la tumeur).

Une autre hypothèse pourrait expliquer l’absence de signal fluorescent dans les tissus tumoraux : les

1. DAPI : colorant fluoresçant en bleu marquant la présence d’un noyau cellulaire
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lignées J774A.1, Raw264.7, Raw264.7 RFP et P38D1 étant des Mo/Ma de souris, ces cellules ont
pu être détectées par le système immunitaire des rats et éliminées avant d’avoir pu atteindre le
cerveau. Concernant la lignée de Mo/Ma de rat, les NR-8383, les résultats sont tout aussi négatifs.
Une explication peut être donnée par le côté “dénaturé” des cellules de lignée qui perdent parfois
certaines de leurs capacités (par exemple, les J774A.1 ont été incapables de migrer in vitro dans les
tests réalisés au cours de ces travaux -données non montrées). De plus, les NR-8383 sont des lignées
originaires de rats Sprague-Dawley, ce qui est peut-être immunogène dans le cas d’une injection
chez le rat Fischer.

Bien que nous ne puissions pas conclure sur la raison précise pour laquelle nous n’avons pas
retrouvé les Mo/Ma injectés, nous favorisons l’hypothèse selon laquelle les cellules de lignée auraient
été détruites après l’injection systémique par les cellules immunitaires du rat receveur. La présence
des quelques signaux fluorescents observés sur les coupes de cerveau peut alors s’expliquer par
l’attraction réelle de la tumeur irradiée pour les Mo/Ma du rat : les monocytes circulant dans le
sang auraient pu internaliser des fragments de cellules de lignée colorées une fois détruites par le
système immunitaire, puis auraient été attirés par la tumeur et auraient migré à travers la BHE
pour y résider, transportant avec eux des fragments fluorescents de cellules marquées.

Certains résultats obtenus par d’autres équipes sur la migration de cellules de lignée dans les
tumeurs peuvent aussi s’expliquer par l’internalisation de fragments des cellules injectées et/ou de
leur contenu par les Mo/Ma du rat ou de la souris receveuse, puis par la migration de ces Mo/Ma
dans la tumeur. Cette hypothèse est discutée dans plusieurs articles, notamment dans l’article de
Tong et al. : ayant marqué les Mo/Ma de souris donneuses GFP+ 2 avec des NPs Fe, l’auteur observe
certaines cellules GFP- contenant du fer : ces cellules endogènes auraient selon lui phagocyté les
particules relâchées dans la circulation sanguine ou dans la tumeur. Cependant, dans cette étude,
l’observation de cellules endogènes porteuses de NPs Fe dans les tissus tumoraux reste minime
comparé au nombre visible de Mo/Ma injectés ayant migré dans la tumeur [Tong 16].

Il serait intéressant, pour lever cette interrogation, de réaliser systématiquement un contrôle
“négatif” avec l’injection seule des NPs en parallèle des expériences de migration. Ce contrôle
permettrait de mettre en évidence le gain apporté par la vectorisation des NPs par les Mo/Ma.

10.2.3 Conclusion : les Mo/Ma de lignée ne migrent pas dans notre modèle non
immuno-déprimé

D’après cette première étude, les Mo/Ma de lignée n’ont pas réussi à migrer à travers la BHE
pour se répartir dans la tumeur. Cet échec est certainement du à la destruction des cellules injectées
par le système immunitaire des rats.

Nous pourrions envisager de réaliser les expériences avec des souris ou des rats privés de
système immunitaire, comme cela a été fait dans la littérature [Choi 12b, Choi 12c, Muth 15].
Cependant, ce modèle ne serait pas très représentatif de la réalité et certains mécanismes biolo-
giques pourraient être changés, faussant ce qu’il est réellement possible d’obtenir dans un animal
avec système immunitaire, et donc chez un patient. Cela aurait nécessité une autre étude appro-
fondie par la suite pour permettre le transfert de la méthode dans un être vivant avec un système
immunitaire fonctionnel. C’est pourquoi, dans les expériences suivantes, l’idée d’utiliser des ani-
maux sans système immunitaire a été laissée de côté et c’est sur la solution des Mo/Ma primaires
que nous nous sommes concentrés. Par ailleurs, il est aussi vraisemblable que le CFSE ne soit pas

2. La GFP, de Green Fluorescent Protein, est une protéine intrinsèquement fluoresçante en vert. Les animaux
GFP+ désignent des animaux pour lesquels toutes les cellules expriment cette protéine fluorescente.
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non plus le colorant optimal pour ce type de marquage. La question du marquage deviendra aussi
une question centrale par la suite.

10.3 Utilisation de Mo/Ma primaires comme Chevaux de Troie

10.3.1 Résultats : injection systémique de Mo/Ma primaires

L’utilisation de Mo/Ma de lignée n’ayant pas permis de mettre en évidence la migration des
cellules dans la tumeur, nous avons donc par la suite étudié le potentiel de Mo/Ma primaires comme
transporteurs. Deux expériences pilotes (résultats non montrés) ont tout d’abord été effectuées sur
des rats Wistar porteurs de gliome C6 (animaux déjà présents à l’animalerie : application de la
Règle d’éthique des “3 R” 3). Après irradiation des tumeurs à basse énergie (dose : 15 Gy) au
générateur de rayons X, les Mo/Ma primaires colorés par des marqueurs fluorescents (Hoechst et
CFSE) ont été injectés par voie intraveineuse (un ou deux jours après irradiation). Les animaux ont
été sacrifiés six jours après irradiation et les coupes de cerveau analysées. Nous avons pu conclure
les points suivants de ces expériences pilote :

- le protocole de différenciation des Mo de souris en Ma primaires, mis au point par l’équipe
collaboratrice du CEA de Grenoble, est transférable chez le rat.

- si ce protocole de différenciation est réalisé au CEA, les cellules souffrent du trajet jusqu’au
synchrotron (les Mo/Ma sont injectés à l’animalerie de l’ESRF) le jour de l’expérience.
Aucune cellule colorée n’a été détectée dans les tumeurs tandis que les Mo/Ma remis en
culture dans des flasques étaient encore fluorescents.

- l’injection jusqu’à 68 millions de Mo/Ma ne semble pas avoir eu d’impact sur la santé de
l’animal.

- le marquage au Hoechst et au CFSE ne permet pas de tirer de conclusion de l’observation des
coupes de cerveau : des points fluorescents sont visibles, mais il est impossible de déterminer
s’il s’agit bien d’un Mo/Ma injecté (discuté dans la section 10.4.2)

Suite à ces expériences pilote qui ont permis de précieuses mises au point, une expérience sur
des rats Fischer porteurs de gliome 9L a été réalisée. Lors de cette expérience, des rattes Fischer
porteuses d’une tumeur 9L ont été irradiées à basse énergie sur le générateur de rayons X (dose : 20
Gy). Trois jours après irradiation (cf Fig. 10.2), une première série de rattes a reçu 43 millions de
Mo/Ma colorés (billes vertes fluorescentes) injectés par voie intraveineuse, et une deuxième série de
rattes a reçu 40 millions de Mo/Ma non colorés injectés par voie intraveineuse, dans le but d’utiliser
la méthode FISH. Les animaux ont été sacrifiés 4 jours après injection des cellules.

Suite à l’observation des coupes au microscope à fluorescence, quelques cellules porteuses de
billes ont pu être retrouvées, au maximum une dizaine par coupe de 20 µm (Fig. 10.3). Des Mo/Ma
marqués issus du lot de cellules injectées ont été gardés en culture. Les billes étaient encore fluo-
rescentes le jour du sacrifice des animaux, et le nombre de billes par cellule en culture (observation
des flasques) s’est avéré similaire à celui observé dans les cellules marquées des coupes.

3. La Règle des Trois “R” est une règle d’éthique introduite dans la règlementation de l’expérimentation animale.
Les trois “R” correspondent à trois principes directeurs à respecter : Réduire (diminuer le nombre d’animaux utilisés),
Raffiner (soulager la douleur ou le stress de l’animal), Remplacer (remplacer autant que possible les animaux par des
modèles in vitro ou des simulations numériques).
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Figure 10.2 – Déroulement de l’expérience in vivo pour l’étude de la migration des Mo/Ma primaires après injection
en intraveineuse.

Figure 10.3 – (A) et (B) : images en fluorescence (x40) de coupes de cerveaux de rats ayant reçu une injection en i.v.
de Mo/Ma primaires marqués avec des microbilles ([bleu] : noyau des cellules / DAPI ; [vert] : microbilles marquant
les Mo/Ma injectés). Les images ont été prises dans la zone tumorale.

10.3.2 Résultats : injection intratumorale de Mo/Ma primaires chez le rat Fi-
scher porteur de tumeur 9L

Suite aux résultats certes décevants obtenus avec les injections des Mo/Ma par voie intravei-
neuse, nous avons choisi de tenter une autre approche en injectant des Mo/Ma par voie intratumo-
rale (cf Fig. 10.4). Plus invasive, cette méthode permettrait néanmoins de bénéficier des capacités
de migration des cellules pour répartir le fer de façon homogène dans la tumeur, ce qui est com-
plexe à réaliser avec une injection de NPs en solution -même avec la méthode CED. De plus, les
Mo/Ma étant aussi attirés par les zones nécrotiques de la tumeur, cette méthode serait susceptible
de mener à une distribution du fer dans ces zones non vascularisées, habituellement peu atteintes
par les médicaments de chimiothérapie. Tester cette approche reste pertinent d’un point de vue
clinique, car il serait possible pour le chirurgien de déposer les Mo/Ma chargés en fer dans la cavité
tumorale lors de l’opération de résection (voir section 3.1.3.2).

Figure 10.4 – Schéma illustratif d’une injection intra-tumorale de Mo/Ma primaires.

Afin de tester cette hypothèse et de voir si l’injection intratumorale des Mo/Ma chargés permet
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bien la répartition du fer de façon homogène dans la tumeur, le plan d’expérience suivant a été
construit : les rattes porteuses de tumeur 9L ont reçu, 4 jours après irradiation à basse énergie au
générateur de rayons X (dose reçue : 15 Gy), une injection intratumorale d’un million de Mo/Ma
primaires marqués avec des billes ou ayant été incubés avec du FerInject (cf Fig. 10.5). Un ou
trois jours après injection, les rattes ont été sacrifiées et leurs cerveaux prélevés pour analyse.
L’expérience a été réalisée avec la même logique d’injection de Mo/Ma primaires mâles à des rats
femelles, de façon à pouvoir utiliser la méthode FISH.

Figure 10.5 – Déroulement de l’expérience in vivo pour l’étude de la migration des Mo/Ma primaires après injection
intratumorale.

Les coupes de cerveau des rats injectés avec des Mo/Ma porteurs de billes ont été observées
au microscope à fluorescence. Les coupes de cerveau des rats injectés avec des Mo/Ma porteurs de
FerInject ont été colorées au H&E (coloration des tissus en rose et violet) et au Bleu de Prusse
(marquage du fer en bleu), puis observées au microscope.

Figure 10.6 – Images en fluorescence de coupe de cerveaux de rats ayant reçu une injection en intratumorale de
Mo/Ma primaires marqués avec des microbilles ([bleu] : noyau des cellules / DAPI ; [vert] : microbilles marquant les
Mo/Ma injectés), (A) : 3 j après injection et (B) : 24 h après injection.

Des images représentatives des coupes analysées sont présentées dans la figure 10.6 pour le
marquage utilisant les billes et dans la figure 10.7 pour le FerInject. Dans les deux cas (billes
et FerInject), on observe le même type de résultats : on retrouve des Mo/Ma injectés dans les
environs de la tumeur, et ce, en plus grand nombre qu’avec l’injection en intraveineuse. Cependant,
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les Mo/Ma restent localisés et ne recouvrent pas la totalité de la tumeur de façon homogène.

Figure 10.7 – (A) et (B) : images en transmission de coupe de cerveaux de rats ayant reçu une injection en intra-
tumorale de Mo/Ma primaires marqués au FerInject. Les coupes ont subi une coloration du H&E puis au Bleu de
Prusse ([bleu] : marquage du fer ; [zones encadrées en rouge] : les cellules porteuses de Fe sont restées regroupées
localement).

10.4 Discussion finale et conclusion

10.4.1 Localisation des Mo/Ma primaires injectés par voie intraveineuse : où
ont-ils migré ?

Si les Mo/Ma injectés ne sont pas retrouvés dans le cerveau, il est fort probable qu’ils aient
migré vers d’autres organes. Nous avions donc prélevé la rate, le foie, les poumons et les reins des
animaux afin de pouvoir comprendre où les cellules injectées s’accumulaient. Les organes ont été
prélevées en même temps que les cerveaux.

Dans le cas de l’injection de Mo/Ma marqués au CFSE ou au Hoechst, l’auto-fluorescence des
coupes de rate s’est révélée trop importante pour pouvoir donner une conclusion aux observations.
Les coupes de rate des rats contrôle non injectés étaient similaires à celles des rats injectés.

Dans le cas de l’injection de Mo/Ma marqués par les billes fluorescentes, l’analyse des coupes
de rate montre la présence de cellules chargées de billes, en quantité plus importante que dans les
coupes de cerveau (cf Fig. 10.8). Il est donc probable que les Mo/Ma aient eu du mal à passer la
BHE malgré leurs capacités de diapédèse, et se soient retrouvés dans d’autres organes, probablement
plutôt des organes avec une fonction de filtration du système circulatoire. Ces observations sont
d’ailleurs cohérentes avec les études d’Audran et collaborateurs décrites dans la section 3.2.2.2 :
seule une petite fraction des Mo/Ma injectés atteignent la zone inflammée, les autres sont accumulés
dans les poumons, le foie et la rate [Audr 95].

Cependant, malgré ces questions auxquelles il est tentant d’apporter une réponse, il ne faut
pas perdre de vue l’objectif de notre étude : utiliser les Mo/Ma comme vecteurs pour transporter
les NPs Fe jusque dans la tumeur. Si les Mo/Ma sont incapables de migrer en quantité suffisante
pour espérer obtenir par la suite un effet thérapeutique lors de l’irradiation de la tumeur, le fait
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Figure 10.8 – Image en fluorescence d’une coupe de rate de rat (x20) ayant reçu une injection en i.v. de Mo/Ma
primaires marqués avec des microbilles ([bleu] : noyau des cellules / DAPI ; [vert] : microbilles marquant les Mo/Ma
injectés).

de savoir qu’elles sont dans la rate ou le foie ne changera pas la conclusion finale : la méthode de
Cheval de Troie telle que nous l’avons expérimentée ne permettra pas de résoudre le problème de la
répartition des NPs Fe dans la tumeur de manière peu invasive. L’étude des autres organes (coupes
histologiques, observation au microscope) demandant un travail supplémentaire, nous avons décidé
de consacrer ce temps à avancer sur le reste du projet, car les conclusions qu’apporteraient ces
observations ne changeraient en rien l’abandon -au moins temporaire- de la méthode Cheval de
Troie.

10.4.2 Optimisation et choix du marqueur

Ces expériences ont montré que le choix du colorant marquant les cellules est une étape cruciale
et décisive pour obtenir des résultats exploitables. Celui-ci doit être suffisamment robuste pour
colorer les cellules pendant plusieurs jours, et ce même une fois celles-ci injectées in vivo. De plus,
la toxicité du colorant doit être la plus faible possible. En plus de ne pas faire preuve de cytotoxicité,
le colorant doit aussi marquer la cellule sans trop la modifier ni changer son comportement.

Un tableau résumant les différents types de marquages testés est présenté dans la Fig. 10.9.

10.4.2.1 Utilisation de colorants fluorescents

Le marquage CFSE, colorant cytoplasmique fluoresçant en vert, est peu cytotoxique mais sa
répartition dans la cellule varie au cours du temps et devient moins uniforme. Il est alors complexe
de déterminer si le colorant marque une cellule entière ou un fragment. Même en flasque de culture,
le marquage évolue : il reste bien cytoplasmique mais devient très hétérogène avec des points plus
brillants qui ressortent, comme l’illustre la figure 10.10.

Le DDAO-SE, colorant rouge robuste, a été écarté des possibilités car celui-ci s’est révélé trop
toxique. Le Hoechst, marqueur de l’ADN fluoresçant en bleu, est plutôt résistant et peu toxique.
Cependant, son utilisation empêche l’habituel marquage au DAPI des coupes à examiner, employé
pour observer la répartition des cellules du tissu lors de l’analyse au microscope. En effet, le colorant
Hoechst marque le noyau des cellules de la même couleur que le DAPI. Il devient alors impossible
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Figure 10.9 – Tableau comparatif des différents marqueurs cellulaires utilisés pour retrouver les Mo/Ma injectés dans
les coupes, adapté du travail de Mélanie Flaender.

Figure 10.10 – Image en
fluorescence de Mo/Ma
primaires marqués au CFSE
(vert) et au DAPI (bleu)
illustrant l’irrégularité du
marquage CFSE après
quelques jours (x40).

de discriminer les Mo/Ma injectés (dont le noyau est marqué en bleu grâce au Hoechst) des cellules
des tissus (dont le noyau serait alors marqué en bleu grâce au DAPI).

Nous avons donc réalisé les premières expériences en marquant les cellules au Hoechst et au
CFSE. En plus des remarques précédentes, l’emploi de tels colorants possède deux autres aspects
défavorables :

- il est possible que ces types de marquage s’estompent par photoblanchiment. Un grand
soin a donc été porté pendant les manipulations des cerveau et des coupes pour limiter
ce phénomène (cerveaux et coupes gardés sous un papier d’aluminium le plus possible,
manipulations évitant la lumière).

- comme l’illustre la figure 10.11, les coupes de cerveau des rats montrent quelques cellules
fluoresçant en bleu et en vert au niveau de la tumeur après une injection de Mo/Ma primaires
par voie intraveineuse. Cependant, il est difficile de déterminer avec précision ce que ces
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marquages représentent : des Mo/Ma ayant migré, des débris de Mo/Ma phagocytés et
apportés dans les tissus par les monocytes circulants, une autofluorescence ?

Figure 10.11 – Images en fluorescence de coupes de cerveaux de rats ayant reçu une injection en i.v. de Mo/Ma
primaires marqués au Hoechst (canal DAPI) et au CFSE (expérience pilote). Les images ont été prises dans la zone
tumorale ou dans le controlatéral.

10.4.2.2 Utilisation de billes fluorescentes

C’est pour ces multiples raisons que nous nous sommes tournés vers les billes en Latex fluo-
rescentes (colorant vert). Le marquage est réalisé par l’internalisation des billes fluorescentes par
les Mo/Ma avant injection. Grâce à leur forme caractéristique, l’observation de billes dans les coupes
ne laisse aucun doute sur le fait qu’il s’agisse bien des billes servant de marqueur.

Cependant, l’influence de l’internalisation des billes sur les capacités de migration des Mo/Ma
n’a pas été étudiée. Selon les études de Tong et al., le chargement des Mo/Ma peut en effet affecter
les cellules et freiner leur capacités de migration vers le site endommagé du cerveau [Tong 16]. De
plus, il est possible que ces billes soient relarguées par les Mo/Ma : d’après les études de Dalzon
et al. (données expérimentales non montrées), les macrophages primaires ne relâchent pas plus de
40% des billes. Cette externalisation a lieu surtout pendant les 3 premiers jours après marquage
et se stabilise ensuite (mesures par cytométrie). Ces mesures ont été confirmées par le suivi des
Mo/Ma marqués au microscope.

10.4.2.3 Utilisation de la méthode FISH

L’utilisation de la méthode FISH n’a pas permis de tirer de conclusion de l’expérience. Comme
nous pouvons le voir sur la figure 10.12, le marquage des chromosomes Y n’a pas fonctionné : si
les cellules tumorales sont marquées, ce à quoi l’on peut s’attendre au vu du génome des cellules
9L, les cellules saines du controlatéral sont elles aussi marquées. Pourtant, les animaux étant des
rattes, les cellules cérébrales saines ne possèdent pas de chromosome Y.

Un point positif cependant ressort de cette tentative : la méthode FISH s’est malgré tout révélée
compatible avec l’observation des billes fluorescentes. Les étapes du FISH ne dénaturaient donc pas
suffisamment le colorant des billes, et ces dernières étaient encore visibles. Cela aurait pu permettre
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Figure 10.12 – Tentative d’utilisation de la méthode FISH, sur une coupe de cerveau de ratte porteuse de tumeur
F98 et ayant reçu des Mo/Ma par voie intraveineuse (marqués par des billes fluoresçantes en vert). Le marquage
(rouge) est présent autant dans la tumeur que dans le controlatéral, qui pourtant n’est pas supposé contenir des
cellules porteuses de chromosome Y.

de colocaliser la présence des billes et les chromosomes Y, de façon à être certains que les billes
marquaient bien la présence d’un Mo/Ma injecté.

Le FISH est une alternative intéressante aux marqueurs cytoplasmiques ou nucléaires et aux
billes fluorescentes. Sa mise au point demandera encore un travail supplémentaire, car nous ne
sommes pas parvenus à l’utiliser de manière fiable malgré l’aide précieuse apportée par nos colla-
borateurs du CHU.

10.4.3 Nombre de Mo/Ma nécessités pour transporter une quantité suffisante
de composés dans les tumeurs

La méthode de transport de NPs par “Cheval de Troie” permet en théorie de distribuer le fer
dans les tumeurs cérébrales d’une manière peu invasive pour le patient, en limitant la toxicité des
NPs pour les tissus non concernés, car celles-ci sont transportés à l’intérieur des cellules. De plus,
les NPs sont susceptibles d’être amenées par les Mo/Ma jusque dans les zones nécrotiques habituel-
lement non atteintes par les médicaments de chimiothérapie, car éloignées des zones vascularisées.

Cependant, cette méthode est aussi soumise à quelques contraintes : pour espérer obtenir un
effet thérapeutique significatif avec le fer, il faut qu’un nombre conséquent de Mo/Ma atteigne la
tumeur et s’y répartisse. Par conséquent, en prenant en compte le pourcentage de Mo/Ma injectés
qui ne se rend pas dans la tumeur (et qui sont donc “perdus” du point de vue de notre expérience),
il faut injecter un très grand nombre de Mo/Ma : pour un rat, de l’ordre de 50 millions de Mo/Ma
lors de nos expériences, et donc pour l’homme autour de 10 milliards de Mo/Ma. D’autre part, les
Mo/Ma “perdus” dans d’autres organes peuvent engendrer une toxicité ou des effets secondaires
indésirables.

Remarque : le nombre de cellules injectées dans notre étude varie d’une expérience à une autre.
En effet, la culture des Mo/Ma primaires est sujette à de nombreux aléas : le risque de contamination
s’est révélé relativement élevé lorsque l’on n’utilise pas d’antibiotiques dans le milieu de culture (ce
qui a été changé dans le protocole par la suite). De plus, le nombre de Mo/Ma récoltés après mise
en culture varie beaucoup selon l’âge du rat donneur, et sûrement d’autres nombreux paramètres
que nous ne mâıtrisons pas. Nous avons donc réalisé les expériences en conjuguant au mieux les
différents imprévus et la nécessité d’injecter une grande quantité de Mo/Ma par rat pour espérer
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observer une migration de ces cellules dans la tumeur.

Du point de vue de l’expérimentation animale, le nombre de monocytes récupérés par extraction
de la moëlle osseuse est très variable mais est de l’ordre de la centaine de millions de macrophages.
Cela amène à sacrifier un rat donneur pour 3 à 6 rats receveurs environ, ce qui, du point de
vue préclinique, représente un sacrifice conséquent pour traiter peu d’animaux. Du point de vue
clinique, le grand nombre de macrophages nécessaires à l’implémentation de la méthode en injection
intraveineuse rendrait impossible l’utilisation seule des monocytes du patient récupérés par prise
de sang : avec 480 mL de sang humain (volume prélevé lors d’un don du sang au maximum, d’après
le site du Don du Sang), on obtiendrait 240 millions de monocytes contre 10 milliards nécessaires
(500 000 monocytes environ dans 1 mL de sang [Cell 08]). Il aurait donc fallu, comme cela se
fait dans [Mads 13, Mads 15], utiliser des poches de sang pour en extraire les monocytes. D’autres
études plus anciennes proposent la solution d’utiliser des cellules de donneurs ayant subi une dialyse
péritonéale (2 à 6 milliards de macrophages injectés à l’homme [AL W 86, Al W 89]). L’injection
de ces cellules n’a produit aucun effet secondaire dangereux pour le patient receveur. L’apparition
de fièvre et de maux de tête dans quelques cas a été résolue par l’administration d’antipyrétiques.

10.4.4 Influence de présence de la BHE dans la migration des Mo/Ma primaires
vers les tumeurs

Nos collaborateurs du CEA T. Rabilloud, C. Aude-Garcia et B. Dalzon ont étudié la capacité des
Mo/Ma de souris primaires injectés par voie intraveineuse à migrer dans une tumeur sous-cutanée
implantée. Le protocole de différenciation des Mo en Ma est similaire à celui que nous avons employé
puisque cette équipe nous a transmis leurs connaissances sur ce point. Les cellules ont été marquées
par des billes fluorescentes (FluoSphere Dark Red, ThermoFisher Scientific) avant injection. La
figure 10.13 montre que la tumeur a bien un potentiel attractif pour les Mo/Ma injectés : ceux-ci
s’y accumulent et leur présence est détectable encore 48h après l’injection. D’autre part, les Mo/Ma
injectés sont aussi retrouvés dans les poumons, la rate, le foie et les glandes surrénales.

Bien que ces deux études ne soient pas non plus tout à fait comparables, elles permettent toute-
fois d’illustrer l’obstacle à la migration que représente la BHE. Les études tirées de la bibliographie
(présentées dans l’état de l’art, section 3.2.2.2) démontrent qu’il est tout de même possible de faire
migrer des Mo/Ma dans les gliomes. Cependant, plusieurs de ces études utilisent des animaux privés
de système immunitaire. D’autre part, à notre connaissance, aucune étude n’a montré à ce jour la
migration d’un nombre conséquent de Mo/Ma injectés dans la tumeur permettant de recouvrir une
grande partie de la masse tumorale -ce qui serait nécessaire dans le contexte de l’application à la
SSRT.

Remarque : nous pouvons aussi supposer que l’observation d’un faible nombre de cellules
marquées relève de notre méthode d’observation. Certaines cellules auraient pu migrer mais si
notre méthode d’observation (recherche d’un marquage sur des coupes histologiques) n’est pas as-
sez performante, elle n’aurait pas permis de détecter la présence des cellules marquées dans le
cerveau. Dans de nombreux articles de la littérature [Choi 12d, Jian 15, Brow 03], les cellules ayant
migré sont bel et bien observées sur des coupes histologiques. La méthode d’analyse par observation
des coupes histologiques semble donc appropriée.
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Figure 10.13 – Imagerie ex vivo des organes d’animaux 48 h après injection (ou non) de macrophages primaires. Les
macrophages, en plus d’avoir internalisé les billes fluorescentes permettant de les détecter, ont été chargés ou non de
FerInject. D’après les travaux de Dalzon et al. [Dalz 18].

10.4.5 Origine des Mo/Ma endogènes recrutés sur les sites d’inflammation

La population de cellules hématopöıétiques (“globules blancs”, globules rouges et plaquettes)
est maintenue par l’auto-renouvellement et la différenciation des cellules souches hématopöıétiques,
qui se trouvent dans la moëlle osseuse pour les individus adultes. Cependant, il semblerait que
certaines cellules immunitaires résidant dans certains tissus (foie, cerveau, poumon, épiderme) ne
proviennent pas de ces cellules souches hématopöıétiques. Ainsi, l’origine de la microglie dans les
tissus adultes n’est pas encore élucidée. Chez la souris, la majorité des macrophages résidant dans
les tissus proviennent de “progéniteurs érythro-myélöıdes” (EMP) distincts des cellules souches
hématopöıétiques [Gome 15]. Ceux-ci se développeraient dans la vésicule vitelline au stage em-
bryonnaire, migreraient et coloniseraient le cerveau où ils prolifèreraient activement pendant le
développement [Alli 99]. Les macrophages résidant dans le cerveau, faisant partie de la microglie,
ne seraient donc pas originaires des cellules de la moëlle osseuse. Ainsi, cette population ne serait
pas alimentée en temps normal par la migration de cellules indifférenciées présentes dans le sang.

Cependant, la présence d’une inflammation dans le cerveau peut changer les choses. Les études
présentées dans la section 3.2.2.1 montrent que l’inflammation causée par l’irradiation de la tu-
meur promeut le recrutement de cellules immunitaires dans la zone tumorale [Jian 15]. Les cellules
immunitaires recrutées dans les zones inflammées proviennent de la différenciation des cellules de
la moëlle osseuse. Cependant, les recherches actuelles ne permettent pas à ce jour de savoir si la
production des cellules immunitaires est réalisé de façon homogène dans tout le corps, ou si celle-ci
est par exemple localisée selon l’emplacement de la zone inflammée [Heri 18]. Les doses déposées
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dans les tumeurs avant l’injection des Mo/Ma lors de nos expériences sont loin d’être anecdotiques.
Si ces doses ne permettent de recruter que peu de Mo/Ma circulant dans le sang, on peut aussi
s’interroger sur l’origine des cellules immunitaires endogènes détectées dans les zones tumorales
irradiées. Les études de Herrison et al. ont montré que, dans le cas d’un accident vasculaire cérébral
ou d’une méningite aseptique chez la souris, les neutrophiles venant de la moëlle osseuse du crâne
ont plus de probabilité de migrer dans les tissus cérébraux adjacents que les cellules provenant du
tibia. Cette équipe découvert que les cellules myélöıdes de la moëlle osseuse du crâne migraient à
travers des canaux vasculaires microscopiques qui relient la moëlle osseuse du crâne et la surface du
cerveau [Heri 18]. Si la majorité des cellules immunitaires présentes dans les gliomes irradiés pro-
viennent de la moëlle osseuse du crâne, cela pourrait donner une raison supplémentaire expliquant
le peu de cellules ayant migré dans la tumeur.

Ces réflexions permettent d’alimenter la discussion sur les possibles obstacles à la méthode
“Cheval de Troie”. Malgré tout, plusieurs auteurs sont bien parvenus à faire migrer des Mo/Ma
injectés par voie intraveineuse à travers la BHE [Kioi 10, Vala 07]. La même stratégie est par
ailleurs employée avec des cellules souches neurales : Tobias et al. montrent que l’utilisation de
cellules neurales pour transporter des virus oncolytiques (CRAd-Survivin-pk7) dans les gliomes
contribue à l’augmentation significative de la survie de souris porteuses de gliome (survie de 35
jours lorsque cette stratégie est couplée à la radiothérapie et à la chimiothérapie (temozolomide),
contre 24 jours pour le traitement comprenant seulement la radiothérapie et la chimiothérapie)
[Tobi 13]. Cette stratégie est aujourd’hui portée en phase I d’essai clinique (NCT 03072134).

10.4.6 Conclusion générale

Aucun des Mo/Ma de lignée injectés par voie intraveineuse n’a été détecté dans les gliomes
des animaux. Ces Mo/Ma ont probablement été détruits par le système immunitaire des rats.
L’injection de Mo/Ma primaires par voie intraveineuse ne permet de retrouver qu’une dizaine de
cellules injectées par coupe de cerveau de 20 µm. D’un point de vue thérapeutique, cette méthode
ne permettrait pas d’obtenir un effet significatif : le fer serait acheminé en trop faible quantité dans
la tumeur pour espérer avoir une augmentation du dépôt de dose dans la tumeur.

Nous avons donc étudié les capacités des Mo/Ma à se répartir dans la tumeur lorsqu’ils sont
injectés par voie intra-tumorale. Cette stratégie garde un sens du point de vue clinique, car elle
pourrait permettre de favoriser l’infiltration des NPs dans les tissus tumoraux, ce qui reste complexe
à réaliser même avec la CED. Les résultats ont montré que les Mo/Ma injectés directement dans
la tumeur ne se répartissaient que dans une partie limitée du gliome. Une telle répartition ne
permettrait d’obtenir un effet d’augmentation de dose que dans les quelques régions occupées par
les Mo/Ma. Pour espérer obtenir des résultats précliniques significatifs sur la survie des rats après
irradiation, il aurait été nécessaire que les Mo/Ma migrent dans la totalité de la tumeur de façon
à s’y répartir, au lieu de rester autour de leur point d’injection.

