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7-AAD 7-amino-actinomycineD.

adCSM cellules souches mésenchymateuses du tissu adipeux.
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CSMh cellules souches mésenchymateuses humaines.

Cy cytoplasme.

DM dynamique moléculaire.

EANM European Association of Nuclear Medicine.

FDG fluorodéoxyglucose.

GEANT-4 GEometry And Tracking.

GUM guide to the expression of Uncertainly in Measurement.

LAMMPS Large-scale Atomice/Molecular Massively Parallel Simulator.

LRTOX Laboratoire de Radiotoxicologie et Radiobiologie expérimentale.

MCNP Monte-Carlo N-Particle.
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rdf fonction de distribution radiale.
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Sc surface cellulaire.
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SLM scintigraphie des Leucocytes Marqués.
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Introduction générale.

La médecine nucléaire est une discipline médicale reposant sur I'administration au patient d’'un radiophar-
maceutique, c’est-a-dire un radionucléide éventuellement couplé a un vecteur, lui permettant de se fixer
sur des cibles biologiques déterminées.

Ces radiopharmaceutiques sont utilisés a des fins d’imagerie diagnostique ou de thérapie.

Dans les applications diagnostiques, I'objectif est principalement la détection in vivo des pathologies chez
le patient a I'aide de radionucléides émettant un rayonnement v mono-énergétique détectable par une
gamma-caméra ou deux rayonnements -~y issus de la désintégration 3+ détectables par une caméra TEP
(Tomographie par Emission de Positons). Le suivi in vivo de cellules spécifiques est aussi possible en
prélevant du patient un lot de ces cellules au préalable, en les radiomarquant in vitro puis en les ré-injectant
dans l'organisme.

Dans les applications thérapeutiques, la radiothérapie interne vectorisée (RIV) a pour objectif de détruire

des cibles pathologiques en utilisant des radiopharmaceutiques émetteurs 5~ et a.

La premiére application de radiomarquage de cellules pour réaliser un suivi par imagerie nucléaire a fait
son apparition dans les années 70. Elle concerne le marquage in vitro de leucocytes ' au %™ Tc-HMPAO
ou a I''''In-oxine dans le but de localiser des foyers infectieux et inflammatoires.

Plus récemment, 'émergence des thérapies cellulaires, a la fois dans le domaine de la médecine régénéra-
tive (cellules souches) et de I'oncologie (cellules souches, lymphocytes T, etc.), a entrainé le développement
de 'imagerie nucléaire afin de fournir des données quantitatives sur la localisation, la viabilité et la migration
des cellules in vivo.

Limagerie TEP est particulierement intéressante pour ces applications car elle bénéficie d’'une meilleure
résolution et d’'une meilleure sensibilité que 'imagerie TEMP. De ce fait, en théorie, pour une méme qualité
d’'image, une quantité d’activité plus faible dans les cellules devrait étre nécessaire. La faisabilité d’'un suivi
de cellules via le radiomarquage de cellules avec des émetteurs 5+ tels que le ¥ F-FDG, le *Cu-PTSM ou
le 89Zr-oxine est de plus en plus étudiée mais il n’existe pas, a ce jour, de recommandations pratiques sur

ce type de marquage pour la clinique ou les études pré-cliniques.

Malgré les bénéfices apportés par I'imagerie TEP, un certain nombre de questionnements se pose sur son

1. Globule blanc a un (mononucléaire) ou a plusieurs (polynucléaire) noyaux, présent dans le sang.



utilisation. Le radiomarquage des cellules repose en effet sur I'incubation in vitro du radiopharmaceutique
avec les cellules afin de permettre son internalisation dans les cellules par transport actif ou diffusion pas-
sive a travers la membrane, ou sa liaison en surface des cellules. Or, I'exposition des cellules aux rayon-
nements ionisants peut induire des effets délétéres au niveau des cellules. Lamplitude et la nature des
effets biologiques dépendent de nombreux facteurs, notamment du type de radionucléide et de la quantité
d’activité, des conditions in vitro (temps d’incubation, densité cellulaire, etc.) ou encore la radiosensiblité
des cellules. La mort des cellules notamment peut conduire a une élution du marqueur hors des cellules
(en plus de I'élution naturelle) et ainsi affecter la qualité d’image.

Cette problématique a été soulevée trés t6t avec I'avéenement du radiomarquage des cellules avec des
émetteurs ~ et devient cruciale pour les émetteurs 3+, une dose plus importante étant susceptible d’étre

délivrée a I'échelle multi-cellulaire.

Bien qu’un certain nombre d’études ait été réalisé sur ce sujet, les résultats présentés sont assez hétéro-

génes et méme parfois contradictoires pour différentes raisons :

— Les effets biologiques radio-induits sont généralement évalués en fonction de I'activité par cellule et

non en fonction de la dose absorbée. Ce manque de considération dosimétrique rend particuliere-
ment difficile la comparaison des études entre elles et la possibilité de tirer des conclusions claires
sur I'impact de la procédure sur les cellules et 'imagerie.
Contrairement a la radiothérapie externe, la dose délivrée aux cellules dépend de facon importante
de I'environnement biologique et des caractéristiques physiques et pharmaco-cinétiques du radio-
pharmaceutique. Le développement d’'un modele dosimétrique tenant compte de ces différents fac-
teurs est essentiel pour pouvoir comparer différentes configurations de marquage et mieux appré-
hender leur impact sur la dose.

— Les effets biologiques étudiés peuvent varier d’une étude a I'autre, de méme que les temps de me-
sure choisis, ce qui rend complexe I'interprétation des données.

Par ailleurs, I'évaluation des effets biologiques induits par des radionucléides est d’autant plus com-
plexe qu’elle s’integre dans une radiobiologie encore mal connue qui est associée a une irradiation
prolongée, hétérogéne, mettant en ceuvre des rayonnements ionisants de qualités différentes et

gu’elle touche au domaine des faibles doses et faibles débits de dose.

Il était donc indispensable de développer des méthodes réalistes de calculs de dose au niveau cellulaire
des émetteurs 8T prenant en compte I'ensemble de parameétres de marquage afin de mieux appréhender

leur implication dans l'irradiation et de permettre de les corréler ensuite a des effets biologiques pertinents.



La visée finale étant de s’assurer de I'innocuité de la procédure de radiomarquage chez 'homme.

La structure de ce document répond a cette logique.

Le chapitre 1 a pour objectif de définir le cadre de nos recherches. Aprés une description succincte de
la médecine nucléaire et de ses applications, I'imagerie in vivo pour le suivi de cellules sera présentée.
Les avantages et les limitations du radiomarquage ainsi que les enjeux actuels seront développés. Nous
présenterons ensuite le formalisme de la dosimétrie interne ainsi qu’un état de I'art des méthodes de calcul
dosimétrique appliquées a I'échelle cellulaire. La derniere partie de ce chapitre sera consacrée a la pré-

sentation de concepts fondamentaux de radiobiologie.

Les aspects dosimétriques relatifs aux émetteurs S+ seront traités dans le chapitre 2. Un modéle dosimé-
triqgue générique adapté aux scénarios in vitro sera développé a partir de calculs Monte Carlo et de calculs
analytiques afin de calculer la dose absorbée moyenne au noyau d’une cellule.

Une étude systématique visant a étudier 'influence de deux parameétres de radiomarquage, a savoir I'effi-
cacité de marquage et la densité cellulaire, sur la dose absorbée sera ensuite réalisée pour trois radionu-
cléides émetteur B+ utilisés pour le radiomarquage de cellules.

Nous analyserons I'apport de I'approche dosimétrique a I’échelle multi-cellulaire par rapport a une approche
conventionnelle pour différentes valeurs de densité cellulaire et d’efficacité de marquage. Enfin, des calculs
dosimétriques seront réalisés a partir de données de radiomarquage issues de différentes publications de

la littérature.

Ceci nous amenera a étudier, dans le chapitre 3, une nouvelle approche de calcul plus rapide basée sur
I'utilisation de fonctions de distribution radiale 2 calculées a I'aide d’un outil de dynamique moléculaire. Lob-
jectif de ce chapitre sera de démontrer les avantages de la méthode proposée pour le calcul du tir croisé,
composante prépondérante de la dose comme nous le verrons.

Pour compléter I'analyse paramétrique du chapitre précédent, une étude de l'influence de la configuration
géométrique des cellules sur le tir croisé sera réalisée en fonction de la densité cellulaire et de la taille du
volume d’étude.

Notre nouvelle méthode sera appliquée a une configuration géométrique plus complexe dans le cadre d’'un
radiomarquage au '®F-FDG. Les perspectives possibles d'utilisation des outils de dynamique moléculaire

seront finalement discutées.

2. Outil mathématique fondamental permettant de décrire la distribution d’entités dans I'espace



Enfin, ces outils seront utilisés dans une étude expérimentale présentée dans le Chapitre 4, qui aura
comme objet principal I'évaluation de la relation dose-effet du radiomarquage au '®F-FDG sur des cellules
lymphoblastoides T et des cellules mésenchymateuses.

Dans un premier temps, la mise au point du protocole de radiomarquage et la réalisation de tests fonc-
tionnels in vitro de la survie cellulaire et des dommages a I’ADN induits par le radiomarquage au '®F-FDG
seront décrites et une comparaison avec l'irradiation externe sera réalisée.

Dans un deuxieme temps, le développement d’'un modéle dosimétrique permettra d’évaluer de maniéere
précise les doses regues aux cellules au cours de la procédure de radiomarquage ainsi que les incerti-
tudes associées, pour ensuite les corréler aux effets observés. A partir de ces résultats, les optimisations

possibles pour 'amélioration de I'imagerie seront discutées.
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Chapitre 1.

1 Introduction

Ce premier chapitre a pour objectif d’exposer les enjeux liés au radiomarquage de cellules pour 'imagerie et
les outils a développer pour y répondre. Apres avoir présenté le principe général de la médecine nucléaire
et les applications diagnostiques et thérapeutiques, I'utilisation de I'imagerie nucléaire pour le suivi de
cellules radiomarquées sera développée, avec un intérét particulier pour I'imagerie TEP. La deuxiéme partie
du chapitre s’attachera a fournir I'état de I'art permettant d’adresser les questions soulevées, d'un point
de vue dosimétrique et radiobiologique, et dans le méme temps, de préciser les développements et les
choix effectués pour ce travail de thése. Le formalisme de la dosimétrie interne a I'échelle cellulaire et
la modélisation des effets biologiques radio-induits dans le cadre d’expérimentations in vitro seront ainsi

abordés.

2 Principe de la médecine nucléaire

2.1 Principe général

Comme déja indiqué, la médecine nucléaire est une discipline qui repose sur I'administration de radio-
nucléides sous forme de sources non scellées dans le corps d'un patient. Les produits administrés sont
appelés des radiopharmaceutiques. Il peut s’agir du radionucléide seul qui sera directement métabolisé par
I'organisme (exemple : I''3L] pour I'évaluation de la fonction thyroidienne) ou d’un radionucléide combiné
avec un vecteur permettant le ciblage spécifique d’'un marqueur biologique reflétant une fonction physiolo-

gique ou pathologique.

Le choix du vecteur dépend de la nature de la cible biologique in vivo. Le vecteur peut étre par exemple
un anticorps se fixant spécifiquement sur un antigéne surexprimé a la surface de cellules tumorales, un
anticorps ou un peptide pouvant se fixer sur des protéines membranaires. De multiples autres vecteurs
comme des sucres, des vitamines, des aptameres, des nanoparticules ou des cellules peuvent étre utilisés
(1, 2). Lutilisation de cellules comme vecteurs est réalisée dans un cadre bien spécifique qui fera I'objet de

la section 3 de cette partie.
Le radionucléide quant a lui émet des rayonnements ionisants (RI) qui peuvent étre détectés et servir a dé-

crire la distribution du radiopharmaceutique dans le corps du patient a des fins d'imagerie, ou mis a profit

pour détruire des cellules dans le cadre d'une thérapie.
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Le développement de nouveaux radiopharmaceutiques mobilisent les compétences d’équipes pluri-
disciplinaires en médecine, radiopharmacie et physique. Celui-ci est classiquement organisé en plusieurs
phases :
— une phase d’essais in vitro pour évaluer I'efficacité du radiopharmaceutique (efficacité de marquage
ou efficacité thérapeutique) sur différents modeles cellulaires,
— une phase pré-cliniqgue chez I'animal. Les modéles animaux utilisés sont essentiellement des ron-
geurs, le porc ou des primates non-humains,
— une phase d’essai clinique chez I’homme.
Ces principales étapes franchies, les radiopharmaceutiques peuvent étre ensuite utilisés en routine cli-
nique.
Avant de détailler les applications en imagerie et en thérapie, les différents types de radionucléide impliqués
en médecine nucléaire et les caractéristiques physiques des rayonnements émis sont présentés dans le

paragraphe suivant.

2.2 Physique des rayonnements utilisés en médecine nucléaire

Les électrons, positons et particules « émis par différents modes de désintégration nucléaire de radionu-

cléides sont utilisés en médecine nucléaire.

Les électrons dits 3~ sont émis lors d’une désintégration 53—, causé par un excés de neutrons au sein
d’'un noyau. Lors de cette désintégration, I'’émission d’'une particule 3~ est accompagnée de I'émission
d’'un anti-neutrino. Le partage de I'énergie de désintégration entre les deux entités fait que la particule 5~
présente un spectre d’énergie continu. Les énergies sont relativement faibles, en moyenne entre 0,05 MeV
et 2,5 MeV. Le transfert d’énergie linéique (TEL), qui correspond a I'énergie transférée au milieu par la
particule incidente par unité de longueur (en keV/um), est relativement faible pour les 3~ et se situe entre

0,2 et 4 keV/um.

Les positons ou particules 5T sont issus de la désintégration 8+, qui a lieu lorsqu’un noyau a un exces de
proton. Alternativement, le noyau peut se désintégrer par capture électronique c’est-a-dire par capture d’'un
électron du cortége électronique entourant le noyau, sans émission de 5*. Les 8+ partagent les mémes
caractéristiques physiques que les 3~ (TEL, parcours, gamme d’énergie) exceptée la charge. La charge
positive du positon fait que, en fin de parcours, il s’associe a un électron de la matiére pour former un état
lié, le positronium. Un processus de dématérialisation se produit et deux photons ~ sont alors émis dans

deux directions opposées avec une énergie de 511 keV chacun.
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Les particules « sont des particules lourdes chargées positivement, issues de la désintégration o qui a
lieu dans le cas de noyaux lourds riches en protons. Elles interagissent principalement par des forces cou-
lombiennes entre leur charge positive et la charge négative des électrons des atomes, ce qui cause des
ionisations et des excitations. En raison de leurs masses importantes (8 fois plus importantes que celle des
électrons), elles sont trés peu déviées par les interactions, et suivent ainsi une trajectoire presque rectiligne.

Le TEL des « est bien plus élevé que celui des S entre 80 keV/um et 300 keV/um.

Suite a une désintégration du noyau, un réarrangement du cortége électronique a généralement lieu, se
traduidant par I'émission de rayons X ou d’électrons Auger.

Les électrons Auger sont également d’'intérét pour la médecine nucléaire. Ce sont des particules de faibles
énergies ; leur spectre contenant des émissions monoénergétiques allant de 10 eV a 10 keV. Les Auger ont
également un TEL trés important (4 - 26 keV/m) par rapport a celui des S et donc un parcours beaucoup

plus faible.

Enfin, outre les rayonnements particulaires, les rayonnements électromagnétiques  sont également
d’intérét.
Les ~ utilisés sont issus de la désintégration 37 comme vu précédemment ou de la désexcitation nucléaire.

En effet, la désexcitation d’'un noyau vers son état fondamental se fait de deux maniéres :

— émission d’'un rayonnement électromagnétique ~ par transition directe si I'’énergie du v émis est égal
a I'énergie d’excitation ou par cascade de rayonnements v dont la somme des énergies est égale a
I'énergie d’excitation,

— par conversion interne (Cl), c’est-a-dire un transfert direct de I'énergie d’excitation a un électron du

cortege électronique.

Pour les v, il N’y a donc pas de notion de TEL ou de parcours. Les photons n’ont pas un parcours spéci-
fique dans la matiere, mais possedent une atténuation exponentielle caractérisée par la couche de demi-
atténuation (CDA), c’est a dire I'épaisseur de milieu qu’un faisceau peut traverser avant d’étre atténué de

moitié.

Les rayonnements « sont utilisés pour les applications diagnostiques, tandis que les radionucléides émet-
teurs de particules 5, a et Auger sont utilisés dans un cadre thérapeutique (figure 1.1).

Les caractéristiques physiques des principaux rayonnements d’intérét utilisés en médecine nucléaire sont
résumées dans le tableau 1.1 (3, 4). A dose absorbée équivalente, les particules de haut TEL sont plus

cytotoxiques.
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Tableau 1.1 — Caractéristiques des rayonnements d’intéréts en médecine nucléaire. *Dans les tissus mous.

Caractéristique Ié] o Auger 5
Energie 0,05-2,5 MeV 3-10 MeV 10 eV-10 keV keV - MeV
Parcours* 0,2-11 mm 50-100 pm 10 nm
TEL* 0,2-4 keV/um 80-300 keV/um 4-26 keV/um -
Application Thérapie (8-), Thérapie Thérapie Imagerie
Imagerie (6+)
Radionucléide Vecteur )
-Molécule
«Anticorps
-Peptide
«Cellule
(o~
, Organisme :
' [
! [ |
. . I
Thérapie | B- S5 a @_ |
| |
| B e-® a &3 : /
[ |/
! f
[ //|
| _
. Y + @— !
Imagerie | @_ g J /o
. |
fonctionnelle | | Photon(s)(y)  e+® . ;S
S I e-® |
[ : / [
e - 4/ 77777 )
I /
| /
| /
\ y

FIGURE 1.1 — Les radiopharmaceutiques utilisés en médecine nucléaire sont constitués d’'un radionucléide
seul ou lié a un vecteur, par exemple, une molécule, un anticorps, un peptide, une cellule. Les rayonnements
émis par désintégration des radionucléides peuvent étre utilisés pour réaliser une imagerie () ou pour
détruire des cellules pathologiques (5-, «, Auger).

2.3 Applications

2.3.1 Imagerie fonctionnelle

Représentant plus de 90% des actes de médecine nucléaire en France, I'imagerie est la principale
application en médecine nucléaire visant & établir un diagnostic, pronostic ou un suivi thérapeutique
de pathologies (5). Lobtention d'images décrivant la biodistribution du radiopharmaceutique dans le
corps du patient permet d’étudier le métabolisme des éléments constituants de I'organisme, normaux et

pathologiques, parfois avant I'apparition d’anomalies anatomiques.
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Elle est dite fonctionnelle par opposition aux techniques d'imagerie dites structurelles comme celles
basées sur les rayons X ou IRM qui réalisent des images de I'anatomie. Une acquisition multi-modale est
souvent utilisée pour permettre une meilleure qualité d’imagerie et un repérage anatomique précis des

lésions métaboliques dans les trois plans de I'espace.

Limagerie repose sur I'utilisation de radionucléides émettant des rayonnements ~. Avec un pouvoir péné-
trant trés important, ceux-ci peuvent sortir du corps des patients et étre détectés par une caméra externe.
Deux systemes de détection sont alors disponibles selon le radionucléide utilisé :

— La gamma-caméra,

— La caméra TEP basée sur le principe de la Tomographie par émission de positons (TEP).
Dans les deux cas, la détection des rayonnements par la caméra se base sur la conversion de I'énergie
des photons incidents en un signal électrique, permettant par la suite de localiser ces photons pour en faire

une image.

La gamma-caméra. Les acquisitions réalisées avec une gamma-caméra peuvent se faire selon différents
modes en fonction de l'information recherchée. Les acquisitions planaires, ou scintigraphies, en deux di-
mensions, permettent de mettre en évidence des anomalies de fixation du radiopharmaceutique sur une
région d’intérét. Les acquisitions en mode balayage sont des acquisitions planaires pour lesquelles la ca-
méra ou le support du patient se déplace afin d’obtenir une image dont la dimension est supérieure a la
taille du champ de vue du détecteur. Ce mode est souvent appliqué pour réaliser une imagerie du corps en-
tier. Enfin, les acquisitions en mode tomographique ou Tomographie par émission monophotonique (TEMP)
consistent a faire tourner la gamma-caméra autour du patient et a reconstruire, a I'aide d’algorithmes ma-
thématiques, I'image en volume de I'objet source a partir des différentes projections acquises. Ce procédé

permet de dissocier deux fixations distinctes dans le cas d’organes superposés.

Selon I'enquéte nationale de la SFMN datant de 2017, les actes les plus fréquents en TEMP sont les
scintigraphies osseuses et les scintigraphies cardiaques (35% chacune) avec les radiopharmaceutiques
marqués au " Tc d’'une période physique t, de 6h (**Tc-DMSA ou ™ Tc-DTPA) '. La scintigraphie de la

thyroide avec de I''?3| constitue aussi un des examens de médecine nucléaire les plus répandus.