Cependant, cette méthode reste pertinente dans le contexte d’autres applications thérapeutiques.
En effet, dans le cas de la “photoactivation” du fer, l’effet thérapeutique ne peut être espéré que
lorsqu’un nombre conséquent de Mo/Ma chargés en fer se répartit de manière uniforme dans la
tumeur. Pour d’autres méthodes thérapeutiques, en chimiothérapie par exemple, cette limite peut
ne pas être aussi élevée. La méthode Cheval de Troie ainsi développée peut être utilisée dans le cas
où la quantité de cellules ayant migré suffit à obtenir des résultats intéressants d’un point de vue
thérapeutique.

De plus, d’autres auteurs sont parvenus à faire fonctionner cette méthode in vivo : les études
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montrent une augmentation significative de la survie des animaux grâce aux composés transportés
par les cellules [Mads 15, Tobi 13]. L’utilisation de cellules souches neurales comme transporteurs
fait l’objet d’un essai clinique de phase I dans le cadre du traitement du glioblastome (NCT
03072134). Il est donc possible d’optimiser le protocole de manière à assurer un transport efficace
des composés dans les gliomes.

10.5 Le Chapitre 10 en quelques mots

Les expériences présentées dans ce chapitre avaient pour objectif de tester le potentiel des
Mo/Ma comme vecteurs pour transporter les NPs Fe jusqu’à la tumeur. Lors de ces expériences,
les tumeurs cérébrales des animaux sont préalablement irradiées de façon à accrôıtre
leur potentiel attractif pour les Mo/Ma. Puis les Mo/Ma marqués sont injectés par voie
intraveineuse dans les animaux. Après une durée pendant laquelle les cellules migrent et se
répartissent dans les organes, et éventuellement dans la tumeur, les animaux sont sacrifiés,
leurs cerveaux sont prélevés et les coupes sont observées au microscope de façon à y retrouver
les cellules marquées.

Différentes stratégies de marquage ont été testées. Le choix du marquage est un
point clef de l’expérience : celui-ci doit être assez robuste pour pouvoir être repéré après plu-
sieurs jours in vivo, sans toutefois perturber le comportement des cellules.

- le DDAO a montré une toxicité trop importante,
- le CFSE est moins toxique mais le marquage est peu reconnaissable après plusieurs jours

en vivo,
- le Hoechst est toujours visible après plusieurs jours et ne semble pas trop affecter les

cellules, mais son emploi empêche l’utilisation simultanée du DAPI sur les coupes his-
tologiques,

- nous ne sommes pas parvenus à mettre la méthode de marquage FISH au point,
- les billes fluorescentes (colorant vert) sont reconnaissables après plusieurs jours en vivo

mais leur internalisation peut perturber les cellules,
- il est aussi possible d’utiliser les NPs Fe comme marqueur, et de les repérer sur les

coupes avec le bleu de Prusse. Cette méthode fonctionne bien mais l’internalisation des
NPs Fe peut affecter le fonctionnement des cellules. De plus, nous n’avons pas de recul
sur la sensibilité de cette méthode.

Différentes stratégies d’injection des Mo/Ma ont été expérimentées sur les ani-
maux porteurs de gliome :

- les Mo/Ma de lignée (J774A.1, RAW264.7, P388D1 CCL-46 et NR-8383) injectés en i.v.
ne parviennent pas à rejoindre la tumeur (possible destruction par le système immuni-
taire de l’animal).

- les Mo/Ma primaires injectés en i.v. ne parviennent à migrer dans la tumeur qu’en faible
nombre (insuffisant pour espérer un effet thérapeutique grâce à l’irradiation successive
des NPs Fe).

- les Mo/Ma primaires injectés directement dans la tumeur ne s’y répartissent pas de
manière assez homogène pour espérer un bénéfice thérapeutique par rapport à l’injection
des NPs Fe seules.
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Objectif : ouverture temporaire et locale de la BHE permettant
l’infiltration des NPs Fe dans le gliome

La méthode Cheval de Troie étudiée dans les chapitres 9 et 10 ne s’est pas avérée applicable à
notre stratégie thérapeutique SSRT renforcée par les NPs Fe. En effet, la répartition des NPs Fe
qu’elle induit est insuffisante pour espérer obtenir un bénéfice thérapeutique suite à l’irradiation.
Une autre stratégie a été abordée au cours de cette thèse : il s’agit d’ouvrir localement la barrière
hémato-encéphalique au niveau de la tumeur. Ainsi, les NPs habituellement bloquées par cette
barrière naturelle peuvent s’accumuler dans la tumeur de façon bien plus importante que par l’effet
passif EPR (qui repose sur la non étanchéité des vaisseaux sanguins au niveau de la tumeur).

Cette méthode repose sur l’interaction entre des microbulles injectées par voie intraveineuse et
des ultrasons délivrés dans la zone à traiter (Fig. 11.1). Les microbulles entrent en résonance avec
les ultrasons et se compriment et enflent périodiquement. L’équilibre peut être aussi rompu et la
microbulle éclate. Ces deux phénomènes physiques accompagnés d’autres processus contribuent à
rendre la BHE plus perméable (voir section 3.3) [Liu 14].

Figure 11.1 – Injection de microbulles et envoi d’une salve d’ultrasons pour ouvrir la BHE d’un rat porteur de tumeur.

Ce chapitre expose les résultats des premières expériences d’ouverture de la BHE appliquées à
l’accumulation des NPs Fe dans la tumeur : il ne représente pas une étude complète mais plutôt une
ouverture de ce projet de thèse. Ces expériences ont été rendues possibles grâce à la collaboration
amorcée avec une équipe du GIN (Grenoble Institut des Neurosciences) qui étudie l’ouverture de
la BHE par ultrasons (Vasile Stupar, Nora Collomb et Emmanuel Barbier). Les micro-bulles sont
fournies par un de leurs collaborateurs, Anthony Delalande (Université d’Orléans) qui possède une
expertise dans ce domaine.

11.1 Matériels et méthodes

Le modèle de gliome de rat F98 est décrit dans la section A.4 et détaillé en annexe (B.6.1). Les
NPs Fe de l’équipe coréenne sont décrites dans la section A.1.2 et caractérisées dans le chapitre 5.

11.1.1 Protocole d’ouverture de la BHE par ultrasons focalisés

Tout d’abord, la solution lyophilisée de microbulles est reconstituée dans un tampon HEPES à
10 mM. Le rat est anesthésié sous isoflurane, son crâne est rasé et épilé et du gel utilisé en routine
pour les échographies y est apposé. Le rat est ensuite placé dans un berceau fixé sur une plateforme
et la plateforme est montée jusqu’à ce que la tête du rat entre en contact avec la membrane, comme
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visible sur la figure 11.2. La position du rat sous la membrane est ensuite précisément réglée à l’aide
des lasers d’alignement.

Figure 11.2 – Set-up d’ouverture de la BHE par ultrasons (collaboration GIN V. Stupar, A. Delalande, N. Collomb).

Un mélange de tampon HEPES et de microbulles est injecté par voie intraveineuse via un
cathéter placé dans la veine caudale de l’animal. L’injection se fait à l’aide d’un pousse-seringue relié
au poste de contrôle. Celle-ci est ainsi synchronisée avec le déclenchement de l’envoi des ultrasons
qui survient 20 s après l’injection et dure 1 minute (Fig. 11.3). Dès l’arrêt des ultrasons, des NPs Fe
sont éventuellement injectées par le cathéter. Dans tous les cas, environ 200 µL de Dotarem sont
injectés à la suite puis le cerveau de l’animal est imagé par IRM (GIN, Grenoble). L’animal est
ensuite sacrifié et son cerveau est prélevé pour analyse histologique ou imagerie supplémentaire.

Le protocole de la reconstitution des microbulles et de l’ouverture de la BHE est détaillé en
annexe (B.6.4).

Figure 11.3 – Protocole d’ouverture de la BHE grâce à l’interaction ultrasons - micro-bulles. Des NPs de fer sont
injectées ici après l’ouverture afin de tester leur propension à s’accumuler dans les zones où les vaisseaux ont été
rendus perméables.

11.1.2 Imagerie IRM et détection indirecte de la présence de NPs Fe

L’IRM, ou Imagerie par Résonance Magnétique, est une méthode d’imagerie non invasive uti-
lisée pour imager principalement les “tissus mous” (e.g. cerveau, coeur ou muscles). Elle repose
principalement sur une propriété des noyaux des atomes d’hydrogènes (qui représentent 63% du
corps humain, étant un composant de l’eau) : lorsqu’ils sont soumis à une onde électromagnétique
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radio-fréquence, ils absorbent l’énergie de l’onde et la restituent selon un processus appelé relaxa-
tion. De plus, ces noyaux, comme toute charge en rotation, peuvent être considérés comme des
aimants. Dans le corps, ces aimants ne sont pas alignés : l’aimantation totale qui en résulte est
donc nulle.

Très schématiquement, l’IRM fonctionne en appliquant un fort champ magnétique combiné
à une onde électromagnétique radio-fréquence. Le champ magnétique permet d’aligner tous ces
aimants et de les orienter dans la même direction. L’onde radio-fréquence, elle, participe à deux
phénomènes : d’une part, les noyaux vont “tourner en phase”, de manière synchrone. D’autre part,
leur orientation va un peu changer et ils vont s’aligner selon un nouvel axe. Lorsque l’onde radio-
fréquence stoppe, l’aimantation des tissus revient à l’équilibre. Les “aimants” reviennent dans la
direction initiale produite par le fort champ magnétique seul, et ils cessent de tourner ensemble : ils
se déphasent. Comme l’onde a apporté de l’énergie aux tissus sur son parcours, ceux-ci vont donc
restituer cette énergie sous forme d’un signal que l’on détecte. Grâce aux technologies actuelles,
il est possible de déterminer l’origine de l’émission de ce signal, et donc la position des atomes
d’hydrogène qui l’ont émis. On obtient alors une image de la position des atomes d’hydrogène,
et donc, selon leur agencement dans les tissus, des différents organes du corps (d’après : Groupe
d’Imagerie Médicale Léonard de Vinci).

Petit aparté sur l’analyse des images IRM obtenues : les images IRM présentées dans
ce chapitre sont des images pondérées. Cela implique que la valeur de chaque pixel est donnée en
unité arbitraire. L’obtention d’images apportant des données quantitatives demande des séquences
bien plus longues qui n’ont pas pu être mises en place dans ces expériences. Plusieurs constantes
de temps sont utilisées dans les images présentées ci-après : la constante de temps T1 ca-
ractérise la relaxation dite longitudinale (le temps que les “aimants” mettent pour revenir dans
l’orientation due au champ fort seul), et la constante de temps T2 caractérise la relaxation
transversale (le temps que les “aimants” mettent pour se déphaser totalement à nouveau). Ceux-ci
sont spécifiques de certaines propriétés physiques des tissus imagés. Les constantes de temps T1
et T2 n’apportent pas le même type d’information. Dans notre contexte, les images pondérées T1
indiquent par exemple l’accumulation d’eau ou du Gd dans les tissus. L’accumulation de Gd in-
dique une perméabilisation de la BHE ou la présence d’une tumeur, tandis qu’une accumulation
d’eau peut être synonyme de la présence d’un oedème. Les images T2 permettent d’observer les
tumeurs et les oedèmes. Les images T2* sont liées aux images T2. Plus précisément, une image
T2* représentent une image “observée” ou “brute” de la vraie image T2. La RMN 1 étant très
sensible aux variations du champ, toute inhomogénéité est détectée et perturbe la mesure. Cette
inhomogénéité peut être due à l’imperfection de l’aimant ou à la présence de composés dans les
tissus qui perturberaient le champ magnétique local. L’image T2 est obtenue grâce à une séquence
permettant de “gommer” ces imperfections. Néanmoins, dans notre cas, l’image “brute” T2* nous
intéresse tout particulièrement : les NPs Fe injectées étant magnétiques, celles-ci “perturbent” le
champ magnétique local. Il est donc possible, de cette manière, de les détecter indirectement sur
les images T2*.

1. La RMN, ou Résonance Magnétique Nucléaire, est le phénomène physique utilisé en imagerie IRM. Elle est
fondée sur les propriétés magnétiques de certains noyaux, et en particulier des noyaux d’hydrogène dans le cas de
l’IRM.
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11.2 La motivation : une étude pilote sur deux rats sains

Une première expérience pilote a été menée avec deux rats sains. Il s’agissait alors de faire un
essai d’ouverture de la BHE grâce au couplage micro-bulles et ultrasons, et d’injecter dans la foulée
des NPs de fer (NPs de l’équipe coréenne) afin de déterminer si celles-ci s’accumulaient dans la
zone perméabilisée. Les NPs Fe ont été soniquées la veille de l’expérience (protocole : B.1.4).

Rapidement, l’expérience s’est déroulée selon les étapes suivantes :
- Sous anesthésie isoflurane 2-3%, les rats ont reçu les micro-bulles par voie veineuse puis une

salve d’ultrasons a été délivrée au moment ou le bolus de microbulles atteignait le cerveau. Ce
timing précis a été étudié précédemment par l’équipe du GIN et le protocole est précisément
exécuté grâce à l’utilisation d’un pousse-seringue couplé au générateur d’ultrasons (figure
11.1).

- Directement après la fin des ultrasons, 900 µL de solution mère de NPs Fe (25 mg (Fe3O4)/mL)
ont été injectées par voie veineuse pendant 20 secondes et poussées par du sérum physiolo-
gique.

- Ensuite, 100 µL d’agent de contraste au Gadolinium (Dotarem) ont été injectés par voie
veineuse afin d’attester de l’ouverture de la BHE.

- Les rats ont été imagés par IRM dans la foulée, puis sacrifiés après imagerie afin de poursuivre
par une analyse en histologie des coupes de cerveau.

11.2.1 Résultats : ouverture de la BHE suivie d’une injection de NPs Fe

Pour le premier rat, on observe l’accumulation de Gd dans la zone ciblée lors du tir des ultrasons.
Cette zone donc été perméabilisée et la prise de contraste au Gd est visible en T1 dans la Figure
11.4. Les ultrasons ont bien permis d’ouvrir la BHE dans leur passage, formant une “colonne” dans
laquelle la diffusion des molécules est momentanément possible (disque visible en coupe axiale, et
rectangle en coupe coronale).

D’autre part, en comparant les images T2 et T2*, on observe une perturbation locale du champ
au niveau de l’ouverture de la BHE dans l’image T2*. Cette perturbation pourrait être due à la
présence des NPs Fe dans la zone dans laquelle la BHE a été ouverte. Les NPs se seraient accumulées
de façon passive à cet endroit. Pour confirmer cette affirmation, il serait intéressant de réaliser une
étude histologique des coupes (ce qui n’a pas pu être fait pendant cette thèse par manque de temps).

L’ouverture de la BHE n’a pas fonctionné avec le deuxième animal.

11.2.2 Discussion suite à cette expérience pilote

11.2.2.1 “Inhomogénéité” de l’ouverture de la BHE

On observe que les NPs Fe semblent se répartir selon un pattern régulier : la période spatiale
de ce pattern est de 0.68 mm environ (2.06 mm pour trois périodes mesurées sur les images). La
fréquence f des ultrasons utilisés étant de 1.2 MHz, il est possible d’en déduire leur longueur d’onde
λ : λ = cson/eau/f avec cson/eau = 1500 m/s, la célérité du son dans l’eau. Ceci mène à λ = 1.25
mm. Dans le cas d’une onde stationnaire, la distance entre deux ventres (ou deux noeuds) est f/2
donc, dans notre cas, de 0.62 mm. Cette valeur est proche des 0.68 mm mesurés.
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Figure 11.4 – Observation d’un cerveau de rat sain par IRM après injection de microbulles et envoi d’une salve
d’ultrasons, puis injection de NPs de fer (in vivo). Les séquences IRM observées sont, en haut : T2 à gauche et T2*
à droite ; en bas : T1, selon la coupe coronale à gauche et axiale à droite.

Figure 11.5 – Principe des “ventres” et “noeuds” : la taille des microbulles étant situées sur un “noeud” n’évolue pas.
Les microbulles situées sur un “ventre” enflent par exemple à t1 (courbe bleue) et se compriment à t2 (courbe verte).
Figure réalisée d’après le principe physique explicité dans la publication [Liu 14].

Cette observation suggèrerait que le fer s’accumule différemment dans les zones de ventre ou de
noeuds des ultrasons. Il est en fait possible que, dans une zone de “ventre”, les microbulles enflent
et désenflent avec une grande amplitude, voire éclatent, provoquant la perméabilisation de la BHE
(et donc, permettant le passage des NPs Fe qui sont bien plus grosses que les molécules de Dotarem)
(voir figure 11.5). Tandis que dans une zone de “noeud”, les micro-bulles resteraient dans un état
plus stable : la perméabilisation de la BHE à cet endroit serait plus limitée et ne laisserait donc
passer que les petites molécules.
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améliorer la répartition des NPs Fe

11.2.2.2 Remarques sur l’optimisation du protocole

Suite à cette première expérience pilote qui nous a permis de prendre un peu de recul sur la
technique, certaines remarques concernant le protocole et le set-up pourraient permettre d’alimenter
la réflexion afin d’optimiser la méthode pour la suite. Les principales remarques sont notées ici :
si ce projet est poursuivi au sein de l’équipe, j’espère que ce chapitre permettra d’avancer sur le
projet sans reprendre la réflexion à son stade initial.

1. Changer le protocole d’anesthésie n’est pas anodin pour cette expérience. En effet, le
timing entre l’injection du bolus de microbulles dans la veine caudale et l’envoi de la salve
d’ultrasons représente exactement le temps que met le bolus de microbulles pour partir
de la veine de la queue et arriver dans le cerveau via la circulation sanguine. Changer le
protocole d’anesthésie peut donc avoir des conséquences imprévues sur la méthode. Si, lors
de ces expériences, les rats sont anesthésiés à l’isoflurane, il est aussi envisageable de les
anesthésier par kétamine-xylazine. Cependant, la kétamine-xylazine modifie la circulation
sanguine car elle est source de vasoconstriction. Le temps pour que le bolus de microbulles
atteigne le cerveau est donc modifié et le timing d’envoi des ultrasons n’est plus valable.
Changer le processus d’anesthésie peut impliquer de caractériser à nouveau tout le set-up
pour l’adapter.

2. Le volume de solution de microbulles (20 µL) n’est pas prélevé du flacon avec précision :
on utilise en effet une seringue pour piquer à travers la membrane du flacon. Le volume
prélevé peut aller du double ou simple selon l’équipe collaboratrice. L’obtention de résultats
reproductibles serait peut être plus aisée avec un volume prélevé avec plus de précision
(à la micropipette par exemple), bien que cela demande de réfléchir à des adaptations du
protocole pour ce faire.

3. Le positionnement du rat sous la membrane est un point sensible du protocole. Les
pointeurs laser permettent de positionner l’animal au mieux mais il reste parfois possible de
faire une petite erreur d’alignement. Si l’angle entre la salve d’ultrasons et le crâne du rat
varie, les ultrasons peuvent subir des réflexions indésirables sur le crâne du rat, empêchant
l’ouverture de la BHE.

4. Au moment de cette expérience pilote, cette méthode d’ouverture de la BHE engendre encore
des risques d’œdème comme effet secondaire, même si le protocole est bien plus optimisée
qu’à ses prémices.

Conclusion : ce premier essai montre que l’approche de l’ouverture de la BHE par ultrasons
est envisageable : les résultats obtenus avec ce premier rat, notamment l’observation des images
T2*, sont très encourageants et incitent à approfondir cette étude. Néanmoins, le deuxième animal
nous rappelle que nous sommes loin de mâıtriser le procédé et que les images obtenues doivent être
interprétées avec prudence.

11.3 Résultats : ouverture locale de la BHE chez le rat sain ou
porteur de tumeur F98 pour améliorer la répartition des NPs
Fe

Depuis les expériences pilote qui s’étaient déroulées un an auparavant, l’équipe de Vasile Stupar
a pu développer un savoir-faire dans le domaine et mâıtriser davantage la méthode. L’ouverture de
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la BHE se fait dorénavant avec plus de finesse et les lésions n’apparaissent en profondeur que de
manière vraiment occasionnelle.

11.3.1 Ouverture de la BHE chez le rat sain

L’ouverture de la BHE chez le rat Fischer a été expérimentée sur quatre rats sains. Nous avons
utilisé le protocole suivant :

- Sous anesthésie isoflurane 2-3%, les rats ont reçu les micro-bulles par voie veineuse puis une
salve d’ultrasons a été délivrée au moment ou le bolus de microbulles atteignait le cerveau.
Nous appellerons “tir” la délivrance de la salve d’ultrasons dans la suite.

- Ensuite, 100 µL d’agent de contraste au Gadolinium (Dotarem) a été injecté par voie veineuse
afin d’attester de l’ouverture de la BHE.

- Les rats ont été imagés par IRM dans la foulée, puis sacrifiés après imagerie afin de poursuivre
par une analyse en histologie des coupes de cerveau.

Lors que la perméabilité de la BHE causée par les ultrasons n’est pas mise en évidence par la prise
de contraste, l’expérience d’ouverture de la BHE est renouvelée dans l’autre hémisphère du cerveau
si l’état du rat le permet.

Quatre rats Fischer sains ont été consacrés à cette expérience. Voici un petit récapitulatif
résumant les résultats observés à l’issu de cette expérience :

• l’ouverture de la BHE semble avoir bien fonctionné pour 4 tirs.
• l’ouverture de la BHE semble avoir échoué pour 3 tirs. Les raisons de cet échec sont en

général inconnues, mais pour l’un des trois cas, nous suspectons une mauvaise délivrance
des micro-bulles dans la circulation sanguine (flush de rinçage au sérum physiologique
après injection des micro-bulles peu efficace). Pour un deuxième cas, cet échec peut être
du au changement de réglage du générateur à ultrasons, nous y reviendrons dans la
suite.

Lorsque le tir a bien fonctionné et que la BHE est ouverte, nous pouvons observer les images
IRM caractéristiques présentées dans la figure 11.6. Cette figure regroupe deux des quatre exemples
où l’expérience semble s’être déroulée avec succès. La prise de contraste dans le cerveau au niveau
du tir est bien visible dans les séquences T1, signe que l’agent de contraste s’accumule bien dans
les zones où la BHE est devenue perméable.

11.3.2 Injection des NPs Fe par voie intraveineuse après ouverture de la BHE
chez le rat sain

Nous avons ensuite réalisé une ouverture de la BHE chez le rat sain suivie de l’injection par voie
intraveineuse de NPs Fe. L’objectif de l’expérience est de vérifier si la perméabilisation locale de la
BHE favorise bien l’accumulation des NPs dans cette zone. Cinq rat Fischer sains ont été consacrés
à cette expérience.

Le protocole est très similaire à celui utilisé précédemment. Pour plus de clarté dans le manuscrit,
nous en redonnons ici les grandes étapes :

- Sous anesthésie isoflurane 2-3%, les rats ont reçu les micro-bulles par voie veineuse puis une
salve d’ultrasons a été délivrée au moment ou le bolus de microbulles atteignait le cerveau.
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Figure 11.6 – Observation de cerveaux de rats sains par IRM après injection de micro-bulles et envoi d’une salve
d’ultrasons, puis injection de 100 µL d’agent de contraste au Gd pour confirmer l’ouverture de la BHE (observation
in vivo).

- 200 µL de solution mère de NPs Fe soniquées la veille sont injectés dans la veine caudale.
Un rat reçut 1 mL afin de tester la faisabilité d’injection d’un aussi gros volume (toxicité et
gain potentiel à étudier par la suite).

- Ensuite, environ 100 µL d’agent de contraste au Gadolinium (Dotarem) a été injecté par
voie veineuse afin d’attester de l’ouverture de la BHE.

- Les rats ont été imagés par IRM dans la foulée, puis sacrifiés après imagerie afin de poursuivre
par une analyse en histologie des coupes de cerveau.

Comme précédemment, lorsque l’ouverture n’est pas mise en évidence par une prise de contraste et
si l’état du rat le permet, l’expérience d’ouverture de la BHE est renouvelée dans l’autre hémisphère
du cerveau.

Voici un résumé des résultats obtenus sur les cinq rats Fischer sains consacrés à cette expérience :
• l’ouverture de la BHE a réussi pour 3 tirs.
• l’ouverture de la BHE a échoué pour 3 tirs (un rat, celui ayant reçu 1 mL de NPs Fe,

n’a montré aucun signe d’ouverture de la BHE ; pour les autres, les images obtenues ne
permettaient pas de valider avec certitude l’ouverture de la BHE).
• une perturbation du champ (images T2*) a été observée pour un rat.
• aucune perturbation du champ particulière (images T2*) n’a pu être observée pour deux

rats malgré a priori une ouverture de la BHE.

On observe, dans un des cas, une prise de contraste en T1 qui atteste que la barrière a bien été
ouverte (cf Fig. 11.7). La perturbation du champ visible dans les images T2* peut être due à la
présence de fer dans la zone perméabilisée.
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Figure 11.7 – Observation d’un cerveau de rat sain par IRM après injection de microbulles et envoi d’une salve
d’ultrasons, puis injection de 200 µL de solution mère de NPs de fer (observation in vivo). 100 µL d’agent de
contraste au Gd sont ensuite injectés pour attester de l’ouverture de la BHE. Le pattern observé en T2* est susceptible
de provenir des NPs. Une analyse histologique est nécessaire pour confirmer cette hypothèse.

11.3.3 Injection intraveineuse de NPs Fe après ouverture de la BHE chez le rat
porteur de gliome F98

L’ouverture de la BHE chez le rat porteur de tumeur n’a pas été expérimentée sans injection
successive d’un composé. En effet, la tumeur accumule déjà le Gd par effet passif : il aurait donc
été complexe de différencier la tumeur de la zone perméabilisée par le tir.

Cette expérience a pour objectif d’étudier la faisabilité de l’ouverture de la BHE au niveau de
la tumeur cérébrale d’un rat, afin d’augmenter l’accumulation des NPs Fe dans la zone tumorale et
ainsi d’obtenir des concentrations en NPs supérieures à ce qu’il est possible d’obtenir avec l’EPR
seul.

Rapidement, l’expérience s’est déroulée selon les étapes suivantes :
- Sous anesthésie isoflurane 2-3%, les rats ont reçu les micro-bulles par voie veineuse puis une

salve d’ultrasons a été délivrée au moment ou le bolus de microbulles atteignait le cerveau.
- 1 mL de solution mère de NPs Fe soniquées la veille sont injectés dans la veine caudale. Un

rat reçut seulement 200 µL suite à des problèmes rencontrés lors de l’injection.
- Ensuite, environ 100 µL d’agent de contraste au Gadolinium (Dotarem) a été injecté par

voie veineuse afin d’attester de l’ouverture de la BHE.
- Les rats ont été imagés par IRM dans la foulée, puis sacrifiés après imagerie afin de poursuivre

par une analyse en histologie des coupes de cerveau.
Les rats ont été placés dans le cadre de façon à ce que les ultrasons soient délivrés le plus

précisément possible au niveau de la tumeur.

Six rats Fischer porteurs de gliome F98 (16 jours après implantation) ont été consacrés à cette
expérience. Les résultats peuvent être récapitulés comme suit :

• l’ouverture de la BHE semble avoir fonctionné pour trois tirs, mais à chaque fois les tirs
ont perméabilisé la barrière dans un volume cylindrique à côté de la tumeur et non au
sein de celle-ci.
• l’ouverture de la BHE a échoué pour un rat.
• pour deux rats, il n’est pas certain que l’ouverture ait réussi. La prise de contraste peut

être seulement due à la présence de la tumeur.
• une perturbation du champ (image T2*) a été observée dans la tumeur et dans le sillage

du tir ultrasons pour les trois rats pour lesquels l’ouverture de la BHE a bien fonctionné.
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Figure 11.8 – Observation de cerveaux de rats porteurs de tumeur F98 par IRM après injection de microbulles et
envoi d’une salve d’ultrasons, puis injection de 1 mL de solution mère de NPs de fer (observation in vivo). 100 µL
d’agent de contraste au Gd sont ensuite injectés pour attester de l’ouverture de la BHE. La perturbation du signal
T2 observée en T2* est susceptible de provenir des NPs. Une analyse histologique est nécessaire pour confirmer cette
hypothèse.

La figure 11.8 illustre deux des tirs qui ont permis d’ouvrir la BHE avec succès. On peut observer,
dans chacun des cas, la prise de contraste en T1 en deux endroits du cerveau (voir la coupe axiale
à gauche de la figure pour chaque cas illustré). En effet, d’une part, le gadolinium s’accumule dans
la tumeur par effet EPR (coupes coronales du bas de la figure pour chaque cas). D’autre part, le
gadolinium s’accumule aussi dans les zones dont la vascularisation a été rendue momentanément
perméable par l’interaction ultrasons et micro-bulles (coupes coronales du haut de la figure pour
chaque cas).

Si l’on compare les images T2 et T2*, nous pouvons remarquer la présence d’une perturbation
du champ à la fois dans ou autour de la tumeur et dans la zone d’ouverture de la BHE. Par
expérience, il semblerait qu’il soit maintenant rare que des lésions aussi profondes soient créées
avec les ultrasons couplés aux micro-bulles. Le signal observé peut donc possiblement être attribué
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aux NPs Fe.

11.4 Discussion générale : ouverture de la BHE par ultrasons fo-
calisés

11.4.1 Reproductibilité du tir et ciblage de la tumeur

Tout d’abord, l’ouverture de la BHE suite à l’injection des microbulles couplée à la salve d’ultra-
sons n’est pas systématique. Les raisons de l’échec de l’ouverture ne sont pas connues mais peuvent
être dues à l’un des éléments discutés précédemment (11.2.2.2), dont une mauvaise position du rat
sous la membrane entrâınant des réflexions indésirables des ultrasons ou un volume insuffisant de
microbulles prélevé.

D’autre part, dans le cas de l’ouverture de la BHE chez le rat tumeur, la zone perméabilisée
n’est que rarement superposée avec la tumeur. En fait, aucun des trois tirs ayant permis d’ouvrir la
BHE de façon certaine n’est superposé à la tumeur. Il s’est en effet avéré lors de l’expérience qu’il
était complexe de “viser” avec précision la tumeur avec les ultrasons. La position exacte du rat
sous la membrane qui permettrait de faire cöıncider la salve d’ultrasons et la tumeur est difficile à
déterminer et, lorsque le rat est installé, nous n’avons pour le moment aucun moyen de savoir si la
position de l’animal est correcte avec ce niveau de précision.

11.4.2 Accumulation des NPs Fe dans la zone perméabilisée ?

L’injection de NPs Fe par voie intraveineuse suite à l’ouverture de la BHE entrâıne, pour
les rats sains et les rats porteurs de gliomes, l’apparition d’une perturbation du champ en T2*.
Cette perturbation peut être attribuée à la présence de fer, provenant soit des NPs Fe, ce qui nous
intéresse particulièrement, soit de saignements engendrés par une ouverture trop brutale de la BHE.
Cependant, ce cas est maintenant rarement rencontré sur les rats sains grâce à l’optimisation de la
méthode au sein de l’équipe. Il est donc très probable que ce signal proviennent bien de NPs qui se
sont accumulés dans la zone où les vaisseaux sont devenus perméables suite aux interactions entre
les ultrasons et les micro-bulles.