La caméra TEP. Des émetteurs 3% sont utilisés pour I'imagerie TEP. La détection simultanée de deux
photons issus de I'annihilation d’'un positon avec un électron du milieu et émis dans des directions oppo-

sées permet de localiser le radionucléide avec une incertitude plus ou moins grande selon le parcours de

1. La période physique t, correspond au temps au bout duquel la moitié des isotopes initialement présents ont disparu par trans-
formation spontanée
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la particule 3. Limagerie TEP bénéficie d’'une excellente sensibilité avec une limite de détection de I'ordre

du picomolaire (6).

La majorité des procédures est réalisée a partir du radionucléide '®F (t,=110 minutes). En 2016, les
examens basés sur le radiopharmaceutique '8F-fluorodéoxyglucose (FDG) représentaient autour de 90%
des actes d’'imagerie TEP et au total 35% des actes d’'imagerie en médecine nucléaire (5).

Lutilisation du '®F-FDG comme radiopharmaceutique permet de mettre en évidence des foyers hyper-
métaboliques, avec des cellules consommant plus de glucose que les cellules saines environnantes,
notamment les cellules cancéreuses qui proliférent trés rapidement. La TEP au '®F-FDG est ainsi devenue
un outil essentiel dans le domaine de I'oncologie, pour la prise en charge des patients souffrant de cancers.
Cet examen est aussi indiqué a la fois pour le diagnostic initial, I'évaluation de I'efficacité des traitements
et la détection de récidives.

La '8F-Choline et la '®F-DOPA sont les deux autres radiopharmaceutiques les plus utilisés, respectivement
pour la prise en charge du cancer de prostate et 'imagerie du cerveau.

En routine clinique, le ®®Ga associé a des peptides possédant une forte affinité pour les récepteurs de la
somatostatine, comme le DOTATOC ou DOTATATE est aussi couramment utilisé pour diagnostiquer les
tumeurs neuro-endocrines (5). D’autres radionucléides comme le 8°Zr (t,=3,3 ) et le ®*Cu (t,=12,7 h) sont

essentiellement utilisés en recherche.

Cas particulier : utilisation de cellules comme vecteurs d’imagerie. Les radionucléides utilisés pour
I'imagerie TEMP et TEP peuvent étre au préalable associés a des cellules d’intéréts en in vitro afin de
suivre leur biodistribution spécifique in vivo.

En diagnostic clinique, par exemple, a partir d’'un volume de sang prélevé chez un patient, les leucocytes
sont isolés, puis radiomarqués in vitro au **Tc-HMPAO. Les leucocytes radiomarqués sont ensuite ré-
injectés au patient et leur détection par imagerie permet de révéler des foyers infectieux et inflammatoires.
Le principe de I'imagerie nucléaire pour le suivi de cellules d’intéréts et les enjeux de cette application,

faisant I'objet de cette thése, seront développés dans la section 3.

2.3.2 Thérapie

Les applications thérapeutiques visent a détruire sélectivement des cellules pathologiques. Pour cela, une
quantité importante de radiopharmaceutique doit étre administrée au patient afin de délivrer une dose maxi-

male au niveau des cellules cibles.
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La thérapie phare de la médecine nucléaire est celle utilisant de I''3!| seul (émetteur 37), pour le traitement
des pathologies bénignes et cancéreuses de la thyroide. Cette thérapie est réalisée depuis plus de 70 ans
et représente actuellement en France 91% des actes a visée thérapeutique (5). Les thérapies hors-thyroide
les plus importantes concernent les radiosynovectomies par administration locale d*°Y, de '®°Re ou d'1%°Er
sous forme colloidale. Par ailleurs, I'iobenguane marqué a I''3!1 (}31I-mIBG) est utilisé pour traiter certaines

tumeurs neuro-endocrines, telles que le neuroblastome chez 'enfant.

D’autres formes de thérapies ont aussi émergé depuis les années 2000 : la radioimmunothérapie pour le
traitement des lymphomes non-hodgkinien, avec en particulier I'utilisation du *°Y-ibritumomab tiuxetan (Ze-
valin®), la radiothérapie interne sélective par microsphéres marquées a I'°Y pour le traitement des cancers
du foie (SIRT) ou encore la peptidethérapie pour les tumeurs neuro-endocrines avec I'utilisation du " Lu-

DOTATATE (Lutathera®) avec une autorisation de mise sur le marché obtenue en 2017.

Les émetteurs a de plus faible parcours (cf. tableau 1.1) sont principalement utilisés pour traiter des micro-
métastases ou de trés petites tumeurs. Le Xofigo (*2RaCl,) est le premier radiopharmaceutique « a avoir
obtenu l'autorisation de mise sur le marché en 2013. Ce radiopharmaceutique est utilisé pour traiter des

métastases osseuses du cancer de la prostate.

Les radionucléides émetteurs d'électrons Auger, tels que I'''1In, 1231, I''25] ou le 99 Tc, suscitent aussi un
intérét pour la thérapie. La distribution de ce type de radionucléide proche du noyau cellulaire et donc
de 'ADN radiosensible produirait un effet Iéthal pour la cellule bien plus important que les particules 3
(7, 8,9, 10). Le ciblage des noyaux des cellules cancéreuses doit alors étre le plus précis possible pour les
détruire efficacement. Leur potentiel dans le traitement de certains cancers, comme ceux de type cérébraux

(11), a été mis en évidence.

3 Le suivi de cellules par imagerie in vivo en médecine nucléaire

Comme évoqué précédemment, des cellules radiomarquées peuvent étre utilisées comme radiotraceurs
pour réaliser une imagerie spécifique. Cette procédure est utilisée dans le cadre de deux applications
principales :
— le suivi de leucocytes pour la détection de foyers d’'inflammation ou d’infection (routine clinique),
— le suivi de cellules transplantées dans le cadre du développement de thérapies cellulaires (pré-
clinique et essai clinique).

La thérapie cellulaire étant une discipline en plein essor, 'imagerie nucléaire, et particulierement I'imagerie
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TEP, représente dans ce cadre un outil prometteur pour I'évaluation de I'efficacité de thérapies cellulaires,
via par exemple la quantification des cellules greffées au niveau des sites cibles. Cette deuxiéme application
sera donc plus particulierement détaillée. Avant de décrire ces deux applications, le principe général de

I'imagerie du suivi de cellules radiomarquées est présenté.

3.1 Principe de 'imagerie du suivi de cellules radiomarquées

La détection de cellules in vivo est possible grace au radiomarquage spécifique des cellules avec un radio-
nucléide. Le radiomarquage peut étre réalisé de maniére directe ou indirecte.

La méthode de radiomarquage dite directe est la plus facile a mettre en oeuvre et est celle qui est utilisée
en clinique. Dans un premier temps, les cellules d’intéréts sont prélevées et isolées du patient. Puis, les
cellules sont radiomarquées in vitro par incubation avec une solution radioactive. Enfin, les cellules mar-
quées sont ré-injectées dans I'organisme selon différentes voies possibles (e.g., voie intraveineuse, voie
intracoronarienne, etc). Cette procédure est illustrée figure 1.2.

Les radionucléides sont associés au préalable a des vecteurs qui permettent leur incorporation dans les
différents compartiments cellulaires via un mécanisme de transport actif (exemple : 1*F-FDG), ou par dif-
fusion passive a travers la membrane cellulaire (exemple : '''In-oxine, 2 Tc-HMPAQ). Le vecteur peut
également se lier au niveau de la membrane (exemple : 8Ga-DOTATOC). Il est & souligner gu’avec cette
stratégie de marquage, une fois les cellules administrées dans I'organisme, le signal provenant de cellules
vivantes n’est a priori pas différenciable de celui provenant de cellules mortes ou endommagées. De plus,

la division des cellules peut entrainer une dilution du signal.

Ces désavantages peuvent étre évités en utilisant une méthode de radiomarquage dite indirecte, qui re-
pose en premier lieu sur I'introduction d’un gene rapporteur a I'intérieur de chaque cellule que I'on souhaite
suivre.

Ce géne sera ensuite transcrit puis traduit en protéine ayant une affinité spécifique a un vecteur radiomar-
qué. Le géne rapporteur typiqguement utilisé est la thymidine kinase du virus Herpes simplex de type 1
(HSV1-TK). La protéine thymidine kinase traduite a partir de celui-ci est capable ensuite de phosphoryler
des substrats marqués a des radionucléides utilisés en TEP, dérivées de la thymidine et de I'acylguanosine,
tels que 24I/*®F-FIAU, 124/'¥F-FEAU, '8F-FHGP/FHBG (14).

Dans ce cas, les cellules transfectées sont d’abord administrées dans l'organisme et le substrat radio-
marqué est injecté au moment de I'imagerie. Les cellules exprimant le géne HSV1-TK peuvent ainsi étre

spécifiguement visualisées in vivo (15).
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FIGURE 1.2 — Principe de I'imagerie nucléaire pour le suivi in vivo de cellules d’intérét radiomar-
quées. Exemple d'un radiomarquage direct de cellules avec un radiopharmaceutique émetteur S+ pour
une imagerie TEP : (1) les cellules sont prélévées de I'organisme, (2) et (3) les cellules sont mises en
culture et radiomarquées, puis (4) les cellules radiomarquées sont ré-injectées dans I'organisme (petit ani-
mal ou patient). (4) Une image de la biodistribution des cellules marquées est obtenue. La premiére image
(haut) montre 'accumulation de cellules souches embryonnaires (CSE) au niveau du coeur apres trans-
plantation dans une souris avec un infarctus du myocarde (12). Limage patient (bas) montre 'accumulation
de cellules souches hématopoiétiques marquées au '®F-FDG dans le myocarde 2h aprés administration
(13).

Lapproche transgénique offre la possibilité de réaliser des sessions d’imagerie autant de fois que l'on
souhaite apres l'intégration stable du transgéne dans les cellules, sans dilution du marqueur lors la division
cellulaire. Elle requiert toutefois une manipulation génétique des cellules et des processus de radiochimies
complexes, ce qui limite son application clinique a I'’heure actuelle (16, 17).

Les stratégies de marquage direct et indirect sont illustrées figure 1.3.
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FIGURE 1.3 — Principe des stratégies de radiomarquage direct et indirect. Exemples de radiomarquage
direct : les vecteurs *™Tc-HMPAO ou !!!In-oxine sont des complexes liphophiles qui entrent dans les
cellules de maniére passive a travers la membrane. Le '8F-FDG est incorporé dans les cellules de maniére
active via les transporteurs de glucose. Le 3Ga-DOTATOC se lie & I'extérieur de la membrane au niveau
des récepteurs de la somatostatine. Exemple de radiomarquage indirect : un géne rapporteur est intégré
au génome de la cellule, ce qui permet la production d’'une protéine spécifique capable de phosphoryler le
substrat radiomarqué '8F-FHGB.

3.2 Caractérisation du radiomarquage cellulaire in vitro

Le radiomarquage des cellules représente une étape clé de la procédure. Il est important de développer
une méthode de radiomarquage des cellules in vitro qui permette une incorporation rapide et stable du
radionucléide, sans compromettre la viabilité ou la fonctionnalité des cellules a étudier.

Lefficacité et la stabilité du radiomarquage sont deux paramétres in vitro clés du radiomarquage. Leffi-
cacité représente le pourcentage d’activité incorporé dans les cellules en fin d’'incubation. Lefficacité et la
stabilité sont systématiquement caractérisées in vitro pour valider la méthode de radiomarquage, avant la

réalisation d’études de biodistribution in vivo.

Les mécanismes qui permettent I'incorporation puis I'accumulation de l'activité dans les cellules sont
propres a chaque radiopharmaceutique. Pour reprendre un des exemples illustrés figure 1.3, le 9 Tc-
HMPAQO est un complexe lipophile qui est incorporé a l'intérieur des cellules en passant a travers la mem-
brane de maniére passive. Ensuite, deux mécanismes ont été suggérés pour expliquer la maintenue du
radiopharmaceutique a l'intérieur de la cellule : la conversion du radiopharmaceutique en un complexe hy-

drophile par la réduction d’agents comme la glutathione ? ou la liaison du *°"Tc-HMPAO & des protéines

2. Substance organique de nature peptidique servant au transport de I'’hydrogene.
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non-diffusibles et aux organelles de la cellule (18).
Cependant, de multiples paramétres peuvent influencer I'efficacité de marquage (19, 20), notamment le
type cellulaire, la densité cellulaire, le temps d’incubation, I'activité volumique, la température ou encore la

composition du milieu de marquage.

Par ailleurs, certains mécanismes de radiomarquage ne sont pas irréversibles. Les cellules peuvent alors
relarguer de I'activité au cours du temps - c’est le cas du ??"Tc-HMPAQO et du '8F-FDG par exemple
(18, 21). De plus, du fait de la cytotoxicité intrinséque du marquage liée au radionucléide et/ou au ligand
utilisés, celles-ci pourraient étre endommageées et relarguer également de I'activité. Ce point sera déve-
loppé dans la section dédiée aux limites du radiomarquage (§ 3.4). Ces deux effets combinés caractérisent
la stabilité du radiomarquage (18). Ce paramétre représente le pourcentage d’activité restant dans les cel-

lules a un instant t apres la fin de I'incubation.

3.3 Applications

Comme indiqué précédemment, le radiomarquage de cellules pour le suivi par imagerie est utilisé princi-

palement pour deux applications.

3.3.1 Imagerie in vivo de I'infection et de I'inflammation

La scintigraphie des Leucocytes Marqués (SLM) est pratiquée en clinique dans le but de détecter des sites
infectieux ou inflammatoires, notamment les infections de protheses articulaires, fievre d’origine inconnue,
infections du poumon ou encore les infections de pieds diabétiques (18). Cette technique représente au-
jourd’hui la technique de référence en médecine nucléaire pour la détection d’infection/inflammation et, plus
globalement, la premiére application clinique de marquage cellulaire pour une imagerie in vivo (22). Lexa-
men consiste a prélever du sang chez le patient, isoler les leucocytes par sédimentation, a radiomarquer
les cellules, puis les réinjecter au patient par voie intraveineuse. Des images planaires et/ou TEMP sont

ensuite utilisées pour visualiser leur biodistribution dans le corps du patient.

La SLM a été réalisée pour la premiére fois en 1979 en utilisant le radiopharmaceutique '*!In-oxine (T, =
2,8 jours) (23). Celui-ci a ensuite été approuvé comme substance a faible risque par la FDA en 1985.

Au fil des années, I'''!In-oxine a été largement remplacé par le " Tc-HMPAO pour sa disponibilité, son
colt et ses caractéristiques physiques. Un kit de préparation pour le radiomarquage au ?° Tc-HMPAO a été
mis sur le marché depuis 1988. Le radiomarquage des leucoytes a I''!In reste malgré tout le plus adapté

dans le cas de maladies intestinales inflammatoires et les infections rénales. La meilleure stabilité du radio-
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pharmaceutique dans les cellules permet de limiter I'activité non-spécifique (lié au radiotraceur seul) dans

les voies urinaires et gastrointestinales (18).

Afin de combiner la spécificité des leucocytes pour les foyers infectieux et inflammatoires et les avantages
de la TEP, I'utilisation de leucocytes radiomarqués au *F-FDG a par la suite suscité un intérét particulier.
La premiére étude in vitro de faisabilité du radiomarquage de leucocytes au '*F-FDG a été réalisée par
Osman et al. en 1992 (21). Dix ans plus tard, une étude de biodistribution in vivo de leucocytes marqués
au '8F-FDG est réalisée chez 4 volontaires adultes (24).

Ladministration de '®F-FDG seul peut étre également utilisée pour la détection de Iésions inflammatoires.
Cependant, par rapport au FDG seul, une meilleure spécificité des cellules marquées pour les foyers in-
fectieux a été observée (25). En 2006, une étude menée sur 21 patients (26) a montré que la technique
d'imagerie hybride 8F-FDG-leucocytes TEP/TDM présentait une trés bonne sensibilité et spécificité pour
le diagnostic de I'infection. Lapplication clinique du '*F-FDG pour le marquage des leucocytes est encore
limitée, en raison des contraintes d’acquisition d’'images pour des temps plus longs aprés administration
des cellules (2-6h) et d’une élution importante du '8F-FDG.

Par ailleurs, Bhargava et al. (27) rapportent I'intérét du *Cu comme marqueur potentiel des leucocytes.
Des études supplémentaires sont attendues pour évaluer de maniére approfondie la faisabilité de ce type

de marquage pour les études de suivi in vivo.

3.3.2 Imagerie in vivo permettant le suivi de cellules thérapeutiques

Afin de bien comprendre le réle de I'imagerie dans I'optimisation de thérapies cellulaires, il nous a semblé
important de présenter dans un premier temps le principe de la thérapie cellulaire et les différentes cellules

impliquées.

Principe général de la thérapie cellulaire. La thérapie cellulaire est une forme de traitement consistant
a produire des cellules issues d’'un donneur sain dans un laboratoire ou a prélever des cellules chez un
patient, a les amplifier et éventuellement les modifier afin de leur attribuer une fonction précise, pour les
réimplanter au patient. Il en découle deux stratégies principales : I'utilisation de cellules souches pouvant
se substituer aux cellules ciblées ou l'utilisation de cellules pouvant produire une substance dont a besoin

'organisme.

Applications de la thérapie cellulaire. Les thérapies cellulaires validées et autorisées pour une appli-
cation en clinique par les autorités de santé sont essentiellement basées sur des cellules souches. La

premiére thérapie cellulaire est appliquée depuis les années 1970 et repose sur l'utilisation de cellules
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souches cutanées pour reconstituer des feuilles d’épiderme en laboratoire puis la greffe chez des grands
brilés (28). Ladministration de cellules souches sanguines dites hématopoiétiques, provenant de la moelle
osseuse est également utilisée dans le traitement d’hémopathies malignes depuis les années 1980. Les
greffes de cellules provenant du sang de cordon ombilical, moins fréquentes, sont réalisées pour traiter des

hémopathies malignes comme les leucémies ou des lymphomes.

Ces derniéres années, de nombreuses autres approches de thérapie cellulaire ont été explorées en re-
cherche et testées dans le cadre d’essais cliniques et pré-cliniques. Les efforts ont été particulierement dé-
ployés autour des thérapies cellulaires basées sur les cellules souches mésenchymateuses humaines
(CSMh). Plus de 350 essais cliniques de thérapies basées sur les CSMh sont en cours dans le monde,
pour des indications extrémement variées en raison des capacités de ces cellules a se différencier en dif-
férents types cellulaires (os, cartilage, muscle, etc) (29). Des études ont également montré que les CSMh
pouvaient favoriser la formation de nouveaux vaisseaux sanguins, grace a la production de facteurs de
croissance. Cette propriété a justifié de nombreux travaux dans le domaine cardiovasculaire, visant a favo-
riser la croissance des tissus lésés apres un infarctus du myocarde, un accident vasculaire cérébral ou une

artériopathie des membres inférieurs (16, 30, 31, 32, 33).

Par ailleurs, les CSM étant dotées d’un tropisme naturel vers les cellules cancéreuses, les CSM sont en-
visagées comme de potentiels candidats pour la délivrance de vésicules d’agents thérapeutiques (34, 35).
Plus généralement, les CSMh migrent vers les sites de dommages tissulaires dont les sites inflammatoires

et les tissus normaux ayant subi des Iésions apres irradiation (36).

La greffe de cellules d’ilots de Langerhans?® est également explorée pour les patients atteints de
diabéte de type I. Ce type de greffe, moins risqué que la greffe de pancréas, permet une amélioration de
I'hémoglobine glyquée* et une diminution du nombre d’hypoglycémies. Lefficacité de la procédure est
encore faible aujourd’hui, et des filots provenant de plus d’'un pancréas sont généralement nécessaires

pour s’affranchir d’'un traitement d’insuline (37).

Une autre forme de thérapie cellulaire basée sur des cellules immunocompétentes, telles que les

lymphocytes T et B>, les cellules NK® (Natural killer en anglais) ou les cellules denditriques’, a offert

3. Cellules endocrines (produisant des hormones) du pancréas regroupées en petits amas (ou flots) disséminés entre les acini
séreux (cavités arrondies débouchant sur le canal pancréatique).

4. ’hémoglobine glyquée est la part de 'hémoglobine qui capte le sucre dans le sang.

5. Les lymphocytes B et T participent quant a eux a la réponse immunitaire adaptative.

6. Les cellules NK sont un type de lymphocytes cytotoxiques qui constituent une composante majeure du systeme immunitaire
inné. lls jouent un réle majeur dans le rejet de tumeurs et de cellules infectées par des virus.