Dans le cas des rats porteurs de gliome F98, les NPs Fe se seraient donc accumulées par effet
EPR dans la tumeur et dans la zone rendue perméable grâce au traitement. Toutefois il est difficile
avec ces seules images IRM de déterminer qui, de la tumeur ou de la zone pour laquelle la BHE a
été ouverte, parvient à concentrer le plus de nanoparticules. Il serait possible de répondre à cette
question en analysant les coupes de cerveau grâce à une coloration au Bleu de Prusse par exemple,
chose qui n’a pas pu être faite durant la thèse faute de temps. Il serait d’ailleurs intéressant de
réaliser cette même coloration sur des coupes de cerveau de rat n’ayant pas reçu de NPs Fe mais
pour lequel l’ouverture de la BHE a créé des lésions : ainsi, nous pourrons comparer le marquage
au Bleu de Prusse lié au fer présent dans le sang dans les lésions au marquage lié au fer constituant
les NPs.

Enfin, deux rats témoin porteurs de tumeur F98 ont été injectés avec 1 mL de NPs Fe sans
ouverture préalable de la BHE : il sera intéressant par la suite de comparer la concentration
de fer atteinte dans la tumeur sans ouverture de la BHE par effet EPR à celle obtenue en cumulant
l’effet EPR et la perméabilisation de la BHE grâce aux ultrasons.
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11.4.3 Ajout d’étapes au protocole expérimental pour résoudre le problème des
“cas litigieux”

Dans le cas de l’ouverture de la BHE chez le rat porteur de gliome, les images sont parfois
difficiles à interpréter, comme l’illustre l’exemple de la figure 11.9. La tumeur est bien visible mais
l’ouverture de la BHE n’est pas clairement discernable. S’agit-il d’un tir superposé à la tumeur,
ou d’une tumeur ayant une forme complexe ? Il est impossible avec ces seules images de faire la
différence entre la tumeur et une ouverture potentielle de BHE. La seule façon de valider avec
certitude l’ouverture de BHE repose en réalité sur l’observation de la trace du tir à côté de la
tumeur, ou comme précédemment lorsque la zone perméabilisée caractéristique est bien marquée.
Nous ne pouvons donc pas conclure à chaque fois sur l’échec ou le succès du tir.

Figure 11.9 – Observation d’un cerveau de rat porteur de tumeur F98 par IRM selon deux coupes (A et B) après
injection de microbulles et envoi d’une salve d’ultrasons, puis injection de 200 µL de solution mère de NPs de fer
(observation in vivo). 100 µL d’agent de contraste au Gd sont ensuite injectés pour attester de l’ouverture de la BHE.

Pour lever cette interrogation, il aurait été intéressant d’effectuer des images IRM de l’animal
avant et après ouverture de la BHE afin de différencier la prise de contraste créée par la tumeur
de celle due à l’ouverture de la BHE. De plus, il aurait été possible de discriminer la présence
des NPs Fe des lésions créées par le traitement en imageant l’animal avant et après l’injection des
NPs Fe une fois l’ouverture de la BHE effectuée. L’imagerie après l’ouverture de la BHE et avant
l’injection des NPs Fe est toutefois incompatible avec nos expériences à ce stade de connaissance
car l’ouverture de la BHE n’est pas irréversible. Celle-ci se referme et la cinétique de ce processus
n’est pas encore bien caractérisée. Les NPs Fe ayant une taille assez conséquente, la BHE aurait
peut-être été suffisamment refermée après l’image IRM pré-injection pour empêcher le passage des
NPs Fe.

11.4.4 Influence de la sonication

En comparant les images pondérées T2* des deux rats HT 13 et HT 19 dans la figure 11.8,
nous pouvons observer une différence dans les perturbations locales du champ (probablement dues
à la présence de NPs Fe). La tête du rat HT 13 semble en effet “plus noire” que celle de HT 19,
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comme si les NPs Fe étaient bien plus présentes chez HT 13. Pourtant, le volume de NPs Fe injecté
est le même, et le timing des protocoles suivis est similaire pour les deux rats. Une différence peut
toutefois être notée entre ces deux animaux : chacun d’entre eux a reçu les NPs Fe venant d’un flacon
différent, et soniquées la veille à seulement une demie-heure d’intervalle. On peut donc se demander
si cette différence réside dans le protocole de sonication des NPs Fe (position différente des tubes
dans la cupule lors de la sonication par exemple). Si c’est le cas, une petite taille d’agrégats aurait
peut être permis aux NPs de mieux circuler dans les vaisseaux et de rejoindre même les plus petits
capillaires, et au contraire les NPs Fe les moins soniquées auraient très rapidement été filtrées.
En observant les tumeurs de ces deux rats, on peut remarquer que les NPs Fe semblent s’être
accumulées dans la tumeur pour le rat HT 13 et ne restent qu’en périphérie de la tumeur pour le
rat HT 19. La taille des NPs Fe pourrait aussi expliquer ce phénomène. Malgré tout, l’architecture
disparate de ces deux tumeurs pourrait aussi être la cause d’une telle observation.

Ce raisonnement reste fondée une simple observation pour laquelle il est difficile de donner une
explication avec les seules images IRM, uniques éléments actuellement disponibles pour alimenter la
réflexion. Celui-ci permet cependant de lancer une discussion sur l’impact de la taille des NPs dans
ce type d’expérience et de notre probable mauvaise mâıtrise de ces paramètres. Il serait nécessaire
par la suite de travailler plus longuement sur la caractérisation des NPs et notre capacité à rendre
les différents lots identiques et reproductibles.

11.4.5 Optimisation des paramètres du protocole

Lors des premiers essais d’ouverture de la BHE avec ce set-up, Vasile Stupar et son équipe
ont noté des effets secondaires importants sur les rats suite à ce traitement. L’ouverture de la
barrière s’accompagnait notamment régulièrement d’un œdème. L’optimisation du protocole et de
l’installation a permis de régler plus finement les détails du processus et de diminuer les effets
secondaires tout en perméabilisant la barrière de manière localisée. La présence d’œdèmes se fait
plus rare. Toutefois, dans le but d’améliorer encore cette méthode, il est souhaitable de diminuer
encore la puissance des ultrasons, de façon à protéger les tissus, tout en perméabilisant de façon
réversible la barrière. Une meilleure connaissance de l’influence des différents paramètres permettra,
dans un plus long terme, d’arriver à cette fin.

Dans ce but, une tentative de diminuer le voltage du générateur à ultrasons a été réalisée sur un
des rats : fonctionnant habituellement à 120 mV, le voltage a alors été réduit à 20 mV. L’ouverture
de la BHE avec ces paramètres n’a pas fonctionné. Cependant, ce test ayant été réalisé une unique
fois, il est difficile de dire si c’est bien la diminution du voltage qui est en cause de l’échec de
l’ouverture de la BHE, ou s’il s’agit seulement d’un des tirs pour lesquels l’expérience s’est révélée
infructueuse.

11.4.6 Possibilité de transfert de cette méthode à l’accumulation d’un agent de
contraste au Gd

Nous l’avons vu dans les chapitres précédents, si le fer est au coeur de cette thèse comme
composé permettant d’augmenter la dose déposée dans la tumeur, il est aussi possible d’utiliser
d’autres éléments. Le gadolinium est largement étudié par d’autres équipes à cette fin, notamment
sous forme de nanoparticule (tests clinique pour les AguiX). Les agents de contraste au gadolinium
pourraient aussi, grâce à leur petite taille, traverser la BHE et s’accumuler dans la tumeur plus
facilement que les NPs Fe. En outre, le DEF théorique obtenu pour une même concentration de
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composé est 1,45 fois plus grand avec le Gd qu’avec le fer à 80 keV 2. C’est pourquoi nous avons aussi
cherché à voir si l’ouverture de la BHE suivie de l’injection d’un volume plus important d’agent
de contraste pouvait permettre d’accumuler des concentrations “intéressantes” (du point de vue
thérapeutique) de Gd dans les zones perméabilisées.

Injection d’un agent de contraste au Gd chez le rat sain après ouverture de la BHE

1 mL d’agent de contraste au Gd (Dotarem) a été injecté à l’animal après ouverture de la
BHE. Le rat a bien toléré l’injection des 1 mL de Dotarem et l’ouverture de la BHE a bien été
confirmée grâce à l’imagerie IRM. La prise de contraste s’est révélée très intense, ce qui semblerait
indiquer qu’une grande quantité de gadolinium a été accumulée dans la zone perméabilisée. La zone
noire que l’on peut observer au centre semble à première vue indiquer qu’il n’y a pas de Gd. Ceci
peut être du au phénomène de “sursignal” : le signal RMN n’évolue pas de façon linéaire avec la
concentration. Dès que la concentration en Gd atteint un certain seuil, le signal se met à baisser
alors que la concentration augmente encore.

Ouverture de la BHE chez le rat porteur de tumeur F98

1 mL de Dotarem a été injecté à des rats Fischer porteurs de tumeur F98 (16 jours après
implantation) après ouverture de la BHE par ultrasons.

Les résultats obtenus sur les trois rats consacrés à cette expérience peuvent être synthétisés
ainsi :

• l’ouverture de la BHE semble avoir fonctionné pour un tir, qui serait alors aligné avec
la tumeur.
• pour les deux autres rats, il est difficile de déterminer si l’ouverture de la BHE a réussi

ou s’il s’agit seulement d’une prise de contraste due à la présence de la tumeur.

Figure 11.10 – Observation d’un cerveau de rat porteur de tumeur F98 par IRM après injection de microbulles et
envoi d’une salve d’ultrasons, puis injection d’1 mL d’agent de contraste au Gadolinium (Dotarem) -observation in
vivo. La zone sombre visible en T2 provient probablement du phénomène de “sursignal”.

La figure 11.10 illustre le cas pour lequel l’ouverture de la BHE a bien fonctionné. On observe
bien la masse tumorale ainsi que la zone cylindrique perméabilisée par l’interaction entre les micro-
bulles et les ultrasons qui traverse le cerveau de haut en bas. Le tir ultra-son a cette fois bien été
aligné avec la tumeur. En T2, la zone occupée par le Gd semble “opaque”. Il s’agit probablement
encore d’un cas de “sursignal”. Ce fait est encourageant, et il sera important de comparer les valeurs
de concentration de Gd atteintes dans cette zone à celles obtenues dans la tumeur par l’injection

2. 80 keV représente un bon compromis entre une énergie assez basse pour espérer observer un bénéfice
thérapeutique (bien que déjà très haute pour le Fer) et une énergie assez haute pour que les photons puissent
atteindre la tumeur
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d’1 mL de Dotarem sans ouverture de la BHE préalable. Deux animaux témoins porteurs de gliome
F98 ont ainsi été injectés et sacrifiés. Il serait possible d’analyser par exemple des ponctions des
zones clef par ICP-MS afin de comparer les masses de Gd accumulé avec ou sans ouverture de la
BHE.

Conclusion sur le transfert de cette méthode à l’accumulation des AC Gd dans la
tumeur

Ces résultats sont encourageants : l’ouverture de la BHE pourrait permettre d’accumuler de
grandes quantités d’agent de contraste dans la zone tumorale, augmentant ainsi le bénéfice théra-
peutique de la radiothérapie combinée à la “photoactivation” du Gd. Cependant, il est aussi im-
portant de prendre en compte les possibles fuites de Gd hors de cette zone perméable. En effet, si
la petite taille des molécules d’agent de contraste favorise leur accumulation, elle peut aussi rendre
très éphémère cette concentration d’agent dans la tumeur. Il est nécessaire que la concentration
en Gd soit importante dans l’optique d’une application thérapeutique, mais il faudrait auparavant
aussi étudier la cinétique relative à cette accumulation. Est-ce que l’agent reste au sein de la tu-
meur suffisamment longtemps pour permettre un traitement ? est-ce que cette forte accumulation
d’agent de contraste n’est au contraire valable que quelques minutes, avant que l’agent ne se diffuse
à nouveau dans les tissus adjacents ? Il serait en effet surprenant que ces molécules s’accumulent
dans la tumeur pour y rester longuement. La nature n’aimant pas les déséquilibres, il semblerait
plus probable que l’agent ait tendance à diffuser ensuite pour rétablir une homogénéité relative
dans le tissu cérébral. Les molécules de Dotarem étant de faible taille, leur vitesse de diffusion est
accrue.

Des solutions peuvent être trouvées à cette problématique : par exemple, lors des essais cliniques
de phase I sur la ligne ID-17 (traitement de métastases cérébrales par radiothérapie synchrotron
couplée à l’accumulation d’agents de contraste iodés dans les tumeurs), le protocole d’injection
consistait en un bolus de 40 mL d’Ioméron 400 (400 mg(I)/mL) injecté à 4 mL/s, puis une infusion
plus lente de 60 à 210 mL d’Ioméron à 0.5 mL/s. Les irradiations SSRT ont été réalisées juste
après l’infusion lente : la concentration d’iode intratumorale après la seconde injection reste en
effet plutôt stable pendant 20 minutes avec une variation de ± 10% par rapport à la moyenne (1.94
± 0.12 mg/mL) [Obei 14].

11.5 Conclusion et perspectives

Les expériences décrites dans ce chapitre visaient à fournir une première tentative d’ouverture
de la BHE grâce aux interactions entre les ultrasons et les micro-bulles. Elles ont permis de prouver
qu’il était possible d’ouvrir cette barrière, à la fois chez le rat sain et chez le rat porteur de gliome
F98. De plus, les images IRM suggèrent que ces zones perméabilisées permettraient d’accumuler
des NPs Fe ou des agents de contraste au Gd (Dotarem). Une analyse histologique des coupes
permettra de confirmer cette observation et d’apporter de nouvelles informations à ce sujet.

Nous avions vu dans la section 3.1.3.1 qu’il était possible de rendre la BHE perméable grâce à des
composés chimiques, notamment le Mannitol. L’intérêt de la méthode impliquant les micro-bulles
et les ultrasons réside dans le ciblage de l’ouverture de la barrière : plutôt que de rendre perméables
toutes les zones autour des vaisseaux sanguins du cerveau, ce protocole permet de n’ouvrir la
BHE que de manière localisée. Ainsi, certains effets secondaires observés avec le Mannitol seraient
potentiellement plus limités (passage de composés toxiques dans le cerveau, migration plus aisée des
cellules métastatiques, ...). De plus, en étudiant les différents paramètres du protocole, il pourrait
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être possible de mâıtriser l’ouverture de la BHE avec la méthode des ultrasons (e.g. perméabilisation
faible ou forte, durée de cette perméabilisation).

Par la suite, si ces expériences se poursuivent dans le but d’une étude plus approfondie de la
méthode, il serait intéressant d’étudier les cinétiques suivantes :

- d’une part, la cinétique relative à l’ouverture de la BHE : combien de temps reste-t-elle
ouverte ? Quelle taille d’objet laisse-elle passer et pendant combien de temps ? Park et al.
montrent qu’avec leurs paramètres de sonication, la BHE se referme de manière exponentielle
en fonction du temps, avec un temps caractéristique de 2.22 h [Park 12].

- d’autre part, la cinétique relative à l’injection de NPs (ou d’agent de contraste) suite à
l’ouverture de la BHE. A quel moment après l’envoi de la salve d’ultrasons faut-il injecter
les NPs ? Combien de temps faut-il attendre pour atteindre le pic maximal de distribution des
NPs dans la tumeur ? En combien de temps la zone perméabilisé se “vide”-t-elle des NPs ?
Sera-t-il nécessaire, dans la logique d’un traitement fractionné, de renouveler l’injection de
NPs couplée à l’ouverture de la BHE, ou les NPs restent-elles suffisamment longtemps dans
tumeur pour éviter de répéter le traitement ? Il est toutefois notable que cette ouverture de
la BHE semble rester moins lourde pour le patient qu’une injection intra-tumorale de NPs.

Ces résultats ne suffisent évidemment pas à conclure quoi que ce soit sur l’utilisation de cette
méthode, mais ils se sont révélés très encourageants. L’analyse du reste des données disponibles
(histologie des cerveaux de rat et ICP-MS) devrait apporter des résultats complémentaires à cette
étude. En outre, le protocole d’ouverture de la BHE permettra par la suite, grâce à son optimisation
par l’équipe du GIN, de minimiser les effets secondaires et de gagner en fiabilité. Cela permettra
de renouveler ces essais et d’approfondir leur étude.

11.6 Le Chapitre 11 en quelques mots

Le problème de la répartition des NPs Fe dans la tumeur est une question centrale dans
la mise au point de la radiothérapie renforcée par la présence d’éléments à haut Z dans la
tumeur. La première méthode étudiée dans cette thèse, utilisant des cellules immunitaires
comme Chevaux de Troie, ne semble pas pouvoir apporter de solution dans les conditions
expérimentales testées (voir chapitre précédent). La méthode présentée dans ce chapitre a
pour objectif de perméabiliser localement la BHE au niveau de la tumeur par un processus
mécanique : des micro-bulles, excitées par une salve d’ultrasons, “écartent” les cellules tapissant
les parois des vaisseaux sanguins. Ces premières expériences eurent lieu dans le cadre d’une
collaboration avec une équipe du GIN (Vasile Stupar, Nora Collomb, Emmanuel Barbier) et
de l’Université d’Orléans (Anthony Delalande).

- Une première partie des expériences a eu lieu chez le rat sain : l’ouverture de la BHE a été
réalisée, suivie ou non d’une injection de NPs Fe ou d’1 mL de Gd AC. Ces expériences
montrent que l’ouverture de la BHE permet bien la perméabilisation d’une zone dans
le cerveau de l’animal, dans laquelle les composés injectés semblent s’accumuler.

- Une seconde partie des expériences a eu lieu chez le rat porteur de tumeur. L’ouverture
de la BHE a été réalisée, suivie d’une injection de NPs Fe ou d’1 mL de Gd AC. Il est
parfois difficile de distinguer le tir de la tumeur, et dans de nombreux cas, le tir n’est pas
superposé à la tumeur. Cependant, ces expériences montrent qu’à la fois la tumeur et
la zone perméabilisée semblent accumuler les composés, bien que les données produites
ne permettent pas de dire quelle est la zone en accumulant le plus.
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Il reste encore un travail d’analyse des coupes de cerveau en histologie et/ou par ICP-
MS qui pourrait apporter des informations complémentaires aux images IRM. Cependant, ces
premières expériences sont encourageantes pour la suite. Elles permettent aussi de soulever de
nombreuses questions : il serait notamment intéressant d’étudier la dynamique de l’ouverture
et de la fermeture de la BHE engendrée par cette technique. D’autre part, les expériences ont
montré qu’il était complexe de “viser” la tumeur avec précision, mais des développements sont
en cours pour réaliser le tir pendant l’imagerie (installation d’un set-up compatible avec l’IRM).
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Quatrième partie

Bilan général, conclusion et
perspectives

247





Discussion générale

Ces travaux de thèse portant sur la radiothérapie synchrotron se sont centrés sur l’utilisation
de NPs de fer comme composé permettant de renforcer le dépôt de dose. La problématique était
double. D’une part, ces travaux avaient pour objectif de confirmer le potentiel des NPs Fe pour
augmenter la dose au sein des tissus tumoraux. D’autre part, ces travaux avaient pour ambition
d’étudier un moyen novateur de distribution des NPs dans les gliomes : la vectorisation par des
cellules immunitaires, les monocytes-macrophages, attirés par les zones inflammées.

Cette discussion générale a pour vocation de dresser un bilan de ces travaux en liant entre eux
les différents chapitres dans lesquels les résultats ont déjà été discutés. Elle sera suivie par une
conclusion synthétique ouvrant sur plusieurs perspectives.

Les NPs comme outil pour renforcer le dépôt de dose en SSRT

Le fer n’était a priori pas l’élément le plus prometteur pour augmenter la dose déposée dans
les tissus tumoraux. De “faible” numéro atomique (ZFe=26) en comparaison aux autres éléments
habituellement étudiés dans ce contexte (ZAu=79, ZGd=64 , ZAg=47), le fer est moins propice à
absorber les photons pour une même concentration dans les tissus aux énergies considérées (de 30
à 80 keV). Cette section revient sur ce choix et tente d’apporter quelques éléments de réponse sur
l’intérêt et les inconvénients d’utiliser des NPs Fe pour cette méthode thérapeutique.

Intérêts des NPs Fe pour la photoactivation

L’un des premiers intérêts d’utiliser les NPs Fe de l’équipe coréenne réside dans leur capacité
à s’accumuler de façon remarquable dans les cellules. La masse de fer totale internalisée par
les cellules exposées aux NPs Fe coréennes est telle qu’à ces concentrations, l’effet théorique attendu
avec le fer devient supérieur à celui attendu avec l’iode ou le gadolinium pris à des concentrations
représentatives de qu’il est possible d’obtenir in vivo (entre 30 et 50 keV, le DEF obtenu avec le fer
concentré à 100 mg/mL est supérieur à 3, contre 1.38 pour 5 mg(Gd)/mL et 1.32 pour 2 mg(I)/mL).
D’autre part, lorsqu’elles sont internalisées, les NPs Fe sont proches des zones vitales de la cellule
(ADN ou mitochondries par exemple). Les électrons secondaires seront donc susceptibles de générer
davantage de dommages létaux pour les cellules.

Si, à une même concentration de composé dans les tissus, le fer n’est pas un candidat avantageux,
sa propension à s’accumuler dans les cellules tumorales représente un argument en faveur de son
utilisation. La taille et le coating des NPs jouent aussi un rôle dans l’internalisation de ces NPs :
l’accumulation de ces NPs Fe dans les cellules n’est probablement pas uniquement due au fait que
les NPs contiennent du fer.
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L’accumulation des NPs Fe est aussi vérifiée dans les monocytes/macrophages de lignée. Cette
observation nous conforte donc pour l’application de la méthode “Cheval de Troie”. Par ailleurs, il
serait intéressant d’étudier le potentiel des cellules saines à internaliser ces NPs (par exemple, des
astrocytes sains). Si les cellules tumorales internalisent préférentiellement les NPs Fe par rapport
aux cellules saines, cela permettrait au traitement de gagner en spécificité, atteignant seulement
les cellules tumorales.

De plus, le “faible” numéro atomique du fer peut constituer un avantage si l’on considère
les probabilités de relaxation non-radiatives (voir Fig. 11.11) : alors que les atomes lourds
subissent à plus de 80% une relaxation radiative (émission d’un photon de fluorescence), les atomes
de fer se relaxent dans environ 65% des cas via l’émission d’électrons de relaxation (Auger, Cöster-
Krönig, super Cöster-Krönig).

Les recherches actuelles ne permettent pas de statuer sur qui, des photoélectrons ou des électrons
Auger, est responsable en majorité des dommages aux cellules. Les simulations de McMahon et
al. semblent prouver que la contribution des électrons Auger est dominante tandis que celles de
Douglass et al. montrent que cette contribution est insignifiante. Ces deux équipes ont pourtant
utilisé le même code de simulation Geant4 [Reti 15]. Dans tous les cas, la relaxation préférentielle
des atomes de fer via l’émission d’électrons reste un atout par rapport à une relaxation radiative.
Il faut toutefois mettre en perspective ces statistiques : si les atomes lourds ne subissent que très
peu de relaxations non radiatives, ils absorbent toutefois plus de photons par effet photoélectrique
que le fer et émettent donc plus de photoélectrons pour une même concentration.

Figure 11.11 – Probabilité de relaxation non radiative selon le numéro atomique de l’élément considéré. D’après les
calculs de Krause et al. [Krau 79].

Les simulations réalisées pendant ces travaux suggèrent que les électrons de relaxation déposent
principalement leur énergie entre 300 et 700 nm autour de la NP. Aux hautes énergies d’irradia-
tion, les électrons Compton ajoutent aussi une dose supplémentaire à cette échelle. Selon l’énergie
d’irradiation, les photoélectrons déposeront leur énergie à des endroits différents. A des énergies
d’irradiation proches du K-edge, les photoélectrons K de l’oxygène (et du fer, le cas échéant) ainsi
que les photoélectrons L du fer ne déposent leur énergie que localement autour de la NP. Aux
énergies d’irradiation plus élevées (30 à 80 keV), les photoélectrons ont un libre parcours moyen
plus élevé et déposeraient donc leur énergie à plusieurs dizaines de µm de la NP. Enfin, les photons
de fluorescence pourraient aussi contribuer à l’augmentation du dépôt de doses à des échelles allant
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de la centaine de µm à quelques mm (voir Fig. 11.12).

Figure 11.12 – Longueur d’atténuation des photons X dans l’eau en fonction de leur énergie (longueur pour laquelle
l’intensité du faisceau est atténuée de 1/e de sa valeur à la surface). D’après http ://henke.lbl.gov/optical constants/.

Les NPs Fe de l’équipe collaboratrice coréenne possèdent d’autres intérêts du fait de leur com-
position (Fe3O4) : elles sont indirectement détectables par IRM. Leurs propriétés magnétiques
peuvent aussi s’appliquer à d’autres stratégies thérapeutiques (couplage à un champ électromagnétique
pour générer de la chaleur dans la tumeur, guidage par gradients IRM [Muth 15], ...).

Limites de la méthode et questionnement

Energie optimale d’irradiation

Les simulations réalisées pendant ces travaux ont permis de définir la valeur optimale de
l’énergie d’irradiation pour laquelle l’effet d’augmentation de dose est maximal pour une concen-
tration donnée. Cette énergie se situe entre 30 et 45 keV. Les résultats obtenus in vitro ont confirmé
la valeur de cet optimum de l’énergie d’irradiation. Les meilleurs résultats que nous ayons obtenu
pendant ces travaux en exposant des F98 aux NPs Fe préalablement à l’irradiation (concentration
dans le milieu de culture : 0.06 mg(Fe)/mL) montrent l’existence d’un effet significatif à 30 keV
(SER : 1.76 ± 0.30, p<0.0001, ANOVA à deux facteurs) et à 51 keV (SER : 1.42 ± 0.44, p=0.0048,
ANOVA à deux facteurs). Cet effet est moindre à 80 keV (SER : 1.14 ± 0.11, non significatif,
ANOVA à deux facteurs, p=0.9494). L’étude préclinique réalisée à la fin de ces travaux de thèse,
présentée dans le chapitre 8, montre un effet tout juste significatif de l’injection préalable des NPs
Fe par voie intraveineuse sur la survie d’animaux porteurs de gliomes irradiés à 35 keV en com-
paraison à la survie des animaux ayant reçu uniquement la radiothérapie (%ILS=73 % et 59%,
respectivement (Log-rank test, p= 0.07). Les animaux ayant reçu les injections CED couplées à la
radiothérapie n’ont pas vu leur survie significativement augmentée par rapport à la survie des ani-
maux irradiés seulement (%ILS=64 % et 59%, respectivement (Log-rank test, p=0.24). Une étude
similaire a été conduite avec une irradiation des animaux à 100 keV. La radiothérapie couplée à
l’injection préalable des NPs Fe par CED n’a pas permis d’augmenter significativement la survie
des animaux par rapport à la radiothérapie seule (données non montrées).
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L’essai clinique conduit à l’ESRF porte sur l’optimisation de la radiothérapie des métastases
cérébrales par accumulation d’agent de contraste iodé dans la tumeur. Le protocole de traitement
consiste en une injection d’iode par voie intraveineuse couplée à une irradiation de la tumeur à 80
keV. Cette énergie d’irradiation permet en effet d’obtenir un bon compromis entre l’efficacité des
interactions photoélectriques sur les atomes d’iode et une pénétration suffisante du rayonnement
pour atteindre une tumeur cérébrale. En revanche, il n’est pas envisageable de traiter une tumeur
cérébrale avec un rayonnement de 30 keV. En effet, les photons seraient rapidement absorbés par
l’os et les tissus et n’atteindraient pas la tumeur. Selon les données du NIST, un faisceau de 30 keV
a une longueur d’atténuation de 2.6 cm dans l’eau, ce qui est insuffisant pour espérer traiter un
gliome. L’utilisation d’une méthode type Intrabeam semble lourde et complexe à mettre en œuvre,
surtout dans le cadre d’une radiothérapie effectuée au synchrotron.

Une autre solution parfois discutée dans les publications [Reti 15] serait de trouver un phénomène
physique permettant de générer des photons de plus basse énergie à partir d’un faisceau de photons
d’énergie supérieure à 80 keV. La diffusion Compton, par exemple, pourrait ici nous être bénéfique :
les photons Compton diffusés par l’eau pour une irradiation de 1.25 MeV ont, en majorité, une
énergie comprise entre 20 keV et 1.25 MeV environ. La composante de photons de plus basse énergie
pourrait nous être favorable. Cependant, les photons de 1.25 MeV interagissent peu avec les tissus
et seulement une petite fraction des photons diffusés sera susceptible d’interagir avec les NPs Fe.
De plus, sur les photons diffusés d’énergie autour de 30 keV, peu interagiront en pratique avec les
NPs Fe. Il semble donc très peu probable que ce seul phénomène physique permette d’augmenter
la dose dans la tumeur.

Une alternative pourrait être l’utilisation couplée des NPs avec des sources de brachythérapie
[Cho 09]. Cho et al. ont réalisé une étude par simulations Monte-Carlo en 2009 montrant que
l’augmentation de dose par accumulation de NPs d’or dans la tumeur pouvait théoriquement être
réalisée avec des sources utilisées en brachythérapie comme l’iode 125 (émetteur γ, raie principale :
35.5 keV, et X, raie principale : 27.4 keV). Ils montrent qu’une augmentation de dose macrosco-
pique significative est atteinte dans la tumeur (e.g. >40%) grâce au couplage des deux stratégies
thérapeutiques. Des augmentations de dose de 116% et 68% sont obtenues pour des concentrations
respectives d’or dans la tumeur de 7 mg/g et 18 mg/g. L’auteur juge ces concentrations intratu-
morales réalistes par rapport à ce qu’il est possible d’obtenir in vivo et précise que les sources de
radiation considérées dans cette étude sont disponibles. Ces simulations ont été transférées à une
première étude in vitro par Ngwa et al. en 2013. Ils montrent que l’incubation préalable des cellules
HeLa avec des NPs d’or (concentration : 0.2 mg/mL) permet d’augmenter les effets de l’irradiation
avec une source d’iode 125 de 70 % à 130 % [Ngwa 13]. L’énergie des raies principales d’émission de
l’iode 125 suggère que cette source serait adaptée à l’utilisation combinée avec des NPs Fe, d’après
les simulations et les études in vitro réalisées dans ces travaux de thèse.

Enfin, une dernière solution consisterait à changer de cible pour le traitement : en effet, s’il
semble complexe d’exploiter l’augmentation de dose provoquée par le fer pour le traitement du
gliome, il serait plus aisé de l’appliquer au traitement de tumeurs superficielles ou peu profondes.
Ces tumeurs seraient plus accessibles, vascularisés et la BHE ne serait plus un obstacle. L’injection
du fer pourrait être réalisée par voie systémique ou locale sans opération trop invasive pour le
patient dans les deux cas.
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Conséquences biologiques de l’internalisation des NPs Fe

Nos études in vitro ont montré que l’internalisation des NPs Fe de l’équipe coréenne engen-
drait un blocage en phase S des cellules et une induction de l’apoptose. Dans le contexte de
nos recherches, le blocage en phase S est un inconvénient car cette phase est la phase la plus ra-
diorésistante du cycle cellulaire. L’exposition des cellules aux NPs Fe sans irradiation peut donc
avoir des répercussions sur la survie des cellules après irradiation autres que l’augmentation de
dose provoquée par l’accumulation du fer. Cet aspect a été abordé dans ces travaux de thèse mais il
serait intéressant de le poursuivre. Une analyse immuno-histologique (Annexin, Apoptag, Ki-67) de
lames de cellules traitées aux NPs Fe et/ou irradiées permettra d’apporter quelques informations
supplémentaires sur les conséquences biologiques de ces traitements (arrêt du cycle, apoptose, pro-
lifération, nécrose...). Les résultats de l’étude in vitro suggèrent d’ailleurs que cette toxicité serait
provoquée par la production d’espèces réactives de l’oxygène. Les sondes DCFH-DE permettraient
de mesurer la production de ces ROS, avec et sans irradiation. Une analyse H2AX ou 53BP1 en
complément permettrait de quantifier les dommages à l’ADN selon les conditions d’exposition aux
NPs, et aiderait ainsi à déterminer les mécanismes en cause de la toxicité et leurs conséquences.

D’autre part, il est probable que la production de ROS soit déclenchée par la dégradation des
NPs Fe dans les lyososomes. Il est aussi possible que l’irradiation détruise en partie le coating des
NPs Fe, laissant une surface hautement réactive disponible pour catalyser la réaction Haber-Weiss
[Klei 12a]. Une étude de l’état du fer présent dans les cellules (nature des ions, nanoparticules)
permettrait d’apporter quelques éléments de réponses (exemple : expériences sur FAME, ESRF,
Grenoble).

Stabilité de la solution de NPs Fe

Enfin, le point le plus limitant rencontré lors de ces travaux de thèse réside dans l’instabilité
de la solution de NPs. Les expériences ont montré que les NPs Fe tendaient à s’agglomérer de telle
sorte que, malgré les efforts déployés dans ce sens, les caractéristiques des NPs Fe utilisées lors
des expériences in vitro et in vivo étaient variables. Les résultats des expériences ne sont donc pas
reproductibles : les cellules internalisent plus ou moins de NPs selon la taille des amas et ce, en
dépit de la concentration d’exposition. Cette problématique n’est pas spécifique à ces NPs Fe : elle
est retrouvée dans de nombreuses autres études au sujet de NPs diverses.

La taille des agglomérats pourrait être un obstacle à la fois pour la CED et pour l’injection
intraveineuse : les amas sont probablement trop importants pour passer la BHE et s’accumuler
efficacement dans la tumeur. En CED, une taille importante des NPs pourrait freiner la diffusion
des NPs dans les tissus tumoraux en périphérie des zones atteintes par l’injection. Les études de
Tong et al. soulignent l’intérêt des NPs Fe d’un diamètre inférieur à 50 nm : cette taille permettrait
une meilleure pénétration dans les tissus, une meilleure rétention dans la tumeur, une plus longue
demie-vie dans le sang et une surface d’échange plus élevée en proportion [Tong 16].

D’autre part, une taille trop importante des NPs Fe pourrait desservir l’augmentation de dose,
comme nous avons pu le discuter dans le chapitre 7. A l’origine, les NPs ont été étudiées pour
dépasser la limite des agents de contraste. Ces composés, très petits, ont une propension bien
moins grande de s’accumuler dans les cellules. Or, une concentration intracellulaire trop faible limite
théoriquement l’augmentation de dose que l’on peut espérer obtenir. C’est pourquoi les NPs se sont
révélées intéressantes. Celles-ci ont en effet la caractéristique de s’accumuler en grande quantité
dans les cellules. La concentration intracellulaire qui en résulte permet théoriquement d’obtenir un
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effet thérapeutique significatif. Cependant, comme l’illustre la figure 11.13, un électron Auger émis
au centre d’une NP d’oxyde de fer de 300 nm de diamètre aura peu de probabilité de sortir de la
NP. Au contraire, le nombre de photoélectrons sortants ne semble pas dépendre de la taille de la
NP, bien que leur spectre énergétique en soit affecté. Ces résultats étant obtenus par l’irradiation
d’une NP avec une source ponctuelle la traversant en son centre, l’influence de la taille de la NP est
maximale car les atomes externes de la NP ne sont pas irradiés. Il serait intéressant de poursuivre
cette étude en irradiant toute la NP.

Figure 11.13 – Quantité (normalisée par rapport à une NP de 5 nm) d’électrons Auger et de photoélectrons issus de
la couche K sortant d’une NP Fe selon le rayon de cette NP. La NP a été irradiée par une source ponctuelle en
son centre : cette courbe n’est donc pas indicative des conséquences de l’irradiation d’une NP entière.

La caractérisation des NPs Fe réalisée pendant cette thèse indique la nécessité d’optimiser la
stabilité et le mode de conservation de ces NPs de manière à obtenir une solution plus reproductible.
De plus, la mise au point d’une méthode de caractérisation systématique permettrait de contrôler la
solution avant injection afin de s’assurer que les NPs possèdent bien les paramètres requis. Il serait
peut-être possible de remédier à l’agglomération des NPs en solution pendant leur conservation en
travaillant avec des flacons de NPs lyophilisées, qui ne seraient reconstituées que quelques minutes
avant l’expérience.

Transport des NPs Fe jusqu’à la tumeur

Discussion suite à ces travaux

Dans le cadre du traitement du glioblastome, la distribution des NPs est un point critique. On
peut disposer de la molécule ou des nanoparticules les plus efficaces, le traitement sera un échec si le
composé ne recouvre pas la globalité de la tumeur, voire si elles n’atteignent pas toutes les cellules
tumorales. Il a été montré dans le cas du modèle F98 que la présence de seulement cent cellules
tumorales conduit au décès de l’animal [Bart 09]. Le succès de la thérapie dépend donc grandement
de ce paramètre. Un recouvrement imparfait de la tumeur est synonyme d’une efficacité limitée,
comme le suggèrent les travaux de thèse précédents ainsi que l’essai préclinique présenté dans le
chapitre 8 (absence d’effet significative pour la stratégie CED+X). Différents protocoles ont été
abordés au cours de ces travaux de thèse pour tenter d’atteindre la tumeur de façon plus efficace.
Ils sont ici récapitulés et brièvement discutés.
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Injection des NPs par voie intraveineuse

Lorsqu’elles sont injectées par voie intraveineuse, les NPs Fe s’accumulent dans la tumeur de
façon passive (effet EPR). Il serait intéressant d’étudier la cinétique de la biodistribution des NPs
suite à une injection par voie veineuse, de façon à déterminer à quel moment la distribution du fer
dans la tumeur atteint son optimum par rapport aux tissus sains environnants. La distribution des
NPs dans d’autres organes (e.g. reins, foie) pourrait être observée, donnant des indications sur les
voies d’excrétion. De plus, la mesure de la demie-vie de ces NPs dans le sang renseignera sur la
possibilité de distribution des NPs Fe dans les gliomes : une longue demie-vie favorise l’accumulation
passive des NPs Fe dans la tumeur, ajoutant peu à peu de nouvelles NPs au cours de leur circulation
dans les vaisseaux sanguins.

L’équipe coréenne avec laquelle nous collaborons atteste dans ses travaux que le ratio d’accu-
mulation des NPs dans les gliomes (modèle C6) par rapport aux tissus sains atteint son maximum
après 24h après l’injection [Seo 13]. Ils attribuent cette observation à la migration des cellules im-
munitaires qui internaliseraient le fer présent dans les vaisseaux sanguins et le transporteraient au
fur et à mesure jusque dans la tumeur.

CED

La CED a été utilisée dans l’expérience préclinique présentée dans le chapitre 8. Même si les
NPs Fe sont directement injectées dans la tumeur, la distribution peut évoluer dans le temps et
une étude cinétique permettrait de connâıtre le moment optimal après injection des NPs Fe pour
irradier. En effet, il est possible que ces NPs diffusent peu à peu dans les tissus autour de leur point
injection. Bien que cela soit peu plausible au vu de leur taille, il reste aussi possible que les NPs
soient évacuées de la tumeur et retournent dans la circulation sanguine. Si c’est le cas, l’irradiation
devra probablement se faire peu de temps après l’injection. Les NPs peuvent aussi diffuser ou
être internalisées par des cellules immunitaires puis transportées dans les tissus tumoraux. Le
recouvrement maximal de la tumeur pourra donc éventuellement être atteint un ou plusieurs jours
après injection.

Le choix de la technique d’injection et son optimisation est un large domaine d’études. La CED
et les injections par voie veineuse ont chacune leurs avantages et leurs inconvénients. La CED
est un moyen efficace pour contourner la barrière hémato-encéphalique et permet d’atteindre des
concentrations élevées de composés dans la tumeur. Cependant, la distribution est limitée à l’endroit
de l’injection et la méthode est invasive. L’injection par voie veineuse est quant à elle grandement
limitée par la BHE, mais cible naturellement la tumeur en s’accumulant dans le lit tumoral là où la
barrière est lésée. Les travaux de Smilowitz et al. illustrent ce compromis en rapportant dans leurs
travaux que l’injection intraveineuse de NPs d’or (AuroVist 15 nm, 200 mg Au/mL ; Nanoprobes,
Inc, Yaphank, NY, USA) recouvre plus efficacement le volume d’un gliome F98 que l’injection par
CED [Smil 18]. Dans cette étude, si l’injection par CED permit d’accumuler les NPs d’or dans
la masse tumorale principale, seule l’injection intraveineuse permit d’atteindre à la fois la masse
principale, les cellules infiltrées et l’oedème tumoral.

Méthode “Cheval de Troie”

La méthode du “Cheval de Troie” repose sur l’utilisation de cellules immunitaires comme “trans-
porteurs” des NPs : ces cellules immunitaires, attirées par la zone tumorale, ont en plus la capacité
de s’infiltrer à travers la BHE. L’expérimentation de cette méthode au cours de ces travaux de
thèse n’a pas permis d’obtenir une infiltration suffisante des monocytes/macrophages dans la tu-
meur lorsqu’ils sont injectés par voie intraveineuse. Le nombre de cellules ayant migré dans le
modèle de gliome n’aurait pas permis d’obtenir un bénéfice thérapeutique dû au fer lors de la ra-
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diothérapie. D’autre part, l’injection intratumorale de monocytes/macrophages chargés en NPs Fe
a été étudiée comme alternative possible. La distribution en fer dans la tumeur qui en résulte ne
recouvre pas la totalité de la zone tumorale. Cette distribution n’a toutefois pas été comparée avec
l’injection par CED de NPs seules.

Les paramètres expérimentaux utilisés ont été choisis en comparaison avec les protocoles de la
littérature. Une optimisation du protocole via des études de cinétique permettrait peut-être d’ob-
tenir des résultats plus encourageants. En effet, d’autres équipes sont parvenus à faire fonctionner
cette méthode avec succès [Vala 07, Kioi 10, Mads 15]. D’autre part, une stratégie identique est
menée en phase d’essais cliniques avec l’utilisation de cellules souches neurales pour acheminer des
virus oncolytiques dans les gliomes (NCT 03072134).

Ultrasons focalisés

La méthode d’ouverture locale de la barrière hémato-encéphalique par ultrasons a prouvé son
potentiel lors d’études préliminaires : l’injection de NPs Fe juste après l’ouverture de la BHE chez
le rat Fischer semble induire une accumulation de fer dans la zone perméabilisée (les NPs Fe3O4

sont alors détectées de manière indirecte dans les images T2* en IRM). Les travaux présentés dans
cette thèse constituent une étude pilote. Les développements techniques engagés par l’équipe du
GIN pour améliorer le ciblage de la zone tumorale sous imagerie RMN sont très prometteurs et il
serait intéressant de poursuivre ces travaux.

La pression interstitielle : un autre obstacle

En pratique, qu’elles contournent ou non la barrière hémato-encéphalique, toutes ces méthodes
se confrontent à un même problème : la pression interstitielle au sein de la tumeur. En effet, les
tissus tumoraux sont des tissus denses, comprimés par la croissance de la tumeur. Cette “densité”
est incompatible avec une distribution optimale des NPs dans la tumeur. Si elles sont injectées par
voie intraveineuse, les NPs n’ont en effet aucune raison de se diffuser dans un tissu adjacent bien
plus dense. Si elles sont injectées par voie intratumorale, la pression interstitielle freinera la diffusion
des NPs dans les tissus tumoraux, empêchant ainsi un recouvrement de la tumeur. Il serait donc
intéressant de développer une méthode permettant de réduire cette pression interstitielle, de façon
à faciliter la diffusion des NPs dans la tumeur.

Accumulation de fer dans la tumeur : avantage ou inconvénient ?

L’accumulation de fer dans la tumeur sur le plus long terme est-elle un avantage ou un in-
convénient ? Si les NPs de fer restent dans la tumeur, cela peut être un avantage du point de vue
du traitement radiothérapeutique fractionné : il ne serait peut-être pas nécessaire de ré-injecter
les NPs pour chaque fraction de dose délivrée. De plus, les études de Zanganeh et al. montrent
que l’injection intraveineuse de NPs Fe (Ferumoxytol) permet d’inhiber significativement la crois-
sance tumorale de tumeurs sous-cutanées chez la souris. Des études histopathologiques et in vitro
supplémentaires leur ont permis de montrer que le Ferumoxytol induisait une polarisation M1 des
macrophages (polarisation pro-inflammatoire) [Zang 16]. D’autre part, Ahamed et al. montrent les
capacités de NPs Fe3O4 (23 nm de diamètre) à induire l’apoptose sélectivement dans les cellules
cancéreuses (A549 et HepG2) tandis qu’elles n’ont aucun effet toxique sur les cellules saines (IMR-
90 et hépatocytes de rats) [Aham 13]. Ces éléments sont plutôt favorables à l’utilisation des NPs
Fe pour le traitement des tumeurs.

Cependant, la présence de fer dans une tumeur peut aussi avoir un effet délétère : Torti et al.
montrent que le récepteur TFR1 est très exprimé dans les cellules cancéreuses, dont les cellules de
gliomes [Tort 13]. L’apport de fer dans la tumeur pourrait initier puis encourager le développement
de celle-ci : les recherches récentes présentées dans leur article de revue montrent que le métabolisme
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du fer pourrait être un aspect central de la survie d’une tumeur. De plus, la présence de NPs
Fe (magnétite) dans le cerveau peut participer au déclenchement de maladies neurodégénératives
comme la maladie d’Alzheimer [Haut 03, Mahe 16]. Maher et al. suggèrent que les NPs de magnétite
(< 200 nm) issues de la pollution atmosphérique peuvent pénétrer dans le cerveau après avoir été
respirées et ainsi nuire à la santé. La toxicité des NPs d’oxyde de fer in vivo reste à étudier avant
un passage en clinique si des résultats précliniques encourageants sont obtenus.

Les NPs étant un outil développé assez récemment, nous n’avons pour le moment pas assez
de recul pour déterminer les conséquences de l’exposition d’un être vivant à ces composés. Il est
possible que les NPs causent une toxicité et des effets secondaires plus ou moins délétères, mais
les médicaments chimiothérapeutiques sont aussi toxiques : il faudra par la suite déterminer quel
est le gain apporté par la présence de NPs Fe dans la tumeur lors de l’irradiation par rapport aux
risques que cela engendre pour le patient.

Vers une optimisation des NPs

L’évolution de la taille des NPs Fe au cours du temps représente un frein considérable pour la
reproductibilité et la compréhension des résultats expérimentaux. D’autre part, l’utilisation de ces
NPs Fe semble causer une toxicité cellulaire. Ces deux limites peuvent être résolues par l’optimisa-
tion de ces NPs par des chimistes spécialisés.

Tout d’abord, le choix et l’optimisation du coating représentent un point clef pour l’application
des NPs Fe en biologie : les NPs Fe utilisées en clinique sont coatées de manière à améliorer leur
biocompatibilité et leur distribution dans les tissus. Différents coatings existent, comme le silicone,
le dextran, le citrate et le PEG. Le coating peut aussi participer à une meilleure diffusion des NPs
dans les tissus tumoraux ainsi qu’aider au franchissement de la BHE. Enfin, la présence d’un coating
limite l’agrégation des NPs et diminue la toxicité induite par leur internalisation dans les cellules.

De plus, il est possible de fonctionnaliser la surface des NPs. Cette fonctionnalisation augmente
la spécificité des NPs Fe, permettant ainsi une distribution préférentielle dans certains organes du
corps et ciblant les cellules tumorales. Les NPs peuvent être conçues pour se lier à des molécules
comme les anticorps, les peptides ou les hormones. L’optimisation “chimique” de ces NPs Fe pourra
probablement constituer un point d’intérêt pour faire évoluer les recherches à ce sujet.

Il y a en fait très peu de NPs sur le marché, conséquence probable des difficultés de créer une
production à grande échelle avec la caractérisation adaptée et les grands coûts de ces processus.
Coulter et al. soulignent d’ailleurs la différence entre la quantité de données précliniques affirmant
que les NPs à grand Z sont des composés efficaces pour favoriser l’augmentation de dose, contre le
faible nombre d’études cliniques les concernant [Coul 13]. A ce jour, seulement deux essais cliniques
concernent l’application de NPs à l’augmentation de dose et à la radiosensibilisation des tumeurs :
des NPs de Gd sont utilisées dans le cadre de métastases cérébales (AGuiX, NCT03308604 ; taille :
inférieure à 5 nm) [Deta 15] et des NPs d’oxyde d’hafnium (taille : 50 nm) pour améliorer le
traitement des sarcomes des tissus mous [Bonv 17].
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Conclusion et perspectives

La radiothérapie est une méthode de traitement utilisée dans plus de la moitié des cas de cancer.
Elle repose sur les propriétés ionisantes des rayons X, qui induisent directement ou indirectement
des lésions à l’ADN des cellules, bloquant ainsi leur prolifération. L’une des principales limites de la
radiothérapie réside dans son incapacité à cibler la tumeur. Les dommages induits par les rayons X
sont en effet répartis le long du trajet du faisceau et touchent à la fois les tissus sains et les tissus tu-
moraux. Cette limite est particulièrement contraignante dans le cas du traitement des gliomes, pour
lesquels la dose délivrée est donc limitée par la tolérance du cerveau sain. L’utilisation d’éléments
lourds permettrait de repousser cette limite en augmentant préférentiellement la déposition de
l’énergie dans la tumeur. Cette stratégie est étudiée depuis plus de vingt ans dans l’équipe RSRM
et repose sur l’accumulation d’atomes lourds, historiquement des agents de contraste iodés, dans
les tissus tumoraux. Lors de l’irradiation, ces atomes lourds interagissent avec les rayons X : les
électrons secondaires issus de ces interactions déposent ensuite leur énergie localement, augmentant
ainsi le dépôt de dose dans un périmètre restreint.

Les expériences précliniques combinant une injection d’iode et une irradiation monochroma-
tique (50 keV) ont montré l’efficacité de ce protocole. Celui-ci fait actuellement l’objet d’études
cliniques en phases I et II (principal investigateur : Pr. J. Balosso). En parallèle de ces études, les
travaux de l’équipe RSRM visent à développer de nouveaux composés qui permettraient d’augmen-
ter cet effet différentiel. L’efficacité des NPs métalliques pour répondre à cet objectif a été montrée
dans de nombreuses études de la littérature in vitro et in vivo [Hain 04, Reti 15, Brun 16]. Les
précédents doctorants de l’équipe RSRM dans ce domaine ont étudié plusieurs types de NPs com-
posées d’éléments variés (gadolinium, or, platine, fer). Les nanoparticules de fer, fournies dans le
cadre d’une collaboration avec l’équipe coréenne de J.-K. Kim, ont prouvé leur intérêt thérapeutique
dans la thèse de Paul Gimenez [Gime 15] et ses travaux ont été poursuivis au cours de la thèse
présentée dans ce manuscrit.

Bien que les mécanismes responsables de l’effet thérapeutique obtenu avec les NPs ne soient
pas encore complètement connus, certains résultats font maintenant l’unanimité. Parmi eux, il est
généralement accepté que l’effet thérapeutique dépend de la concentration en atomes lourds at-
teinte dans la tumeur. Un recouvrement total de la tumeur semble être un point critique pour
l’obtention d’un effet thérapeutique significatif. Diverses stratégies sont donc mises en place pour
améliorer la distribution de ces composés malgré la présence de la barrière hémato-encéphalique.
Nous pouvons citer par exemple l’injection directement dans la tumeur par infusion contrôlée
(Convection-Enhanced Delivery) ou par infusion très lente réalisée par pompe osmotique, la fonc-
tionnalisation et le coating des nanoparticules et l’ouverture mécanique ou osmotique de la barrière
hémato-encéphalique.

Les travaux de thèse présentés dans ce manuscrit avaient deux objectifs : d’une part, confirmer
le potentiel des NPs Fe pour renforcer les effets de la radiothérapie dans la tumeur, et d’autre part,
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étudier la possibilité d’utiliser les monocytes/macrophages pour transporter les NPs Fe jusque dans
la tumeur.

Les NPs Fe pour augmenter la dose dans la tumeur

Une première partie de ces travaux a été consacrée à l’étude du potentiel des NPs Fe pour
augmenter la dose déposée dans la tumeur.

Nous nous sommes tout d’abord intéressés aux conséquences de l’exposition des cellules de
gliome F98 aux NPs Fe sans irradiation. Les cellules de gliome internalisent efficacement les NPs
Fe. Celles-ci sont localisées dans des vacuoles du cytoplasme. La masse de fer internalisée par cellule
justifie par ailleurs l’utilisation des NPs Fe car les concentrations atteintes sont suffisamment élevées
pour espérer obtenir un effet thérapeutique selon les simulations. Cette internalisation a cependant
un impact sur le métabolisme des cellules, particulièrement à des concentrations supérieures à
0.06 mg(Fe)/mL. A ces concentrations, le cycle cellulaire se bloque alors en phase S, la phase la
plus radiorésistante, et les cellules semblent entrer en apoptose. Une des pistes envisagées pour
expliquer ce phénomène est la dégradation des NPs Fe entrâınant la production d’espèces réactives
de l’oxygène par catalyse de la réaction d’Haber-Weiss.

Le potentiel des NPs Fe pour augmenter la dose délivrée à la tumeur a ensuite été étudié lors
d’expériences in vitro. Un effet sur la survie cellulaire a été mesuré pour une irradiation monochro-
matique à 30 keV. Cet effet s’est révélé dépendant de la concentration de NPs Fe dans le milieu de
culture. L’effet diminue ensuite pour une irradiation à 51 keV, jusqu’à devenir indétectable à 80 keV.
Ces observations concordent avec les simulations Monte Carlo : les interactions photoélectriques
sont plus probables à basse énergie, et ce gain devient minime pour le fer à des énergies supérieures
à 80 keV. Ces expériences montrent en outre l’absence d’effet “biologique” aux énergies supérieures
à 30 keV. Le fait que le bénéfice thérapeutique ne soit obtenu que pour des énergies voisines de
30 keV est la principale limite de l’utilisation des NPs Fe pour renforcer le dépôt de dose dans le
cadre du traitement du glioblastome par radiothérapie externe. En effet, un faisceau de 30 keV est
rapidement atténué par les tissus (en quelques cm) et ne permettrait pas d’atteindre les tumeurs
profondes comme les glioblastomes. L’irradiation par brachythérapie avec des sources d’iode 125
émettant à 35 keV pourrait être une piste intéressante à étudier. Cette application thérapeutique
des NPs Fe pourrait par contre être transférée au traitement d’autres types de tumeurs accessibles
avec un faisceau de 30 keV, comme les tumeurs superficielles ou peu profondes.

D’autre part, l’utilisation des NPs Fe nous a confrontés à des difficultés expérimentales. La
caractérisation de ces NPs a montré le manque de reproductibilité de cet outil de travail. Les NPs
individuelles ont une forte propension à s’agglomérer en amas, impactant la stabilité de la solution
dans le temps. La sonication, dans les conditions étudiées, permet de remédier légèrement à ce
problème mais cette méthode s’est révélée insuffisante pour obtenir des conditions expérimentales
fiables. Les expériences in vitro, de ce fait, ont été peu reproductibles car une même concentration de
NPs Fe dans le milieu de culture menait à des réponses cellulaires et une masse de fer internalisée
variables. La survie cellulaire, directement dépendante de la masse de fer internalisée dans les
cellules, a donc été différemment affectée d’une expérience à une autre. Il serait intéressant, dans
l’optique d’approfondir cette étude, de travailler sur la conception des NPs Fe de façon à rendre les
différents lots plus stables et reproductibles.
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Transport et distribution des NPs Fe dans la tumeur

Une seconde partie de ces travaux a été dédiée à l’étude d’une méthode novatrice pour transpor-
ter les NPs Fe dans la tumeur et obtenir une distribution optimale de ce composé dans les tissus.
Cette méthode repose sur l’utilisation de cellules immunitaires, les monocytes et les macrophages :
celles-ci sont chargées en NPs ex vivo puis injectées par voie intraveineuse. Attirés par les mes-
sages chimiques envoyés par les tissus tumoraux, les monocytes/macrophages s’infiltrent à travers
la BHE et se répartissent dans la tumeur. Cette partie a été réalisée en collaboration avec Mélanie
Flaender, alors en post-doctorat dans l’équipe.

Une première étude in vitro a montré la possibilité de charger les monocytes/macrophages de
lignée avec les NPs Fe FerInject. Ces NPs sont alors internalisées dans des vésicules du cytoplasme
des cellules.

Par la suite, cette stratégie a été expérimentée in vivo dans un modèle de gliome chez le rat.
Après une première irradiation de la tumeur visant à accrôıtre le potentiel attractif de la tumeur
pour les cellules immunitaires, des monocytes/macrophages de lignée marqués ont été injectés par
voie intraveineuse. Après plusieurs jours pendant lesquels les cellules ont migré dans les tissus, les
animaux ont été sacrifiés et les coupes de cerveau analysées au microscope de façon à y retrouver
les cellules injectées. Aucun monocyte/macrophage de lignée n’a pu être retrouvé dans les tissus
tumoraux. La même expérience a été répétée avec des monocytes/macrophages primaires dérivés
de la moëlle osseuse de rats donneurs. Cette fois, quelques cellules ont bien migré dans la tumeur,
mais en nombre insuffisant pour espérer obtenir un effet thérapeutique avec le fer.

Enfin, une injection intratumorale de monocytes/macrophages primaires a été réalisée dans
l’objectif de tester cette méthode comme alternative à l’injection en CED de NPs Fe seules. Les
cellules ont bien migré autour de leur point d’injection mais ne se sont pas réparties suffisamment
pour recouvrir la majorité du volume tumoral. Il serait intéressant d’étudier la cinétique de la
distribution cellulaire et de comparer cette distribution à celle qui pourrait être obtenue par CED.

L’injection intra-tumorale directe impliquant un protocole lourd pour le patient, il serait préfé-
rable de trouver un moyen moins invasif pour distribuer les NPs Fe dans la tumeur. Une autre
stratégie a été abordée au cours de cette thèse : l’ouverture locale de la barrière hémato-encéphalique
par ultrasons. Cette méthode est actuellement en cours de développement dans l’équipe d’Emma-
nuel Barbier avec Vasile Stupar et al. (Grenoble Institut des Neurosciences, Grenoble). En colla-
boration avec cette équipe, des NPs Fe ont été injectées après ouverture de la BHE chez le rat
sain ou porteur de gliome F98. L’analyse des images IRM montre une accumulation de fer dans
les zones ainsi perméabilisées (chute du signal IRM dans ces zones). Ces études préliminaires ont
donné des résultats prometteurs et il serait intéressant d’approfondir ces travaux après optimisation
du système de façon à réaliser des tirs reproductibles ciblant la tumeur (développements en cours
au GIN).

Perspectives

Les expériences in vitro réalisées pendant ces travaux de thèse montrent que la présence des
NPs Fe dans les cellules de gliome F98 peut induire un effet thérapeutique suite une irradiation à
30 keV, si la quantité de fer accumulée dans les cellules est suffisante. A des énergies supérieures à
50 keV, cet effet devient moindre et n’est pas ou peu détectable. La première expérience préclinique
sur des rats porteurs de gliome F98 a permis de mettre en évidence une très petite augmentation de
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survie après injection intraveineuse des NPs Fe et irradiation à 20 Gy par rapport aux irradiations
seules (%ILS 73% contre 59%, respectivement (Log-Rank test, p=0.07)). Après injection CED et
radiothérapie, la survie n’est pas significativement différente de la survie après radiothérapie seule
(%ILS = 64%, p=0.24). Ces observations sont comparables aux résultats obtenus par Bobyk et
al. avec les NPs d’or : un petit effet additionnel était observé avec l’injection des NPs de 15 nm
[Boby 10]. Aucun survivant à long terme n’avait été observé. Si les NPs utilisées dans cette thèse
sont différentes de celles de Bobyk, la conclusion reste donc identique : des effets intéressants sont
observés in vitro et sur des modèles de tumeurs sous-cutanées [Choi 12a, Hain 04] mais le traitement
du gliome reste bien plus complexe.

La problématique commune à ces différentes expériences est celle de la distribution des NPs
dans la tumeur. Une injection intratumorale directe par CED permet d’atteindre des concentra-
tions élevées dans la tumeur et de limiter la toxicité générale aux autres organes en contournant la
barrière hemato-encéphalique. Cependant, cette méthode d’injection permet difficilement d’obtenir
un recouvrement de la totalité du volume tumoral. L’injection par voie intraveineuse entrâıne une
distribution plus homogène des composés dans la tumeur mais les concentrations atteintes sont
insuffisantes pour obtenir un effet thérapeutique. De plus, l’injection de grandes quantités de com-
posés pourrait induire une toxicité aux autres tissus du corps, notamment aux organes ayant une
fonction de filtration du sang.

Dans ces travaux de thèse, une première stratégie novatrice de distribution intracérébrale des
NPs a été envisagée, reposant sur l’utilisation de cellules immunitaires comme Chevaux de Troie.
Cette stratégie n’a pas fonctionné avec nos conditions expérimentales. Cependant, il doit être pos-
sible d’optimiser ces conditions de façon à ce que cette stratégie fonctionne car d’autres équipes
ont réussi à prouver la migration de cellules immunitaires dans des tumeurs cérébrales après les
avoir injectées par voie intraveineuse [Choi 12d, Vala 07, Kioi 10]. Une autre stratégie a alors été
abordée dans le cadre d’une collaboration (Emmanuel Barbier, Vasile Stupar et al, GIN, Grenoble).
L’ouverture mécanique de la BHE par ultrasons a permis d’obtenir des résultats encourageants.
Cette méthode permettrait d’atteindre également des zones périphériques de la tumeur dans les-
quelles les cellules tumorales sont infiltrées. Cet avantage est toutefois à double tranchant car la
présence de NPs Fe dans le tissu sain peut aussi causer des dommages par radionécrose dans les
tissus initialement non ciblés par la thérapie.

L’efficacité du traitement est démontrée in vitro selon l’énergie d’irradiation et les résultats
sont encourageants pour de nombreux composés. La transposition de ces résultats aux études
précliniques du traitement du glioblastome reste complexe. Toutes les expériences utilisant les NPs
se heurtent aux mêmes difficultés. La barrière hémato-encéphalique n’est pas le seul frein à une
répartition optimale des NPs dans les tissus. La pression tumorale interstitielle, supérieure à la
pression intravasculaire, limite aussi la pénétration des composés au sein de la masse tumorale.
Une réduction de cette pression pourrait aussi contribuer à une meilleure distribution des composés
dans la tumeur. Il semble maintenant essentiel d’unir les efforts pour construire un protocole de
distribution des NPs dans la tumeur.

Un deuxième aspect qui, je l’espère, découlera de cette thèse concerne la fiabilité des outils per-
mettant d’étudier et d’approfondir les connaissances actuelles sur les mécanismes mis en jeu. Comme
le soulignent plusieurs autres articles, il semble nécessaire de mettre au point une méthodologie
systématique pour étudier l’effet des NPs lors de l’irradiation. Si chacun appliquait cette même
méthodologie, il serait plus aisé de comparer différents éléments ou différentes NPs, afin d’affiner
les choix des composés pour optimiser la méthode thérapeutique. Cette méthodologie passerait
idéalement par l’utilisation de NPs reproductibles. Enfin, il parâıt essentiel d’optimiser la concep-
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tion chimique des NPs et leur stabilité dans le temps afin de rendre les différents lots comparables
et permettre des études de pharmacocinétique et de toxicologie. Le développement d’une stratégie
de fonctionnalisation des nanoparticules permettrait de faciliter leur infiltration dans les tissus et
ou le ciblage des cellules tumorales.