7. Les cellules dendritiques jouent un réle important dans l'initiation des réponses immunes adaptatives.
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récemment de nouvelles perspectives dans le domaine de I'oncologie. Les lymphocytes T, par exemple,
jouent un réle important dans le processus d’élimination de tumeurs. Aprés migration au site tumorale, les
cellules spécifiques a un antigéne de la tumeur exercent une activité de lyse et participe a la destruction
de la tumeur (38). Les protocoles d’'immunothérapies dites adoptives visent a renforcer la migration et

I'activité de ces cellules (39).

Malgré les efforts considérables réalisés dans le développement des thérapies cellulaires, de nombreux
défis restent a surmonter pour faire de ces thérapies alternatives des traitements de premiéres lignes. La
translation des études pré-cliniques a 'homme reste difficile pour nombre de cas.

Un obstacle majeur a surmonter a trait au devenir des cellules transférées. Pour que le traitement soit effi-
cace, les cellules thérapeutiques doivent, d’'une part, persister suffisamment longtemps chez le receveur et,
d’autre part, étre a méme de parvenir a I'endroit ou se trouvent le tissu a réparer ou les cellules a éliminer
(dans une stratégie anti-cancéreuse). Lévaluation du nombre de cellules transplantées, de leur localisa-
tion, de leur survie, de leur fonctionnalité, ou encore de leur capacité de division aprés transplantation sont
autant d’informations qui permettrait une meilleure compréhension des mécanismes conduisant au succés

ou a I'échec d’une thérapie.

Létude du devenir des cellules thérapeutiques transférées repose traditionnellement sur des techniques
indirectes et invasives. Par exemple, dans le cas de 'immunothérapies, des biopsies de tumeur ou une
détection de cytokines sécrétées par les cellules immunitaires ou protéines versées par les cellules tu-
morales sont typiquement effectuées (38). Dans le cas de la transplantation de cellules d’iléts, des tests
métaboliques sont réalisés pour mesurer la fonction des cellules (40). Ces marqueurs cliniques offrent des

informations utiles mais incomplétes pour évaluer I'efficacité d’'une thérapie.

Pour répondre a ces limites, les équipes de recherche se sont alors tournées vers les méthodes d’'imagerie
non-invasives, sensibles et quantitatives permettant de visualiser les cellules thérapeutiques in vivo et a
I'échelle du corps entier. Cette approche est essentielle pour mieux comprendre les mécanismes thérapeu-
tiques et aider a I'optimisation des nombreux paramétres contribuant au succes ou a I'échec d’une thérapie
cellulaire. Le réle de I'imagerie pour quelques uns de ces parametres est illustré dans le tableau 1.2. |I
s’agit d’'un exemple relatif a la thérapie cellulaire cardiaque mais dont les enjeux s’appliquent bien a tout

type de thérapie cellulaire.

Dans ce cadre, et grace a I'expérience acquise avec la scintigraphie des leucocytes, de nombreuses études

de suivi de thérapies cellulaires se sont appuyées sur des stratégies de radiomarquage combinées a I'ima-
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gerie TEMP ou TEP. Différentes études cliniques et pré-cliniques portant sur le suivi in vivo de cellules

souches puis de cellules immunocompétentes sont présentées dans les deux paragraphes suivants.

Tableau 1.2 — Contribution de I'imagerie pour optimiser la thérapie cellulaire cardiaque. Tableau traduit de
l'anglais (41)

Question Role de I'imagerie

Voie d’administration la plus

adaptée ? Quantification de I'accumulation des cellules dans les régions cibles

Migration des cellules et viabi-

lité 2 Acquisition d'images en série de la biodistribution

Lien entre le signal émis par les cellules et les marqueurs biologiques,

o N
Efficacité thérapeutique * physiologiques et fonctionnels

Comparaison des dynamiques et des effets fonctionnels des différents

' Y
Type cellulaire le plus adapté 7 types cellulaires

Imagerie des cellules en maturation via des génes rapporteurs spéci-

Différentiation cellulaire ? .
fiques

Application 1 : Cellules souches

Le tableau 1.3 récapitule les différentes études de suivi de cellules souches basées sur des stratégies de
radiomarquage. Un nombre important d’études expérimentales de la biodistribution de cellules souches a
reposé sur un radiomarquage a I'*'!In-oxine.

Globalement, il est montré que le radiomarquage a I'''!In-oxine est faisable jusqu’a une dizaine de jours
post-administration avec une efficacité relativement élevée mais une stabilité limitée. Certaines études rap-
portent un relargage de l'activité hors des cellules (61-82% aprés 48—96 h) (48, 49, 47).

Lutilisation de radionucléides détectables en TEP, comme le '8F (t,=110 min), le *Cu (t,=12,7 h) ou le 8Zr
(t,=78,4 h) ont émergé en raison des avantages en termes de sensibilité et résolution que cette technique

d’'imagerie apporte par rapport a 'imagerie TEMP.
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Tableau 1.3 — Résumé des études pré-cliniques et cliniques pour le suivi de cellules souches radiomar-
quées (liste non-exhaustive). CSE = cellules souches embryonnaires.

Cellule Hote Indication Radiopharmaceutique = Référence
(H:Egi Petit animal (rat) Infarctus du myocarde  '*'In-Oxine (42)
CSH Petit animal (souris) - H1n-Oxine (43)
CSM Petit animal (rat) Accident  vasculaire  go,u1_pyMpao (32)
cérébral
CSM Petit animal (rat) Infarctus du myocarde  ''!In-oxine (44)
99mTC_
exametazime/PKH2 (33)
CSM Canin Infractus du myocarde  ''!In-tropolone (45)
CSM Petit animal (lapin) C,irgf_f\e dans la moelle 125|131 -transferrine (46)
épiniére

CSH Petit animal (rat) Infarctus du myocarde  !!!In-oxine (47)

Petit-animal (porcin) Ischémie du myocarde !!!In-oxine (48)
CSM Homme Cirrhose avancée Hln-oxine (49)
CMB Homme Infarctus du myocarde '®F-FDG (50)
CSH Homme Infarctus du myocarde '8F-FDG (13)
CSH Cochon Infarctus du myocarde '8F-FDG (20)
CSM Gros animal (cheval) Tendinopathie 99mTc-HMPAO (51)
CSM Petit animal (rat) - 1In-oxine (52)
CSM Singe - 64Gy-PTSM (53)
CSH
lI6ts Lan- . o 18,
gerhans Porcin Diabete type | F-FDG (54)
lots Lan- 5ot animal (souris)  Diabéte type | I8E.FHBG (55)
gerhans
lI6ts Lan- T o 18
gerhans Petit animal (rat) Diabete type | F-FDG (56)
CSH Petit animal (souris) Diabéte/Immunodéf. 99mTe-tropolone (57)
CSM Canin Infarctus du myocarde !'!In-Tropolone (58)
CSM Petit animal (souris) - 89Zr-DBN (59)
CSE Petit animal (souris) Infarctus du myocarde '®F-FDG (12)

La principale limite observée avec les radiopharmaceutiques '®F-FDG ou %*Cu-PTSM est une élution im-

portante du radiotraceur au fil des heures, compliquant I'interprétation des images de biodistribution in vivo

(6).

Application 2 : cellules immunocompétentes

Les essais de radiomarquage pour les cellules immunocompétentes sont moins nombreuses que pour les

cellules souches (tableau 1.4). Lenjeu de I'imagerie dans ce cadre est d’évaluer la réponse anti-tumorale
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au cours du temps, et d’optimiser 'immunothérapie en termes de quantité de cellules et de voies d’admi-
nistration.

Le radiomarquage a I''*!In-oxine a été utilisé pour étudier le suivi de lymphocytes T (60), de cellules NK
(jusqu’a 6 jours post-administration chez 'homme) (61, 62, 63) ou de cellules denditriques (64) .

Meier et al. (65) ont démontré la faisabilité du suivi clinique de cellules NK avec le radiomarquage au ‘8F-
FDG jusqu’a trois heures apres I'admnistration des cellules radiomarquées.

La stratégie de radiomarquage indirecte a également été utilisée pour suivre des lymphocytes T ou des
cellules dendritiques (38, 66).

Pour des études de suivi sur un temps plus long, d’autres radiotraceurs TEP comme le 54Cu-PTSM ou des
anticorps marqués au %‘Cu (t,=12,7 h) ou au ®Zr (t,=78,4 h) ont été utilisés pour le suivi de lymphocytes
T et de cellules NK (67, 68, 69).

Charoenphun et al. (68) ont obtenu des images de meilleure qualité avec un marquage au 3°Zr-oxine

gu’avec un marquage a I'''!In-oxine grace a une meilleure rétention du traceur dans les cellules.

3.4 Limites du radiomarquage et problématique

Dans un certain nombre d’études, des écueils liés au radiomarquage ont été observés sur les images de

biodistribution in vivo des cellules.

La radiotoxicité de I'''In-oxine a trés t6t été mise en évidence, du fait de I'émission d’électrons Auger et de
Cl (14,7 électrons Auger par désintégration) (73). Des études ont rapporté une altération de migration des
leucocytes marquées a I'''In-oxine au niveau des sites inflammatoires (74) et une diminution des capaci-

tés de chimiotaxie ® (75).

Au-dela des conséquences directes sur 'imagerie que peut causer une mortalité des cellules, la question
de l'effet de cancérogénése a long terme, notamment dans la sous-population lymphocytaire qui posséde
un potentiel clonogéne apparait importante (76, 77).

Dans le cas d’un radiomarquage a I''*!In-oxine, Berge et al. (77) ont observé que 95% des lymphocytes
radiomarqués a des activités habituellement utilisées pour I'imagerie (5,5 MBg/1.108 cellules) présentaient
des aberrations chromosomiques. Certaines équipes ont isolé les polynucléaires afin de les marquer spé-
cifiquement et de ne pas réinjecter au patient des lymphocytes irradiés. Laugmentation d'un risque de

tumeurs lymphoides malignes associée au radiomarquage des leucocytes reste toutefois trés discutée.

9. Mouvement non orienté d’une cellule ou d’'un organisme en réponse a un stimulus chimique.
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Tableau 1.4 — Utilisation de I'imagerie nucléaire dans le cadre d’'une immunothérapie (liste non-exhaustive).
CDMO = cellules dendritiques ® dérivées de la moelle osseuse. Elle joue le réle de cellule phagocytaire et
de cellules présentatrice d’antigéne, lui permettant d’activer les lymphocytes (B et T) présents au niveau
des organes lymphoides secondaires.

Cellule Hoéte Indication Radiopharm. Référence
LYmPROGYIES  porgin . BEFDG  (37)
Lymphocytes Homme Qarcmome a cellules 111n-oxine (63, 61)
NK rénales
I':lmephocytes Homme Carcinome du colon Hn-oxine (62)
hyé“phocytes Petit animal (rat) : ISF.FDG (70)
Il:lyén phocytes Petit animal (souris) Sarcome BE-FDG (65)
Lymphocytes T Petit animal (souris) l';%ri';'?]mme nonhodgi- s pay  (71)
Lymphocytes T Petit animal (souris) BF-FHBG (38)
Lymphocytes T Petit animal (souris) (69)
hyén phocytes Petit animal Fibrosarcome e (72)
Lymphocytes T Petit animal (souris) - 64Cu-PTSM  (67)
CDMO Petit-animal (souris) - 18F-HFB (66)
ICeIIuIe de MYe-  patit animal (souris) - 89Zr-oxine (68)
ome
Lymphocytes T Xénogreffe tumorale - Hln-oxine (60)
. 11n-oxine,

t?ie':jﬂzs dendi-  iomme (Phase INl) - 99mTe. (64)

9 HMPAO

Les effets cytotoxiques des radiotraceurs a I''!!In sont également préoccupants pour le suivi de cellules
souches. La plupart des études montrent un impact négatif de ce type de radiomarquage sur la viabilité,
et les capacités fonctionnelles des cellules (48, 42). A 10 Ba/cellule, une perte significative de I'activité
métabolique et de la migration a été observée par Gildehaus et al. (52). Pour une activité de 4,98 MBg/1.106
cellules, plus de 80% des cellules avaient perdu leur viabilité sur 2 semaines de suivi (49). Une perte
de viabilité et de prolifération ainsi qu’une prise de greffe limitée aprés administration des cellules (30
MBq/1.10° cellules) ont été observées (43, 42). Par ailleurs, Mirpour et al. (78) soulignent que I'observation
d’'une augmentation du signal dans la région réticulo-endothéliale pourrait étre liée a la phagocytose de

cellules souches non viables par les cellules réticulo-endothéliales.

Un point discordant concerne le seuil d’activité avant I'apparition d’effets. Par exemple, l'activité minimale

d''!In-tropolone détectable, sans induction d'effets sur les CSM, a été estimée a 0,14 Bg/cellule (79) dans
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une étude et 30 Bg/cellule dans une autre (80).

Limpact du radiomarquage de leucocytes au " Tc-HMPAO semble moins sévére mais significatif. Les ré-
sultats présentés dans Merz et al. (81) ont montré que des lymphocytes marqués au *°"Tc-HMPAO a une
concentration de 9 MBg/1.10® cellules perdaient 20% de leur capacité proliférative.

Une étude réalisée sur des CSM avec du ™ Tc par Detante et al. (32) rapporte une diminution de la frac-
tion de survie clonogénique dés 5 Bg/cellules. Les auteurs soulignent que I'altération de la capacité des
cellules radiomarquées a proliférer doit étre considérée avec attention, puisque cela peut affecter leur bé-
néfique thérapeutique.

Une accumulation de I'activité dans les poumons a également été observée pour les cellules CSM mar-
quées au ™ Tc-HMPAO administrées par voie intraveineuse (33). Seulement 1% des cellules transplantées

a été retrouvé au niveau de I'organe cible (coeur), 4h aprés l'infusion.

Concernant I'imagerie TEP, les études de suivi ont principalement reposé sur I'utilisation du ®F-FDG. Il est
important de souligner que, du fait de I'émission d’'un 3+, la dose délivrée par un émetteur comme le '8F
sera sans doute plus importante que celle délivrée par des radionucléides comme I''*!In ou de **™Tc a
activité égale, ce qui renforce l'intérét de la question de la radiotoxicité des émetteurs 3.

En principe, la meilleure sensibilité de la TEP rend possible I'obtention d'images de qualité équivalente
a celles de la TEMP en marquant les cellules avec une quantité d’activité plus faible (41, 82). Pourtant,
les activités '®F-FDG utilisées pour le radiomarquage sont généralement trés élevées (supérieures a 100
MBq). Le tableau 1.5 présente les valeurs d’activité totale, d’activité volumique et de temps d’'incubation
utilisées pour le radiomarquage de cellules (leucocytes majoritairement) au '®F-FDG dans une vingtaine
d’articles. Les contrbles effectués pour évaluer la radiotoxicité du marquage sont également indiqués.

On observe que dans la plupart des études concernant les leucocytes, I'évaluation des effets du radio-
marquage a reposé sur un test de viabilité au bleu de trypan, immédiatement aprés radiomarquage ou a
des temps précoces. Néanmoins, si le test au bleu trypan est couramment présenté comme une méthode
permettant d’évaluer la viabilité cellulaire, il ne met en évidence qu’une intégrité membranaire des cellules,
qui ne préjuge ni de la viabilité des cellules au sens radiobiologique du terme, ni de la conservation de leurs
propriétés fonctionnelles.

Pour des activités de I'ordre de 440-496 MBa/mL, les résultats de viabilité supérieurs & 98% obtenus
par (83) suggérent que I'impact du marquage est négligeable, alors que pour des activités volumiques
considérablement plus faibles, des dommages sévéres aux lymphocytes ont été relevés par ailleurs.
Par exemple, (84) ont observé une augmentation des mutations chromosomiques et une réduction de la

capacité proliférative pour une activité de 40 MBg/mL (0,14-0,28 MBq pour 1.10° cellules).
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Bien qu'’il y ait beaucoup d’études TEP pour les cellules souches, les évaluations de la radiotoxicité du
marquage au '*F-FDG sont moins nombreuses. Certaines études, basées sur des tests de viabilité et des
tests de fonctionnalités (migration, différentiation) n’ont pas mis en évidence d’atteinte fonctionnelle sévére
liée au radiomarquage au '®F-FDG (12, 85). Dans une étude réalisée par Ehlami et al. (86), la viabilité
des cellules aprés marquage est restée supérieure a 90% mais une perte des capacités de prolifération a
été observée. Une étude réalisée par Botti et al. (87) comparant la toxicité du marquage de lymphocytes
T avec les radiopharmaceutiques " Tc-HMPAO, !!!In-oxine et '8F-FDG ont montré que I'''!In-oxine et le
18F-FDG induisaient une perte de I'activité cytotoxique des lymphocytes contre les cellules de carcinome
visées.

Par ailleurs, les résultats de biodistribution de cellules d'flots de Langherhans marquées au '¥F-FDG (~20
MBg/mL) vont dans le sens d’'une radiotoxicité signficative du radiotraceur.

En effet, il a été montré que seulement 50% de la radioactivité contenue dans celles-ci se trouvaient au ni-
veau du foie (organe cible) (54, 56, 88). Linterprétation des auteurs sur ce résultat est qu’il est possible que
50% des cellules ont été endommagées durant les 20 premieres minutes apres transplantation et que cela
a entrainé le relarguage de la forme métabolisée '®*F-FDG-6P piégée dans les cellules, puis une dilution

dans le reste de I'organisme.

A partir de ce recueil d’études, on constate que les conditions de marquage sont trés variables. Malheu-
reusement, le manque de considération dosimétrique rend difficile I'analyse des données. On observe en
effet que les effets biologiques sont généralement reliés a des activités (Bg/cellule) et non a des doses
absorbées (Gy) (85, 80, 89, 52, 32). Ainsi, le seuil d’apparition des effets biologiques et I'implication des
différentes variables de marquage (temps d’incubation, densité cellulaire, ...) dans I'induction des effets

radio-induits restent encore confus.

Quelques études ont néanmoins adopté une approche dosimétrique pour évaluer I'impact du radiomar-
quage sur les cellules. Dans Elhami et al. (86), une estimation simplifiée de la dose recue par les cellules a
été réalisée par conversion de I'énergie moyenne du 8+ émis par le *¥F-FDG (0,211 MeV) en Gy. Dans une
étude réalisée par Minana et al. (84), la dose absorbée moyenne aux noyaux d’'un lymphocyte marquée au
BE-FDG a été calculée, en considérant uniquement I'activité incorporée dans le cytoplasme de la cellule
cible, sans prendre en compte le tir croisé de la particule 5. Une dosimétrie a I'échelle cellulaire plus
poussée a été réalisée par Zanzonico et al. (90) pour des lymphocytes T radiomarquées par incubation in
vitro a I'3|-FIAU. Les contributions de dose provenant du noyau, du cytoplasme et du milieu de culture

ont été considérées en supposant une incorporation instantanée de I'activité dans les cellules. La fonction
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immunitaire des lymphocytes T a ensuite été corrélée avec la dose absorbée au noyau. Une dose de to-
lérance préliminaire (=800 cGy) associée au radiomarquage des lymphocytes T pour I'étude de suivi in
vivo a été dérivée a partir de ces calculs dosimétriques. Au-dela, il a été montré que les cellules marquées

relarguaient de l'activité, ce qui conduisait a une augmentation du bruit de fond.

Ainsi, les calculs dosimétriques sont peu nombreux ou s’appuient sur des modeéles généralement simpli-
fiés. Il apparait ainsi essentiel de développer des modéles dosimétriques complets et adaptés, prenant en
compte les différentes variables de marquage, telles que la densité cellulaire, les dimensions de la culture,
etc., afin de calculer de maniére précise la dose absorbée aux cellules et établir une corrélation de la dose

aux effets la plus juste possible.
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Tableau 1.5 — Paramétres de radiomarquage au '8F-FDG utilisés dans différentes études de la littérature
et effets sur les cellules (liste non-exhaustive).

Activité  vol.  Tincup R . e
Cellule (MBg/mL) (min) Type de contrble Résultat Référence
Leucocytes 296-370 30 - - (83)
Leucocytes 90-510 30 Viabilité >96% (91)
Leucocytes 296 30 Viabilité NC (26)
Viabilité >99%
Leucocytes 616,6 30 Chemotaxie Pas d’effet (19)
Phagocytose Pas d’effet
Leucocytes 148-296 20 Viabilité 98,5-99,9% a 1,5h  (25)
84-87% a 4h
Leucocytes  440-493 30 Viabilité 98+1% (92)
Leucocytes 0,1-27 30 Viabilité 97% (21)
Leucocytes
(66% de 10 30 Viabilité 92-96% (50)
CD34+)
test de génotoxicité Nb de MN x48
Leucocytes 82 25 Prolifération 5; rte inhibition 2 (84)
Viabilité >95%
#ymphOCytes Viabilité (87)
Activité cytotoxique
86% a 1h
Cellules NK 170 60 Viabilité 88% a 12h (65)
86% a 24h
Cellules NK 1665 60 Viabilite >90% a 2h (70)
test cytotoxique Pas d’effet
92% a 0,5h
Viabilité 75% a 24h
EPC 74 30 72,1% a 5j (93)
Migration Pas d’effet
Phenotype Pas d’effet
Viabilité >90%
S Inhibition a J3
Prolifération
(Amaz)
Dommages a o
ADSC 2,5-10 90 'ADN 1,5-15,3% (86)
Différentiation Pas d’effet
Sécrétion cyto- Diminution signif.
kines (4,15 MBg/mL)

34



Chapitre 1.

3.5 Enjeux de la these

Comme nous l'avons vu précédemment, lors du radiomarquage in vitro, les cellules sont susceptibles de
recevoir une dose non négligeable, pouvant altérer leur fonctionnalité et induire une mort cellulaire.

Cela peut conduire d’'une part a une mauvaise interprétation des images ou une perte globale de la qualité
d’'image, liée a une sous-estimation ou une sur-estimation de la quantité de cellules accumulée dans un
volume donné. D’autre part, d’'un point de vue sanitaire, des questionnements subsistent quant au risque
d’une prolifération anormale de cellules endommagées (figure 1.4).

Pour un radiopharmaceutique et un type cellulaire donnés, il apparait donc essentiel d’évaluer au préalable
les effets biologiques radio-induits pour mieux comprendre les implications chez 'homme.

Cependant, dans la littérature, les données existantes sont assez disparates. Il y a d’abord une variabi-
lité dans le choix des paramétres de marquages, qui, combiné a une absence d’évaluation dosimétrique
ou une évaluation imprécise, rend difficile la comparaison des études entre elles. D’autre part, les tests
réalisés pour évaluer les effets biologiques et les temps d’analyse post-marquage varient également et ne
sont pas toujours adaptés. La mesure de la survie a des temps trop précoces, notamment, ne suffit pas a

caractériser le devenir des cellules.

Cellules mortes Cellules endommagées
|
I
|
1
v
- Altération de la circulation normale « Transformation maligne
des cellules

+ Réduction de la qualité d'image

« Mauvaise interprétation des images

FIGURE 1.4 — Potentielles conséquences de la mort de cellules ou de 'endommagement de cellules induites
par le radiomarquage dans le cadre d’un suivi de cellules par imagerie nucléaire.

Un premier point d’amélioration consiste donc a mettre en place une dosimétrie adaptée afin de fournir le
référentiel nécessaire a I'étude des effets. Le passage de I'activité a la dose absorbée n’est pas trivial en

dosimétrie interne. De multiples variables comme la répartition de I'activité et la distribution spatiale des

35



Chapitre 1.

cellules entrent en jeu. La prise en compte de toutes ces variables dans le calcul de la dose représente un
défi en soi.
Un deuxiéme enjeu est de mettre en place des tests biologiques appropriés pour caractériser les effets

radio-induits et évaluer les conséquences potentielles pour le patient.

Afin d’adresser les problématiques identifiées et de définir les développements qui seront appliqués dans

ce travail de thése, il nous est paru indispensable dans la suite de ce chapitre de présenter :

1. Le formalisme de la dosimétrie interne a I'échelle cellulaire et les outils de calcul, en mettant 'accent

sur la dosimétrie des émetteurs 3;

2. Les concepts fondamentaux de radiobiologie afin de mieux comprendre I'action des Rl sur les cel-
lules et les spécificités lors d’une irradiation suite a I'incorporation d’un radionucléide. Dans le cadre
de notre étude, nous nous attarderons sur deux parametres biologiques pertinents pour I'évaluation

de la radiotoxicité d’un radiomarquage : la survie clonogénique et les dommages a I’ADN.

4 Ladosimétrie des radiopharmaceutiques a I’échelle multi-cellulaire

4.1 Introduction

La dosimétrie des radiopharmaceutiques repose communément sur le formalisme développé par le comité
du Medical Internal Radiation Dose (MIRD). Le premier formalisme du MIRD a été développé pour les be-
soins de la radioprotection lors d’applications diagnostiques en médecine nucléaire avec des modeles a

I'échelle de I'organe. Lhypothése générale est que 'activité est distribuée uniformément dans I'organe (94).

Les progrés réalisés en imagerie ont permis d’améliorer la détermination de I'activité a I'’échelle du voxel '°.
Lidentification de sous-structures et de régions spécifiques de certains organes a permis de développer
des modeles géométriques plus représentatifs prenant en compte les hétérogénéités de distribution de
I'activité a l'intérieur d’'un organe. Plusieurs pamphlets du MIRD abordent ces aspects (95, 96).

En outre, un tissu peut étre composé d’une variété de cellules ayant des radiosensiblités trés différentes
et contenant une quantité d’activité tres différente également, selon le radiopharmaceutique. Selon le par-
cours du radionucléide et la configuration, la dose absorbée moyenne a I'échelle de 'organe ou du voxel
peut ne plus étre pertinente pour prédire les effets biologiques radio-induits. Des modeles a I'échelle cellu-

laire et multi-cellulaire ont été développés pour répondre a ces besoins.

10. Elément de volume parallélépipédiques, appelés voxels pour VOlume X ELements (par analogie aux pixels — Plcture X ELe-
ments — définis en deux dimensions). lls sont réalisés a partir d'images obtenues par TDM ou par IRM.
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Le comité du MIRD a publié en 1997 un ouvrage spécifique a la dosimétrie a I'échelle cellulaire, représen-
tant une premiére étape dans la simplification des calculs de la dose absorbée moyenne a la cellule suite
a 'incorporation d’un radionucléide (97).

Apres une présentation des équations du MIRD, seront discutés les différents contextes d’études in vitro
dans lesquels la dosimétrie cellulaire est appliquée. Puis les différents modeéles géométriques et méthodes

de calcul seront développés.

4.2 Formalisme du MIRD

4.2.1 Généralités

De maniére générale, la dosimétrie des radiopharmaceutiques consiste a calculer la dose absorbée a une
région cible, c’est-a-dire I'énergie déposée par unité de masse dans le volume cible par les radiations
émises dans les volumes sources au cours du temps. La dose absorbée (D) correspond a I'énergie (E)

déposée dans un volume cible par unité de masse (M), et s’exprime en Gy (1 Gy = 1 J/kg) :

D(Gy) = (1.1)
Selon le formalisme du MIRD, la dose absorbée (en Gy) a une région cible ry (f pour target, c’est-a-dire

cible en anglais) provenant de I'activité distribuée dans plusieurs sources rg peut s’écrire (98) :

D(rp,Tp) = > A(rs,Tp) x S(rp  rs) (1.2)

s
ou fl(rs) (en Bqg.s) est l'activité cumulée (ou le nombre total de désintégrations) dans la région source rg
au cours de la période d’irradiation T et S(rr < rg) est la dose absorbée dans la région cible par unité
d’activité cumulée, appelée facteur S (en Gy/Bg.s—1).

Le facteur S est défini pour un couple de régions source-cible et un radionucléide. |l dépend de la géométrie
du couple source-cible et du radionucléide utilisé. Dans cette équation, il est supposé que le facteur S
est indépendant du temps, ce qui est convenable lorsque les masses et positions relatives des régions
sources et cibles restent constants pendant la période d'irradiation. Le facteur S englobe la notion de
fraction absorbée (géométrie) et d’énergie moyenne par transition nucléaire (physique), qui tient compte
des différents types de rayonnements émis lors d’'une désintégration. On peut I'expliciter par I'équation

1.3.

1

1
S(rr < rs) = WZEYJM(TT 1) = i > Aigi(rr 1) (1.3)
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ou E; I'’énergie moyenne de la i€me transition nucléaire, Y; correspond au nombre de transitions nucléaires
de type i par transformation nucléaire, A; est le produit des deux termes, i.e., '’énergie moyenne émise par
la iéme transition par transformation nucléaire exprimée en J.Bq=t.s7!; ¢;(r; + ) est la fraction absor-
bée, définie comme la fraction de I'énergie E; émise de la région source r, absorbée dans la région cible

rr et M,.,. est la masse de la région cible.

Cette formule s’applique a toutes les échelles - échelle macroscopique, échelle du voxel, échelle cellulaire.
Dans notre étude, nous nous intéressons a la dosimétrie dans un contexte in vitro. Suite a I'ajout d’'une
activité, une fraction de l'activité peut se distribuer dans le milieu de culture, étre internalisée dans les
cellules et/ou se lier & la surface des cellules. Le formalisme spécifique de la dosimétrie a I'échelle cellulaire

prenant en compte ces différentes régions est presenté dans le paragraphe suivant.

4.2.2 A I'échelle cellulaire et subcellulaire

La dose absorbée a une cellule cible D; est la somme de I'auto-absorption ou dose auto-absorbée (la
source et la cible sont confondues) et du tir croisé provenant des cellules voisines ou de I'environnement
cellulaire (la cible et les sources sont différentes) (99).

Dans la suite de ce manuscrit, nous considérerons toutefois que le tir croisé représente la contribution des
cellules voisines uniquement et distinguerons la dose provenant de I'activité dans le milieu extra-cellulaire
comme étant la dose non-spécifique. En suivant le formalisme du MIRD, chaque composante peut étre en-
suite décrite en fonction de I'activité cumulée et d’un facteur S pour la combinaison source/cible appropriée,
tel que :

N-1
D(t) = Dauto + Deroise + Dns = Ay x Sy + Z Al x St + s')(d") + Ans X Siens (1.4)

ou A,, Ai, Axg sont respectivement l'activité cumulée dans la cellule cible (internalisée ou sur la surface),
dans la ieme cellule source s, et dans le milieu extra-cellulaire. Les facteurs S;, ; et S;. ys correspondent
respectivement aux couples cellule cible/cellule cible et cellule cible/milieu-extracellulaire. Enfin St «+ s%)
correspond au couple cellule cible/cellule source i pour une distance relative d,.

Le tir croisé est donc une somme de contribution sur N cellules sources.

Les doses absorbées délivrées aux cellules au cours d’une irradiation ne pouvant pas étre mesurées ex-
périmentalement, différentes techniques existent pour caractériser les différents termes intervenant dans
I'équation 1.4. Pour un couple source-cible, I'activité cumulée est obtenue en intégrant I'activité contenue

dans la région source en fonction du temps. Le paragraphe 4.3 sera donc consacré aux méthodes permet-
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tant de caractériser la distribution de I'activité dans les cellules et dans les compartiments cellulaires a un
instant donné.

De plus, les facteurs S sont liés a la géométrie du probleme, c’est-a-dire la distribution spatiale des cellules,
et au parcours des particules. Les méthodes disponibles pour modéliser les systéemes cellulaires et simuler
le transport des particules dans les cellules seront présentées respectivement aux paragraphes 4.4.1 et

442,

4.3 Activité cumulée

4.3.1 Mesure expérimentale de I'activité et calcul de I’activité cumulée

La mesure de I'activité incorporée dans les cellules et le milieu extra-cellulaire, aprés ajout d’'un radio-
pharmaceutique, est généralement réalisée a des temps différents afin d’établir une courbe d’activité en
fonction du temps. Lactivité cumulée dans chaque compartiment correspond alors a l'aire sous la courbe
de l'activité dans la région source au cours du temps. Lors d’expérimentation in vitro, I'activité incorporée
dans les cellules et dans le milieu extra-cellulaire (surnageant) est mesurée par comptage externe avec un
détecteur adapté au radionucléide. Cette étape nécessite une séparation préalable des différentes régions
sources. |l s’agit d’'une étape délicate mais essentielle de la dosimétrie; la fiabilité du calcul de la dose
absorbée étant directement liée a la précision de I'activité cumulée dans les différentes régions sources sur

la période considérée.

4.3.2 Distribution de I’activité

La mesure de I'activité incorporée dans les cellules par comptage externe donne une valeur moyenne sur
'ensemble de la population de cellules, ce qui ne permet pas de connaitre les possibles variations de
I'activité au sein des cellules. De plus, la détermination expérimentale de la répartition de I'activité au sein
d’une population de cellules n’est pas aisée.

Pour les émetteurs de faibles parcours (a, Auger), les techniques d’autoradiographie (9, 76, 100, 101, 102)
peuvent étre utilisées pour évaluer la distribution de I'activité. Ces techniques offrent en général une repré-
sentation qualitative de la distribution d’activité, e.g., une accumulation périphérique de I'activité dans un
aggrégat de cellules (9).

Neti et al. (102) ont toutefois pu mettre en évidence une distribution lognormale de I'activité, a partir de la
distribution des traces de particules « issues de la désintégration du radionucléide 2'°Po.

Le modéle normal ou lognormal est fréquemment utilisé pour la modélisation d’'une distribution hétérogéne

de l'activité.
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A réchelle subcellulaire, la distribution de I'activité dans les différents compartiments des cellules peut
aussi varier selon le radiopharmaceutique considéré. La quantification de I'activité dans les différents com-
partiments sont généralement réalisés par des procédures chimiques de fractionnement (9, 103) et plus

rarement par des techniques de spectroscopie (67).

La prise en compte de ces différentes échelles d’hétérogénéités est particulierement importante dans un
contexte ou I'auto-absorption est prépondérante car elles peuvent avoir un impact significatif sur la distribu-
tion de dose.

En revanche, dans un contexte ou le tir croisé est prépondérant, la localisation subcellulaire a moins d’'im-
pact sur la dose absorbée et I'hypothése d’une répartition uniforme de I'activité, c’est-a-dire une activité par

cellule constante peut suffire.

4.4 Dose absorbée par unité d’activité cumulée (facteur S)

Le facteur S dépend du radionucléide, de la géométrie des régions cibles/sources considérées, de leur
position relative et leur masse, ainsi que du mode de calcul.
Les deux paragraphes suivant présentent les modéles géométriques utilisés pour les calculs de la dose

absorbée a I'échelle cellulaire et sub-cellulaire et les différents modes de calcul du dépét d’énergie.

4.41 Modeles géométriques

Cellule. Le modéle de cellule unique est utilisé pour calculer la dose auto-absorbée pour des radionu-

cléides répartis dans différents compartiments cellulaires.

Surface cellulaire

Cytoplasme

Noyau

FIGURE 1.5 — Modéle de cellule a géométrie sphérique composée de trois compartiments : le noyau, le
cytoplasme et la surface cellulaire.

Dans le MIRD (97), un modéle mathématique standard de la cellule est utilisé, se composant de deux
sphéres concentriques de densité uniforme de 1 g.cm~3. Trois compartiments cellulaires sont identifiés : le

noyau, le cytoplasme et la surface cellulaire (figure 1.5).
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Dans les cas ou la contribution de la dose auto-absorbée est importante, les asymétries dans la géométrie
ainsi que les irrégularités morphologiques des cellules peuvent significativement impacter la dose absorbée
au noyau des cellules; il a été montré que cet effet était maximal pour les électrons de faibles énergies (5
keV) et pour la combinaison surface cellulaire (source) vers noyau (cible). Il peut alors étre important de
décrire la cellule de maniére réaliste et détaillée, en utilisant par exemple des modéles mathématiques de
formes variées (cone tronquée, parallélépipede, etc.) (104, 105) et voire méme des géométries voxélisées

a partir d’images acquises au microscope confocal (103).

Distribution spatiale multicellulaire. La description de géométries multi-cellulaires 2D et 3D est néces-
saire au calcul du tir croisé.

La figure 1.6 illustre les principaux modeles géométriques multi-cellulaires considérés. Les modeles
mathématiques peuvent décrire :

— Une paire de cellules,

— Une distribution de cellules en 2D, typiqguement pour modéliser une monocouche de cellules lors de

tests clonogéniques in vitro (106, 103),

— une distribution de cellules en 3D, typiquement pour modéliser des agrégats de cellules tumorales.
Les distributions multi-cellulaires sont généralement formées en positionnant les cellules selon un arrange-
ment en réseau (généralement cubique ou hexagonal compact) ou de maniére aléatoire. La configuration
en réseau hexagonal compact a été particulierement utilisée pour modéliser des micrométastases, dans
un contexte de radioimmunothérapie (107, 108, 109).

Plus récemment, des modéles géométriques voxélisés en 3D a partir de sphéroides en 3D de cellules culti-
vées in vitro ont également été développés (110). Le tableau 1.6 récapitulent les différentes géométries

existantes et les références associées.

Tableau 1.6 — Modéles multicellulaires utilisés pour le calcul de dose. Hexa. signifie hexagonal ; cs signifie
cubique simple.

Type de géométrie Configuration Dimension Reéf.

Mathématique Réseau cs g"g”ocou"he (D) cluster 144 112, 113, 99, 114)
Hexa. compact :I\B/Ignocouche (2D), cluster (115, 35)
Couronne sph. 3D (116)

Mathématique Aléatoire g"g”"co“c“e (2D), cluster g 147 118

Voxélisé - cluster 3D (110, 119)
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Modeéles de distribution multi-cellulaires

Paire de cellules
G©
o Couronne sphérique
>
-g Réseau cubique simple Réseau héxagonal
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—
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o]
L
K7
x
o
>
Microscope confocal Segmentation des
cellules

FIGURE 1.6 — Principaux modéles multi-cellulaires utilisés pour les évaluations dosimétriques a cette
échelle. r représente la distance entre les deux cellules ; a correspond au parametre de réseau.

4.4.2 Mode de calcul du dép6t d’énergie

La derniére étape nécessaire a I'obtention d’une estimation des doses absorbées délivrées dans la géomé-
trie par une distribution d’activité est I'estimation des dépbts d’énergie. Plusieurs méthodes existent pour
simuler le transport des particules dans la géométrie, a savoir les méthodes analytiques, les simulations
Monte-Carlo et I'utilisation de dose-point kernels (DPK). Les principes de ces trois méthodes sont présentés

dans les paragraphes suivants.

Approche analytique. Le calcul de la dose pour une désintégration peut étre calculé par une approche
analytique a partir des pouvoirs d’arrét des particules émises et de leur spectre en énergie.

Mathématiqguement, pour chaque particule mono-énergétique i, la fraction absorbée ¢, .. g, peut s’écrire :

e 1 dE
(brt<—rs,Ei :/0 wrters(x)Eﬁ|X(Ei)fxdm (15)

N y 7 . g N . e st dE
ou E; est I'énergie initiale de la ieme particule, v, ., est le facteur géomeétrique, et 95| x(g,)—. est le

pouvoir d’arrét évalué a X (E; — z), la différence de distance entre la portée de la particule d’énergie E; et
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x la distance parcourue par la particule.

Léquation 1.5 est en fait une convolution entre un facteur géométrique (1) qui caractérise la distribution
de la source dans le milieu et un terme de perte d’énergie (j—)b;). Pour calculer la fraction absorbée totale,
I'équation est intégrée sur tout le spectre du radionucléide, considérant les émissions mono-énergétiques

et les spectres d’émission de la particule 5.

Le facteur géométrique ., ., représente la probabilité moyenne qu’un vecteur de longueur x aléatoire-
ment dirigé, a partir d’'une position aléatoire dans la région source r,, termine son parcours dans la région
cible r, (figure 1.7). Pour les électrons, les valeurs de pouvoirs d’'arrét sont estimées a partir de I'équation
de Cole qui relie I'énergie et la portée d’une particule (120, 121).

Ceux-ci sont calculés en supposant que la perte d’énergie (potentielle et cinétique) d’'une particule pri-
maire par collision inélastique est déposée de maniere rectiligne le long de sa trajectoire, en négligeant les

fluctuations. C’est le principe de I'approximation de ralentissement continu.

Cellule source Cellule cible

FIGURE 1.7 — Le facteur géométrique est la probabilité moyenne qu’un vecteur de longueur x aléatoirement
dirigé, a partir d’'une position aléatoire dans la région source rg, finisse dans la région cible rr.

Approche Monte-Carlo. Les dép6ts d’énergie dans une géométrie peuvent étre estimés de maniére plus
précise a partir de calculs Monte-Carlo.

De maniere générale, la méthode Monte-Carlo désigne I'ensemble des techniques qui utilisent la géné-
ration de nombres aléatoires pour calculer une grandeur. Les tirages de nombres aléatoires permettent
d’échantillonner des distributions de probabilité caractéristiques du probléme. Le développement de codes
de calcul Monte-Carlo s’est multiplié ces 60 derniéres années notamment dans le domaine du médical
et de la radioprotection afin de simuler le transport de particules dans la matiére de maniére réaliste et

d’estimer des grandeurs telles qu’une dose déposée dans une région cible.

La méthode Monte-Carlo appliquée au transport des particules consiste a créer un grand nombre de parti-
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cules incidentes et a suivre chacune d’entre elles au fur et a mesure de sa progression dans les différents
milieux traversés. Chaque "histoire" créée tient compte des différentes interactions des particules avec la
matiere qui sont définies mathématiquement sous la forme de fonction de densité de probabilité de variables
aléatoires. Ces fonctions sont déterminées par les sections efficaces différentielles d’interaction, obtenues
expérimentalement par les laboratoires de physique nucléaire et diffusées sous forme de bibliotheques.
Elles caractérisent I'histoire d’une particule a partir du libre parcours moyen entre deux interactions suc-
cessives, du type d’interaction, de I'énergie perdue et de I'angle de déviation ainsi que les caractéristiques
des éventuelles particules secondaires créées.