Les capacités de radiosensibilisation et/ou d’augmentation de dose des NPs appliquées à la
radiothérapie des tumeurs font l’objet de nombreuses études in vitro et in vivo, et deux com-
posés sont portés à ce jour en phases d’essais cliniques (NPs d’hafnium (NBTXR3, phases II et III,
NCT02379845) et NPs de Gd (AGuIX, phase I, NCT02820454). Par ailleurs, de nouvelles stratégies
sont développées pour améliorer la répartition de ces composés dans les tumeurs cérébrales. L’al-
liance de ces deux facettes (développement de la NP d’une part, et transport des NPs d’autre part)
permet de nourrir la perspective qu’un composé fonctionnel permettra à l’avenir d’améliorer le
protocole de radiothérapie pour les gliomes. Si, par la suite, le fer ne se révèle pas être le composé
optimal, bien d’autres éléments permettent aujourd’hui d’obtenir des résultats encourageants tels
que l’hafnium, l’argent ou le gadolinium.
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Chapitre A : Matériel expérimental

Ces travaux de thèse ont nécessité l’utilisation d’outils variés. D’un chapitre à l’autre, les com-
posés ou les lignées cellulaires peuvent varier. Bien que cela puisse être plus pesant à lire pour le
lecteur, le choix a été fait de décrire le matériel dans ce chapitre à part. Ce choix a été motivé
par la volonté de souligner les caractéristiques de chaque outil et leurs différences, tentant ainsi de
tisser le lien entre les travaux effectués et d’y apporter un peu plus de recul.

A.1 Nanoparticules

Principalement deux types de nanoparticules de fer ont été utilisées au cours de cette thèse :
les NPs “FerInject”, disposant d’une AMM (Autorisation de Mise sur le Marché), et les NPs Fe
synthétisées et utilisées par une équipe coréenne, qui nous sont délivrées gracieusement dans le
cadre d’une collaboration avec cette équipe (J.K. Kim et al.). Une nanoparticule comporte plu-
sieurs éléments : un coeur (métallique dans notre cas), un coating enrobant en partie ou en totalité
le coeur de la particule, et éventuellement des fonctionnalisations fixées autour de la particule. De
nombreuses propriétés vont dépendre de ces éléments : les interactions physiques avec le rayonne-
ment seront surtout liées à la nature du coeur métallique, tandis que les interactions biologiques
vont plutôt découler de la nature du coating et des fonctionnalisations.

A.1.1 Le FerInject R©

Le FerInject R© est un composé médical permettant de traiter les patients souffrant d’anémie liée à
une carence martiale en fer. La carence martiale peut être déclenchée par diverses pathologies (e.g.
maladies inflammatoires, pathologies gynécologiques, cancers) ou apparâıtre dans des situations
variées (e.g. insuffisance rénale chronique sévère, transfusion autologue, anémie post-opératoire).
Elle conduit à une altération de la qualité de vie du patient.

Le FerInject R© est utilisé lorsque le traitement par voie orale est impossible ou peu efficace. Il est
injecté par voie intraveineuse et traite plus rapidement la carence en fer que le fer administrée par
voie orale. Ce composé est constitué de nanoparticules d’oxyde de fer possédant un coeur métallique
d’akaganéite (β-FeOOH) [Neis 15]. Ce coeur métallique est enrobée d’un coating de carboxymaltose.
Le diamètre hydrodynamique des NPs est de 23 nm [Jahn 11]. Une fois injecté, le FerInject R© est
rapidement internalisé dans le foie, la rate et à 80% dans la moëlle osseuse par les macrophages du
système réticulo-endothélial [Lyse 09]. Son temps de demie-vie dans le sang est compris entre 7 et
12 h [Geis 11] et l’élimination rénale est négligeable.

Figure A.1 – Structure et composition du FerInject R© : le coeur métallique, de structure akaganéite, est enrobé de
carboxymaltose. Illustrations provenant du site officiel du FerInject R©.
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A.1 Nanoparticules

Le FerInject R© permet une vitesse d’infusion bien plus grande que d’autres composés existants
comme le fer sucrose (15 min pour 1 g de fer [Kuln 08] pour le FerInject R©, contre 210 min pour
500 mg de fer pour le fer sucrose). Des études de toxicité, de pharmacologie et de tolérance ont été
conduites sur plusieurs modèles animaux. De plus, trois études de phase I ont été menées, concluant
que le FerInject R© était stable et efficace pour des injections de 500 mg réparties sur plusieurs jours
ou une injection unique de 1 g une fois par semaine. Deux études de phase II et trois études de
phase III ont permis de confirmer que ce composé était efficace et bien toléré, et ne causait a priori
pas de problème de sécurité (d’après la Haute Autorité de Santé, 2015).

Le FerInject R© n’apporte pas d’amélioration thérapeutique pour ce type de pathologie com-
paré aux autres alternatives par voie veineuse mais son rapport efficacité/effets indésirables le rend
intéressant. Les effets secondaires les plus fréquents (1 à 10%) suite à l’injection de FerInject R©

comprennent l’élévation de la pression artérielle, des nausées, des vertiges et des céphalées, ainsi
qu’une réaction au site d’injection. De plus, il est connu qu’une injection en intraveineuse de
préparation à base de fer peut, dans quelques rares cas, déclencher une réaction immédiate d’hy-
persensibilité. C’est pourquoi ce procédé n’est réalisé qu’en présence de médecins pouvant contrôler
l’état du patient. Toutefois, il est possible que cette réaction soit due au coating en dextran de
certains composés. Le FerInject, enrobé de carboxymaltose, ne contient pas de dextran.

Motivations à travailler avec le FerInject R© : pour notre application (Cheval de Troie et
augmentation de dose lors de la radiothérapie), le FerInject R© a l’intérêt d’être capté préférentiellement
par les macrophages du système réticulo-endoplasmique (ce qui permet de corriger les carences en
fer). Il est donc possible que les monocytes/macrophages puissent en internaliser en grande quan-
tité, ce qui constitue un avantage conséquent pour l’approche Cheval de Troie. Un autre intérêt
primordial dans l’utilisation du FerInject R© réside dans l’autorisation de mise sur le marché du
composé : ceci implique que la solution est stable in vivo et donc a priori aussi in vitro, que la
toxicité à ces concentrations est nulle et que les différents lots sont très similaires (ce qui rend les
expériences reproductibles). L’AMM facilite de plus l’éventuel passage de la méthode développée
vers la clinique.

A.1.2 Les NPs Fe de l’équipe coréenne

Les NPs de fer de l’équipe coréenne collaboratrice sont des NPs d’oxyde de fer Fe3O4 (magnétite).
Elles mesurent individuellement 15 nm de diamètre et possèdent un coating en alginate [Choi 12a].
Elles ont été utilisées dans nombre de leurs études, in vitro mais surtout in vivo [Kim 10a, Choi 12a,
Seo 13, Jeon 16], ainsi que dans la thèse de Paul Gimenez qui précédait les travaux présentés ici.
Plus de détails concernant la caractérisation de ces NPs Fe sont exposés dans le chapitre 5.

Ces NPs Fe sont concentrées à 25 mg (Fe3O4)/mL dans la solution mère et sont synthétisées par
sonication. Le protocole de synthèse, explicité dans les publications de l’équipe collaboratrice,
est le suivant : 1,72 g de FeCl2·4H2O et 4,70 g de FeCl 3·6H2O (8,65 mmol Fe2+ /17,30 mmol Fe3+)
sont dissous dans 80 mL d’eau distillée. Un précipité magnétique noir est obtenu en chauffant la
solution à 80̊ C sous atmosphère d’argon, tout en augmentant le pH à 10 par ajout d’hydroxyde
d’ammonium à 30% dans l’eau, et en soumettant le tout à des ultrasons pendant une heure (20
kHz, 140 W). L’alginate utilisé pour enrober la surface des nanoparticules est ajouté dans un second
temps : 2 g des NPs précédemment obtenues sont diluées dans 60 mL d’eau salée et 25 mL d’acide
alginique par chauffage de la solution à 80̊ C. La solution est continument agitée grâce à un barreau
magnétique puis est soniquée à 50 W pendant 30 minutes sous atmosphère d’azote. Les NPFe sont
ensuite purifiées par lavage avec de l’eau salée alors qu’elles sont attirées par un aimant intense en
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Chapitre A : Matériel expérimental

néodyme (densité de champ magnétique Br = 11000 Gauss). Un ferrofluide est finalement obtenu,
à la concentration de 25 mg/mL de NPs Fe.

L’équipe coréenne utilise ces NPs Fe dans un but thérapeutique couplées à la radiothérapie
afin d’augmenter localement le dépôt de dose [Choi 12a]. Plus récemment, ils se sont orientés vers
l’utilisation de ces NPs en hadronthérapie, notamment car celles-ci permettraient de produire l’effet
PIXE (particle-induced x-ray emission) [Kim 10a] : ces NPs seraient capables d’émettre des rayons
X de basse énergie lorsqu’elles sont excitées par un faisceau de protons à haute énergie. En plus
d’être utilisées dans un contexte similaire au nôtre, ces NPs Fe ont l’avantage de posséder un coeur
en Fe3O4, ce qui leur permet d’être détectées en IRM -ce qui n’est pas le cas pour le FerInject.

A.2 Culture cellulaire

A.2.1 Cellules tumorales de rat

L’étude de nouvelles thérapies anticancéreuses requiert constamment la mise en place de modèles
de cellules tumorales permettant de tester in vitro l’efficacité des traitements et d’en optimiser les
différents paramètres. Il est ensuite important que ces mêmes cultures cellulaires puissent former
des tumeurs cérébrales chez l’animal afin de pouvoir confirmer, dans un second temps, l’efficacité
du traitement in vivo [Bart 09]. Les modèles de tumeurs cérébrales de rat ont été introduits dans
les années 1970. Il a alors été montré qu’il était possible d’induire des tumeurs cérébrales chez le rat
par des injections intraveineuses d’agents mutagènes. Les deux agents les plus couramment utilisés
furent le N -Méthyl-N -nitrosourée (NMU), injecté de manière hebdomadaire chez les rats adultes,
et le N -nitroso-N -éthylurée (ENU), affectant plus particulièrement les gamètes.

Ce travail de thèse implique trois cultures cellulaires de gliome de rat, les lignées C6, 9L et
F98, et plus particulièrement les F98 et les 9L. Ces cellules sont toutes cultivées en adhérence. Le
tableau de la figure A.2 récapitule leurs principales caractéristiques ainsi qu’une observation au
microscope de ces cellules en culture. Les trois lignées ont un temps de doublement plutôt rapide,
un peu moins d’une journée.

La lignée cellulaire F98 a été isolée par Weschler et al. après une injection intraveineuse
d’ENU à des rattes Fischer gestantes, causant ainsi le développement de tumeurs spontanées chez
les ratons. Cette lignée est aujourd’hui disponible sur ATCC. Les cellules en culture se présentent
le plus souvent comme des cellules fusiformes ou de forme triangulaire. Elles mesurent 10 µm de
diamètre environ en suspension [Taup 13].

La lignée cellulaire 9L a été établie par Benda et al. en injectant de manière répétée de la
NMU par voie intraveineuses à des rats Fischer adultes. La lignée 9L utilisée sur la ligne biomédicale
ID-17 de l’ESRF a été apportée en 1997 par Géraldine Le Duc, qui l’a obtenue du Brookhaven
National Laboratory de New York [Bouc 12]. Les cellules 9L sont dites dérivées d’un “gliosarcome” :
il s’agit bien d’une tumeur originaire de la glie, tout comme les gliomes, mais celle-ci, par sa
croissance, va déclencher des propriétés néoplasiques chez d’autres éléments du tissu de soutien
alentour (les méninges par exemple). Les cellules 9L en culture sont des cellules effilées, un peu plus
grandes en moyenne que les F98, bien que nous utiliserons aussi la valeur de 10 µm de diamètre.

La lignée C6 a été établie par Benda et Schmidek en déclenchant des tumeurs spontanées
chez le rat Wistar adulte par exposition répétée à la NMU [Grob 02]. Les cellules tumorales C6
proviennent de ATCC. Une fois en culture, elles présentent une morphologie variable selon les condi-
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A.2 Culture cellulaire

Figure A.2 – Tableau récapitulatif des cellules tumorales utilisées. Les images ont toutes été prises avec le microscope
du laboratoire.

tions auxquelles elles sont exposées [Bart 09]. Elles sont plutôt allongées et possèdent fréquemment
plusieurs pseudopodes. Les cellules C6 disposeraient de certaines capacités de cellules souches
cancéreuses, comme l’auto-renouvellement ou la différenciation en d’autres types cellulaires plus
matures in vitro [Bart 09].

A.2.2 Monocytes et macrophages

Il existe principalement deux méthodes pour étudier le comportement ou les spécificités d’un
type cellulaire dans une situation donnée. La première solution consiste à utiliser des lignées immor-
talisées du type cellulaire correspondant, par exemple les lignées commerciales d’ATCC (American
Type Culture Collection), que l’on peut cultiver aisément pendant de nombreux cycles cellulaires.
La deuxième solution repose sur la mise en place d’une culture de cellules primaires, c’est-à-dire
issues de tissus provenant d’animaux ou de biopsies par exemple. Les deux méthodes ont toutes
deux leurs avantages et leurs inconvénients, et leur emploi dépend de ce que l’on souhaite montrer
au cours des expériences.

A.2.2.1 Lignées commerciales

Nous avons, dans un premier temps, étudié le comportement des lignées commerciales de
monocytes-macrophages. En effet, la mise en place de ce type de culture est généralement assez
aisée et permet d’obtenir des populations relativement homogènes “à l’infini” (pendant plusieurs
dizaines de cycles cellulaires au minimum). Ces lignées expriment in vitro des propriétés semblables
à leur analogue in vivo, dont le chimiotactisme 1, la phagocytose, l’activité d’enzymes ou encore la
cytotoxicité à médiation cellulaire dépendante des anticorps 2 [Snyd 77]. Il est aussi possible d’ajou-
ter ou retirer artificiellement certains attributs à ces lignées pour étudier leur influence au cours
des processus biologiques.

Des quatre lignées de monocytes-macrophages utilisées, trois sont issues de lymphomes ou de
leucémies. Les lymphomes et les leucémies sont des cancers initiés par les lymphoblastes, c’est-à-
dire des cellules encore dans un stade de développement intermédiaire mais pouvant notamment
se différencier en globules blancs. Ces cellules peu différenciées se mettent alors à proliférer de

1. Le chimiotactisme représente la capacité d’une cellule à se déplacer en direction (ou à l’opposé) d’une substance
ou d’une cellule cible.

2. La cytotoxicité à médiation cellulaire dépendante des anticorps (ou ADCC, de l’anglais Antibody-Dependent
Cell-mediated Cytotoxicity) permet aux cellules immunitaires de lyser, c’est-à-dire détruire, des cellules cibles por-
teuses de marqueurs spécifiques sur leur membrane.
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manière anarchique, tout en conservant certaines propriétés qui leur étaient spécifiques : c’est en
cela que réside leur intérêt, car elles permettent ainsi l’étude de certaines propriétés communes aux
monocytes-macrophages tout en bénéficiant d’une lignée “immortalisée”.

Cependant, ces différentes lignées de monocytes-macrophages n’expriment pas de façon ho-
mogène les mêmes spécificités que leurs homologues in vivo : par exemple, si certaines sont capables
de chimiotactisme comme les globules blancs in vivo, d’autres lignées seront au contraire incapables
de migrer. Il est important d’être conscient de ce caractère “dénaturé” des cellules de lignée : selon
ce que l’on souhaite étudier dans les expériences in vitro, certaines lignées seront donc à proscrire.
Le tableau de la figure A.3 résume les caractéristiques principales des quatre lignées utilisées.

La lignée J774A.1 est la lignée cellulaire la plus utilisée dans cette thèse. Elle est issue d’un
lymphome osseux chez la souris.

La lignée RAW 264.7 est une lignée murine provenant d’une leucémie induite par un virus,
le virus de la leucémie murine d’Abelson, qui contamine les cellules lymphöıdes.

Figure A.3 – Tableau récapitulatif des monocytes/macrophages de lignée utilisés. Les cellules sont toutes issues
d’ATCC. Les images ont toutes été prises avec le microscope du laboratoire à l’exception de celle des NR8383 (obtenue
sur le site de ATCC).

Dans une de leurs études, Chamberlain et al. comparent les lignées J774A.1 et RAW264.7 avec
des monocytes-macrophages murins primaires cultivés à partir de la moëlle osseuse des tibias et
fémurs et différienciés pendant 7 jours. Ils observent que les cellules de lignée sont plus petites et
plus rondes et présentent moins d’extensions cytoplasmiques [Cham 09]. Elles semblent donc être
sous une forme moins mature que les cellules primaires après différenciation, qui sont plus étalées et
comportent des pseudopodes. Cette observation est confirmée par la caractérisation des marqueurs
de surface des cellules : tandis que le marqueur F4/80 se retrouve plutôt sur les macrophages très
différenciés, le marqueur CD14 et le récepteur Fc sont eux plutôt caractéristiques de cellules moins
différenciées. Grâce à cette étude, Chamberlain et son équipe affirment que les cellules au stade le
plus différencié sont les macrophages primaires, puis les J774A.1, et enfin les RAW 264.7 qui se
révèlent être les moins matures. Ils soulignent aussi que, pour les RAW 264.7, l’exposition au LPS
n’engendre pas de régulation positive de l’interleukine IL-6 (une cytokine pro-inflammatoire) : cette
lignée n’est donc a priori pas adaptée pour l’étude de l’inflammation.

La lignée P388D1 (lignée ATCC CCL-46) a été créée dans les années 1970 à partir de lympho-
blastöıdes murins issus d’un lymphome. Valable et son équipe ont montré que ces cellules étaient
capables de chimiotactisme et d’internalisation du fer [Vala 07]. Une sous-lignée des CCL-46, les
ATCC TIB-63, a été bien plus exploitée que la lignée CCL-46. L’équipe de Snyderman a d’ailleurs
comparé cette sous-lignée à des macrophages primaires péritonéaux. Ces études ont révélé que la
lignée P388D1 TIB-63 ne montrait pas de capacité de migration aléatoire ou d’activité de chimio-
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tactisme significatif face aux substances testées -qui ont pourtant attiré les macrophages primaires.
De plus, cette lignée est peu capable de phagocytose. Par contre, leur cytotoxicité à médiation cel-
lulaire dépendante des anticorps est active et fonctionnelle [Snyd 77]. Il n’est toutefois pas certain
que ces résultats soient transposables aux CCL-46, bien que les TIB-63 en soient issues.

Au contraire de ces trois lignées issues d’une maladie menant les cellules à proliférer anarchi-
quement, les NR-8383 sont issus de tissus sains. Il s’agit d’une culture de macrophages avéolaires
de rats. Malgré nos efforts, nous ne sommes pas parvenus à faire proliférer activement cette lignée.

Dans son étude, Helmke et al. compare les NR-8383 avec des macrophages alvéolaires primaires
et conclut que l’utilisation de la lignée permet d’obtenir des résultats plus reproductibles et de
modéliser in vitro de nombreuses activités spécifiques des macrophages. Cette lignée est, de plus,
capable de phagocytose et exprime le récepteur Fc [Helm 89].

Les différentes cellules de lignées de monocyte-macrophages présentent une importante hétéro-
généité d’activités biologiques. Si aucune ne semble adaptée pour modéliser le comportement d’un
monocyte ou d’un macrophage primaire in vivo, chacune peut se révéler utile pour comprendre les
paramètres associés à une ou plusieurs fonctions spécifiques des macrophages [Snyd 77]. De plus,
chez un être vivant, les macrophages exposent aussi une très grande hétérogénéité de propriétés
selon le tissu dans lequel ils ont été recrutés.

A.2.2.2 Monocytes / macrophages primaires

Les Mo/Ma primaires utilisés lors de ces travaux de thèse sont issus de la moëlle osseuse des
tibias et fémurs des rats donneurs. Les monocytes indifférenciés ainsi prélevés sont ensuite cultivés
dans du milieu de culture complet (voir section B.6.2) contenant du surnageant de culture de cel-
lules tumorales L929. L’exposition des monocytes aux molécules provenant des L929 va provoquer
leur différenciation en macrophages. En effet, les cellules tumorales L929 en culture produisent du
M-CSF (Macrophage Colony-Stimulating Factor en anglais) [Weis 08], une cytokine déclenchant la
différenciation des cellules souches hématopöıétiques en macrophages (ou en d’autres types cellu-
laires liés). Ce phénomène est quelque peu similaire à la différenciation d’un monocyte causée par
les signaux envoyés par les tissus dans lesquels il a été recruté. La figure A.4 illustre le procédé de
culture de macrophages primaires.

La figure A.5 représente l’évolution de la maturation des monocytes sur six jours. Les cellules,
initialement peu différenciées, sont suspension lors des premiers jours, puis adhèrent peu à peu
au cours de leur maturation. Toutes les cellules ne se différencient pas de manière simultanée :
ainsi, à chaque moment, les flasques contiennent des cellules à différents stades d’évolution. Les
macrophages ainsi différenciés sont dits “polarisés M0”. Pour les spécialiser M1 ou M2, il faut
ensuite les exposer à un autre milieu conditionné (contenant par exemple du LPS pour le type M1,
et de l’IL4 pour le type M2).

Le mélange de cellules injecté contient donc à la fois des monocytes, en suspension, et des macro-
phages à différents stades de maturation, adhérents dans la flasque de culture. Ceci n’est pas gênant
du point de vue de notre expérience de Cheval de Troie car les monocytes et les macrophages ont
chacun des propriétés intéressantes. Il faut bien noter que, chez un être vivant, les cellules circulant
dans le sang et migrant à travers les vaisseaux sanguins sont les monocytes, c’est-à-dire des cellules
encore indifférenciées. C’est seulement une fois dans les tissus que les monocytes se différencient
en macrophages. Injecter des monocytes permet d’exploiter leurs capacités de migration : en effet,
nous ne savons pas si un macrophage très différencié sera encore capable de migrer à travers la
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Figure A.4 – Schéma représentant la méthode de culture des monocytes-macrophages primaires issus de la moëlle
osseuse retirée des tibias et fémurs de rats donneurs. Les monocytes sont différenciés pendant plusieurs jours par la
culture en milieu conditionné de surnageant de culture de L929.

BHE aussi efficacement qu’un monocyte. D’un autre côte, un monocyte peu différencié ne pourra
peut-être pas internaliser une masse de fer suffisante pour obtenir un effet thérapeutique, tandis
que les macrophages sont connus pour leurs capacités évoluées de phagocytose.

Figure A.5 – Suivi de la maturation des Mo/Ma primaires de rats sur 6 jours au microscope optique du laboratoire
(x20). En suspension lors des premiers jours, les cellules deviennent peu à peu adhérentes au cours de leur maturation.

A.3 Agents de contraste

Les agents de contraste ont pour objectif d’augmenter le contraste de certaines structures bio-
logiques ou des fluides lors d’une imagerie médicale de façon à les rendre plus visibles. Ils mettent
ainsi en valeur certaines zones qui se confondraient sinon avec le reste des tissus. Leur principe
de fonctionnement varie selon la modalité d’imagerie. Les agents de contraste utilisés en radiogra-
phie, fréquemment à base d’iode, absorbent fortement les rayons X et créent ainsi un contraste
avec les tissus. Les agents de contraste en IRM, souvent à base de gadolinium, sont choisis pour
leurs propriétés magnétiques. En quelques mots, l’IRM fonctionne grâce aux interactions entre les
protons des atomes d’hydrogène présents dans le corps (majoritairement dans l’eau) et un champ
magnétique intense délivré par un puissant aimant couplé à une onde radiofréquence. Le signal
IRM renvoyé par les tissus est propre à la nature du tissu (structure organisée ou non, solide ou
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liquide, ...). L’agent de contraste injecté modifie les caractéristiques magnétiques des tissus et donc
leur comportement en IRM, donnant ainsi un signal plus fort et changeant les zones de contraste
de l’image.

Les agents de contraste au Gd, communément utilisés en IRM, sont bien plus petits que les
NPs Fe que nous avons utilisées : ils contiennent un unique atome de Gd par molécule. Les atomes
de Gd libres ne sont pas directement injectés comme agent de contraste à cause de la toxicité
inhérente de l’ion Gd3+. Le fait que le rayon ionique du Gd3+ soit proche de celui du Ca2+ peut
expliquer en partie sa toxicité. Le Gd libre entre donc en compétition avec le Ca2+ dans les processus
physiologiques qui impliquent ce dernier et peut prendre sa place, inhibant l’activité de certaines
enzymes par exemple [Rogo 16]. Ces troubles sont à l’origine de phénomènes biologiques nuisibles
pour l’être vivant et peuvent engendrer une toxicité. Pour remédier à ce problème, tous les agents
de contraste au Gd utilisent un ligand pour envelopper l’ion libre, empêchant ainsi les interactions
avec les composés biologiques.

Structurellement, les agents de contraste au Gd peuvent être divisés en deux groupes selon
le type de ligand qui entoure l’atome de Gd libre. On différencie les agents linéaires des agents
macrocycliques. Les agents linéaires ont un ligand moléculaire organique allongé qui s’enroule au-
tour de l’ion un peu de la manière dont un serpent s’enroulerait autour de sa proie. Les agents
macrocycliques forment une structure de cage où l’ion se retrouve piégé dans la cavité centrale.

Figure A.6 – Différences entre les structures des agents de contraste Magnevist et Dotarem, d’après [Aime 06].

A présent, une dizaines d’agents de contraste au Gd sont commercialisés aux Etats-Unis, en
Europe et au Japon. Ils sont tous non spécifiques et se distribuent principalement dans l’espace
interstitiel extracellulaire, à l’exception de l’Eovist qui se concentre dans le foie.

Le Magnevist, ou acide gadopentétique, possède un ligand linéaire de type DTPA (cf Fig.
A.6). Il s’agit du premier agent de contraste au Gd à avoir été commercialisé dans le monde entier.
Il a été approuvé par la FDA (la Food and Drug Administration, Agence américaine des produits
alimentaires et médicamenteux) en 1988, ce qui explique en partie que l’expérience clinique de ce
composé soit si développée.

Le Dotarem, ou acide gadotérique, possède un ligand macrocyclique de type DOTA. Il est
diffusé en Europe depuis 1989 mais son entrée aux Etats-Unis est plus récente (2013). Il possède la
constante d’équilibre la plus élevée des sept agents commercialisés : en d’autres mots, il s’agit du
composé pour lequel l’atome de Gd est le plus fortement lié à son ligand [Bell 08].

Ces deux agents de contrastes ont la même concentration de Gd dans la solution injectable : 78.5
mg (Gd)/mL. Une fois injectés, ils ne sont en théorie pas métabolisés et sont éliminés par filtration
rénale, avec un temps de demie-vie caractéristique de 10 minutes pour le Magnevist contre 9h
au moins pour le Dotarem [Bell 08]. Aujourd’hui, c’est surtout le Dotarem, plus stable, qui est
utilisé. Les lots de Magnevist sont d’ailleurs officiellement rappelés depuis le 15 janvier 2018, en
même temps que l’Omniscan, suite à la fin des AMM pour ces produits. Ces agents linéaires sont
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suspendus ou restreints à cause de leur propension jugée trop importante à libérer le Gd, source de
toxicité.

A.4 Modèles tumoraux

A.4.1 Rôle des modèles animaux pour l’étude des tumeurs

L’étude in vitro de l’influence d’un traitement sur des lignées tumorales permet déjà de don-
ner quelques informations concernant la potentielle efficacité de ce traitement et de construire les
premières hypothèses quant aux mécanismes en jeu. Cependant, un modèle cellulaire in vitro ne
peut pas rendre compte de la totalité des phénomènes engendrés par ce traitement chez les fu-
turs patients. En effet, celui-ci ne peut pas reproduire les interactions ayant lieu in vivo entre les
cellules tumorales et les tissus adjacents : ainsi, la contribution du micro-environnement tumo-
ral, les conséquences de l’infiltration des cellules dans les tissus sains, l’angiogénèse ou la réponse
inflammatoire ne sont alors pas pris en compte [Sime 14].

Le rôle premier d’un modèle animal est de reproduire autant que possible les causes et les ca-
ractéristiques biologiques de la maladie humaine correspondante afin de comprendre les mécanismes
de son développement et d’identifier les traitements efficaces [Sime 14]. Idéalement, appliqué au cas
des gliomes, un modèle animal comporterait les éléments suivants :

- les cellules tumorales sont dérivées de cellules gliales, ayant ainsi la même origine que les
gliomes humains. La localisation anatomique du modèle tumoral est identique à celle du
gliome humain.

- les caractéristiques histologiques du modèle tumoral sont semblables à celles des gliomes
humains : le modèle tumoral impacte la BHE et possède une architecture hétérogène avec
mise en place d’une néovascularisation, les cellules sont très invasives et les tumeurs ne sont
pas ou peu immunogéniques [Bart 09].

- le modèle permet l’étude des thérapies (ce qui suppose une survie des animaux porteurs
de tumeur suffisamment longue pour permettre l’étude), et la réponse des animaux à un
traitement permet de prédire la réponse de ce traitement chez l’homme.

Au cours de cette thèse, les modèles tumoraux choisis furent des modèles orthotopiques 3 de
gliome chez le rat. De plus, il s’agit de modèles syngéniques : pour chaque modèle, la lignée de
cellules tumorales est suffisamment proche génétiquement de l’animal pour ne pas déclencher de
réaction immunitaire suite à leur injection -comme cela peut être le cas lors d’un rejet dans le cas
d’une greffe. Si le modèle n’était pas syngénique, la tumeur serait alors attaquée par le système
immunitaire de l’animal, ce qui fausserait la transposition à l’homme car le gliome humain est
rarement immunogénique. Les trois modèles tumoraux utilisés sont répertoriés dans le tableau de
la figure A.7.

Il y a plusieurs avantages à travailler sur les modèles de rats pour l’étude des tumeurs cérébrales.
Les publications référençant l’étude d’un modèle animal de gliome sont bien plus nombreuses chez le
rat que chez la souris. De plus, la taille d’un cerveau de rat étant supérieure à celle d’un cerveau de
souris, l’implantation de la tumeur est plus précise [Bart 09]. Cependant, les expériences impliquant
des rats sont plus coûteuses pour un même nombre d’animaux que les expériences impliquant des
souris. De plus, les études en immuno-histologie sont plus limitées chez le rat car il existe moins

3. “Orthotopique” signifie que les cellules tumorales sont injectées à l’emplacement anatomique de la tumeur à
l’origine de ces cellules. Il s’agit donc d’un modèle pour lequel des cellules de gliome sont injectées dans le cerveau.
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d’anticorps monoclonaux contre les marqueurs de surface et les chemokines des cellules de rat
disponibles chez les fournisseurs par rapport à la souris.

Le protocole précis d’implantation est décrit rapidement dans la section B.6.1. Rapidement, il
s’agit d’implanter des cellules de gliome dans le cerveau de l’animal anesthésié, par le biais d’une
aiguille et d’un cadre stéréotaxique permettant de régler avec précision les coordonnées exactes de
l’injection des cellules. Les cellules tumorales doivent être déposées au même endroit pour tous les
rats de façon à obtenir un modèle le plus reproductible possible. Toutes les expériences impliquant
des animaux au cours de cette thèse ont été approuvées par le comité d’éthique de l’ESRF.

A.4.2 Le modèle tumoral F98

L’un des deux modèles les plus fréquemment utilisés dans ces travaux de thèse est le modèle de
gliome F98 chez le rat Fischer. Selon les expériences, 1000 à 5000 cellules tumorales sont implantées
dans le noyau caudé du rat. Le gliome en résultant est une tumeur très infiltrante capable de créer
des néovaisseaux sanguins. Les cellules tumorales envahissent massivement les tissus sains voisins,
et il est possible de trouver des ı̂lots de cellules tumorales à des distances variées de la masse
tumorale principale. Habituellement, le coeur de la tumeur devient peu à peu nécrotique au cours
de son développement et se compose alors de cellules tumorales fantômes, plus grandes que la
normale et dont le noyau a disparu [Bart 09]. Le fait que le modèle F98 soit à la fois faiblement
immunogénique et infiltrant le rend comparable aux gliomes humains. Il est complexe à traiter
car l’injection de 100 cellules dans le noyau caudé du rat suffit pour entrâıner la mort de 100%
des animaux [Bart 09]. Dans le cas d’un traitement des animaux par radiothérapie, l’existence de
quelques cellules infiltrées vivantes en dehors de la zone irradiée suffit pour que la tumeur rechute
à ce nouvel endroit du cerveau [Math 07].