La combinaison de I'échantillonnage numérique des distributions de probabilité et de la génération de
nombres pseudo-aléatoires permet de simuler la trajectoire d’une particule.

Le dépdbt d’énergie dans un volume défini est obtenu a partir de la simulation d’'un grand nombre de parti-
cules primaires (dit « histoires »). Cette méthode est adaptée a tout type de géométrie, simple ou complexe,

de milieu homogene ou hétérogeéne.

Dose-Point Kernel (DPK). Un dose-point kernel (DPK) représente la distribution radiale de la dose ab-
sorbée autour d’un point source isotropique dans un milieu homogéne infini (122). Les DPK sont définis
pour des électrons, des photons, des sources monoénergétiques ou des radionucléides a partir de mesures
expérimentales ou de calculs (analytiques ou Monte-Carlo).

Le DPK normalisé représente la fraction absorbée ¢ dans une couronne sphérique d’épaisseur dr a une
distance r autour d’une source ponctuelle d’électron monoénergétique avec une énergie initiale Ey dans un

milieu homogeéne a une densité p (123) :

F(r/ro, Eo) = 4mrprrog., (1.6)

ou ry est le parcours maximal de I'électron, r la distance entre le point source et un point donné (101).
Les DPKs pour les électrons monoénergétiques sont fréquemment utilisés pour les calculs de dose, dans
les cas ou la géométrie du systéeme considéré est dans I'échelle de grandeur du parcours maximal des
électrons et ou le milieu peut étre considéré comme homogéne sur ce parcours.

Dans le cas d’une source volumique, la contribution de chaque point source est calculée et la distribution

de la dose absorbée totale est finalement obtenue par convolution de la distribution d’'activité par le DPK.

Les codes Monte-Carlo (ETRAN, EGS4, MCNP) sont bien adaptés pour le calcul de DPK (122, 124, 125,
123); les calculs reposent sur la modélisation d’'une source ponctuelle et le calcul de dépét d’énergie dans

des couronnes sphériques autour de la source ponctuelle.
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4.5 Association transport/modeéle

4.5.1 Calcul des facteurs S

Les trois approches de calcul de dép6t d’énergie présentées peuvent étre utilisées pour calculer les fac-
teurs S nécessaires a I'application de I'équation du formalisme du MIRD (equation 1.4).

A r'échelle cellulaire, un facteur S définit, pour une unité d’activité cumulée, la dose absorbée déposée dans
un compartiment d’'une cellule cible en provenance d’'une source distribuée de maniére uniforme dans un
compartiment de la cellule cible elle-méme (facteur S d’auto-absorption) ou d’une autre cellule a distance

(Facteur S de paires).

Dans la littérature, la méthode analytique a été largement appliquée au calcul de facteurs S d’auto-absorption
et de facteurs S de paires pour une géométrie sphérique standard, principalement pour des radionucléides
émetteurs 3 et Auger (126, 127). Les facteurs S d’auto-absorption calculés pour différentes combinaisons
source/cible et tailles de cellules ont été publiés pour 287 radionucléides dans le MIRD n°38 (97).

Pour le calcul de facteurs S par simulation Monte-Carlo, les codes Monte-Carlo N-Particle (MCNP) (106,
128, 118), GEometry And Tracking (GEANT-4) (114, 129, 105, 130), PENetration and Energy Loss of Posi-
trons and Electrons (PENELOPE) (110, 131, 103) sont utilisés.

D’autre codes Monte-Carlo comme CELLDOSE (132) ou PARTRAC (133) ont été développés par diffé-
rentes équipes de recherche. Le mode de calcul DPKs a également été utilisé pour la génération de facteur
S d’auto-absorption délivré par les électrons de radionucléides utilisés en diagnostic (134), ou pour estimer

des facteurs S de paires a de grandes distances pour des radiouncléides émetteurs g (118).

4.5.2 Calcul de la dose absorbée

Finalement, I'estimation de la dose absorbée totale peut étre réalisée en calculant directement I'énergie
déposée en chaque point de la géométrie par simulation Monte-Carlo pour une distribution d’activité donnée

ou en utilisant des facteurs S.

Approche hybride. Lapproche hybride correspond a I'implémentation explicite de la formule du MIRD
(équation 1.4), ou chaque contribution est déterminée a partir d’'un ou plusieurs facteurs S pré-déterminés.
Pour calculer le tir croisé a une cellule cible donnée, la distribution spatiale des cellules doit étre connue.
Les coordonnées spatiales sont généralement créées afin de calculer les distances entre la cible et toutes
les autres cellules. Ensuite, les contributions de chaque cellule source sont sommées, a partir du facteur S

de paires approprié.
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Approche Monte-Carlo directe. Les méthodes Monte-Carlo peuvent étre utilisées pour calculer direc-
tement la distribution des doses absorbées pour une géométrie et une distribution d’activité cumulée don-
nées. Tous les modéles géométriques présentés dans le paragraphe 4.4.1 peuvent y étre implémentés. A
I'échelle multi-cellulaire, cette approche Monte-Carlo directe est souvent utilisée pour modéliser I'ensemble
d’'un dispositif expérimental in vitro, comme par exemple une plaque de culture avec une monocouche de

cellules (112, 108, 135).

4.5.3 Loutil MIRDCell

En collaboration avec le comité du MIRD, l'université Rutgers a développé en 2014 le logiciel MIRDCell
(disponible en ligne : http ://mirdcell.njms.rutgers.edu/), visant a faciliter le calcul de la dose absorbée a
I'échelle cellulaire et a la modélisation de la réponse biologique (fraction de survie) pour un grand nombre
de radionucléides et rayonnements mono-énergétiques de différents types. Ce nouvel outil a fait I'objet du
pamphlet n°25 du MIRD (127).

Le logiciel propose des géométries 1D (paire de cellules), 2D (monocouche de cellules) et 3D (agrégats
de cellules). Une approche de calcul de la dose standard est suivie. Dans un premier temps, les facteurs
S d’auto-absorption et les facteurs S croisés sont calculés pour chaque cellule et chaque paire de cellules,
respectivement, en utilisant une méthode semi-analytique selon I'approximation de ralentissement continu.
Une activité est ensuite attribuée a chaque cellule et la dose absorbée pour chaque cellule, ainsi que la
fraction de survie, sont calculées.

Il est possible de prendre en compte une répartition non homogéne de I'activité au sein d’'une population de
cellules. Lutilisateur peut sélectionner le pourcentage de cellules radiomarquées et la forme de distribution
de l'activité (uniforme ou lognormale) pour des distributions cellulaires.

I faut noter toutefois que plusieurs variables ne sont pas prises en compte. Par exemple, la contribution de
dose non-spécifique n’est pas considérée, le modéle cellulaire est limité au modele sphérique, les cellules
au sein d’un agrégat sont supposées de méme taille et le choix de la configuration multi-cellulaire est limité.
Pour des expérimentations in vitro plus complexes (distribution de cellules hétérogénes par exemple) ou

impliquant un grand nombre de cellules, son utilisation n’est pas adaptée.

4.5.4 Considérations microdosimétriques

Un autre aspect a considérer lorsque I'on aborde la dosimétrie a I'échelle cellulaire est la nature stochas-
tique du dépbt d’énergie. La dose moyenne déposée dans une cellule est pertinente lorsque les conditions
d’équilibre électronique sont satisfaites par rapport a la quantité et le type de particules entrants et sortants
d’un volume cible. C’est le cas généralement pour les rayonnements de faible TEL car un grand nombre de

transitions sont nécessaires pour déposer une dose considérable. Toutefois, si la répartition de I'activité est
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fortement hétérogene ou que la dose déposée dans une cellule est trés faible, les variations stochastiques
peuvent étre importantes, et donc la dose absorbée moyenne pourrait ne pas étre un bon indicateur de I'ef-
fet biologique. Ce phénomeéne est particulierement accentué pour les radionucléides émetteurs « puisque
ces particules déposent beaucoup d’énergie sur un faible parcours. Le concept de la microdosimétrie a
ainsi été développé pour prendre en compte la nature stochastique des dépdts d’énergie pour un nombre

faible d’événements atteignant des cibles de petits volumes (136).

4.6 Optimisation de la dosimétrie des 3

Nous avons vu que plusieurs types d’hétérogénéités pouvaient exister au sein d’une population de cellules;;
des hétérogénéités au niveau de la géométrie et des hétérogénéités au niveau de la distribution d’activité.
Suivant le nombre, le type et I'énergie des rayonnements émis par le radionucléide, les conséquences
de ces hétérogénéités sur la distribution des doses absorbées peuvent varier. Le niveau de réalisme du
modele doit étre pertinent par rapport aux dimensions relatives du systéme d’étude et du parcours des
radionucléides.

Les particules 3, du fait de leur long parcours par rapport a la dimension d'une cellule (en moyenne), dé-
posent leur énergie de maniere relativement homogeéne sur de longues distances par rapport aux dimen-
sions d’'une cellule, entrainant un tir croisé important. La distribution de I'activité a I'échelle subcellulaire a
dans ce cas moins d’'impact sur la dose absorbée. En revanche, le tir croisé étant lié a la distribution spatiale
des cellules, une modélisation compléte et réaliste de la géométrie de la culture cellulaire est nécessaire.
Le calcul associé peut alors impliquer un nombre important de cellules (supérieur a 1.10° cellules) et ainsi

étre coliteux en temps.

Dans un contexte in vitro, ou une activité est ajoutée a une culture de cellules, la dosimétrie est un pré-
requis indispensable pour (i) évaluer les irradiations et fournir un référentiel permettant de comparer les
expériences entre elles et (ii) établir un lien avec les effets biologiques en tenant compte des variables de
configuration et de conditions de marquage.

La partie suivante est consacrée a une présentation des événements consécutifs a une irradiation de
cellules d’'un point de vue radiobiologique et a la modélisation d’'une réponse dose-effet. Des précisions
méthodologiques seront apportées pour les effets qui nous intéressent par rapport aux applications de la

thése.
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5 Lévaluation des effets biologiques in vitro

5.1 Interaction des Rl avec la cellule
5.1.1 Cibles des Rl

Chague composante de la cellule peut étre endommagée. Ces Iésions apparaissent de maniere naturelle

par des processus endogenes, mais leur incidence augmente suite a des facteurs exogenes comme les RI.

Les cellules sont composées de trois structures principales : le cytoplasme et ses organites, la mem-
brane cytoplasmique et le noyau qui contient I'acide désoxyribonucléique (ADN), support de I'information
génétique de tous les étres vivants. Les organites sont les différentes structures spécialisées contenues
dans le cytoplasme impliquées dans des processus de synthése métaboliques (par exemple mitochondrie,
réticulum endoplasmique, appareil de Golgi) ou de dégradations métaboliques (par exemple endosome,

lysosome, péroxysome).

La membrane cellulaire (137) et les mitochondries (138, 139) sont des cibles non négligeables des R,
notamment suite a I'action de rayonnements pour des faibles doses. Le noyau reste toutefois la cible la plus
radiosensible. Il a été montré que les dommages causés par les Rl dans le noyau cellulaire étaient 100 a

1000 fois plus toxiques que ceux créés dans les membranes ou dans le cytoplasme (140).

Linteraction d’un rayonnement avec une cellule entraine une cascade d’événements physiques, chimiques,

biochimiques puis biologiques, qui sont présentés dans le paragraphe suivant.

5.2 Chronologie des évenements

La chronologie des événements est illustrée figure 1.8.

La premiére phase physique, d’'une durée inférieure a2 10~ secondes consiste au transfert de I'énergie
du rayonnement incident a la matiére biologique. Lénergie cédée est transférée au milieu par des ionisa-
tions et/ou des excitations d’atomes dont la densité d’énergie dépend de la nature du rayonnement. La

notion de dosimétrie est basée sur la caractérisation de cette phase.

La phase chimique et biochimique correspond aux réactions chimiques consécutives aux réarrange-
ments moléculaires produits lors de la phase physique. Cette phase se situe de 10~ a 10~2 secondes

apres lirradiation. Il y a deux modes d’actions possibles :
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— Les Rl interagissent directement avec une molécule de la cellule, provoquant son ionisation - on parle
d'effet direct. Fortement instable, cette molécule va retourner a son état de stabilité en expulsant
de I'énergie par fluorescence ou par rupture de liaison, ce qui entraine la destruction ou I'altération
de l'activité biochimique de la cellule,

— Les Rl interagissent avec les molécules d’eau. Cette interaction, appelée radiolyse de I'eau, conduit
a la création de deux radicaux libres hautement réactifs et instables OH- et H- qui peuvent ensuite
diffuser aux différents constituants cellulaires dont 'ADN - on parle alors d’effet indirect. Ces deux
modes d’action sont illustrés dans la figure 1.8 dans le cas de 'endommagement de 'ADN.

La recombinaison des radicaux libres entre eux peut donner naissance a des entités telles que le péroxyde
d’hydrogéne (H2O-) (141). Les radicaux libres formés s’ajoutent a la concentration en radicaux libres de
'oxygene créés naturellement par les cellules, notamment lors du métabolisme respiratoire de la mito-
chondrie. On les appelle plus communément les espéces réactives de I'oxygéne ROS (Reactive Oxygen
Species). Les radicaux libres, pour retrouver un état d’équilibre, vont oxyder les protéines, 'ADN et les
membranes cellulaires, infligeant des lésions importantes, notamment en s’additionnant sur les doubles
liaisons ou en arrachant des atomes d’hydrogéne (142).

Loxygéne joue donc un réle clé dans la survenue de lésions indirectes. Des cellules peu alimentées en

oxygeéne (hypoxie) seront donc moins sensibles aux RI.

Cellule Organisme

Organelles —y Mort cellulaire ,—> Dommages aux tissus
(mitochondries, ¢+ 1 (effets déterministes)

appareil de Golgi, etc.) /
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; .
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Ho, | - M e
272
(ROS) ! ion |
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FIGURE 1.8 — Chronologie des évenements induits par les Rl dans I'organisme, aux différentes échelles de
temps et de dimensions, et les principaux risques consécutifs. Source : Lundholm et al. (143)

La phase biologique correspond aux réponses biologiques provoquées par les Iésions formées. En fonc-
tion du type de dommage radio-induit, de son étendue, la cellule va mettre en place une réponse adaptée,

via des mécanismes de réparation des dommages. Les dommages non réparés peuvent conduire a des
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transformations morphologiques, au niveau de I'ADN, a des mutations génétiques et a des aberrations

chromosomiques ; avec des conséquences visibles a court, moyen ou long terme (de quelques secondes

a des années).

5.3 Réponse cellulaire aux Rl
5.3.1 Les types de lésions a ’ADN

La molécule d’ADN est une double hélice composée de deux brins enroulés I'un autour de I'autre et chaque
brin est composé d’une succession de nucléotides qui sont un assemblage de trois molécules : un groupe-
ment phosphate, un sucre (désoxyribose) et une base azotée.

Les effets directs ou indirects de 'ADN par les Rl peuvent conduire a différents types de Iésions, parmi
lesquelles les lésions de bases, les cassures simple brins (CSB) ou les cassures double brins (CDB) (144).
Environ 10 000 dommages de base, 1000 cassures simple brins, et 40 cassures doubles brins sont induits

dans une cellule par une dose de rayons X de 1 Gy (figure 1.9) (145).

Dommage au niveau . . .
9 Cassure simple brin  Cassure double brin

d'une base
— — —¢
e e '
o2, o2, o>,
2 S—-,
—3 = =)
— —o —o
—e —e —e
o2 o2 o2
&% &% *——oe
Energie necéssaire >1eV/nm?3 >10 eV/nm?3 >100 eV/nm?
Incidence /Gy/cellule ~ 10000 ~ 1000 ~40
| Tempsde 5-10 min 10-20 min >50 min
réparation a 50%

FIGURE 1.9 — Principaux dommages de ’ADN radio-induits et leurs spécifications physiques et biologiques
(145) : le dép6t d’énergie minimal nécessaire pour la formation des cassures simple brin (CSB), cassures
double brins (CDB) et dommages de bases, leur incidence par Gray de rayons X, leur demi-vie de réparation
et la voie de réparation activée par ce type de dommage.

Ces différents types de dommages n’ont pas le méme impact sur la cellule et ne seront pas reconnus et
traités de la méme maniére. La plupart des Iésions des bases et de CSB sont réparées fidélement par

un mécanisme d’excision-resynthése, tandis que les CDB, bien que moins fréquentes, sont beaucoup plus
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déléteres pour le génome (146).

5.3.2 Détection et prise en charge des CDB

Les lésions de type CDB, qui sont les plus graves et les plus difficiles a réparer pour la cellule, sont classi-
quement considérées comme les principales lésions responsables de I'effet (cellulaire) Iétal des radiations

ionisantes.

Principe. Entre le moment ou une CDB est induite et le moment ou elle est réparée, plusieurs étapes
impliquant de multiples protéines et enzymes de modifications existent. La premiére phase consiste a la
détection de la CDB par des molécules dites senseurs (complexe MRN (Mre11/Rad50/Nbs1)). Le com-
plexe MRN est recruté au niveau du site de la cassure et recrute a son tour la protéine kinase ATM (pour
ataxia telangiectasia mutated) (148).

Les protéines kinases possédent un domaine catalytique qui leur permet de maniere générale de trans-
mettre des signaux a et dans la cellule. Leur mode d’action est la phosphorylation. Cela consiste a I'ajout
d’'un groupement phosphate sur des petites molécules ou sur des protéines, permettant ainsi de réguler
leur action biologique.

ATM joue le réle de transducteur et phosphoryle une variante de la famille des histones appelée H2AX des
deux c6tés de la CDB. La version phosphorylée de H2AX est alors appelée yH2AX (149). ATM phosphoryle
également des molécules dites médiateurs (BRAC1, 53BP1, MDC1) (150). Rapidement, cela entraine une
amplification de la phosphorylation H2AX jusqu’a des régions éloignées de la cassure (149), formant alors
des "foyers" vyH2AX (foci).

Les transducteurs et médiateurs transmettent et amplifient ainsi I'information.

Finalement I'issue ultime de la réponse a 'altération de I’ADN est déterminée par I'action de multiples molé-
cules appelées effecteurs ; les principales conséquences étant I'arrét du cycle, la réparation des dommages

et la mort cellulaire. Le systéme de réponse de la cellule a une CDB est illustré figure 1.10.

Point méthodologique. Les foci yYH2AX sont typiqguement utilisés comme marqueurs biologiques pour
mesurer de maniere indirecte la formation et la réparation des cassures double brins de ’ADN. Technique-
ment, les foci yH2AX peuvent étre détectés par immunofluorescence : un anticorps primaire est utilisé pour
cibler spécifiquement la protéine d’intérét, puis un anticorps secondaire couplé a un fluorochrome et dirigé

contre I'anticorps primaire est utilisé.
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FIGURE 1.10 — Systéme de réponse au niveau cellulaire de CDB de I’ADN radio-induits. Réponse aux
dommages de I'ADN induite par les cassures double brin (CDB). Les complexes senseurs MRN détectent
les CDB et recrutent les protéines ATM. Le complexe ATM phosphoryle I'histone variant H2A, formant
vH2AX. yH2AX entraine une cascade de signalisation et la réponse s’amplifie. Une variété de protéines
effectrices impliquées dans la réparation de 'ADN, la régulation du cycle cellulaire et la mort cellulaire
s’active. Figure inspirée de (53, 147).

La microscopie a fluorescence permet ensuite de localiser et de dénombrer les foci.

Une autre technique, la cytométrie en flux permet également de quantifier les foci, par estimation d’une

intensité globale dans un noyau. Cette méthode permet I'analyse rapide d’'une grande quantité de cellules.
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Le principe est le suivant : les cellules passent une par une a travers un laser; en réponse un signal de
fluorescence dont I'intensité est proportionnel au nombre de foci YH2AX est réémis puis détecté. Elle offre
'avantage de mesurer les variations d’intensité de fluorescence vyH2AX en fonction de la position d’'une

cellule dans le cycle cellulaire. La méhode sera détaillée dans le chapitre 4.

5.3.3 Régulation du cycle cellulaire

Le cycle cellulaire. Le cycle cellulaire représente I'ensemble des étapes qui composent la vie d’'une
cellule. Si les cellules ne sont pas en division cellulaire, elles sont dans un état appelé quiescent, qui
constitue la phase GO (ou Gap 0) du cycle cellulaire. Lorsqu’elles rentrent dans un processus de division
cellulaire, on distingue alors quatre phases successives (figure 1.11) (151) :

— La phase G1 durant laquelle la cellule augmente en taille et augmente le volume de protéine et

d’organelles;
— La phase S (Syntheése) durant laquelle la cellule réplique son matériel génétique ;
— La phase G2 durant laquelle la cellule organise les chromosomes pour rentrer en mitose;;

— La phase M (Mitose) durant laquelle la cellule se divise en deux cellules filles.