A.4.3 Le modèle tumoral 9L

Un autre modèle reviendra souvent au cours de cette étude : il s’agit du gliome 9L chez le rat
Fischer. Le gliome 9L est le modèle le plus communément utilisé dans la littérature pour étudier
les tumeurs cérébrales chez le rongeur [Bart 09]. 104 cellules 9L en suspension dans 1 µl de milieu
de culture sont injectées dans le noyau caudé du rat, pour une irradiation prévue 10 jours après
l’implantation. La tumeur ainsi formée a été caractérisée par Audrey Bouchet pendant sa thèse
[Bouc 12], et le protocole a été optimisé dans ses travaux de façon à rendre ce modèle reproductible
et stable dans le temps (le modèle n’a pas évolué sur 2 à 3 ans).

Les modèles 9L montrent des signes de réponse inflammatoire et sont très vascularisés. Leur
croissance est exponentielle, et leurs capacités d’infiltration semblent varier selon les protocoles. En
effet, dans le review de Barth, le modèle 9L est qualifié de peu infiltrant : la tumeur aurait une
délimitation nette et peu de cellules envahiraient les tissus sains périphériques [Bart 09]. Cependant,
l’étude immunohistologique du modèle 9L de la ligne ID-17 montre l’infiltration du tissu sain
périphérique par des cellules proliférantes. Des ı̂lots de cellules tumorales se développeraient aussi
hors de la zone tumorale principale [Bouc 12]. Enfin, malgré la réaction inflammatoire qu’elle peut
provoquer, la progression tumorale de ce modèle est telle que, malgré les réactions immunitaires
visant à détruire la tumeur, aucune régression tumorale spontanée n’a été observée [Bouc 12] -ce
qui est contraire à l’observation d’autres auteurs.
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A.4.4 Le modèle tumoral C6

Le modèle tumoral C6 chez le rat Wistar sera aussi utilisé dans ces travaux de thèse lors
d’études pilote. Le modèle C6 a largement été utilisé en neuro-oncologie pour tester différents
types de traitements (e.g. chimiothérapie, radiothérapie, thérapie photodynamique) [Bart 09]. Lors
de l’implantation, 100 000 cellules dans 5 µL de milieu sont injectées dans le noyau caudé de
l’animal [Grob 02]. La tumeur ainsi contractée possède des néovaisseaux sanguins intratumoraux
et les cellules néoplasiques infiltrent les tissus sains adjacents à la masse tumorale principale. Une
fois le stade de croissance assez avancé, la tumeur peut présenter plusieurs foyers de nécrose épars.
Toutefois, le modèle C6 reste peu représentatif du gliome humain : ses capacités invasives restent
restreintes et le modèle ne montre pas la même hétérogénéité que son homologue humain. De
plus, les tumeurs C6 sont immunogéniques même chez le rat Wistar (dont sont issues les cellules
néoplasiques), ce qui constitue une limite selon les études que l’on souhaite aborder sur ce modèle.

Figure A.7 – Tableau comparatif des modèles tumoraux utilisés. D’après [Bart 09] et [Bouc 12]. En pratique, les
propriétés d’un même modèle peuvent varier d’un laboratoire à l’autre : les caractéristiques des modèles F98, 9L et
C6 présentées ici sont relatives aux modèles de l’équipe de Barth. Le modèle 9L de l’équipe RSRM (implantée sur la
ligne ID-17) a été caractérisé par Audrey Bouchet et ne possède pas les mêmes propriétés que le modèle 9L de Barth
et al..

Quel est alors le modèle idéal ? Il est important de comprendre les avantages et les limites de
chaque modèle. Par exemple, l’utilisation de modèles immunogéniques chez le rat immunocompétent
pour modéliser le gliome humain est discutable. Le concept de modèle idéal reste vague et semble
plutôt dépendre du contexte. Ceci est bien illustré par la comparaison des éléments définissant un
modèle idéal présentés d’un côté par [Sime 14] et d’un autre côté par [Bart 09]. Dans un premier cas,
le modèle idéal est défini comme représentatif de l’hétérogénéité entre les différentes tumeurs des
différents patients. Dans un second cas, le modèle idéal permet au contraire d’obtenir des croissances
tumorales reproductibles et prévisibles. La définition du modèle idéal semble donc plutôt liée au
type d’étude que l’on souhaite mener avec le modèle. De façon très schématique, on pourrait le
décrire ainsi : s’il s’agit de discriminer significativement entre plusieurs conditions de traitement
sans sacrifier de très nombreux animaux, un modèle plutôt homogène semble indiqué, comme le 9L.
Si l’on souhaite finaliser une étude de faisabilité d’un traitement pour un futur transfert à l’homme,
un modèle hétérogène semble plus recommandé, comme le F98. Néanmoins, il est certain qu’un
modèle reste un modèle : ce n’est pas parce qu’un traitement est efficace chez le rat qu’il le sera
nécessairement chez chez l’homme et avec la même intensité. Toutefois, s’il n’est pas ou peu efficace
chez le rat, il y a peu de chance qu’il le soit chez l’homme.
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A.5 Sources de rayons X disponibles

Plusieurs sources de rayons X ont été utilisées au cours de cette thèse. Il s’agissait, d’une part,
d’employer les rayons X à des fins thérapeutiques : dans le cadre de notre projet, les expériences
ayant pour objectif de tester le potentiel des NPs Fe pour augmenter le dépôt de dose dans la tumeur
lors d’une radiothérapie ont eu lieu sur la ligne ID-17 de l’ESRF, en utilisant soit le générateur
de rayons X, soit le faisceau synchrotron. D’autre part, le rayonnement X synchrotron a aussi été
exploité pour imager cellules et animaux : ces expériences ont eu lieu sur les lignes ID-17 et ID-16.

Le générateur de rayons X et le synchrotron reposent tous deux sur le même phénomène
physique : le rayonnement continu de freinage, ou pertes Bremsstrahlung. D’après les équations
de Maxwell, toute particule chargée dont la vitesse varie produit un rayonnement
électromagnétique. Par “vitesse”, on entend “vecteur vitesse”, c’est-à-dire à la fois la norme (la
“valeur” de la vitesse que l’on utilise communément) et la direction de cette vitesse. En conséquence,
dévier une particule chargée causera l’émission d’un rayonnement électromagnétique et donc une
perte d’énergie de la particule. Ce rayonnement électromagnétique est composé, dans le cas qui
nous intéresse, de rayons X et est émis de manière tangentielle à la trajectoire des électrons.

A.5.1 Tube à rayons X conventionnel

Un générateur de rayons X est le plus souvent composé d’un tube à rayons X, d’un générateur
haute tension et d’un système de refroidissement pour l’anode. Les premiers générateurs de rayons
X utilisés fournissaient des rayons X de basse énergie (énergie maximale : 200 keV). Les énergies
moyennes (énergies maximales : 200 keV à 1 MeV) sont apparues dans les années 1930 et ont
été très largement employées pour les traitements superficiels. Aujourd’hui, les faisceaux les plus
couramment utilisés sont les faisceaux à haute énergie (énergies maximales : 6 à 10 MeV), qui
permettent le traitement des tumeurs d’une profondeur supérieure à 2 cm [Reti 15].

Le principe de fonctionnement du tube à rayons X est le suivant : les électrons sont
libérés de la cathode chauffée puis accélérés dans le vide par un champ électrique. Ils sont projetés
vers une pièce de métal cible, l’anode. Les électrons interagissent alors dans le métal : les collisions
engendrent une émission de chaleur et de rayons X par pertes Bremsstrahlung. Le spectre qui en
résulte est un spectre de rayons X continu, causé par le rayonnement de feinage, couplé à des pics
étroits à certaines énergies spécifiques qui sont caractéristiques du métal de la cible. Le spectre
s’arrête abruptement pour une longueur d’onde minimale ; cette limite liée à l’énergie maximale
des électrons. Par exemple, prenons le cas d’un tube à rayons X accélérant des électrons grâce à un
champ électrique de 200 kV. L’électron acquiert donc une énergie cinétique de 200 keV. Lorsqu’il
entre en collision avec la cible, il peut être dévié par les noyaux des atomes de la cible (chargés
positivement) et émettre ainsi un ou des photons Bremsstrahlung. L’énergie maximale des photons
sera de 200 keV, ce qui correspond au cas où l’électron s’arrête et cède toute son énergie à un unique
photon (conservation de l’énergie). Les photons émis ont donc une énergie inférieure ou égale à 200
keV, ce qui correspond à une longueur d’onde d’au minimum 6.2 nm 4. En réalité, un électron va
habituellement émettre plusieurs photons, chacun ayant donc une énergie inférieure à 200 keV pour
respecter la conservation de l’énergie. C’est pourquoi le spectre est polychromatique. On considère
en général que l’énergie moyenne se situe à environ 2/3 de l’énergie maximale. Le générateur de
rayons X de la ligne ID-17 possède un spectre polychromatique de photons allant de 10 à 200 keV,

4. D’après la relation de Planck-Einstein, E = hc/λ, avec E l’énergie du photon en J, h la constante de Planck, c
la vitesse de la lumière dans le vide et λ la longueur d’onde du photon
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illustré dans la figure A.10. Il est possible, en utilisant la filtration appropriée, de fixer l’énergie
moyenne des photons à 50 keV, même si le spectre reste polychromatique.

Dans la littérature, on trouve des unités variées permettant de caractériser le spectre
des photons émis grâce aux propriétés de la machine. Comme vu précédemment, la tension
(en V) est directement reliée à l’énergie cinétique des électrons, et donc à l’énergie maximale des
photons émis. Il est ainsi commode de se représenter l’énergie des photons en électron volt (eV), 1
eV étant l’énergie gagnée par un électron accéléré dans un potentiel de 1 V. De plus, si l’on souhaite
travailler en longueur d’onde, l’énergie d’un photon y est reliée par la relation de Planck-Enstein
décrite précédemment en note de bas de page. Enfin, certaines publications utilisent l’unité du
kVp (de peak kilovoltage), qui fait référence aux équipements plus anciens dans lesquels la tension
n’était pas délivrée de façon continue et variait périodiquement. Le kVp indiquait alors la tension
maximale appliquée au tube à rayons X. Il est donc lié à la plus haute énergie cinétique des électrons
frappant la cible, et donc à l’énergie maximale du spectre des photons émis. Les générateurs plus
modernes appliquant un potentiel constant : dans ce cas, le kVp et la tension continue délivrée kV
sont identiques.

Le générateur de rayons X de la ligne ID-17 permet de réaliser des expériences préliminaires
à basses énergies et en rayonnement polychromatique. De plus, son accès pour les expériences est
plus aisé que le faisceau synchrotron, pour lequel où il faut candidater à un temps de faisceau. Dans
le cadre de nos études, nous travaillons, avec le synchrotron, à des énergies bien plus basses que les
énergies des photons utilisés en cliniques.

A.5.2 L’ESRF, source de rayonnement synchrotron

Dans le domaine de la physique des accélérateurs de particules, l’émission Bremsstrahlung
a longtemps été considérée comme un phénomène parasite : en effet, l’heure était à la création
d’accélérateurs de plus en plus puissants. L’énergie délivrée par mètre d’accélérateur étant techni-
quement limitée, les énergies records ne pouvaient être atteintes qu’en construisant des accélérateurs
de plus en plus longs, ou en faisant “boucler” ces accélérateurs, d’où la naissance des accélérateurs
ciculaires. Cependant, d’après les lois de Maxwell, une particule chargée effectuant un mouvement
circulaire émet un rayonnement Bremsstrahlung, dit “rayonnement de freinage” : la particule perd
ainsi de l’énergie. Ce n’est qu’un peu plus tard que des physiciens se sont intéressés aux propriétés
de ce rayonnement et ont greffé des expériences sur les accélérateurs pour étudier ce phénomène. De-
puis les années 1980, des machines consacrées à la production du rayonnement Bremsstrahlung sont
construites : ce sont les synchrotrons. Le rayonnement électromagnétique de très grande intensité
émis par ces sources possède un spectre continu allant de l’infrarouge aux rayons X durs.

A.5.2.1 Production du rayonnement synchrotron

L’ESRF (European Synchrotron Radiation Facility) est une installation européenne établie à
Grenoble qui fut inaugurée en 1994. Sa gouvernance internationale comporte 22 états partenaires
et ses collaborations s’étendent bien au-delà de l’Europe, impliquant aussi récemment la Russie et
l’Inde. De nombreux laboratoires demandent des temps d’accès au rayonnement et ce sont 9000
scientifiques venant du monde entier qui sont accueillis sur le site par année (esrf.eu).

L’ESRF est un synchrotron de troisième génération, évoluant vers la quatrième génération
depuis le lancement en 2009 d’un programme d’amélioration des performances. La génération d’un
synchrotron est liée à l’énergie maximale atteinte par les électrons, dont dépend la brillance, une
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des grandeurs permettant de rendre compte de la qualité de la source. Schématiquement, plus les
électrons sont accélérés, plus le spectre émis contiendra des composantes hautement énergétiques :
par exemple, des électrons accélérés à 6 GeV (comme pour la troisième génération de synchrotron)
permettent d’obtenir une composante de rayons X “durs” (“hautement” énergétiques) dans le
spectre émis. La brillance décrit le nombre de photons émis par seconde, par mm2, par mrad2

(divergence angulaire) et pour une bande passante d’énergie égale à 0.1% de l’énergie considérée
(c’est-à-dire concernant les photons dont l’énergie est comprise dans un intervalle ayant pour centre
la valeur de l’énergie considérée et pour largeur 0.1% de cette énergie). En d’autres termes : plus
la brillance est grande, et plus il y a de photons d’une longueur d’onde et d’une direction donnée
concentrés en un point par unité de temps.

Figure A.8 – Principe de fonctionnement du synchrotron (d’après une image provenant de esrf.eu). Après avoir été
accélérés jusqu’à 200 MeV dans le Linac, les électrons sont acheminés dans le booster synchrotron où ils sont à
nouveau accélérés jusqu’à 6 GeV. Ceux-ci rejoignent ensuite l’anneau de stockage où ils sont maintenus à 6 GeV.

L’ESRF, comme tout synchrotron, est composé de plusieurs éléments, principalement : le Linac,
le booster synchrotron et l’anneau de stockage (cf Fig. A.8). Les électrons de l’ESRF sont émis
par un canon à électrons, puis accélérés dans le Linac, un accélérateur linéraire de 16 m de long,
jusqu’à 200 MeV. Les électrons sont ensuite injectés dans le booster où ils sont accélérés jusqu’à leur
énergie maximale de 6 GeV. Le booster mesure 300 m de circonférence et contient de nombreuses
cavités radiofréquence permettant d’accélérer les électrons. Les électrons ayant atteint 6 GeV sont
injectés dans l’anneau de stockage, où ils circulent dans le vide (10−9 mbar) à une vitesse proche
de celle de la lumière. Lorsque les électrons sont déviés par les aimants de courbure ou par les
éléments d’insertion, ils perdent peu à peu leur énergie en émettant le rayonnement de freinage
Bremsstrahlung. L’anneau de stockage contient donc 6 cavités radiofréquence qui redonnent
de l’énergie aux électrons afin de compenser ce qu’ils ont perdu par les pertes Bremmstrahlung.
Toutefois, lorsque leur énergie devient trop basse, de nouveaux électrons accélérés à 6 GeV par le
booster sont injectés. C’est ce que l’on appelle le “refill”.

Les électrons qui circulent dans l’anneau de stockage peuvent être vus comme des charges qui
se déplacent : il y a donc création d’un courant, appelé le courant de la machine. De là en
découle l’intensité maximale du faisceau de photons. Le courant varie en fonction du “mode de
remplissage” dans lequel la machine est utilisée, c’est-à-dire du nombre de paquets d’électrons
circulant dans l’anneau et de la manière dont ils disposés les uns par rapport aux autres (i.e. le 4
ou 16-bunch filling mode dans lequel 4 ou 16 paquets d’électrons sont répartis dans l’anneau, ou
encore le Uniform filling mode dans lequel 992 paquets d’électrons sont uniformément répartis). La
valeur maximale du courant de la machine varie classiquement entre 20 et 200 mA selon le mode

279
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de remplissage.

L’anneau de stockage mesure 844 m de circonférence et n’est pas à proprement parler “circu-
laire”. Il s’agit plutôt d’un polygone comprenant 32 sections rectilignes et 32 sections courbes. Dans
chaque section rectiligne, des aimants de focalisation contraignent les électrons à rester groupés au-
tour de leur trajectoire optimale. Dans chaque section courbe, un aimant de courbure dévie les
électrons de façon à les orienter vers la section suivante. Pour cela, les aimants de courbure génèrent
un champ magnétique perpendiculaire à la trajectoire des électrons : les électrons sont ainsi déviés
par la force de Lorentz et émettent un rayonnement dirigé de façon tangentielle à la courbure
(comme illustré la figure A.9 A). Les initiales BM, pour Bending Magnet (“aimant de courbure”)
désignent aussi les lignes de lumière utilisant le rayonnement produit par les électrons lorsqu’ils
sont déviés par les aimants de courbure. Ces sources, bien que moins intenses que celles décrites
par la suite, délivrent toutefois des faisceaux de photons qui peuvent bénéficier à de nombreuses
expériences avec les systèmes optiques appropriés.

Figure A.9 – Principe de fonctionnement de l’anneau de stockage du synchrotron et de ses éléments (d’après des
images provenant de esrf.eu). Les électrons sont maintenu dans la trajectoire de l’anneau grâce aux aimants de
courbure (A), tandis que les éléments d’insertion (B) permettent d’augmenter la brillance de la machine.

La grande brillance des synchrotrons de troisième génération réside dans la présence d’“éléments
d’insertion” dans l’anneau de stockage. Ces éléments d’insertion (ou ID pour Insertion Device)
se situent dans les sections rectilignes et forcent les électrons à osciller pour accrôıtre la production
du rayonnement. Il existe deux sortes d’éléments d’insertion dans l’anneau de stockage de l’ESRF :
les wiggler et les onduleurs. Dans les deux cas, ces systèmes sont composés d’une succession de
petits aimants de polarité alternée. Lorsqu’ils s’y engagent, les électrons effectuent des oscillations
de courte période autour de leur trajectoire, ce qui provoque l’émission tangentielle de rayons X
(Fig. A.9 B). La différence entre les wiggler et les onduleurs réside dans la périodicité des aimants.
Dans le cas des wiggler, les cônes de rayonnement émis à chaque oscillation se superposent et
l’intensité est sommée. Le spectre obtenu est continu. Au contraire, les cônes de rayonnement
produits par les onduleurs sont très fins et leur superposition mène à un phénomène d’interférence :
le rayonnement qui en résulte ne contient que quelques longueurs d’onde précises, mais la brillance
à ces longueurs d’onde est conséquente (quatre ordres de grandeur au-dessus de celle produite par
les aimants de courbure). La longueur d’onde des rayons X émis peut être finement réglée en jouant
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sur l’écartement des deux structures qui portent les aimants (gap). Le rayonnement synchrotron est
intéressant de par ses propriétés de cohérence et de très faible divergence et par sa grande intensité.
Le spectre d’émission est large et l’ESRF est spécialisé dans les rayons X “durs” (10 keV - 250
keV).

Enfin, le rayonnement X produit est conduit vers la ligne de lumière correspondante. Une
ligne de lumière contient classiquement trois parties :

- la cabine optique, où le faisceau est calibré et optimisé avant son utilisation pour les
expériences. Il peut être focalisé, collimaté ou passé dans des monochromateurs afin de
sélectionner une ou des longueurs d’onde particulières.

- la cabine expérimentale, dans laquelle les échantillons sont imagés ou traités, contenant
aussi éventuellement les capteurs et les détecteurs.

- la cabine de contrôle, d’où le déroulement des expériences est orchestré. Les chercheurs
sont protégés du rayonnement X provenant du synchrotron par des cabines plombées appelées
hutch.

L’ESRF comporte 44 lignes de lumière, dont les noms sont indicatifs de la source qu’ils uti-
lisent (élément d’insertion ou aimant de courbure) ainsi que de leur localisation géographique. Par
exemple, le rayonnement utilisé par la ligne ID-17 est issu de l’élément d’insertion 17 (deux wigglers
en l’occurence). Chacune de ces lignes est spécialisée dans une technique et/ou un domaine précis ;
les domaines étudiés couvrent un large spectre allant de la chimie à la physique fondamentale en
passant par l’imagerie médicale, la science des matériaux ou encore la paléoanthropologie.

A noter que, par rapport au générateur de rayons X, un des avantages du synchrotron réside
dans la très grande intensité de flux de photons : cela permet de sélectionner une seule longueur
d’onde précise de photons tout en gardant une intensité de faisceau considérable. Si l’on réalisait
la même chose avec un générateur de rayons X, il n’y aurait plus qu’un faible flux de photons
après “filtration” des longueurs d’onde. Irradier un échantillon en rayonnement monochromatique
prendrait alors un temps considérable et rendrait les expériences irréalisables.

A.5.2.2 La ligne biomédicale ID-17

La ligne biomédicale ID-17 de l’ESRF est spécialisée dans les nouvelles méthodes d’image-
rie médicales (contraste de phases, tomographie bi-énergie, tomographie par soustraction au K-
edge...) et les traitements innovants (SSRT et MRT) [Taup 13]. La ligne comporte deux cabines
expérimentales : l’une, située à environ 40 m de la source, est consacrée à la MRT. Le faisceau
utilisé en MRT est un “faisceau rose” (pink beam) : il s’agit du faisceau blanc filtré duquel les plus
basses énergies ont été retirées. Ce faisceau est très intense, de petite dimension et est fractionné
spatialement en microfaisceaux. L’autre cabine se trouve à 150 m de la source, ce qui permet d’uti-
liser un faisceau d’environ 150 x 20 mm2 en bénéficiant de la divergence naturelle du faisceau. Des
plaques de tungstène permettent d’ajuster les dimensions du faisceau. Cette cabine est spécialisée
dans la SSRT et l’imagerie médicale [Elle 99]. Les deux cabines utilisant le même faisceau, celles-ci
ne peuvent fonctionner simultanément.

Le rayonnement produit par le wiggler d’ID-17 est supérieur par 5 ordres de grandeur à celui
d’un générateur de rayons X classique A.10. Ceci permet de sélectionner une bande passante très
fine de longueurs d’onde tout en conservant un faisceau très intense, d’une irradiance de l’ordre
de 1012 ph/s/cm2. La ligne ID-17 permet de travailler à des énergies comprises entre 30 et 200
keV environ. Comme dit précédemment, le faisceau blanc est rendu monochromatique grâce un
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Figure A.10 – Différences entre les spectres issus du Wiggler d’ID-17 et d’un générateur X conventionnel, à 1m de la
source. D’après [Boud 06].

dispositif appelé monochromateur, qui sélectionne une longueur d’onde particulière à partir d’un
spectre large. La ligne ID-17 possède deux monochromateurs :

- le monochromateur “d’angiographie” permet d’obtenir deux faisceaux séparés de 300 eV et
de 150 eV de bande passante autour du K-edge d’un élément (I, Gd, ...). Il permet de réaliser
des soustractions de K-edge de deux images acquises simultanément et est surtout utilisé
pour la tomographie à deux énergies.

- le monochromateur ‘fixed exit” permet de sélectionner une longueur d’onde comprise entre 25
et 150 keV avec une bande passante d’une dizaine d’eV (∆E/E = 0.1%). Ce monochroma-
teur est utilisé en tomographie classique et pour l’irradiation des échantillons. Il est composé
de deux cristaux de silicium taillés 111 montés en géométrie de Laue. Cette configuration
permet d’obtenir un faisceau monochromatique à la même hauteur quelle que soit l’énergie
d’irradiation utilisée, et de direction horizontale par rapport au faisceau blanc d’entrée.

Dans la cabine expérimentale, un détecteur au germanium haute pureté est situé face au faisceau,
au fond de la salle. Il est monté sur un système de translation pour pouvoir l’aligner avec précision
lors des expériences. Les échantillons à irradier ou à imager sont placés sur la chaise motorisée face
au faisceau, ce qui permet de les faire entrer en rotation de manière à les irradier selon plusieurs
incidences ou à obtenir une image tomographique.

A.5.2.3 La ligne d’imagerie ID-16

La ligne ID-16 est une ligne de lumière de l’ESRF dédiée à l’imagerie. Elle est composée de deux
parties, les lignes ID-16 A ([Vill 18]) et ID-16 B ([Mart 16]), pouvant fonctionner simultanément.

La ligne ID-16 A permet d’imager des échantillons de 20 à 50 µm d’épaisseur avec une très
grande résolution. Le nanofocus se situe entre 15 et 30 nm. Pour pouvoir obtenir ces performances
uniques, l’installation a été hautement optimisée : l’environnement est un environnement contraint
sous vide, le montage est figé et seulement deux énergies d’excitation sont disponibles (17 keV et 33.6
keV). Du fait de l’optimisation de la plateforme, ses applications sont limitées à deux types d’ima-
gerie : l’imagerie en fluorescence X et l’imagerie en contraste de phase 2D et 3D. Les échantillons
peuvent être imagés à température ambiante ou en conditions cryogéniques. L’imagerie de phase 3D
à l’échelle nanométrique est généralement utilisée pour étudier des structures biologiques comme
des échantillons d’os, de parties du cerveau ou des cellules, mais aussi des matériaux ou encore des
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polymères conducteurs. Du fait de l’exceptionnelle résolution atteinte, ce type d’imagerie est en
quelque sorte un intermédiaire entre la microscopie optique et la microscopie électronique. D’autre
part, la tomographie à fluorescence X permet d’obtenir des images 2D ou 3D des échantillons et de
construire des cartes de répartition des éléments dans un échantillon. Cette méthode a été utilisée
pendant ces travaux de thèse à une énergie d’excitation de 17 keV.

La ligne ID-16 B a un nanofocus situé entre 40 et 50 nm. Au contraire de la ligne ID-16
A dont l’environnement a été contraint et optimisé pour obtenir une résolution considérable, la
ligne ID-16 B permet un travail dans l’air et les montages sont très flexibles. Il est donc possible
d’y installer des dispositifs variés (four, cryostat, ...), ce qui fait d’elle la station “multimodale”
d’ID-16. Les méthodes qui y sont appliquées sont très diversifiées et comprennent par exemple la
diffraction, la spectrométrie et la fluorescence. Les énergies du faisceau peuvent être choisies entre
6 et 50 MeV, en monochromatique ou en polychromatique. La ligne ID-16 B est utilisée dans des
domaines si variés qu’il est complexe d’en donner l’étendue. Les échantillons peuvent être relatifs à
l’environnement, la biologie, la médecine ou encore, par exemple, l’héritage culturel.
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B.6.1 Modèle orthotopique de gliome . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 302

B.6.2 Culture des macrophages primaires . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 302

B.6.3 Coloration des macrophages primaires . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 303

B.6.4 Ouverture de la BHE par ultrasons . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 305

285



Chapitre B : Méthodes

B.1 Nanoparticules

B.1.1 Mesure de la taille des NPs par TEM

Un microscope optique est composé de deux parties principales : l’objectif est placé devant
l’objet à observé et permet de former une image agrandie de cet objet si ce dernier est placé à
la bonne distance de l’objectif. L’autre partie est appelée oculaire, et est placée du côté de l’oeil
de l’observateur (ou du capteur). L’oculaire “récupère” l’image agrandie formée par l’objectif et
la place dans le plan focal de l’oeil, ce qui permet à l’observateur d’observer sans accommoder
(c’est-à-dire sans faire d’effort musculaire pour assurer la netteté de l’image observée).

La limite de résolution d’un microscope photonique classique est d’environ 0.2 µ. Certains
paramètres peuvent jouer sur cette limite comme la qualité du capteur ou les imperfections des
lentilles, mais il existe aussi une limite fondamentale à la résolution. Cette limite fondamentale est
imposée par la diffraction de la lumière. En effet, à cause de ce phénomène, l’image d’un point n’est
pas un point, mais une tache, appelée Tache d’Airy. L’image de deux points distincts sera donc
constituée de deux taches. Plus les points seront voisins, et plus les taches se rapprocheront. Si les
points à imager sont trop proches l’un de l’autre, l’image observée sera constituée de deux taches
en partie superposée. Il n’est alors plus possible de distinguer un point de l’autre et la limite de
résolution du microscope est atteinte.

0.2 µm de résolution ne suffisent pas pour observer des NPs mesurant 15 nm de diamètre ou
de petits agglomérats d’une centaine de nm. La théorie d’Abbe explique que la limite de résolution
d d’un microscope peut s’exprimer de la sorte : d = λ

2n sinα , λ étant la longueur d’onde de la
source d’illumination, n l’indice de réfraction en sortie d’objectif et alpha le demi-angle du cône
de lumière maximum accessible (au-delà de cet angle, les rayons ne rentrent plus dans l’objectif,
ils sont réfléchis). Il y a donc deux solutions pour baisser cette limite de résolution : augmenter
n, en utilisant des objectifs à huile par exemple, ou diminuer λ. La théorie de De Broglie en 1923
affirme qu’il est possible d’attribuer une longueur d’onde aux particules (dont les électrons). Cette
longueur d’onde est reliée à la quantité de mouvement de la particule. La longueur d’onde d’un
électron, par exemple, est beaucoup plus petite que celle d’un photon de lumière visible.

Les microscopes électroniques sont nés de cette théorie : la lumière est remplacée par un faisceau
d’électrons et les lentilles par des champs magnétiques ou électrostatiques. Lorsque le faisceau
d’électrons accélérés atteint la cible, certains passent à travers et d’autres sont dispersés, donnant
ainsi donne une information sur la structure de l’échantillon. La limite de résolution d’un
microscope électronique est d’environ 2 nm, ce qui permet d’observer les NPs Fe de manière
individuelle. Nous utiliserons un microscope électronique à transmission, qui analysera donc le
signal transmis par les électrons ayant traversé l’échantillon.

La plupart des matériaux “biologiques” sont très “transparents” aux électrons. Au
contraire, les métaux lourds absorbent les électrons, donnant du contraste à l’image.
L’observation au TEM ne nous informera donc pas sur l’ensemble des couches com-
posant les NPs Fe mais seulement le coeur métallique.

Protocole : Les NPs ont été imagées en TEM après avoir été déposées sur des supports
spécifiques (grilles pour TEM en cuivre, Electron Microscopy Science FF100-Cu, Square Mesh
Copper Grid). Brièvement, 10 µL de dilution de NPs (1/100, 1/500, 1/1000) sont déposés sur la
grille côté “membrane”. La membrane est ensuite laissée à l’horizontal pendant 5 minutes durant
lesquelles les NPs Fe se déposent. Le surplus de liquide est aspiré par capillarité. La membrane est
enfin rincée par passage successif dans trois gouttes d’eau de 30 µL déposées sur un parafilm.
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B.1.2 Mesure de la taille par Dynamic Light Scattering

La diffusion dynamique de la lumière, ou DLS, est une méthode permettant de mesurer la taille
d’objets en suspension dans un liquide (particules, polymères, etc). Elle ne rend pas compte de la
forme en trois dimensions des objets mais construit un modèle sphérique équivalent de la NP.
Si l’on considère un objet irrégulier (une particule ou une molécule par exemple), il est possible
de construire différentes “sphères équivalentes” selon le paramètre étudié (Fig. B.1) : une sphère
équivalente en “taille maximale” dont le rayon serait égal à la plus grande dimension de l’objet,
une sphère équivalente en “volume” dont le volume serait égal au volume de l’objet, ou encore
une sphère équivalente en “coefficient de diffusion moyen”, qui se diffuserait à la même vitesse que
l’objet.

Figure B.1 – Exemples de sphères équivalentes représentatives de différentes propriétés d’un objet 3D irrégulier.
Figure adaptée du manuel du ZetaSizer Nano ZS, Malvern.

En DLS, la mesure est fondée sur le fait que les particules en solution ont un mouvement aléatoire
causé par les collisions avec les molécules du solvant autour d’elles. On appelle ce mouvement le
mouvement brownien. La vitesse de ce mouvement dépend de nombreux paramètres dont la
taille dH de la particule, la viscosité η de la solution et la température T . Elle est décrite par le
coefficient translationnel de diffusion D qui est lié à tous ces paramètres par l’équation de Stokes-
Einstein (avec kB la constante de Boltzmann) : dH = kBT

3πηD . On observe que plus la température
est élevée et plus le mouvement brownien est rapide. De plus, plus la particule est petite est plus
rapide elle est. En DLS, on va construire des sphères équivalentes de même coefficient
translationnel de diffusion D. Le diamètre de cette sphère équivalente sera considéré
comme étant le diamètre mesuré de la particule.

La taille de nanoparticule que l’on va obtenir avec cette équation n’est pas égale à celle mesurée
par TEM. Il s’agit de la taille hydrodynamique, c’est-à-dire de la taille qu’aurait une sphère
solide si son mouvement brownien avait la même vitesse que celle de notre nanoparticule. Cette
taille ne dépend donc pas uniquement de la taille du coeur métallique de la NP, elle dépend aussi de
toute modification de la structure de surface de la NP qui pourrait changer sa vitesse de diffusion.
Par exemple, la présence de polymères à la surface de la NP (que ce soit volontairement, pour
cibler un type cellulaire, ou non voulu, par exemple à cause l’adsorption de protéines du milieu) va
“freiner” la diffusion de la NP. Sa vitesse ayant diminué, la taille mesurée sera donc plus grande.

En pratique, la mesure de taille est réalisée avec un Zetasizer Nano ZS (Malvern), au CEA de
Grenoble (Liten), grâce à l’aide de Olivier Renard et Pierrick Lambert. Le protocole spécifique aux
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NPs m’a été montré par Marie Dorier (CIBEST, CEA, Grenoble). L’opération se déroule comme
suit : des NPs sont diluées dans de l’eau (ou du milieu de culture) dans une cuvette transparente.
Usuellement, 2 µL de NPs Fe diluées dans 1 mL d’eau permettent d’obtenir des résultats exploi-
tables. Lors de la mesure, un laser traverse la solution. Lorsque les NPs “rencontrent” un photon
émis par le laser, le cortège électronique des atomes qui la compose sera déformé et va se mettre à
osciller par rapport au noyau. Grâce à ces oscillations, l’énergie absorbée sera ré-émise sous forme
d’un rayonnement de même longueur d’onde que celui du laser, et ce dans toutes les directions. Puis
la particule revient à l’équilibre. Un capteur va enregistrer l’intensité relative à la lumière
ré-émise par les particules selon un angle de 175 degrés par rapport à l’émission du
laser (comme illustré dans la figure B.2). Il sera ensuite possible de relier l’intensité mesurée à la
taille des NPs. En effet, les petites NPs vont avoir un mouvement brownien rapide, donc l’intensité
mesurée va subir des fluctuations rapides. A l’inverse, de grandes NPs vont avoir un mouvement
brownien plus lent, et l’intensité mesurée va évoluer avec des temps caractéristiques plus grands.

Figure B.2 – Set-up de mesure de la taille d’une NP avec le Zetasiser Nano ZS. Figure adaptée du manuel du ZetaSizer
Nano ZS, Malvern.

L’intensité est donc enregistrée sur une durée définie (par exemple, 80 secondes dans notre
cas). Suite à cela, la fonction d’autocorrélation en temps de l’intensité mesurée est calculée. Cela
signifie, en d’autres termes, que l’on va regarder si le signal à l’instant t est similaire à celui de
l’instant t + 1, puis à l’instant t + 2, et ainsi de suite. Comme le montre la courbe Fig. B.3, cette
fonction d’autocorrélation est décroissante. En effet, la figure de diffraction évolue peu pendant
les premiers instants : les particules sont encore proches des positions d’origine, donc l’intensité
enregistrée n’évolue presque pas. Puis, au cours du temps, les particules bougent et l’intensité
lumineuse qu’elles ré-émettent change petit à petit. Le signal enregistré devient donc de plus en
plus “différent” de celui enregistré initialement : le coefficient de corrélation diminue.

On modélise la fonction de corrélation avec l’expression suivante :

G(τ) = B +A
∑

(exp(−2q2Dτ))

qui contient le coefficient D à introduire dans l’équation de Stokes-Einstein. Pour obtenir la
valeur de ce coefficient D, et donc la taille des NPs, la fonction de corrélation est ajustée avec un
algorithme approprié (d’après le Manuel du Zetasizer Nano ZS). Ensuite, deux méthodes d’analyse
sont réalisées, permettant toutes deux de donner des informations différentes sur la taille des NPs
(Fig. B.4) :

Première solution : “Cumulants analysis” : l’analyse des cumulants 1 donne la taille

1. En quelques mots, la fonction d’autocorrélation champ-champ (déduite de la fonction d’autocorrélation inten-
sité-intensité) et son logarithme sont reliées à des fonctions caractéristiques de statistique : la génératrice des moments
et la fonction caractéristique [Fris 01], d’où sont déduites l’espérance et la variance, menant à la mesure de la taille
moyenne et de l’indice de polydispersion.

288



B.1 Nanoparticules

Figure B.3 – Exemple de courbe de corrélation. Le coefficient de corrélation devrait toujours décrôıtre avec le temps.
S’il ne décroit pas, comme c’est le cas à la fin de l’enregistrement par exemple, c’est le signe que d’autres phénomènes
interviennent comme la sédimentation ou la convection (dans le cas où la température change au cours de l’expérience).
Au début de l’enregistrement, le coefficient est stable. Le moment auquel le coefficient commence à décrôıtre est
indicateur de la taille moyenne des NPs. Le gradient de décroissance indique lui la polydispersité de l’échantillon.

moyenne des particules en solution (Z-average) et une estimation de la largeur de la distribution
(indice de polydispersion). L’indice de polydispersité est compris entre 0 et 1, 1 correspondant
à une distribution trop large pour que la mesure Z-average ait un réel sens. Il est habituellement
supérieur à 0.05 et compris entre 0.08 et 0.7)

Pour cette analyse, il suffit de connâıtre l’indice de réfraction et la viscosité du solvant. La taille
moyenne mesurée est le diamètre “pondéré en intensité” dérivé de l’analyse des cumulants. Or,
l’intensité lumineuse ré-émise par une grande molécule va être bien supérieure à celle d’une petite
molécule. Considérons une solution contenant le même nombre de particules de 500 nm et 15 nm.
La variation de l’intensité lumineuse sera majoritairement due à la présence des particules de 500
nm, et la contribution des NPs de 15 nm sera moindre, bien qu’elles soient en nombre identique
dans la solution. Cette mesure est donc très sensible à la présence d’agrégats et de contaminants
larges (d’après le Manuel du ZetaSizer Nano ZS).

Deuxième solution : il existe aussi une autre analyse qui mène à l’obtention d’une distri-
bution de la taille des NPs. Différents types d’algorithmes pour réaliser le fit sont disponibles
dans le logiciels et sont fondés sur l’analyse des moindres carrés non linéaires. Il en découle trois
distributions distinctes de la taille des NPs : pondérée en intensité, pondérée en volume ou pondérée
en nombre (comme on peut le voir sur la figure B.4).

La première, la distribution pondérée en intensité, est le premier résultat que l’on obtient d’une
mesure DLS. Cette mesure est basée sur l’intensité de la lumière diffusée par les particules. Comme
expliqué précédemment, cette mesure est sensible à la présence de grosses particules, d’agrégats
ou de poussière. Pour cette analyse, il suffit de connâıtre l’indice de réfraction et la viscosité du
solvant.

Pour passer de la distribution en intensité aux distributions pondérées en volume ou en
nombre, il faut vérifier les hypothèses suivantes : les particules sont sphériques, toutes les particules
ont une densité homogène et équivalente, les propriétés optiques des NPs sont connues (absorption,
indice de réfraction).

Ces algorithmes sont basés sur la modélisation du phénomène physique de diffusion.
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Figure B.4 – Principe de fonctionnement de l’analyse par DLS. Les hypothèses effectuées pour chaque mesure sont
indiquées en italique. Schéma explicatif d’après les explications du manuel du Zetasizer Nano ZS.

Pour les petites particules, c’est-à-dire celles qui mesurent moins d’un dixième de la longueur d’onde
du laser (633 nm pour le laser He-Ne du Zetasizer, donc des particules de moins de 60 nm), la
diffusion produite est isotropique et l’intensité de la lumière produite est proportionnelle à d6 où d
est le diamètre de la particule. C’est la théorie de Rayleigh. Mais dans le cas où les particules sont
plus grandes, la diffusion n’est plus isotrope. La théorie de Mie indique dans quelles directions
la diffusion de la lumière sera la plus intense (par exemple, un lobe plus intense dans la direction
de l’onde incidente). Elle décrit exactement comment les particules sphériques de toutes tailles et
toutes propriétés optiques diffusent la lumière. Par défaut, le Zetasizer NanoZS utilise la théorie
de Mie pour convertir la distribution de taille pondérées en intensité en distributions pondérées en
volume et en nombre.

Limites : les mouvements autres que le mouvement brownien, comme la sédimentation et les
courants de convections faussent les mesures. Il faut donc que la température soit bien mâıtrisée. De
plus, la taille hydrodynamique peut être modifiée en fonction du type et de la concentration des ions
dans le milieu. Enfin, la DLS tend à surestimer la largeur des pics dans la distribution
et cet effet peut être encore renforcé pour la transformation en volume ou en nombre. Selon le
constructeur, les distributions en volume et en nombre devraient seulement être utilisées pour
estimer la quantité relative de matériel dans chaque pic séparé, car les valeurs moyennes de la taille
des pics et particulièrement leurs largeurs sont moins fiables.
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B.1.3 Mesure de la concentration par tomographie X synchrotron

La concentration de NPs, en mg (Fe)/mL, a été mesurée grâce au set up de tomographie X-
synchrotron (ID-17). Plusieurs tubes Eppendorf contenant chacun un échantillon de solution mère
de NPs Fe ont été imagés par tomographie synchrotron.

Le coefficient d’atténuation massique (µ/ρ) (en cm2/g) pour un matériau est relié aux coeffi-
cients d’atténuation massique pour chaque composé Mi par la relation suivante [Taup 13] :

(µ/ρ)mix =
n∑
i=1

(µ/ρ)Mi ·
mMi

mtot
(B.1)

avec mMi la masse du composé Mi et mtot la masse totale du mélange.

Les coefficients d’atténuation linéiques µ (en cm−1) sont aussi liés par une équation similaire :

µmix =
n∑
i=1

µMi ·
vMi

vtot
=

n∑
i=1

µMi · fMi (B.2)

vMi étant le volume du composé Mi et vtot étant le volume du mélange. fMi est la fraction volumique
du composé Mi.

Le coefficient d’atténuation linéique peut être mesuré directement sur une image de tomographie
enregistrée avec un faisceau mono-énergétique.

De plus, si l’hypothèse d’un mélange “idéal” (mélange pour lequel les propriétés de chaque
composé est conservée) est vérifié, une deuxième équation peut être écrite :

n∑
i=1

fMi = 1 (B.3)

Dans notre cas, le mélange est composé d’eau et de fer et est supposé parfait. Les coefficients
d’atténuation linéiques pour chaque composé sont connus et listés en fonction de l’énergie d’irra-
diation dans le site du NIST. D’où le système à résoudre :{

µmix = µeau · feau + µFe · fFe
fFe + feau = 1

(B.4)

Connaissant µmix et les coefficients d’atténuation linéiques Le système est résolu pour trouver
fFe et feau. Ensuite, il est possible de trouver la concentration de fer CFe comme CFe = mFe/vtot =
(vFe/vtot) · (mFe/vFe) = fFe · ρFe.

De plus, comme l’atténuation massique des coefficients dépend de l’énergie, il pourrait être
possible d’éviter de faire l’hypothèse du mélange parfait si deux énergies étaient utilisés pour enre-
gistrer deux images. On aurait alors un système avec deux équations similaires à la première, avec
un µmix pour chaque énergie d’irradiation.

B.1.4 Sonication

Après avoir allumé la station (VCX 750, Sonics & Materials, Inc.) et attendu que la température
de l’eau circulant dans le circuit atteigne 4̊ , un tube Falcon de 15 mL contenant 2 mL de solution
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mère de NPs Fe est fixé de telle manière à maintenir le culot du tube au plus profond de la
cupule de sonication (sans la toucher). La sonication est ensuite démarrée. Le protocole utilisé
dans les expériences consiste à soniquer les NPs pendant 15 min à 600 W (fréquence : 20 kHz). Le
refroidissement des NPs est crucial car la sonication mène à la production de chaleur, qui elle-même
favorise l’agrégation des NPs.

B.2 Culture cellulaire

Le passage maximal utilisé pour les cellules de lignées a été fixé à p+10 pour les macrophages
et p+15 pour les cellules tumorales. Les cellules sont cultivées à 37̊ , 5% de CO2 et d’environ 80
à 85 % humidité. Les milieux de culture utilisés selon les lignées sont récapitulés dans le tableau
ci-dessous :

Lignée Milieu utilisé Ajout ? Type de culture Récupération
des cellules

F98 DMEM Glutamax 10% SVF et 5% PS adhérentes trypsine
Glutamax pyruvate+

9L DMEM Glutamax 10% SVF et 5% PS adhérentes trypsine
pyruvate-

C6 DMEM Glutamax 10% SVF et 5% PS adhérentes trypsine
Glutamax pyruvate+

L929 DMEM Glutamax 10% SVF et 5% PS adhérentes trypsine
Glutamax pyruvate+

NR8383 Ham’s F12K medium L-glutamine, 10% SVF adhérentes grattoire
et 5% PS et suspension

CCL-46 DMEM Glutamax 10% SVF et 5% PS suspension -
Glutamax pyruvate+

J774A.1 DMEM Glutamax 10% SVF et 5% PS adhérentes grattoire
Glutamax pyruvate+

RAW264.7 DMEM Glutamax 10% SVF et 5% PS adhérentes grattoire
et suspension

B.2.1 Repiquage des cellules

Le milieu de culture est tout d’abord retiré de la flasque. Celle-ci est aussitôt rincée au PBS.
Les cellules sont ensuite décollées de leur support, soit par ajout de trypsine (500 µL pour les T25,
2 mL pour les T75) suivi d’une incubation de 5 minutes à 37̊ , soit par “grattage” des cellules. Une
fois les cellules en suspension, du milieu de culture complet est éventuellement ajouté, notamment
dans le cas d’une utilisation de la trypsine (de façon à inactiver la trypsine). 20 µL de solution sont
prélevés pour comptage sur un hématimètre de Neubauer. Les cellules sont centrifugées pendant
5 minutes à 1500 rpm, puis reprises dans du milieu complet et ré-ensemencées dans de nouvelles
bôıtes de culture à la concentration désirée (dilution habituelle entre 1/3 et 1/6).

B.2.2 Congélation des cellules

Après avoir été décollées de leur support et mises en suspension, les cellules sont comptées puis
centrifugées pendant 5 min à 1500 rpm. Le culot est ensuite repris dans du milieu complet contenant
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5 ou 10% de DMSO selon le type cellulaire (voir tableau ci-dessous), dans un volume permettant
d’obtenir une concentration de 3 à 6 millions de cellules par mL. 1 mL de cette solution est alors
transférée par cryotube. Les cryotubes sont placés dans une bôıte Mr. Frosty contenant un volume
suffisant d’alcool isopropylique 100%. Cette bôıte est placée à -80̊ C pendant au moins 12h, puis
les cryotubes sont transférés et conservés dans un dewar.

Lignée % de DMSO dans le milieu de congélation

F98 10%
9L 10%
C6 10%

L929 10%
NR8383 5%

CD36 5%
J774A.1 5%

RAW264.7 5%

Table B.1 – Conditions de congélation utilisées selon la lignée cellulaire.

B.2.3 Décongélation des cellules

Le cryotube est décongelé au bain-marie à 37̊ et son contenu est aussitôt dilué dans 9 mL de
milieu complet préchauffé à 37̊ . Les cellules sont ensuite centrifugées pendant 5 minutes à 1500
rpm. Le surnageant est retiré et le culot cellulaire est repris dans du milieu complet puis ensemencé
dans une flasque de culture (adaptée au type cellulaire).

B.3 Etude de la survie cellulaire

B.3.1 Irradiation au générateur de rayons X

Après avoir ouvert le circuit de refroidissement, le générateur de rayons X est allumé et laissé
pendant 30 minutes pour préchauffage. La dosimétrie est ensuite réalisée à l’aide de plaques de
solidwater pour se placer dans des conditions les plus proches possibles des conditions de traitement.
Une chambre d’ionisation est insérée dans l’une de ces plaques (chambre TW31010 S/N 03775
Nd,W = 2.898 · 108Gy/C). A titre d’exemple, la dernière dosimétrie donnée à 5 cm du plan de
travail, pour une irradiation à 200 kVp / 20 mA, a donné le débit de dose de 2.24 Gy/minute.

B.3.2 Test ATP-lite

Les puits des plaques 96 puits à analyser sont vidés, puis remplis avec 100 µL de milieu complet
neuf. 50 µL de tampon de lyse sont ensuite ajoutés par puits, et les plaques sont agitées pendant
5 minutes. 50 µL de substrat sont ensuite ajoutés, puis les plaques à nouveau agitées pendant 5
minutes à l’abris de la lumière. Les plaques sont ensuite stockées pendant 10 minutes dans le noir,
puis la luminescence de chaque puits est lue au lecteur de plaques pendant 1 seconde. Le kit utilisé
est le kit ATPlite de Perkin Elmer.
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B.3.3 Test MTT

B.3.3.1 Solution de MTT

Pour préparer 50 mL de solution stock de MTT, 250 mg de poudre (M5655-1G, Sigma Aldrich)
sont pesés et dissous dans 50 mL de PBS. La solution est vortexée pendant 2 minutes puis agitée
pendant 30 minutes à l’aide d’un agitateur de plaques. La solution est ensuite filtrée à l’aide d’une
seringue et d’une membrane de 20 µm et aliquotée. Les aliquots sont ensuite conservés à -20̊ et
peuvent être décongelés jusqu’à trois fois.

B.3.3.2 Test MTT pour un temps de mesure

Les cellules sont ensemencées dans des plaques 96 puits deux jours avant l’expérience. Celles-ci
sont traitées la veille et exposées aux NPs pendant 24h. Pour réaliser la mesure, le milieu des puits
de plaques 96 puits est totalement retiré (pipette multicanaux) et les puits sont rincées deux fois
au PBS. 150 µL de solution de MTT à 0.5% sont ajoutés par puits, et les plaques sont incubées
pendant 3h à l’incubateur. Une fois ce délai écoulé, le MTT est totalement retiré des plaques et les
cellules sont rincées une fois au PBS. Finalement, 150 µL de DMSO (D5879, Sigma Aldrich) sont
ajoutés par puits, et le tout est incubé 45 minutes à l’incubateur. Il est aussi possible de laisser les
plaques à température ambiante sur un agitateur de plaques pendant une heure. L’absorbance des
puits est ensuite mesurée à 560 nm à l’aide d’un lecteur de plaques (Victor X4, Perkin Elmer).

B.3.3.3 Suivi MTT sur 10 jours

Le test MTT décrit précédemment est réalisé chaque jour pour une des dix colonnes de chaque
plaque 96 puits. Les puits périphériques (colonnes 1 et 12 et lignes A à H) sont remplis de PBS et
cette opération sera répétée plusieurs fois au cours du suivi sur 10 pour compenser l’évaporation.
Le DMSO est incubé pendant 45 minutes à l’incubateur pour éviter de stresser les autres cellules
de la plaque. L’absorbance est mesurée au lecteur de plaque sans couvercle (la formation de buée
perturbe la lecture des puits). Un grand soin est apporté pour éviter la contamination du milieu
de culture. Les puits contenant du DMSO et du MTT sont ensuite vidés et remplis par du PBS.
Les plaques sont enfin remises à l’incubateur. Le milieu de culture des cellules n’est jamais changé
au cours des expériences.

B.3.4 Impact de l’exposition des NPs Fe sur les cellules

B.3.5 Live cell imaging

Des cellules de gliome F98 sont cultivées dans 500 µL de milieu de culture dans chacun des
quatre quadrants d’une flasque de culture CellView 35mm dont le fond est en verre. Avant qu’elles
atteignent 50% de confluence, la flasque est imagée au microscope (Jean-Philippe Kléman, plate-
forme d’imagerie M4B, Institut de Biologie Structurelle, Grenoble) et des régions d’intérêt sont
choisies. Le milieu de culture est alors remplacé par du nouveau milieu de culture avec (0.3 mg
(Fe)/mL) ou sans NPs Fe. Immédiatement après, la région d’intérêt de chacun des deux quadrants
étudiés est imagée toutes les 2s pendant 1h et toutes les minutes pendant 12 h. Les deux régions
sont séparées de 3.6 mm. Un microscope IX81 (Olympus) est utilisé pour cette expérience, associé
à un objectif 60x à huile. Les images sont enregistrées par une caméra Zyla sCMOS.
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Il est essentiel de recréer des conditions stables pour enregistrer des images représentatives du
déroulement de l’exposition des cellules aux NPs Fe dans l’incubateur. Pour cela, le microscope est
équipé d’un caisson Okolab (voir figureB.5 pour le set-up). La température est maintenue à 37̊ C
et la flasque est enfermée dans un compartiment plus petit où la concentration en CO2 est régulée.
Avant d’être envoyé dans le compartiment, le gaz est mené dans un bulleur pour assurer un taux
d’humidité suffisant. Des expériences en amont ont permis de montrer que la lumière du microscope
n’avait aucune influence sur les cellules.

Figure B.5 – Set-up de l’observation de la dynamique d’internalisation des NPs Fe par les cellules F98 en live imaging
sur la plateforme M4D de l’IBS.

B.3.6 Etude du cycle cellulaire

Principe :

Un cytomètre en flux est un instrument permettant de compter et trier des cellules selon leurs
caractéristiques physiques ou le marquage fluorescent qu’elles possèdent (le cas échéant). Lors de
l’analyse, les cellules défilent individuellement devant le faisceau d’un laser. Elles ré-émettent alors
de la lumière, soit par diffusion, soit par fluorescence (notamment si elles ont été marquées au
préalable par des composés fluorescents). Les cellules peuvent ensuite être classées dans plusieurs
populations selon leurs propriétés (granulosité, taille, marquage fluorescent ou non, ...), et parfois
triées selon la machine utilisée.

Nous avons utilisé la cytométrie en flux afin d’étudier l’influence des NPs Fe sur le cycle cellu-
laire. Pour cela, les cellules sont marquées à l’Iodure de Propidium (IP), un agent intercalant de
l’ADN fluoresçant en rouge. En temps normal, les cellules sont réparties dans le cycle cellulaire se-
lon la figure B.6. Les cellules en phase G1 viennent de se diviser : elles ont donc deux chromosomes
homologues (“2n” sur la figure B.6). Les cellules en phase S répliquent leur ADN pour se préparer
à la division : la quantité d’ADN présente dans la cellule est croissante, donc le marquage par l’IP
s’intensifie. Les cellules en phases G2 et M contiennent deux fois l’information génétique initiale
(donc “4n” sur la figure B.6). Le marquage par l’IP est donc deux fois plus intense qu’en phase G1.

Protocole :

Les cellules sont décollées de leur support, comptées et centrifugées. Les cellules sont fixées par
ajout d’éthanol à -20̊ C en vortexant le mélange délicatement et en injectant l’éthanol goutte à
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Figure B.6 – Répartition usuelle des cellules dans le cycle cellulaire lors d’une mesure par cytométrie en flux.

Produit Fournisseur Référence Volume

ARNase Thermofisher PureLink 12091021 5 µL

EDTA (0.5 M) Life Technologies AM9260G 500 µL

Iodure de Propidium Sigma Aldrich P4170 5 µL

goutte. Le nombre de cellules par échantillon doit être d’environ un million de cellules par réplicat
(le FACS prend 20 000 cellules par échantillon pour obtenir une statistique suffisante). Les cellules
sont ensuite conservées à -20̊ . A la sortie du congélateur, 12 mL de PBS (PBS-EDTA à 2 mM si les
cellules sont adhérentes) sont ajoutés à chaque tube pour rinçage. Les tubes sont ensuite centrifugés
pendant 5 min à 1200 rpm. Le surnageant est ensuite éliminé et les culots sont resuspendus dans
500 µL de PBS (PBS-EDTA si les cellules sont adhérentes) avec 5 µL d’iodure de propidium et 5
µL d’ARNase. Les tubes sont ensuite incubés pendant 30 minutes puis analysés par cytométrie en
flux (plateforme de BIG, CEA Grenoble, FACSCalibur).

B.4 Mesures de la masse de fer internalisée par ICP-MS

Principe

Principe : l’ICP-MS, ou spectrométrie de masse à plasma à couplage inductif (en anglais :
Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry), est une technique d’analyse permettant de mesurer
avec précision la concentration d’un élément métallique (ou, plus rarement, non métallique) dans
un échantillon. Lors de l’analyse, l’échantillon est ionisé par une torche à plasma. Les atomes de
l’échantillon sont alors séparés les uns des autres et se retrouvent sous forme d’ions composant un
fluide désordonné. Le spectromètre sépare ensuite ces ions en fonction de leur rapport masse/charge,
ce qui permet de remonter à la nature de l’élément et ainsi de quantifier les éléments à étudier.

Protocole : nous utilisons cette méthode pour mesurer la masse de fer moyenne internalisée
par les cellules. Pour ce faire, les cellules en culture sont exposées pendant 24h aux NPs Fe. Chaque
condition est répétée en triplicat. Après ce temps d’incubation, les cellules sont rincées deux fois
au PBS, trypsinées et pour chaque réplicat. Après centrifugation, le surnageant est éliminé et les
culots secs sont congelés. La seconde étape se passe au CHU de Grenoble, en collaboration avec
Josiane Arnaud, Benôıt Chovelon et Dominique André. Les échantillons sont minéralisés dans 500
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µL d’acide nitrique puis sont analysés par l’ICP-MS. La mesure obtenue est une concentration de
fer par échantillon. Connaissant le nombre de cellules par échantillon et le volume de minéralisation,
il est alors possible de remonter à une masse de fer moyenne par cellule.

Protocole

Le protocole d’ICP-MS se déroule sur trois jours. Le premier jour, les cellules sont ensemencées
dans des plaques 6 puits (prévoir 3 puits par condition et 3 puits contrôle). Pour les F98, 250
000 cellules / puits sont ensemencées dans 3 mL de milieu, ou 500 000 cellules / puits dans 3
mL de milieu pour être à environ 80% de confluence le lendemain. Le deuxième jour, le milieu est
retiré des puits et remplacé par du milieu complet avec ou sans NPs. 24h après, le milieu est retiré
des puits et les cellules sont rincées deux fois au PBS puis décollées de leur support (500 µL de
trypsine puis ajout de 800 µL de milieu complet ou “grattage” dans 1.3 mL de milieu). Après avoir
homogénéisé la solution, 1 mL de solution de cellules en suspension est prélevé et injecté dans un
tube Eppendorf. 20 µmL de la solution restante dans le puits sont prélevés pour comptage sur deux
“croix” d’un hématimètre de Naubauer (comptage de 10 “carrés” au total). Les tubes Eppendorf
sont centrifugés puis verticalisés délicatement de manière à vider le surnageant. Sans les retourner,
les tubes sont posés à l’envers sur un papier absorbant. Une fois la totalité du liquide absorbé, les
tubes sont retournés à l’endroit et fermés. Les échantillons sont conservés à -20̊ .

Les échantillons sont ensuite traités au CHU de Grenoble (collaboration J. Arnaud, B. Chovelon,
R. André). 500 µL d’acide nitrique sont ajoutés aux culots secs pour minéralisation pendant une
dizaine d’heures. Après minéralisation, le minéralisat est dilué au 1/100 dans de l’eau contenant du
Ga (étalon interne à 620 nmol/L). S’il s’avère nécessaire de diluer plus, une dilution supplémentaire
est réalisée dans de l’acide nitrique 1% (contenant du Ga à 620 nmol/l). Le débit d’introduction de
l’échantillon est fixé à 1 mL/min ±0.2. La chambre et le nébuliseur sont standards. L’ionisation est
réalisée dans un plasma d’argon (débit 13 L/min). Les interférences polyatomiques sont éliminées
dans une cellule de collision (hexapole) avec un mélange H2-He (7-93) (débit 3.5 ± 1 mL/min).
Trois mesures successives du nombre d’impact aux masses 56 (Fe) et 71 (Ga) sont alors réalisées.
La transformation en concentration est réalisée à l’aide d’un étalonnage de travail dans un mélange
d’acide nitrique et d’un étalon interne (0-200-1000 et 2000 nmol/L de fer).

Les limites de détection de l’ICP-MS sont :
- pour le fer : 10.2 nmol/L,
- pour le zinc : 15.5 nmol/L,
- pour le cuivre : 32.7 nmol/L.

La précision varie avec la concentration et la matrice. Dans l’eau, elle est de :
- 1% pour le fer à 45 nmol/L et de 0.2% à 270 nmol/L (n=6 séries indépendantes),
- 4.9% pour le Zn à 125 nmol/L et de 1.3% à 1000 nmol/L (n=6 séries),
- 1.3% pour le Cu à 120 nmol/L et de 0.4% à 480 nmol/L (n=6 séries).
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B.5 Echantillons pour imagerie

B.5.1 Imagerie SR-XRF sur la ligne ID-16

Principe et analyse des résultats

La SR-XRF (Synchotron Radiation X-Ray Fluorescence Spectrometry, ou spectrométrie de fluo-
rescence de rayons X, est une méthode non destructive permettant de connâıtre la répartition de
chaque élément dans un échantillon. Elle est réalisée sur la ligne ID-16 de l’ESRF en collaboration
avec Sylvain Bohic et Murielle Salome.

L’analyse de l’échantillon consiste à scanner une cellule “pixel par pixel” aux rayons X (Fig.
B.7). Les éléments présents dans ce pixel peuvent absorber les rayons X et émettre un photon de
fluorescence lors de la relaxation. Ces photons de fluorescence ont une énergie propre à l’élément
et sont émis de manière isotrope. Les quatre détecteurs de fluorescence détectent les photons émis
par les éléments du pixel irradié. Chaque pixel de l’image contient donc l’information sur le nombre
de photons de fluorescence émis à chaque énergie (spectre des photons de fluorescence). L’énergie
des photons de fluorescence étant spécifique de l’élément, on peut en déduire la contribution de
chaque élément au spectre de fluorescence : la taille du pic à chaque énergie caractéristique permet
de déterminer si cet élément est présent ou non dans le pixel, et en quelle quantité.

Les données sont ensuite interprétées par un code créé à l’ESRF, PyMca, basé sur la méthode des
moindres carrés non linéaires [Biss 16]. Ce code permet de retirer du spectre la contribution du bruit
de fond et facilite notamment l’analyse en cas de pics qui se chevauchent. Ainsi, la déconvolution
mathématique du spectre de fluorescence indique la composition chimique de chaque “pixel” de
l’échantillon : il est donc possible d’en déduire une carte quantitative de la distribution d’un élément
donné. Enfin, ces données sont normalisées par le flux de photons, variant d’un pixel à l’autre au
cours de l’expérience et enregistré tout au long de l’imagerie par une diode.