Go

Point de controle
des dommages a I’ADN

@8 Croissance
Q cellulaire
des chromosomes
des dommages a I’ADN
préparation

Cycle cellulaire
@ Réplication
de ’ADN
a la mitose

(quiescence)
Séparation
Point de controle
. Point de controdle
Croissance, @ des dommages a I’ADN

FIGURE 1.11 — Cycle cellulaire. La phase G1 est une phase de croissance cellulaire ou la cellule accroit
sa taille; la phase S est une phase de duplication de 'ADN; lors de la phase G2, la cellule finalise la
duplication de I'’ADN et la croissance cellulaire ; dans la derniére phase du cycle cellulaire, la phase M, la
division cellulaire se produit (mitose), générant deux cellules filles. La progression du cycle cellulaire est
suivie en continu via plusieurs points de contrdle.
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La cellule durant l'interphase (G1, S et G2) présente 'ADN sous forme décondensée et sous forme de
chromosomes condensés lors de la mitose. C’est la conformation de la chromatine, structure qui renferme

I’ADN, qui définit ces états condensés (hétérochromatine) ou décondensés (eurochromatine).

Afin que le processus de division cellulaire se déroule correctement, la cellule utilise des points de contréle
au travers du cycle, chacun ayant leurs propres roles : vérification de la présence de conditions environ-
nementales favorables (phase G1), de l'intégrité du génome (phases G1 et G2), du déroulement de la
réplication (phase S) et de l'alignement des chromosomes sur le fuseau mitotique (phase M). Les deux
points de contr6le principaux se situent en G1/S et G2/M. Suite a une CDB, ces points de contrdle sont
activés; la progression de la cellule 1ésée est bloquée ou retardée afin de permettre la réparation des

dommages (152).

Régulation du cycle cellulaire suite aux dommages a ’ADN. Larrét du cycle cellulaire est régulé par
l'activité d’'une famille de protéines, la kinase cycline-dépendante (CDK). Comme leur nom le suggére,
les CDK ne sont actives qu’en présence de protéines cyclines. C’est le complexe cycline / CDK qui va agir

en déclenchant différentes réactions.

Selon la nature des dommages a '’ADN, I'arrét du cycle est effectué selon une voie rapide ou lente.

Selon, la voie rapide, I'activité CDK est inhibée par le complexe formé par ATM et les protéines kinases
effectrices CHK1 et CHK2, induisant un arrét cellulaire en G1 et/ou G2. La voie lente implique la pro-
téine p53. Le complexe formé par ATM, CHK1 et CHK2 active p53 (153, 154). La protéine p53 régule la

transcription de p21, une protéine inhibitrice des CDK, permettant un arrét du cycle en G1 et/ou G2.

Mécanismes de réparation. La réparation des CDB repose sur deux mécanismes (149, 155) : la suture
(en anglais Non-Homologous End-Joining ou NHEJ) et la recombinaison homologue (HR) ; homologue
faisant référence aux deux brins d’ADN. Ces deux mécanismes sont régulés de fagon distincte selon la
phase du cycle cellulaire.

La recombinaison homologue est un mécanisme précis de réparation qui utilise une séquence homologue
comme matrice de réparation. Ce mode se limite donc a la phase S et G2.

Le mode suture, quant a lui, est moins précis mais il ne nécessite pas de séquence homologue pour réparer
une lésion de I’ADN. Il peut étre utilisé pour réparer les cassures double brin a n'importe quel moment du

cycle cellulaire. Cette voie est toutefois essentiellement utilisée lors de la phase G1 (148).

Point méthodologique. Pour connaitre la distribution des cellules dans les différentes phases du cycle,

'ADN peut étre marqué avec une sonde fluorescente (e.g., iodure de propodium (IP) ou le 7-AAD). Le
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contenu en ADN de chaque cellule est mesuré par cytométrie en flux.

Le profil de cycle cellulaire typiquement obtenu est montré figure 1.12. La majorité des cellules est en
GO0/G1, car c’est I'étape la plus longue formant ainsi un pic bien distinct. Les cellules en phase S ont une
quantité variable d’ADN, ce qui explique leur distribution étalée. En phases G2 et M, 'ADN a doublé, se

traduisant par une formation d’'un second pic au double de la valeur de G1.

Nombre de cellules

200 400

Fluorescence = quantité d’ADN (ua,)

G0/G1
- S
3
-
G2/M

FIGURE 1.12 — Distribution typique des cellules dans les différentes phases obtenue par cytométrie en flux.

5.4 Devenir des cellules suite aux dommages a ’ADN

Si la nature et le taux des dommages sont compatibles avec une réparation fidele, la cellule peut restaurer
I'intégrité de son génome. Lorsque la nature et le taux de dommages radio-induits dépassent les capacités
de réparation, la cellule s’oriente vers la mort cellulaire (effet déterministe). Une réparation infidele peut
permettre la survie mais étre a l'origine de mutations ou de remaniements pouvant entrainer une mort
différée (mort mitotique) ou pouvant évoluer a long terme vers des cancers radio-induits (effet stochastique).
Ainsi, trois principales conséquences sont possibles pour la cellule :
— Réparation fidele et compléte des dommages a I'ADN et poursuite des cellules dans leur cycle
cellulaire,
— Réparation fautive et poursuite des cellules dans le cycle, influencant la fonctionnalité de la cellule
et/ou celle de ses descendants (mutations),

— Réparation fautive et mort cellulaire.
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Ces différentes issues (illustrées dans la figure 1.13) sont discutées dans les paragraphes suivants.

@

Facteurs physiques | Facteurs biologiques
Dose — «— Phase du cycle cellulaire

Qualité du rayonnement ’ «— Conformation de la chromatine
Débit de dose ’ < Type cellulaire

v v v

Réponse cellulaire
aux dommages

Réparation compléte  Capacité de Réparation incompléte ou
des dommages réparation dépassée défectueuse des dommages
l cellule «mutée»
Survie de la cellule
Mort de la cellule Progression de la cellule dans le cycle

T Division cellulaire
Effets stochastiques
effets différés aléatoires

Cancers Effets génétiques

FIGURE 1.13 — Devenir d'une cellule |ésée suite a une irradiation. Les facteurs physiques et biologiques
influencant la réponse cellulaire sont indiqués.

5.4.1 Les principaux mécanismes de mort cellulaire radio-induits

En radiobiologie, la mort d’'une cellule est définie par la perte irréversible de sa capacité a se diviser. Ainsi,
une cellule apparemment intacte et encore capable de synthétiser des protéines ou de ’ADN, voire d’effec-

tuer un petit nombre de mitoses, peut étre toutefois radiobiologiquement morte.

La mort mitotique est considérée comme le type de mort radio-induit le plus répandu, et particulierement
pour les cellules tumorales déficientes en p53 (156). Elle résulte de l'induction prématurée de la mitose
avant achévement de la phase S et G2, dépendant d’'un mécanisme complexe de la cascade de la signa-
lisation, moins bien compris que I'apoptose et la sénescence. La mitose produit une ségrégation atypique

du chromosome et division cellulaire causant la formation de micronoyaux.
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D’autres formes de mort radio-induite ont été décrites. Lapoptose est une mort dite "programmée” dé-
clenchée par une CDB non réparée (157). Contrairement a la mort mitotique, I'apoptose se produit le plus
souvent en interphase (G1, G2). Elle se traduit, d’'un point de vue morphologique, par un rétrécissement
des cellules, une condensation de la chromatine, une fragmentation nucléaire et une proéminence de la
membrane cellulaire (appelée bleb) (152). Deux voies de signalisations activent 'apoptose. Une voie est
dépendante de la protéine p53 (158) et une voie est mise en oeuvre par les protéases appellées caspases.
La mort par apoptose est plus fréquente chez les cellules hématopoiétiques et les cellules gastro-intestinales

(143).

Larrét irréversible en phase G1 est considéré également comme une forme de mort radiobiologique ; il
est prédominant chez les fibroblastes normaux (159). Ce type de mort est comparé a une forme de vieillis-
sement appelé sénescence. Les cellules en sénescence arrétent de maniere définitive de proliférer mais
restent métaboliquement actives. Elles conservent aussi une activité sécrétoire impliquant une possible

action sur les cellules voisines.

Lapoptose, I'arrét irréversible en G1 et la mort mitotique participent ensemble a la mort radiobiologique.

Point méthodologique. La survie des cellules au sens radiobiologique est mesurée expérimentalement
par un test de clonogénicité. Cette mesure refléte la capacité d’'une cellule irradiée, et de ses descendantes,
a réaliser des divisions apres I'exposition, en nombre suffisant, pour former une colonie cellulaire. En pra-
tique, des cellules en petites quantités sont mises en culture et le nombre de colonies formé est énuméré

apres une dizaine de jours.

5.4.2 Effets stochastiques

Des lésions non réparées n’entrainent pas forcément la mort cellulaire. Certains défauts peuvent étre trans-
mis aux cellules descendantes et entrainer des mutations, une instabilité génomique et éventuellement le

développement d’un cancer (3).

Une mutation génétique est produite par une réparations fautive de 'ADN, sans modification de la struc-
ture chromosomique. Une mutation peut étre “neutre” ou provoquer des anomalies dans la fonction cellu-

laire.

Une réparation fautive de CDB peut entrainer la formation d’aberration chromosomique. La formation d’une

aberration chromosomique requiert que 2 CDB soient formées simultanément et proches I'une de I'autre.
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La principale cause de la formation des aberrations chromosomiques est une mauvaise suture des deux
morceaux de chromosomes via la voie de réparation NHEJ. Des données expérimentales en faveur d’'un
lien causal entre les CDB et I'induction de mutations génétiques, aberrations chromosomiques et transfor-

mation cellulaire ont été publiées (160).

Pour conduire a un cancer, la cellule doit aussi échapper au contréle micro-tissulaire par les cellules voi-
sines, puis au contréle immunitaire de I'organisme. La destruction finale de la cellule étant beaucoup plus
probable que sa survie. La probabilité d'induction d’'un cancer augmente avec la dose regue mais il N’y a

pas de dose minimale connue correspondant a I'apparition d’'un cancer.

5.4.3 Facteurs influangant la réponse cellulaire

Parametres physiques. La dose absorbée n’est pas le seul parametre physique influant sur la réponse
biologique des cellules. La nature, le nombre et la complexité des dommages a 'ADN dépendent aussi de

la qualité du rayonnement.

Pour les rayonnements a haut TEL (supérieurs a 10 keV/um), seulement trois a quatre trajectoires denses
d’ionisations vont traverser chague noyau par Gy d’énergie déposée, contre un millier de trajectoires envi-
ron dans un noyau par Gy pour les rayonnements a faible TEL (v, X, ) (143). Du fait de cette trés forte
densité d’ionisation, les rayonnements a haut TEL induisent des dommages plus complexes au niveau de

I’ADN et donc plus difficilement réparables.

Les différences d’effets biologiques selon la nature du rayonnement sont bien décrites a travers la notion
d’EBR (effet biologique relatif). LEBR est défini comme le rapport entre la dose d’'un rayonnement de réfé-

rence et du rayonnement étudié nécessaire pour induire le méme effet biologique.

Le débit de dose est un autre paramétre physique influant la réponse biologique aux RI. En principe, plus
lirradiation est concentrée dans le temps, moins les cellules ont le temps de réparer les Iésions radio-
induites. Ainsi, un haut débit de dose entraine en général un effet biologique plus important. Toutefois, un
phénomene d’effet de débit de dose inverse (hyper-radiosensibilité) a été mis en évidence pour certains
types de cellules, en condition d’irradiation externe a faible dose (161, 162) et dans le cas d'incorporation
de radionucléides (163). Un défaut dans la détection de faibles taux de cassures d’ADN et la synchroni-
sation de cellules a une phase du cycle radiosensible sont deux hypothéses proposées pour expliquer ce

phénomeéne.
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Parameétres biologiques. La réponse d’'une cellule aux Rl peut varier selon sa position dans le cycle
cellulaire au moment de l'irradiation; la radiosensibilité est maximale en fin de phase G2 et lors de la
mitose M et minimale en S. Aussi, de nombreuses études ont montré que l'induction de CDB par des Rl
était influencée par la structure de la chromatine, reliant notamment 'augmentation du nombre de CDB
a la relaxation de la chromatine (164, 165, 166).

La radiosensibilité des cellules souches et cellules différenciées est intrinsequement différente. Les cellules
souches adultes ont une radiosensiblité trés variable : elles peuvent présenter a la fois une grande résistante
a la mort cellulaire, possiblement pour prévenir I'apoptose incontrélée qui peut compromettre la structure
au niveau tissulaire, et en méme temps une radiosensiblité suffisante pour éviter I'induction d’'une instabilité
génétique si les mutations formées ne sont pas bien réparées. Les cellules différenciées, sont, quant a

elles, relativement radiorésistantes, avec une phase en G1 plus longue (167).

5.4.4 Paralléle avec l'irradiation externe

Létude des effets biologiques radio-induits aux cellules suite a I'incorporation d’'un radionucléide est com-
plexe en raison de I'hétérogénéité des parametres physiques associés a I'irradiation : le débit de dose varie
au cours de I'irradiation, la distribution de I'activité et l'irradiation peuvent étre hétérogénes a I'échelle cellu-
laire, I'irradiation impliqgue généralement plusieurs types de rayonnements (figure 1.14). En comparaison,
lors d’'une irradiation externe, le débit de dose est constant, la dose délivrée aux cellules est précisément
contrdlée et les cellules sont irradiées de fagcon homogéne.

Ces deux modes d’irradiation impliquent des mécanismes radiobiologiques bien distincts, ce qui rend in-
adéquat I'extrapolation directe des données issues de l'irradiation externe dans un contexte d’irradiation
interne.

Pour cela, les modéles in vitro sont essentiels pour fournir de nouvelles données et améliorer la compré-

hension des effets biologiques radio-induits.

5.5 Modélisation de la survie cellulaire

Létat des connaissances de la réponse biologique aux radiations évolue en partie grace a I'élaboration
de concepts radiobiologiques, basés sur le développement de modéles mathématiques. Actuellement, les
modeles prédictifs reposent essentiellement sur la relation entre la survie cellulaire et la dose absorbée.
Ces modeles prédictifs permettent I'analyse et la comparaison des différentes données acquises in vitro et
in vivo de la réponse aux Rl.

Le test de clonogénicité a été développé par Puck et Markus (168) en 1956 pour mesurer la capacité
des cellules de mammiféeres a former des colonies. Les cellules ont été irradiées par des rayons X puis

incubées pendant différents temps. Les colonies de plus de 50 cellules ont été comptées et la fraction
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Irradiation externe
(ex: radiothérapie par rayons X)
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FIGURE 1.14 — Comparaison entre le mode d’irradiation externe (rayons X dans cet exemple) et le mode
d’irradiation interne aprés incorporation d’'un radionucléide.

survivante a été déterminée. lls ont tracé ainsi les premieres courbes de survie aprés irradiation pour
les cellules de mammiféres. Les courbes de survie obtenues ont permis de déterminer la radiosensibilité
des cellules tumorales et des cellules saines. Un exemple de courbe de survie obtenu par Puck et al. (168)
représentant graphiquement la capacité de reproduction des cellules HeLa en fonction de la dose de rayons

(D) est donnée figure 1.15.
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FIGURE 1.15 — Survie de la capacité de reproduction des cellules HelLa en fonction de la dose de rayons
X. Source : Puck et al. (168)

La forme des courbes de survie en échelle logarithmique, avec un épaulement puis une forme d’exponen-
tielle inverse, peut étre décrite mathématiquement par un polynéme de second degré, avec une origine
constante, de maniére a ce que la fraction survivante a 0 Gy soit de 1. C’est le modéle linéaire quadratique

(LQ), proposé en 1972 par Kellerer et Rossi (169). Il s’agit du modeéle le plus couramment utilisé pour ajus-
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ter les données de survie mesurée expérimentalement. Il est régulierement utilisé par les radiothérapeutes

et radiobiologistes pour interpréter les phénomenes radio-induits.

D’aprés le modéle LQ, I'équation de fraction de survie cellulaire S apres une irradiation instantanée de dose
absorbée D est (170) :
S(D) = eycp_‘“j_ﬁD2 (1.7)

ou « et B sont des parameétres ajustables qui caractérisent la radiosensibilité de la lignée cellulaire consi-
dérée respectivement en en Gy—! et Gy 2.

Linterprétation qui en est faite est la suivante : la composante linéaire aD, (tangente a I'origine) correspond
aux lésions létales irréparables (CDB) et la composante 5D? correspond & I'accumulation de multiples
lésions sublétales, réparables (CSB). Dans un graphe semi-logarithmique, celles-ci sont respectivement
linéairement et quadratiguement dépendantes de la dose absorbée D. La dose a laquelle les deux compo-
santes s’équilibrent correspond au rapport o/ (figure 1.16A). Plus « est grand, plus les cellules sont ra-
diosensibles (figure 1.16B). Le parametre § illustre plutot I'épaulement de la courbe de survie : les cellules
radiorésistantes sont donc caractérisées par un « faible et un g faible; les cellules hyper-radiosensibles
sont caractérisées par un « fort et un 3 faible; les cellules de radiosensibilité intermédiaire sont carac-

térisées par un a moyen et un g tres élevé (1.16C) (170). Le paramétre o dépend fortement du type de

A B
' D=0/B o faible B faible

) : o

— ; —

1 R aD '©

ER i

) —rd

¥ 3 2

S e 28

S c

7] 5’, a fort B faible

Dose D Dose D

FIGURE 1.16 — lllustration du modéle linéaire-quadratique. La fraction de survie cellulaire est représentée
avec une échelle semi-logarithmique. (A) différentes contributions des composants linéaires aD et quadra-
tique 3D2. (B) Influence des paramétres « et 3 sur la survie. Source : Bodgi et al. (170).

rayonnement. Pour un rayonnement a haut TEL, la probabilité de CDB sera plus élevée et la composante
« aura alors plus d'importance que la composante 3. Le paramétre 3, qui est lié au taux de mortalité par

CSB, dépendra davantage du débit de dose.
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Lorsqu’une dose est délivrée de maniere prolongée sur une période T (ce qui est généralement le cas
lors d’'une exposition a un radionucléide), les mécanismes de réparation de Iésions sub-léthales peuvent
avoir le temps d’étre initiés ; la réparation des dommages entre alors en compétition avec I'apparition de
nouveaux dommages. Dans le modele LQ étendu, la composante quadratique du modéle LQ a été mo-
difiée pour prendre en compte la réparation des dommages subléthaux. Un facteur correctif G(T) (facteur

Lea—Catcheside) est introduit dans I'équation 1.7 (171), tel que :
S(D) = exp(_“D_G(T)ﬁDz) (1.8)

Le facteur G, compris entre 0 et 1, peut se développer ainsi :

I

G:ﬁ .

t
D(t)dt / D' (e HE=t) gt/ (1.9)
ou p est la constante de réparation de ’ADN.
Le second terme d’intégration sur t’ représente la premiere des deux CDB nécessaire a la mort cellulaire.
Le terme exponentiel représente le processus de réparation diminuant ce second terme ; Lintégration sur t,
reflete la recombinaison possible de la seconde CDB avec une premiere CDB non réparée et conduisant a

la mort cellulaire.

Dans le cas d’un débit de dose décroissant avec le temps, le facteur G devient :

2 A g l—emAFT 2T

G(T):)\—u(l—e—AT) A+ B 2\

] (1.10)

Lorsque la durée T est significativement plus longue que la période de réparation de 'ADN T,.,, le facteur
G ne dépend plus que de la constante de décroissance effective du radionucléide \ et de la constante de

réparation u, tel que :
A

G(T >> Trep) = m

(1.11)
Pour une lignée cellulaire, les parameétres radiobiologiques « et 3 utilisés sont encore généralement dérivés
de données de survie apres irradiation externe.

Létablissement de courbes de survie expérimentales en fonction de la dose absorbée et non de I'activité -
et ce, pour chaque combinaison de vecteur - radionucléide - type cellulaire est cruciale pour déterminer de

nouveaux parameétres de références radiobiologiques (3).
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5.6 Etudes in vitro de la relation dose-effet

La grande majorité des données radiobiologiques en irradiation interne avec des radiopharmaceutiques
proviennent du marquage de cellules avec des émetteurs utilisés en RIV, c’est-a-dire des émetteurs 5~
(*77Lu, 31, 90V, etc.), a, et Auger pour quelque unes (tableau 1.7). Ces travaux s'inscrivent dans le cadre
d’études précliniques in vitro visant & évaluer I'efficacité d’un traitement ou comparer I'efficacité de plusieurs
traitements a partir des courbes de fraction de survie en fonction de la dose absorbée (106, 103, 118, 172,
173, 174).