Ainsi, la carte obtenue après ces étapes est une carte en g(élément)/g(cellule) de chaque
élément. Il est possible d’en extraire la masse de l’élément présente dans la partie imagée de
la cellule : pour cela, il faut convertir les g(élément)/g(cellule) en concentration surfacique en
g(élément)/cm2(échantillon). Il ne reste plus qu’à intégrer cette concentration surfacique sur l’aire
de la cellule pour obtenir une masse totale de l’élément par cellule. Pour réaliser la conversion,
nous posons l’hypothèse que la cellule est assimilable à de l’eau et que l’on connâıt l’épaisseur de
la cellule à chaque pixel.

Remarques :
- le résultat exact issu des données brutes est en réalité la concentration surfacique (en g/cm2).

Cependant, le fit avec PyMCa réalise automatiquement la conversion en g(élément)/g(cellule).
- l’épaisseur de la cellule n’est en réalité pas connue à chaque pixel. Cette mesure n’est réalisée

qu’une fois pour un pixel et est appliquée ensuite à la cellule entière.
Protocole : le support des échantillons sont des membranes dont le cadre est en silicium,

identiques à celles de la figure B.8. Les membranes sont stérilisées, coatées à la poly-L-lysine,
rincées et mises à sécher pendant la nuit. Le lendemain, les membranes sont placées dans des
plaques 48 puits (ou idéalement dans des plaques 4 puits). Les cellules sont ensuite déposées sur
la membrane dans 10 µL de milieu complet puis incubées 20 minutes à 37̊ . Le nombre de cellules
est à déterminer selon la lignée lors d’expériences préliminaires. Une fois les 20 minutes écoulées,
les puits sont remplis délicatement avec du milieu complet. Après une nuit pendant laquelle les
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Figure B.7 – Méthode d’analyse des échantillons par SR-XRF sur la ligne ID-16.

cellules adhèrent au support, le milieu est changé pour un milieu contenant diverses concentrations
de NPs. Une fois les 24h d’incubation achevées, les membranes sont rincées au PBS et les cellules
sont fixées.

Choix de la fixation : les cellules peuvent être fixées soit chimiquement (PFA) puis lyophi-
lisées, soit congelées. La congélation permet de mieux conserver les structures intra-cellulaires et
les membranes, et donc potentiellement de mieux conserver les éléments qui se trouvent dans la
cellule. Ainsi, les petites particules sont moins susceptibles de s’extraire des cellules en comparaison
aux rinçages et aux temps de fixation au PFA.

Le protocole de préparation des échantillons est décrit en détail en annexe (B.5.1).

Avant l’expérience, les échantillons sont imagés au microscope pour réaliser des mosäıques de
la surface de la membrane, afin de repérer par la suite les zones intéressantes à analyser. Le jour de
l’expérience, les cellules à analyser sont d’abord imagées à faible résolution (taille d’un pixel : 400
nm, temps d’exposition de 100 ms par pixel). La zone à étudier est ensuite réduite au minimum,
car les temps d’imagerie sont longs (de deux à cinq heures selon la taille de la cellule). Après
avoir vérifié qu’il n’y avait pas de saturation du signal, l’acquisition de l’image fine est lancée. La
résolution est alors de 50 nm avec une durée d’exposition de 50 ms par image.

Protocole

La préparation des échantillons pour l’imagerie sur ID-16 nécessite quatre jours de préparation.
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Figure B.8 – Fixer les cellules sur des membranes spécifiques permet d’étudier la distribution élémentaire de ces
échantillons sur la ligne ID-16.

Figure B.9 – Représentation schématique de la membrane utilisée pour les expériences sur ID16.

Préparation des membranes : les membranes (Silton Ltd, Angleterre ; membrane Si3N4 de
1.5 x 1.5 mm et 500 nm d’épaisseur) sont préparées la veille de leur utilisation en culture cellulaire.
Les membranes sont déposées dans une petite bôıte de Pétri, côté “membrane” (côté plan) vers
le haut. Elles sont stérilisées par une exposition de 20 minutes aux UVs sous le PSM. Le coating
des membranes est ensuite réalisé : 10 µL de poly-L-lysine (Sigma, P4707 à conserver au frigo)
sont déposés sur chaque membrane. Les membranes sont ensuite laissées pendant 20 minutes à
l’incubateur. Une fois cette durée écoulée, les membranes sont rincées par trempe successive dans 3
puits d’une plaque 96 puits remplis par 200µL d’eau ultrapure ultratrace. Elles sont ensuite mises
à sécher verticalement dans un puits vide de la plaque.

L’ensemencement des cellules est réalisé le lendemain, de préférence en fin de journée
(environ 12h avant le traitement des cellules). Les membranes préparées la veille sont placées
individuellement dans des puits de plaque 48 puits, face plane vers le haut. 10 µL de solution de
cellules sont délicatement déposés sur chaque membrane. L’ordre de grandeur du nombre de cellules
à ensemencer par membrane varie entre 3 000 et 12 000 cellules environ (à tester selon la lignée).
A titre informatif, nous avons ensemencé 5000 cellules F98 diluées dans 10 µL de milieu complet.
Les membranes sont ensuite placées à l’incubateur pendant 20 minutes maximum, puis 1 mL de
milieu complet est ajouté par puits, en plaquant le tip de la pipette contre la paroi en plastique. Les
membranes sont ensuite verticalisées dans les puits et la bulle d’air prisonnière sous la membrane
est chassée avec la pince sans endommager la membrane. Finalement, la membrane est remise à
l’horizontal et la plaque est placée à l’incubateur.

Le traitement des cellules est réalisé environ 12h après l’ensemencement des cellules. Le
milieu des puits est retiré et remplacé par 1mL de milieu avec ou sans NPs.

Les cellules sont fixées après 24h de traitement aux NPs. Dans le cas d’une fixation chi-
mique, le milieu est aspiré et les membranes sont rincées deux fois au PBS. Les cellules sont

300



B.5 Echantillons pour imagerie

fixées pendant 20 minutes dans du PFA ultratrace, puis rincées par trempe successive dans trois
puits remplis de PBS et finalement un puits rempli d’eau ultrapure. Dans le cas d’une fixation
cryogénique, les membranes sont rincées deux fois au PBS puis plongées pendant 5 secondes dans
un bain d’Ammonium-Acétate 100 mM, ph=7.4. L’excès de tampon est ensuite drainé par un pa-
pier absorbant, de façon à n’en laisser qu’une fine couche sur l’échantillon. L’échantillon est ensuite
vitrifié à -178̊ C par immersion dans l’éthane liquide à l’aide d’un cryoplongeur.

B.5.2 Localisation des NPs par TEM dans les cellules

Des cellules F98 sont ensemencées dans des puits de plaque 96 puits et incubées dans du milieu
complet pendant 24h pour adhésion. Le lendemain, le milieu est changé par du milieu complet
contenant diverses concentrations de NPs Fe. Les cellules sont exposées aux NPs pendant 24h, puis
rincées deux fois au PBS et fixées dans 2.5% de glutaraldéhyde dilué dans une solution à 0.1 M de
sodium-cacodylate au pH de 7.4.

Les échantillons sont ensuite traités par nos collaborateurs Werner Graber, Jean-Albert Laissue
et Valentin Djonov de l’Institut d’Anatomie de l’Université de Berne. Les échantillons sont fixés
par des bains successifs d’éthanol en concentration croissante. Les cellules sont ensuite cimentées
avec de l’Epon, une résine utilisée dans la préparation des échantillons en microscopie électronique,
dont la polymérisation est catalysée par la BDMA (N,N-Dimethylbenzylamine). Après trois jours
de polymérisation à 60̊ C, des coupes de 1mm x 2mm x 1 µm sont réalisées dans les échantillons et
observées au microscope optique avec un objectif 40x.

B.5.3 Coloration au Bleu de Prusse

Protocole pour une solution de coloration à 5% de ferrocyanure de potassium / 5% HCl.

Pour 12mL de solution de coloration :

Produit Fournisseur Ref Volume (mL) % final

Poudre Potassium hexacyanoferrate II Trihydrate (jaune) Fluka Chemica 600 mg 5%

HCl 35% 1.71 5%

Eau distillée 10.29

Préparation de la solution de coloration : la poudre est pesée puis diluée dans une solution
d’acide chlorhydrique à 5%.

Coloration d’une coupe histologique ou de cellules sur lamelle de verre : les cellules
cultivées sur les lamelles de verre sont rincées deux fois au PBS. Les lamelles sont laissées pendant
toute la coloration dans les puits de plaque 6 puits. Les cellules ou les coupes sont fixées au PFA 4%
/ PBS 1X pendant 15 minutes. Après deux rinçages de 5 minutes au PBS, la solution de coloration
est déposée sur les cellules/les coupes pendant 30 minutes à température ambiante. Après deux
rinçages au PBS de 5 minutes, les cellules sont contre-colorées à l’éosine pendant quelques secondes
puis rincées. Les lames de coupes histologiques sont ensuite montées au Vectashield. Les lamelles
portant les cellules sont montées sur des lames en verre classiques avec une goutte de Vectashield
(donc à l’envers).
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B.6 Expérimentation animale

B.6.1 Modèle orthotopique de gliome

Les quantités de cellules et volumes correspondants utilisés lors de l’implantation sont décrits
dans le tableau, suivant selon le modèle tumoral utilisé.

lignée volume quantité de cellules

9L 1 µL 104

F98 2.5 µL 5000

C6 5 µL 100 000

Préparation des cellules : les T25 dans lesquelles les cellules ont été cultivées sont rincées au
PBS puis trypsinées. Après 5 minutes d’incubation à 37̊ C, du milieu de culture complet est ajouté
et la solution de cellules en suspension est transférée dans un Falcon 50 mL puis diluée. 20 µL de
solution sont prélevés pour comptage sur les deux côtés d’un hématimètre de Neubauer. Les cellules
sont ensuite centrifugées pendant 5 minutes à 1500 rpm. Après centrifugation, le surnageant est
complètement vidé, le culot est repris avec le bon volume de DMEM sans SVF et sans PS calculé
d’après le comptage des cellules.

À l’animalerie : il est possible de garder le même lot de cellules pendant 1h. L’implantation
des cellules de gliomes chez le rat est réalisée sous anesthésie kétamine/xylazine (64.5/5.4 mg/kg,
injection intrapéritonéale) après induction de l’anesthésie par un mélange air/isoflurane (3%). Le
crâne des animaux est ensuite rasé et les rats placés dans un cadre stéréotaxique à l’aide des barres
d’oreille et de la barre d’incisives. Le crâne des animaux est désinfecté à l’alcool et la peau est
incisée sur quelques millimètres selon le plan médian. Une craniotomie est réalisée 3.5 mm à droite
du bregma. Avec avoir vortexé le Flacon contenant les cellules,celles-ci sont prélevées à l’aide d’une
seringue Hamilton et l’aiguille est désinfectée à l’alcool. L’aiguille de la seringue Hamilton est alors
descendue dans la bôıte crânienne à 6 mm de profondeur puis remontée de 0.5 mm. Les cellules
sont alors injectées (quantités décrites dans le tableau ci-dessus) à l’aide d’une pompe. Le trou est
rebouché par de la cire à os, la plaie est désinfectée à la Bétadine puis refermée à l’aide de points
de suture. Les animaux sont ensuite déposés dans une couveuse maintenue à 27̊ C.

B.6.2 Culture des macrophages primaires

Le rat donneur est anesthésié par un mélange air/isoflurane (3%), puis euthanasié par une
injection intracardiaque de Dolethal. La peau au niveau des pattes arrière est incisée et les os
sont récupérés. Après avoir aussitôt retiré les chaires, les os sont passés dans l’éthanol, rincés au
PBS puis posés dans une bôıte de Pétri remplie de DMEM. Les extrémités des os sont coupées,
une aiguille est passée dans l’ouverture ainsi créée et le contenu des os est “flushé” à l’aide d’une
seringue remplie de milieu de culture approprié, décrit dans le tableau suivant. Cette opération
est répétée plusieurs fois par os pour en retirer un maximum de moëlle osseuse. Les cellules ainsi
prélevées sont mises en culture pendant plusieurs jours selon le stade de différenciation désiré.
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Produit Fournisseur Ref Volume (mL) % final

surnageant L929 - - 100 20

Serum de cheval décomplémenté Life Technologies 16050-122 25 5

SVF décomplémenté Life Technologies 10270-106 50 10

L-glutamine (200 mM) Life Technologies 25030-081 5 1

Pyruvate de sodium 100 mM Life Technologies 11360-070 5 1

DMEM Glutamax Life Technologies 31966-047 315

B.6.3 Coloration des macrophages primaires

B.6.3.1 Billes

55 µL de solution de billes (Sigma Aldrich, L4655-1ML Latex beads, carboxylate-modified poly-
ester, fluorescent yellow-green) sont préincubés avec 12.5 mL de PBS et 12.5 mL de SVF pendant
30 minutes à 37̊ C. 100 µL de cette solution sont ensuite ajoutés aux flasques de culture pour 1 mL
de milieu de culture (par exemple, 2.5 mL de solution seront ajoutés par flasque contenant 25 mL
de milieu de culture). Les macrophages sont ainsi incubés pendant 4 h à 37̊ C. Une fois le temps
écoulé, le milieu de culture et les billes sont éliminés et les flasques sont rincées au PBS. Les cellules
sont ensuite mises en suspension et rincées par deux séries de centrifugation (5 min, 1500 rpm) -
rinçage au PBS.

B.6.3.2 Hoechst

Pour colorer 68 millions de cellules (à adapter en fonction du nombre de cellules à colorer) : les
cellules sont détachées de leur support, comptées et centrifugées pendant 5 minutes à 1500 rpm. Le
culot est ensuite resuspendu de manière à obtenir une solution de 68 millions de cellules / mL. 1
mL de cette solution est prélevé et transféré dans un tube Falcon 15. 6.8 µL de Hoechst 33342 à 10
mg/mL (1pg/cellule) sont ajoutés au mL. Le tube Falcon est aussitôt entouré de papier aluminium
et l’ensemble est incubé au bain marie à 37̊ pendant 20 minutes. Une fois le temps écoulé, les cellules
sont centrifugées pendant 5 minutes à 1400 rpm. Le surnageant est éliminé et le culot cellulaire
est resuspendu dans 20 mL de PBS de manière à rincer le colorant en excès. Les cellules sont à
nouveau centrifugées pendant 5 minutes à 1400 rpm. Cette opération de rinçage est répétée une
fois, puis le surnageant est éliminé et la solution est resuspendue dans du PBS pour injection.

B.6.3.3 CFSE et DDAO

Le DDAO-SE (CellTrace Far Red DDAO-SE, C34553, Life Technologies) est stocké à -20̊ C à
une concentration de 5 mM dans du DMSO. Pour la coloration, les cellules en suspension sont
mises dans un tube Falcon (106 cellules/tube), lavées deux fois avec du PBS et resuspendues dans
1 mL de PBS. Le DDAO-SE est alors ajouté aux cellules pour une concentration finale de 10 µM.
Les cellules sont ensuite incubée pendant 30 minutes à 37̊ C. Après ces 30 minutes d’incubation,
5 mL de milieu de culture sont ensuite ajoutés au tube et les cellules sont à nouveau incubées
pendant 5 minutes à 37̊ C. Ensuite, les cellules sont lavées avec du PBS (ou du milieu de culture)
et resuspendues dans du PBS ou du milieu de culture complet selon utilisation.

Le CFSE (CellTrace CFSE, C34554, Life Technologies) est stocké à -20̊ C à une concentration
de 5 mM dans du DMSO après reconstitution (18µL pour un tube). 50 106 cellules en suspension
sont mises dans un tube Falcon et centrifugées (5 min, 1500 rpm). Le surnageant est éliminé et le
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culot est repris dans 10 mL de PBS. Cette opération est répétée une fois. Après avoir repris le culot
dans 20 mL de PBS, 16 µL de colorant CFSE à 5 mM sont ajoutés et le tube est incubé pendant
30 minutes à 37̊ C. Après ces 30 minutes d’incubation, 20 mL de milieu complet sont ajoutés puis
les cellules sont incubées à nouveau pendant 5 minutes à 37̊ C. Le tube est centrifugé et le culot
est repris dans 10 mL de PBS. Il est à nouveau centrifugé puis repris dans du PBS ou du milieu
complet selon utilisation.

B.6.3.4 FISH

Principe :

Le FISH (hybridation in situ en fluorescence, de l’anglais Fluorescence In Situ Hybridization)
permet de reconnâıtre et détecter une séquence de nucléotides particulière sur l’ADN des cellules des
coupes histologiques. Pour cela, très schématiquement, les deux brins d’ADN des coupes à analyser
sont séparés l’un de l’autre en chauffant l’échantillon. Par ailleurs, le FISH fait intervenir une
“sonde”, c’est à dire un brin d’ADN contenant la séquence recherchée dans lequel sont incorporés
des marqueurs fluorescents. Une fois les brins d’ADN des coupes dissociés, les sondes sont déposées
sur les échantillons : elles viennent aussitôt s’apparier sur les séquences complémentaires, donc sur
la séquence cible recherchée. Les coupes sont ensuite observées au microscope à fluorescence. Une
première étape est souvent ajoutée : les coupes à analyser sont exposées à une enzyme protéase qui
digère les protéines de façon à améliorer la pénétration de la sonde.

L’application de cette méthode à la détection de Mo/Ma injectés dans les tissus est adaptée
d’un article de la littérature [Roge 10]. Cette stratégie repose sur le constat que l’utilisation de
colorants, qu’ils soient membranaires, cytoplasmiques ou sous forme de billes, engendre le risque de
modifier le comportement des cellules. L’idéal serait donc d’utiliser des Mo/Ma non colorés, tout en
pouvant les repérer lors de l’analyse des coupes. Pour cela, la méthode FISH est un bon candidat
car elle permet de marquer les chromosomes Y dans les cellules. La logique est donc la suivante :
des Mo/Ma de rats mâles (donc porteurs de chromosomes Y) sont injectés par voie intraveineuse
à des rattes, dont les cellules sont dépourvues de chromosome Y. Après prélèvement du cerveau,
les coupes sont traitées par la méthode FISH dans le but de retrouver des cellules porteuses du
chromosome Y dans le cerveau de rat femelle, signe qu’il s’agit d’un des Mo/Ma injectés ayant
migré.

Cette stratégie est limitée par le génome anormal des cellules tumorales 9L. Ces cellules com-
portent en général au moins un chromosome Y et même parfois plusieurs chromosomes Y. De
façon à différencier les Mo/Ma injectés des cellules tumorales, un immunomarquage spécifique des
macrophages avec ED1 2 sera aussi réalisé sur les coupes.

L’étude du FISH comme solution pour repérer les Mo/Ma injectés a été faite en partenariat
avec Françoise Ceccaldi et Nelly Magnat (CHU, Grenoble). Le protocole précis utilisé est disponible
en annexe (B.6.3.4).

Protocole :

La méthode du FISH a été utilisée pour marquer le chromosome Y sur des coupes congelées 10
µm de cerveau de rat. Le protocole a été développé par Mélanie Flaender.

Après fixation au méthanol/acide acétique (3/1) pendant 30 min à 4̊ C, les coupes sont déshydratés
par des bains successifs de 2 minutes dans l’éthanol à 70%, 80% puis 100%. Les coupes sont ensuite

2. ED1 est l’anticorps monoclonal le plus utilisé pour marquer la protéine CD68 chez le rat. Cette dernière est
exprimée particulièrement par les monocytes et les macrophages.
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mises à sécher.

Les étapes suivantes concernent la digestion par la protéase. Après avoir immergé les lames
pendant 30 minutes dans la solution de Protéase (Abbott) à 37̊ C (± 1̊ C), les lames sont plongées
pendant 1 minute dans l’eau osmosée puis cinq minutes dans deux bains de 2X SSC. Les lames sont
ensuite passées dans un bain propre d’eau osmosée.

L’étape suivante est l’étape d’hybridation. Tout d’abord, les lames sont déshydratées dans trois
bains distincts d’éthanol absolu pendant 1 minute à chaque fois. Les lames sont mises à sécher sur
l’hybridizer à 37̊ C. 10µl de solution contenant la sonde (3µL de sonde et 7µL de tampon d’hybri-
dation Interchim/EmpireGenomics) sont déposés par coupe. Les coupes sont ensuite recouvertes
par une lamelle et scellées avec du Ruber Cement. Les lames sont placées dans l’hybridizer et le
programme de dénaturation et hybridation est lancé (69̊ C pendant 16h).

Finalement, les lames sont lavées avec une solution de 2X SSC / 0,3% NP 40 au cours d’une
série d’étapes. Le Rubber Cement est retiré et les lames sont plongées entre 2 et 5 minutes dans
du 2X SSC à température ambiante. La lamelle est doucement décollée de la lame. Les lames sont
ensuite plongée 5 minutes dans la solution de rinçage 2X SSC / 0,3% NP40 préchauffée à 73̊ C, puis
5 minutes dans la solution de rinçage 2X SSC / 0,3% NP40 à température ambiante. Les lames
sont ensuite lavées dans de l’eau osmosée pendant 1 minute, puis déshydratées dans trois bains
distincts d’éthanol absolu pendant 1 minute à chaque fois. Les lames sont ensuite mises à sécher
sur l’hybridizer à 37̊ C, puis montées au DAPI/Vectashield.

B.6.4 Ouverture de la BHE par ultrasons

B.6.4.1 Préparation des microbulles :

500 µL de tampon HEPES à 10 mM sont injectés dans un flacon étanche contenant un lyophilisat
de liposomes à l’aide d’une aiguille 26G. La seringue est retirée en laissant l’aiguille en place à travers
la membrane, pour laisser le gaz contenu dans le flacon s’échapper. Une fois l’opération terminée,
l’aiguille est retirée, la solution est homogénéisée doucement. Le flacon est ensuite agité pendant
45s, puis laissé 5 minutes à reposer.

B.6.4.2 Ouverture par de la BHE :

après reconstitution des microbulles, le rat est anesthésié avec un mélange air/isoflurane. Le
rat est rasé sur le dessus de la tête et épilé, puis du gel hydrosoluble (utilisé en routine à l’hôpital
pour les échographies) est déposé sur la peau à nue. 80 µL de tampon HEPES et 20 µL de solution
de microbulles sont mélangés dans une seringue de 1mL. Le rat est ensuite placé dans un berceau
adapté et la plateforme est montée jusqu’au contact avec la membrane soutenant l’eau qui conduit
les ultrasons. La seringue est déposée dans le pousse-seringue et connectée au cathéter du rat dans
la veine de la queue. Les microbulles sont injectées pendant 5 secondes, suivies par l’injection de
200 µL de NaCl. 15 secondes après l’injection des microbulles, les ultrasons sont déclenchés pendant
1 minute. 900 µL de solution de nanoparticules de Fer (à la main) sont éventuellement injectés dès
l’arrêt des ultrasons pendant 20 s, toujours dans la veine de la queue, puis rincés avec 500 µL de
sérum physiologique. Finalement, 180 µL de Dotarem sont aussi injectés et le rat est aussitôt préparé
pour l’imagerie IRM (séquences T2, T2*, T1 axial et coronal, angiographie). Après les séquences
IRM, le rat est euthanasié et le cerveau est prélevé puis congelé pour analyses histologiques.
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Résumé

Les techniques actuellement disponibles pour le traitement des gliomes de haut grade sont
principalement palliatives et permettent d’augmenter la survie des patients de quelques mois seule-
ment. Une approche thérapeutique innovante pour augmenter le ciblage des dommages induits par
la radiothérapie aux cellules tumorales consiste à utiliser l’interaction entre les rayons X et un
composé préalablement délivré à la tumeur. Ce composé contient des éléments de numéro atomique
élevé qui peuvent être � photo-activés �. Une fois excités par le rayonnement X, ils génèrent des
électrons secondaires qui déposent leur énergie dans leur proche environnement. Cela conduit à une
augmentation locale de la dose reçue par les cellules tumorales.

La réussite de cette stratégie thérapeutique dépend en particulier de l’obtention d’une concen-
tration suffisante d’éléments � photo-activables � dans la tumeur par rapport au tissu sain et
d’un recouvrement optimal de la tumeur par ces éléments. Les nanoparticules (NPs) font actuelle-
ment l’objet de nombreuses études car elles permettent de délivrer une grande quantité d’éléments
lourds dans les cellules. Au cours de ces travaux de thèse, deux aspects de cette méthode ont été
étudiés : tout d’abord, le potentiel des NPs d’oxyde de fer (NPs Fe3O4) comme agents � photo-
activables � permettant d’augmenter localement la dose délivrée à la tumeur lors d’une irradiation
aux rayons X monochromatiques a été testé. Le second aspect ouvre sur la question de la répartition
des NPs dans la tumeur dans des modèles précliniques. Comment contourner la Barrière Hémato-
Encéphalique (BHE) pour obtenir une distribution optimale des composés dans la tumeur et ob-
server un effet thérapeutique significatif ?

Dans un premier temps, l’augmentation de dose théorique délivrée à la tumeur en fonction de
la concentration en nanoparticules et de l’énergie d’irradiation a été simulée par méthode Monte-
Carlo. De plus, l’effet thérapeutique de ces NPs Fe a été testé in vitro sur la lignée de glioblastome
de rats F98. Nous avons ainsi montré que les F98 sont capables d’internaliser les NPs d’oxyde de
fer : 20±4 pg de fer par cellule après incubation pendant 24h à une concentration de 0.06 mg/mL
de Fe dans le milieu de culture. Nous avons observé que les NPs Fe3O4 sont localisées dans des
vacuoles cytoplasmiques. Dans ces conditions, la présence de NPs Fe3O4 dans les cellules a entrainé
une augmentation de mort cellulaire d’un facteur 1.6±0.4 pour une irradiation à 30 keV.

Dans un second temps, nous nous sommes intéressés à une stratégie d’optimisation de la dis-
tribution des composés dans la tumeur reposant sur l’utilisation de cellules immunitaires, les ma-
crophages. Reconnus pour leurs grandes capacités de phagocytose, les macrophages peuvent ef-
ficacement intérioriser les NPs et sont capables de migrer vers les sites tumoraux à travers la
BHE. La méthode étudiée dans cette thèse comporte plusieurs étapes : les macrophages sont tout
d’abord chargés de NPs in vitro. Ils sont ensuite injectés dans le sang et migrent dans la tumeur
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en passant à travers la BHE tels des � Chevaux de Troie �. Nous avons montré que, dans les
conditions expérimentales étudiées, seulement une petite fraction des monocytes/macrophages in-
jectés en intraveineuse parvient à migrer dans la tumeur. De plus, injectés en intra-tumoral, les
monocytes/macrophages ne se répartissent pas de façon homogène dans la tumeur. Les distribu-
tions de NPs obtenues par la méthode � Cheval de Troie � dans les conditions étudiées ne sont
pas encore optimales, limitant ainsi les bénéfices thérapeutiques que l’on pourrait espérer lors de
la radiothérapie. Enfin, une méthode d’ouverture locale et réversible de la BHE par ultrasons a
été étudiée au cours d’études pilotes : les résultats sont encourageants et ouvrent de nouvelles
perspectives pour la distribution de composés thérapeutiques dans les gliomes.
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Abstract

Currently available methods for the treatment of high-grade gliomas are mainly palliative and
the patient survival is only increased by a few months. An innovative therapeutic approach to
improve the targeting of radiotherapy-induced damage to tumor cells relies on the interaction
between X-rays and a compound previously delivered to the tumor. This compound contains high
atomic number elements that can be ”photo-activated”. Once excited by X-rays, they generate
secondary electrons that deposit their energy in their nearest environment. This leads to a local
increase of the dose received by the tumor cells.

The success of this therapeutic strategy particularly depends on two aspects : (i) obtaining a
sufficient concentration of ”photo-activable” elements in the tumor relative to the normal tissue, and
(ii) getting an optimal covering of the tumor by these elements. Nanoparticles (NPs) are currently
the subject of many studies because they allow to deliver a large amount of heavy elements into the
cells. During this Ph.D. thesis, two aspects of this strategy were studied : firstly, the potential of
iron oxide NPs (Fe3O4 NPs) as ”photo-activable” agents able to locally increase the dose delivered
to the tumor during monochromatic X-ray irradiation was tested. The second aspect raises the
question of the distribution of NPs in the tumor in preclinical models. How can the Blood Brain
Barrier (BBB) be circumvented, so that the distribution of compounds in the tumor is sufficient to
observe a significant therapeutic effect ?

On the one hand, the theoretical dose increase delivered to the tumor as a function of the
nanoparticle concentration and the irradiation energy was simulated by Monte Carlo algorithms
(PENELOPE 2014). In addition, the therapeutic effect of these Fe NPs was tested in vitro on
the F98 rat glioblastoma cell line. We have thus shown that these Fe NPs can be internalized by
F98 : we measured 20±4 µg iron per cell after a 24 hour-incubation at a concentration of 0.06 mg
(Fe)/mL in the culture medium. We noticed that Fe3O4 NPs are mainly localized in cytoplasmic
vacuoles. In these conditions, the presence of Fe3O4 NPs in the cells led to an increase in cell death
of 1.6±0.4 for an irradiation at 30 keV.

On the other hand, we focused on a strategy to optimize the compounds distribution in the
tumor relying on the use of immune cells called macrophages. Macrophages are known for their high
phagocytosis abilities and can efficiently internalize NPs and migrate to tumor sites across the BBB.
This strategy involves several steps : first, macrophages are loaded with NPs in vitro. Then, they
are injected into the blood circulation and migrate into the tumor crossing the BBB such as ”Trojan
horses”. We have shown that, under the studied experimental conditions, only a small fraction of
the monocytes/macrophages injected intravenously manages to reach the brain tumor. In addition,
intratumoraly injected monocytes/macrophages do not distribute homogeneously in the tumor. The
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NPs distributions obtained by the ”Trojan Horse” method under the studied conditions are not yet
optimal, thus limiting the therapeutic benefits that one could hope for during radiotherapy. Finally,
a local and reversible opening of the BBB by ultrasound has been studied in pilot studies : the
results are encouraging and open up new perspectives for the distribution of therapeutic compounds
in glioma.
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à la régulation de la perméabilité de la BHE. D’après [Stam 10]. . . . . . . . . . . . 74

3.2 Illustration de coupes de cerveaux des patients, étude post-mortem de l’utilisation des
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sont 6, 8, 30, 51 et 80 keV. L’échelle de couleur représente l’énergie des électrons en
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7.7 Schéma illustratif du protocole de mesure de la survie cellulaire suite à une irradiation
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avant l’irradiation (dose déposée : 4 Gy, énergie du faisceau : 30, 51 ou 80 keV). (A)
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dans du milieu contenant 5 mg(Gd)/mL (condition “cellules non rincées”). . . . . . 185
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(Magnevist ou Dotarem) pendant 24 h ou à la concentration (5 mg/mL) de Gd
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10.4 Schéma illustratif d’une injection intra-tumorale de Mo/Ma primaires. . . . . . . . . 218

10.5 Déroulement de l’expérience in vivo pour l’étude de la migration des Mo/Ma pri-
maires après injection intratumorale. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 219

10.6 Images en fluorescence de coupe de cerveaux de rats ayant reçu une injection en
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permettant de les détecter, ont été chargés ou non de FerInject. D’après les travaux
de Dalzon et al. [Dalz 18]. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 226

320



TABLE DES FIGURES

11.1 Injection de microbulles et envoi d’une salve d’ultrasons pour ouvrir la BHE d’un
rat porteur de tumeur. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 230

11.2 Set-up d’ouverture de la BHE par ultrasons (collaboration GIN V. Stupar, A. Dela-
lande, N. Collomb). . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 231
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A.2 Tableau récapitulatif des cellules tumorales utilisées. Les images ont toutes été prises
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aux modèles de l’équipe de Barth. Le modèle 9L de l’équipe RSRM (implantée sur
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(d’après des images provenant de esrf.eu). Les électrons sont maintenu dans la tra-
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9.1 DEF théorique obtenu à 80 keV par simulation Monte-Carlo dans un milieu ho-
mogène, en fonction de la concentration en élément dans le milieu (I, Gd ou Fe). Ces
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