Plus rarement, d’autres paramétres radiobiologiques sont étudiés. Maucksch et al. (175) ont par exemple
comparé le nombre de foci YH2AX induit par les radiopharmaceutiques **"Tc-HMPAO, %*™Tc-MIBI et
99mTc-pertechnetate en fonction de la dose absorbée pour une lignée de cellules de thyroide de rat (FRTL-
5). Certains auteurs ont aussi estimé la probabilité de contréle tumoral (TCP pour Tumor Control Probability
en anglais) a partir du calcul de la dose absorbée, pour des émetteurs Auger (1''In-EGF) (176) et 5~ (13!1)

(177).

Parmi les rares études portant sur I'évaluation de la cytotoxicité de radiotraceurs pour I'imagerie en fonction
de la dose délivrée aux cellules, on peut citer celle de Zanzonico et al. (90). lls ont développé un modéle
dosimétrique pour estimer la dose aborbée aux noyaux de lymphocytes T lors du radiomarquage au '3'I-

FIAU, puis ont établi une corrélation aux effets immunotoxiques.

6 Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons montré 'importance de la dosimétrie liée a I'utilisation des radiopharmaceu-
tiques qui permet I'établissement d’'un référentiel essentiel pour la comparaison entre différentes configu-
rations d'irradiation et a I'évaluation des effets biologiques radio-induits. Par ailleurs plus particulierement,
dans le contexte d’un suivi de la biodistribution in vivo de cellules radiomarquées, il apparait également que
I'évaluation préalable de la relation dose-effet est primordiale pour caractériser la cytotoxicité du radiotra-
ceur utilisé et ainsi sélectionner des parameétres de marquage qui optimisent 'imagerie et garantissent une

sécurité d'utilisation.

Les chapitres suivants 2 et 3 seront dédiés au développement et a I'optimisation d’outils de calculs de dose
a I'échelle cellulaire. Dans le chapitre 2, un modéle dosimétrique sera développé afin d’étudier I'influence
systématique de différents parametres de marquage (densité cellulaire, efficacité de marquage) sur la dose

absorbée pour différents radionucléides émetteurs 5.
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Tableau 1.7 — Liste non-exhaustive d’études sur la relation in vitro dose-effet pour : évaluer la radiotoxicité
de radiopharmaceutiques (RT) ou I'efficacité thérapeutique de radiopharmaceutiques (ET), ou étudier I'im-
pact de paramétres dosimétriques sur les effets (exp). (') Lignée cellulaire de cancer du sein. (?) Lignée
cellulaire de la thyroide.

Contexte  Cellule Radionucléide ~ /\PProche dosi- - Paramétre Ref
métrique biologique

exp. MDA-MB 231(%) 131] Monte-Carlo SF (135)

ET CA20948 131] Monte-Carlo SF 2004 (173)

exp MDA-MB-468(%) Hn-EGF Monte-Carlo SF, TCP 9)

RT MCF7/HER2-18(')  64Cu Monte-Carlo SF (112)

ET U20Ss 7Ly Monte-Carlo SF (103)

Lymphoblastoide B ;- Analytique,

ET (Ramos) Lu Monte-Carlo SF (118)

99mTC_
52 pertechnetate, i

RT FRTL-5(%) 99mTc-HMPAO, Monte-Carlo SF, yH2AX (175)
99mTc-MIBI

RT PC CI3(?) 99mTe 123) Monte-Carlo SF (178)
99mTC_

RT PC CI3 pertechnetate, Monte-Carlo SF (174)
188Re

HT29, HCT116, o,

ET SW480 YCl3 Monte-Carlo SF (172)
177Lu- Analvii

RT Capan-2 DOTATOC, (,\;‘ng')‘]“e SF (179)
213Bj-DOTATOC
177Lu_

RT K562-SST2 DOTATOC, MIRDCell SF (180)
213Bj-DOTATOC

RT Lymphocytes T 1311-FIAU Analytique Immunotoxicité (90)

Dans le chapitre 3, un nouveau formalisme pour le calcul de la dose absorbée a I'échelle multi-cellulaire

basé sur I'utilisation de fonctions de distribution sera proposé afin d’optimiser le temps de calcul. Lutilisation

d’un outil de dynamique moléculaire permettra d’étudier I'impact de la configuration géométrique dans le

calcul de la dose.

Les concepts de radiobiologie présentés en derniére partie de ce chapitre serviront a I'étude portant sur la

relation dose-effet de cellules radiomarquées au '8F-FDG présentée dans le chapitre 4.
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BT : étude paramétrique
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1 Introduction

La dosimétrie in vitro des émetteurs /3 s’inscrit généralement dans un contexte de développement thé-
rapeutique, avec des modeles de cellules en monocouche 2D pour modéliser un test de clonogénicité
ou des clusters de cellules compacts en 3D pour évaluer la réponse tumorale a différents traitements
(127,103, 112, 114). Dans ces configurations, le nombre de cellules impliquées est relativement limité.

Dans le cas d’'un radiomarquage, les cellules peuvent étre suspendues en tres grand nombre dans la solu-
tion radioactive. Le calcul du tir croisé, prenant en compte la contribution de I'activité distribuée dans I'en-
semble des cellules autour d’une cellule cible, jusqu’a une distance de 'ordre du parcours du 3 (quelques

mm) peut ainsi étre chronophage.

Les données de facteurs S d’auto-absorption calculés pour différentes configurations source/cible, dimen-
sions cellulaires et radionucléides sont disponibles dans de nombreuses publications, notamment dans le
pamphlet du MIRD n°38.

Les données de facteurs S relatifs au calcul du tir croisé sont en revanche moins nombreuses. Le logiciel
MIRDcell permet entre autre de générer des facteurs S (auto-absorption et tir croisé) dans des géométries
1, 2 et 3D (127). Cependant, I'utilisation du logiciel est adaptée pour des tailles de clusters relativement

faibles.

Ainsi, le travail présenté dans ce chapitre a porté sur le développement d’'un modéle dosimétrique adapté
aux géomeétries impliquant un grand nombre de cellules et reposant sur une approche générique associant
des simulations Monte-Carlo et des calculs analytiques.

Une étude systématique des effets sur la dose absorbée de deux paramétres de marquage, la densité
cellulaire et I'efficacité de marquage, a été réalisée pour trois radiopharmaceutiques 8+ d’intéret pour le

marquage et le suivi de cellules : le 18F-FDG, le 4Cu-PTSM et le ®®Ga-DOTA peptide.

De plus, une étude comparative des doses calculées avec la dosimétrie cellulaire et une approche conven-
tionnelle a ensuite été réalisée afin d’étudier les conditions limites de la dosimétrie conventionnelle en
fonction de la densité cellulaire et de I'efficacité de marquage.

En effet, étant donné le parcours relativement grand des S par rapport a la taille des cellules, il se peut
que, dans certaines conditions, l'utilisation d’'une approche conventionnelle, supposant une activité uni-
forme dans tout le volume d’étude, et impliquant donc des calculs plus simples, soit suffisante pour estimer
la dose absorbée aux cellules.

Finalement, une étude comparative de différentes études de radiomarquage au *F-FDG a été réalisée.
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Pour cela, des calculs de la dose absorbée a partir des paramétres de marquage (activité volumique, den-
sité cellulaire, efficacité de marquage, temps d’incubation, etc...) utilisés dans différentes publications de la

littérature ont été effectués.

2 Meéthode pour la dosimétrie multi-cellulaire : formalisme et appli-

cations

2.1 Principales caractéristiques des radiopharmaceutiques d’intérét

Trois radiopharmaceutiques d’intérét pour I'imagerie TEP ont été considérés pour notre étude : le '¥F-FDG,
le 64Cu-PTSM, le %Ga-DOTA peptide. En termes d’émissions électroniques, le radionucléide '8F émet
4 96,86% des 3. Le 8Ga émet en majorité des 3 (>88%) a une énergie moyenne relativement élevée
(836 keV) et également des électrons Auger/Cl a une faible fréquence (5%). Contrairement aux deux autres
radionucléides, le *Cu émet a la fois des 3+ et des 5~. La somme de leur fréquence d’émission ne dé-

passe toutefois pas 56%. Des électrons Auger et de conversion interne (Cl) sont également émis a 80,52%.

Les localisations sub-cellulaires des trois sources dépendent du site de liaison des ligands associés :
— Le '®F-FDG est métabolisé et piégé dans le cytoplasme (65, 181);
— Le 58Ga-DOTA peptide se lie & des récepteurs présents au niveau de la membrane cellulaire (182,
183, 184);
— Le complexe %*Cu-PTSM est préférentiellement internalisé dans le noyau cellulaire (6, 67).

Les caractéristiques d’émission et les localisations sub-cellulaires sont résumées dans le tableau 2.1.

2.2 Dosimétrie appliquée au marquage de cellules avec des émetteurs 5

Le principe de la dosimétrie interne a I'échelle cellulaire a été présenté dans le chapitre 1.
Rappelons toutefois le schéma du MIRD, utilisé pour calculer la dose absorbée moyenne dans une région
cible rr (en Gy) provenant d’une activité distribuée dans une région source rg, quelle que soit la géométrie

ou la taille des régions (98) :

Dypo=Apg X Spprg (2.1)

ou flrs est l'activitée cumulée dans la région source (Bqg.s) et S, est la dose absorbée moyenne

délivrée dans la région cible r par unité d’activité cumulée dans la région source r, (Gy/Bg.s™1).
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Tableau 2.1 — Principales caractéristiques des trois radiopharmaceutiques étudiés : le '®F-FDG, le %4Cu-
PTSM et le 8Ga-DOTA peptide. La période physique, les principales émissions électroniques et photo-
niques ainsi que les localisations sub-cellulaires sont indiquées. (*) (185). Moy/Max : Valeur moyenne/Valeur
maximale. Les caractéristiques des rayons X et des deux ~ émis suite a la désintégration 5™ ne sont pas
indiquées dans le tableau.

ISF-FDG

64Cu-PTSM

68Ga-DOTA peptide

Période (min)

109,73

762,02

67,83

Emissions
caractéristiques

3+ (96,86%) :

249,3 keV (moy)
633,5 keV (max)

€ (3,14%) :
1655,9 (max)

B+ (17,52%) :

278,21 keV (moy)
653,1 keV (max)

B~ (38,48%) :
190,7 keV (moy)
579,4 keV (max)

Auger electrons/Cl :
0,6-0,9 keV (57.9%)
6,3—-8,3 keV (22.62%)

B+ (1,20%) :

352,6 keV (moy)
821,7 keV (max)

BT (87,68%) :
836 keV (moy)
1899,1 keV (max)

Auger electrons/Cl :
7,2-9,7 (5,05%)
0,732-0,997 (13,98%)

Parcours des

ST dans I'eau(*) 0,64 (moy) 0,6 (moy) 2,9 (moy)
(mm)

2,4 (max) 2,9 (max) 8,2 (max)
Localisation Cytoplasme (Cy) Noyau (N) Surface cellulaire (Sc)

sub-cellulaire

Le modele géométrique considéré pour notre étude est représenté de maniére schématique dans la figure
2.1. Celui-ci se compose de cellules en suspension distribuées dans un milieu, lui-méme délimité par un
volume de géométrie cubique. Nous nous intéressons a la dose délivrée aux cellules. Plus précisément,
la région cible ry est le noyau cellulaire, qui est considéré comme le site le plus radiosensible de la cellule

(186).

Cellule

Cytoplasme (Cy)
Noyau (N)

Surface cellulaire (Sc)

Milieu extra-cellulaire

00 0O
00 0O
0000
00 0O

«——— Volume d’étude

FIGURE 2.1 — Représentation du modele cellulaire et multi-cellulaire considéré pour notre étude.
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2.2.1 Dosimétrie conventionnelle

Pour calculer la dose délivrée au noyau d’une cellule, une dosimétrie conventionnelle peut étre appliquée en
premiére approximation. La dosimétrie conventionnelle repose sur I'hypothése que I'activité est distribuée
de maniere homogéne dans tout le volume d’étude. Dans notre configuration géométrique, cela signifie
gu’il n’y a plus de distinction entre les cellules et le milieu extra-cellulaire. La dose absorbée est donc la

méme en tout point du volume, tel que :
Deonw = Ay, x Sy, (2.2)

avec V; le volume d’étude et Sy, la dose absorbée dans le volume d’étude par unité d’activité cumulée.

Il s’agit d’'une méthode simplifiée et rapide qui ne nécessite pas de modéliser I'ensemble des cellules.
Malgré cet atout, il est toutefois primordial d’évaluer les conditions limites pour lesquelles ce modéle n’est
plus satisfaisant en termes de précision de calcul, et donc pour lesquelles I'utilisation de la dosimétrie

cellulaire est requise. Le modele dosimétrique a I'échelle cellulaire est présenté dans le paragraphe suivant.

2.2.2 Dosimétrie cellulaire

La dose absorbée au noyau d’une cellule cible t (DY) est la somme de trois contributions :
DYy = D" + DF°* + D, (2.3)

ou D4#*° est la dose auto-absorbée provenant de I'activité distribuée dans la cellule cible elle-méme, D§;o¥¢
le tir croisé provenant de l'activité distribuée dans toutes les autres cellules et D,, la dose moyenne ab-
sorbée provenant de I'activité dans le milieu extra-cellulaire. Lexpression des composantes a partir de

'équation 2.1 peut étre développée ainsi :

Di = AL Sk + 3 AL Sk, (ds) + Diy (2.4)

ou flf;s est l'activité cumulée distribuée dans la région source r, (N, Cy ou Cs) de la cellule cible t et fl‘;s
I'activité cumulée distribuée dans la région source r, des cellules sources s.

S’ .., est la dose auto-absorbée au noyau par unité d’activité cumulée et S%,_, est le tir croisé délivré
au noyau de la cellule cible par unité d’activité cumulée provenant de la s-iéme cellule source placée a une
distance d;.

La dose absorbée moyenne provenant de I'activité distribuée dans le milieu extra-cellulaire D,,, corres-

pond & la dose non-spécifique délivrée dans le volume d’étude par unité d’activité cumulée soustraite des
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contributions de I'auto-absorption et du tir croisé.
Pour notre étude, une incorporation uniforme de l'activité a été considérée, ce qui signifie que chaque

cellule contient la méme activité. Par conséquent, 'équation 2.4 peut étre simplifiée comme ci :

Dy = A S, + A, Y SN + Doy (2.5)

ol ¢, signifie cellule source, Y-, S§72%¢ = S§2*¢ estla somme des tirs croisés au noyau par unité d’activité

cumulée provenant des cellules sources et S§//°. est I'auto-absorption par unité d’activité cumulée. Le tir
croisé a été calculé pour chaque cellule composant la distribution cellulaire puis moyenné sur I'ensemble

des cellules.

Les facteurs S ont été obtenus via des simulations Monte-Carlo, a I'aide du code MCNP6. La section
suivante présente le code et développe les caractéristiques nécessaires pour le calcul de la dose absorbée

dans le cadre de notre étude.

2.3 Code MCNP6

Le code MCNP6 est la derniére version du code Monte-Carlo MCNP développé depuis 1994 par le LANL
(Los Alamos National Laboratory, New Mexico, Etats-Unis) qui est utilisé dans de nombreux domaines de la
physique nucléaire. Il combine la plupart des performances des codes MCNP5 et MCNPX, en incluant une
extension des sections efficaces des photons et électrons pour les énergies plus faibles, permettant alors
de simuler des électrons a partir d'une énergie minimale de 10 eV et les photons a partir d’'une énergie de
1 eV. Lénergie de coupure pour I'électron reste toutefois par défaut a 1 keV. La version utilisée pour notre

étude est MCNP6 v1.0, sortie en 2013 (187).

Le fichier d’entrée du code de calcul MCNP6 permet de décrire 'ensemble des caractéristiques de la simu-
lation Monte-Carlo a I'aide de différentes « cartes » portant sur le transport des particules, la géométrie, les
matériaux et sections efficaces, la source, les résultats souhaités et les parameétres de la simulation. Ces

différents aspects sont développés dans les paragraphes suivants.

2.3.1 Géométrie

MCNP6 considére une géométrie comme un ensemble de volumes, appelés cellules, définis par intersec-
tion, union et complément de régions limitées par des surfaces. Certaines géométries simples, appelées

macrobodies, sont prédéfinies, par exemple un parallélépipéde rectangle (RPP) ou une sphére (SPH).
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MCNP6 offre un format spécifique pour la modélisation de structures répétées permettant de ne définir
gu’une seule fois les différentes cellules apparaissant plusieurs fois dans la géométrie.
Une unité composée de une ou plusieurs cellules que 'on souhaite répéter dans I'espace est associée a
un "univers". Deux modes de répétition (définis par des cartes) existent :
— La carte like permet de reproduire une unité en modifiant la position (TRCL) et I'orientation (TR)
et/ou la nature de I'univers associé,
— La carte LAT (pour lattice) permet de définir un réseau infini hexagonal ou cubique. Celui-ci est

rempli par l'unité élémentaire. Le réseau est ensuite inclus dans un volume fini.

2.3.2 Matériaux et sections efficaces

Un matériau d’'une certaine composition et densité est assigné a chaque cellule créée.
Ainsi, une fois la géométrie définie, la carte des matériaux (MAT) de MCNP6 permet de spécifier la compo-

sition des matériaux remplissant les cellules ainsi que les sections efficaces a utiliser.

2.3.3 Source

La forme et la localisation d’'une source ainsi que le type de particules émises, leurs énergies et leurs pro-
babilités d’émission sont définis dans le fichier d’entrée a I'aide de la carte SDEF. Dans le cas d’'une source
distribuée uniformément dans un volume, I'utilisateur doit définir les bornes du volume en plus de spécifier
le numéro de cellule auquel il correspond.

Par ailleurs, le code permet de simuler différents types de particules dans un méme probléme. Pour chaque
particule déclarée, une énergie (ERG) ou une distribution d’énergies avec les probabilités d’émission asso-
ciées sont définies. Les distributions d’énergie sont définies sous la forme d’un histogramme (par défaut)

ou sous forme d’émissions discrétes.

2.3.4 Transport des rayonnements

Comme présentés dans le tableau 2.1, les rayonnements d’intéréts pour nos calculs sont les élec-
trons/positons et les photons.

Lhistoire d’'une particule est typiquement créée a une énergie et une position assignée selon les spécifi-
cations du probleme source, puis le transport de la particule basé sur des modes d’interactions prédéfinis
et leurs sections efficaces est activé, générant des particules secondaires, déposant de I'énergie, jusqu’a
ce que la particule quitte la géométrie ou ait déposé toute son énergie. Le code MCNP6 considére qu’un

électron ou un photon est absorbé localement lorsqu’il a atteint I'énergie de coupure (1 keV par défaut).
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Transport des électrons/positons. Les électrons déposent leur énergie principalement par des pertes
collisionnelles impliquant I'excitation et I'ionisation d’atomes dans la matiére. lls interagissent principale-
ment avec les électrons des atomes, de masse équivalente. Cela induit une trajectoire tortueuse avec de
grands angles de déviations.

Pour les électrons de trés grande énergie (plusieurs MeV) traversant un milieu dense, l'interaction avec
les noyaux des atomes est également possible. Lélectron incident est dévié dans le champ coulombien de
I'atome cible et ce changement de trajectoire s’accompagne de I'émission d’un rayonnement X dit rayonne-

ment de freinage ou Bremsstrahlung.

Les positons (31) quant a eux partagent les mémes caractéristiques physiques que les 3~ (TEL, parcours,
gamme d’énergie) exceptée la charge. La charge positive du positon le conduit, en fin de parcours, a s’as-
socier a un électron de la matiere pour former un état lié, le positronium. Un processus de dématérialisation
se produit et deux photons ~ sont alors émis dans deux directions opposées avec une énergie de 511 keV

chacun.

Dans MCNPG6, le transport des positons se fait de la méme maniére que pour les électrons. Historique-
ment, le positon est déclaré en tant qu’électron (type e dans MCNP®6) et les deux photons a 511 keV sont
explicitement déclarés également.

Le nombre d’'interactions des électrons avec la matiere étant considérable, le transport de ces particules
n'est pas traité événement par événement mais par une méthode d’histoire condensée. Il s’agit ainsi d’'un
code de classe | d'aprés la classification de Berger (188).

Lhistoire de chaque électron est alors divisée en plusieurs étapes; I'énergie perdue au cours de chaque
étape étant calculée a partir du pouvoir de ralentissement total et le changement de direction étant
échantillonné suivant une méthode de diffusion multiple (189).

Les étapes divisant le trajet d’'un électron regroupent I'effet cumulé de nombreuses collisions aléatoires.
De ce fait, une fluctuation de perte d’énergie peut survenir. Le calcul des fluctuations de perte d’énergie
repose sur les théories de Landau (190) et de Blunck-Leisegang (191). Il a été démontré que l'algorithme
d’échantillonnage par défaut pouvait amener des erreurs non négligeables dans le calcul de distributions
de dose autour de sources 3 selon les conditions (192). Un autre algorithme appelé ITS (pour Integrated
TIGER series) peut étre activé en paramétrant la 18eme entrée de la carte physique dbcn a 1 (192).
Lutilisation de cet algorithme ITS par rapport a I'option par défaut pour la dosimétrie interne a été étudiée
dans la thése de Sophie Chiavassa; il a été montré que I'emploi de I'algorithme ITS était moins colteux en

temps de calcul et permettait une meilleure précision (189). Nous I'avons donc sélectionné pour nos calculs.
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Transport des photons. Les photons incluent les rayonnements +, les rayons X issus du rayonnement
de freinage selon un spectre continu (rayons de bremsstrahlung) ou issus de la désexcitation atomique

(photons de fluorescence).

Les photons transmettent la totalité ou une partie de leur énergie aux électrons du milieu selon trois effets
(193) :
— Effet photoélectrique (prédominant a basse énergie) : transfert de la totalité de I'’énergie du photon
incident a un électron qui est alors expulsé de I'atome.
— Effet compton : collision avec un électron faiblement lié a un atome entrainant I'éjection de I'électron.
Le photon est alors diffusé.
— Création de paires (>1,02 MeV dans I'eau) : le photon de haute énergie interagit au voisinage du
noyau et produit une paire de particules, un électron et son antiparticule, un positon.
Les photons subissant un nombre restreint d’interactions dans la matiére, leur transport est traité éveé-
nement par événement par MCNP6. Celui-ci tient compte de la diffusion élastique et non-élastique, de
la possibilité de I'émission de photons de fluorescence apreés absorption photoélectrique, de I'absorption
dans la production de paires avec émission locale de rayonnements issus de I'annihilation et les rayons de
bremsstrahlung.
Pour la génération et le traitement des électrons secondaires, le mode p e permet de stocker et de trans-

porter tous les électrons secondaires créés au cours de la simulation.

2.3.5 Nombre d’histoires et résultats souhaités

Le nombre d’histoires a suivre au cours de la simulation est défini a I'aide de la carte NPS et les résultats
souhaités a l'issue de la simulation sont spécifiés a I'aide d’un tally permettant de définir la grandeur d’inté-
rét et la région ou celle-ci doit étre calculée. Pour notre application, le tally *F8 a été utilisé. Celui-ci permet

de calculer le dépét d’énergie (en MeV) et est normalisé par le nombre de particules sources envoyées.

2.4 Calcul de la dose auto-absorbée

Pour calculer le facteur S d’auto-absorption S4“t°, le modéle standard sphérique de la cellule a été consi-
déré.

Dans le fichier MCNP®, trois sphéres concentriques de densité 1 g.cm—3 ont été modélisées, représentant

le noyau, le cytoplasme et la membrane (figure 2.1). La taille du noyau a été fixée & Ry=4 um et la taille

de la cellule a R.=5,1 um incluant la surface cellulaire d’'une épaisseur de 0,1 um.

Une source volumique répartie uniformément dans I'un des trois compartiments cellulaires a été créée,
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dans le noyau pour le 4Cu, dans le cytoplasme pour le '8F et dans la membrane pour le 8Ga (cf. tableau
2.1). Les spectres d’énergie des trois sources incluant les 3, électrons Auger et de Cl et les photons issus
de la CIPR 38 ont été implémentés (194). Les photons regroupent les photons X et ~.

Pour chaque type de particule, une probabilité d’émission par désintégration et une distribution d’énergie
ont été attribuées. La distribution d’énergie des 3 a été définie sous forme d’histogramme tandis que celles

des électrons Auger, rayons X et v ont été définies de maniere discréte.

2.107 histoires ont été simulées afin d’assurer une incertitude statistique sur le résultat inférieure a 1%.
Le noyau a été choisi comme région cible et I'énergie déposée en MeV par particule envoyée a été calculée
via le tally *F8. La dose absorbée par désintégration en Gy/(Bg.s)~! a finalement été obtenue en rapportant

le résultat a la masse du noyau des cellules et en effectuant les conversions d’unités appropriées.

Comme dit précédemment, il est possible de transporter les électrons jusqu’a une énergie minimale de 10
eV. Néanmoins, au-dessous de 1 keV, I'énergie de coupure choisie doit étre explicitée via la carte CUT.

Un calcul de facteur S d’auto-aborption a été réalisé avec la source ®*Cu en fixant I'énergie de coupure a
10 eV puis le résultat a été comparé a celui obtenu pour I'énergie de coupure de 1 keV (défaut). Le temps
de calcul a fortement augmenté en diminuant I'énergie de coupure tandis que le gain de précision s’est
avéré négligeable.

Lénergie de coupure par défaut a 1 keV a donc finalement été gardé pour tous les calculs.

Par ailleurs, des calculs préliminaires ont été réalisés afin d’évaluer la contribution des différents types de
particules émis par les trois radionucléides dans le facteur d’auto-absorption. Les résultats montrant une
contribution photonique dans la dose absorbée minime (<2%), les photons n’ont pas été pris en compte
dans les calculs du facteur Se“t°. En effet, dans le cas du 54Cu, les électrons Auger/Cl sont les principaux
contributeurs du facteur S pour I'auto-absorption 5%\ (76%), suivis des particules /3 (23%) et les photons
(<1%). Les facteurs S§+%, pour le '*F et S§%, pour le ®*Ga présentent une contribution des 3 qui est
prépondérante (92,5-99,1%). La contribution des électrons Auger/Cl pour le 58Ga est de 6,2% et celui des

photons de 1,4% seulement (cf. Annexe 1, tableau A1).

2.5 Calcul du tir croisé moyen

Pour calculer le tir croisé moyen, qui dépend essentiellement de la configuration spatiale des cellules, deux
approches, brievement introduites dans le chapitre 1 (§ 5.5), peuvent étre envisagées :

— Une simulation Monte-Carlo en modélisant la distribution cellulaire et en calculant le dép6t d’énergie
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dans cette géométrie directement,
— Un calcul de facteurs S de paires puis une somme analytique des contributions selon I'équation 2.5.
Dans un premier temps, les deux méthodes ont été testées afin d’en dégager les avantages et les incon-

vénients et sélectionner la plus adaptée pour notre étude.

2.5.1 Monte-Carlo direct

La modélisation des distributions cellulaires selon un réseau cubique ou hexagonal avec la code MCNP6
est facilitée par 'emploi du mode LAT (cf. § 2.3.1). Une cellule est modélisée dans un parallélépipede
rectangle (structure "RPP") et celui-ci est repété dans I'espace. Comme dit précédemment, le format des
structures répétées permet de construire des géométries composées d’une infinité d’éléments a partir de

la définition d’'une seule unité élémentaire.

La génération d’'une distribution de N cellules réparties de maniere aléatoire dans un volume est aussi
possible par plusieurs méthodes : la premiere consiste a modéliser une cellule puis a la répéter N fois par
translation avec I'option TCRL en lui assignant une position générée aléatoirement. Cependant, le nombre
de cellules affectées par une transformation TRCL ne peut dépasser 999, ce qui limite cette méthode a la
description de petites distributions cellulaires.

Une solution alternative est de créer une distribution pseudo-aléatoire a partir de la description d’un réseau
de cellules. Il s’agit alors de générer N indices ijk, puis de calculer le tir croisé en placant les sources et les
tallies sur les cellules placées aux indices générés.

La comparaison du facteur S pour une distribution aléatoire de N=999 cellules dans un volume cubique
modélisé en utilisant cette approche ou avec le mode TRCL comme décrit précédemment a montré que le
biais introduit par la discrétisation de I'espace était négligeable.

Toutefois, des lors que le volume d’étude délimitant le réseau de cellules est plus complexe qu’un simple
cube (RPP), la connaissance des indices limites jjk et donc la génération de ces indices ijk pour le posi-

tionnement des sources devient complexe.

Enfin, quelle que soit la configuration géométrique choisie, le placement de sources et de tallies dans les
N cellules constitue une limite majeure. Nous avons observé, en effet, qu’a partir d’un certain nombre de

cellules (environ 8.10° cellules), une erreur MCNP liée a I'allocation de mémoire avait lieu.

En conclusion, l'utilisation exclusive du code MCNP6 pour le calcul du tir croisé moyen est pratique dans le
cas d’une distribution de cellules selon un réseau, mais est peu optimal pour la description de distribution

aléatoire de cellules et limitée a un nombre de cellules de 'ordre du million de cellules.
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2.5.2 Méthode hybride

Lautre approche correspond a I'implémentation explicite de I'équation 2.5. Plusieurs études de la litté-
rature ont utilisé cette approche pour le calcul du tir croisé pour des géométries en réseau ou aléatoires
(118,99, 195).

Elle s’applique en deux temps : (i) détermination de facteurs S de paires pour différentes distances
cellule-cellule, puis (ii) somme analytique des contributions de chaque cellule source.

Contrairement a I'approche directe par simulation Monte-Carlo, cette méthode hybride a le gros avantage
de ne pas limiter le nombre de cellules impliquées. On peut qualifier I'approche de générique dans le
sens ou elle n'est pas spécifique a une situation et peut étre appliquée a tout type de distribution et de

radionucléide.

Dans cette étude, nous avons fait le choix d'implémenter cette approche pour calculer le tir croisé moyen par
désintégration S<mo'*¢. Le code MCNP6 a été utilisé pour déterminer les facteurs S de paires pour différentes

distances cellule-cellule, puis un programme a été développé en Python ' pour la partie analytique.

1. Génération des facteurs S de paires. Les particules 5 émises par les trois radionucléides ont un
parcours maximum dans I'eau allant de 2,4 mm a 8,2 mm (cf. tableau 2.1). Ainsi, les facteurs S de paires
pour des distances cellule-cellule ont été simulés jusqu’a ces distances pour pouvoir prendre en compte
toutes les contributions potentielles a la dose.

Lapproche la plus précise pour calculer les facteurs S de paires est la simulation directe par Monte-Carlo
pour un couple de cellule cible et source, puisqu’elle permet de prendre en compte la contribution de tous
les électrons secondaires. Pour de trés grandes distances par rapport a la dimension d'une cellule, la
convergence de la simulation est plus lente voire impossible en dec¢a d’'un certain angle solide.

Nous avons donc utilisé deux approches pour le calcul des facteurs S : une approche par simulation Monte-

Carlo directe et une approche indirecte a partir de dose-points kernels DPKs.

Lapproche directe a I'aide du code MCNP6 a consisté a modéliser deux cellules (une cellule source et une
cellule cible) séparées d’une distance d comme montré dans la figure 2.2. La source a été distribuée uni-
formément dans un des compartiments de la cellule et la dose absorbée par désintégration a été calculée
dans le noyau de la cellule cible. Les mémes paramétres physiques et de simulation que ceux utilisés pour
le facteur S d’auto-absorption ont été définis. Les calculs ont été réalisés pour des valeurs discretes de

distances entre 2xR,, jusqu’a 30xR..

1. https ://www.python.org/
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Au-dela, les facteurs S de paires ont été estimés a partir de DPKs calculés avec le code MCNP6.

Lénergie déposée dans une couronne sphérique d'épaisseur 2x R, autour d’'une source ponctuelle a été
calculée. La valeur en MeV par particule envoyée a été convertie en Gy/Bg.s~! considérant la masse totale
de la couronne. Dans ce cas, la cellule source et la cellule cible sont considérées comme étant ponctuelles.
La validation de cette approximation a été vérifiée sur les premiéeres distances lointaines, par comparaison

avec des valeurs de facteurs S obtenues via les DPKs et celles obtenues par simulation Monte-Carlo di-

recte.

s I Calcul direct
. o€
o N =
[oa) ‘ Cellul Cellule cibl
E\ 1'5 E ellule source ellule Cible
= : Calcul a partir de DPK

lz 1.0 —
- /e
k |
0.5 /)
\\ii/

0.0 hins—= .

0.00 0.010 0.015 0.020
d (cm)

FIGURE 2.2 — Courbe des facteurs S de paires obtenue par simulation Monte-Carlo avec le code MCNP6
(exemple du %*Cu). Pour les grandes distances, les facteurs S ont été estimés a partir de DPKS.

Lestimation de facteurs S de paires avec une méthode Monte-Carlo directe pour les courtes distances puis
a partir de DPKs sur les grandes distances avait été précédemment employée par Marcatili et al. (118) pour

les grandes distances avec la source " Lu.

Au total, de 1.10% & 1.102 particules ont été envoyées pour atteindre une incertitude de calcul inférieure a
1%.

Une courbe des facteurs S de paires a ainsi pu étre construite en fonction de la distance. Un pas de dis-
tance plus faible a été considéré sur les faibles distances cellule source-cellule cible afin d’améliorer la

précision dans la région la plus abrupte de la courbe.
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2. Description de la distribution cellulaire et calcul du tir croisé. Un facteur S de paires représente la
contribution de dose d’une cellule source seule délivrée a une cellule cible placée a une certaine distance
de la cellule source. Dans une distribution de N cellules radiomarquées (i.e., contenant de I'activité), le tir
croisé a une cellule est obtenu en sommant toutes les contributions des N-1 cellules sources. Afin de calcu-
ler cette composante, la description de I'arrangement spatial de la distribution des cellules est essentielle,

pour déterminer les distances relatives et donc les contributions S a intégrer.

Un programme a été implémenté en Python (v3.4) pour (i) générer la distribution spatiale des cellules, et
(ii) calculer le tir croisé par unité d’activité cumulée S¢°*¢ pour une cellule cible & partir de I'équation 2.4.
Le tir croisé moyen S¢°**¢ a finalement été obtenu en faisant la moyenne des S ¢ pour chaque cellule
de la distribution.

Les étapes d’'implémentation sont les suivantes (figure 2.3) :

1. Les coordonnées X, Y et Z des cellules sont générées en prenant comme paramétre d’entrée la
distance minimale entre deux cellules et le nombre de cellules;

2. Pour une cellule prise comme cellule cible t, les distances entre la cellule cible et toutes les autres
cellules sont calculées;;

3. Les facteurs S associés sont déterminés par interpolation linéaire des données de facteurs S de
paires obtenues a partir des simulations Monte-Carlo directes et des DPKs;

4. Les facteurs S sont sommés afin d’obtenir le tir croisé total au noyau de la cellule cible par unité
d’activité cumulée S¢rois¢;

5. Les étapes 2 et 3 sont répétées pour chaque cellule de la distribution et les tirs croisés sont moyen-
nés.

Génération des coordonnées spa-
tiales des cellules (3D)

/ N N \‘77
. o~ Calcul des distances relatives

O L /s L entre une cellule cible sélectionnée Q/\\

— ] et les cellules sources environnantes { )
TN TN / —
(Y ()
N/ NN , . . .
- Détermination des facteurs S de paires correspondant

NN YN Y par interpolation linéaire de la courbe de référence

Somme des contributions

FIGURE 2.3 — Méthodologie employée pour le calcul du tir croisé.

Dans le cas spécifiqgue d’'un arrangement des cellules selon un réseau et d’une activité uniforme, I'existence

de symétries au sein de la structure font que certaines cellules regoivent exactement la méme dose ab-
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sorbée. Dans ce cas, nous avons donc pris en compte ces symétries afin de réduire le nombre de cellules
prises comme cellule source et ainsi de réduire le temps de calcul.
Le paquet pyTables a été utilisé afin de gérer de grandes matrices, en optimisant la mémoire et le temps

de calcul.

Par ailleurs, comme pour 'auto-absorption, les contributions des particules 3, des photons (v, X), des
électrons Auger/Cl des trois sources '8F, 4Cu et ®®Ga au tir croisé pour un réseau compact de cellules ont
été évaluées au préalable (cf. Annexe 1, tableau A2). Pour les trois radonucléides, la contribution la plus
importante provient des particules 3 (87,4-98,2%), quelle que soit la localisation sub-cellulaire de la source
et celle des photons est tres faible (autour de 2% maximum).

Ainsi, pour les études présentées en 2.7 et pour tous les radionucléides, les photons n’ont pas été inclus

dans les calculs.

2.6 Calcul de la dose non-spécifique

Pour calculer la dose non-spécifique, c’est-a-dire provenant de l'activité distribuée dans le milieu extra-
cellulaire, nous avons pris I'hypothése que l'activité était distribuée de maniere homogene dans tout le
milieu. Dnas un premier temps, le facteur S+ g été calculé a I'aide de MCNP6. Une géométrie cubique
de dimension égale au volume d’étude, sans les cellules, a été modélisée et une source uniformément
distribuée dans tout le volume a été définie. Les mémes parameétres de source et parametres physiques
utilisés pour le calcul des facteurs S de paires et le facteur d’auto-absorption ont été adoptés pour ce calcul.
La source a été distribuée uniformément dans tout le volume et I'énergie déposée dans le volume a été
calculée. Le facteur S obtenu S™icv gst équivalent au facteur S déterminé selon le modéle conventionnel
(Smilieu - Sconv)_

Pour obtenir la dose absorbée aux cellules provenant du milieu extra-cellulaire, les contributions du tir croisé
et de la dose auto-absorbée pour la méme concentration d’activité ont ensuite été retirées. Il s’agit de la

méme approche que celle utilisée dans I'étude de Makrigiorgos et al. (195).

2.7 Etude paramétrique

Les méthodes de calculs présentées ci-dessus ont été appliquées a I'étude systématique de I'influence de
la densité cellulaire et de I'efficacité de marquage sur la dose absorbée moyenne aux cellules, considérant
le noyau comme la région cible, pour le '¥F-FDG, le *Cu-PTSM et le ¥Ga-DOTA peptide.

Pour cela, nous avons fixé un certain nombre de paramétres et fait varier successivement les parametres

d’intéréts.
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Pour tous les calculs, une distribution de cellules sphériques de taille constante dans un réseau cubique
et délimitée par un volume d’étude de forme cubique a été considérée. Un résumé des études effectuées
pour I'analyse paramétrique est illustré figure 2.4.

Analyse paramétrique

Forme cellule: sphére
R/R. (um): 4/5
Configuration: réseau (cs)

Forme volume d'étude : cube

Région cible : noyau
§2.7.1 §272-A
Calcul du facteur Seris¢ Calcul de la dose totale D™t
Radionuc.: 18F 64Cu, %Ga Radionuc.:  '8F, %Cu, %8Ga
. 64, 18 68,
Loc. source : Noyau Loc.source: N (**Cu), Cy ("®F), Cs (*Ga)
- eff (%): 100
Compacité maximale Temps d'incubation : 1h
Volume détude (cm): /08 Densité cell.(cellules/mL) : 9,5.10°/ 28.10°

Nombre de cellules: 1.108 (**Cu,'®F), 5.108 (%®Ga)

§ 27.2-B § 27.2-C

Calcul de la dose totale D** Calcul du rapport DY/D*t
Radionuc.:  '8F, %Cu, %®Ga Radionuc.:  '8F, %Cu, ®*Ga
Loc.source: N (®*Cu), Cy ("®F), Cs (®®Ga) Loc.source: N (%*Cu), Cy (®F), Cs (*3Ga)

[eff (%): 0 /100 | [k :1,100,1000, inf |

Tgm_ps_d;nzugaaon :1h T;n;p; dincubation : 1h
Densité cell. (cellules/mL): 1.106 et 50.10° er_en_sit_é Eeﬁ. (Eeﬁul_es_/n;L)_: 5,5_.1 65 _/_1 .TO; 1
Nombre de cellules: 1.10% (**Cu,'®F), 5.108 (®Ga) LN_on_wb_re_de_cgllale_s : 1.108 (%Cu,'®F), 5.10° (J“Ga)

FIGURE 2.4 — Résumé schématique des calculs réalisés pour I’analyse paramétrique. Les parameétres
qui varient sont encadrés en pointillés. (§2.7.1) Calcul du facteur S¢m°*¢ pour différents volumes d’étude
et nombre de cellules. (§2.7.2 A) Calcul de la dose absorbée moyenne au noyau en fonction de la den-
sité cellulaire. (§2.7.2. B) Calcul de la dose absorbée moyenne aux noyaux en fonction de l'efficacité de
marquage. (§2.7.2 C) Calcul du rapport Dy /D.on» €n fonction du parametre k et de la densité cellulaire.
Radionuc = radionucléide ; loc.source = localisation sub-cellulaire des sources; densité cell = densité cel-
lulaire ; Eff (%) = efficacité de marquage ; k = rapport des activités volumiques dans les cellules et dans le
milieu extra-cellulaire.

2.7.1 Tir croisé moyen en fonction de la taille du volume d’étude

Pour réaliser I'étude systématique, nous avons cherché dans un premier temps a déterminer le volume

d’étude limite ou le nombre de cellules a intégrer dans le modéle permettant de calculer une dose ab-
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sorbée moyenne pertinente prenant bien compte de toutes les contributions sources. Nous nous sommes

donc intéressés au tir croisé moyen qui dépend principalement du parcours des § des radionucléides.

Le tir croisé moyen par désintégration S°7°**¢ a été calculé pour une distribution de cellules compactées,
c’est-a-dire pour une distance minimale entre deux cellules fixées a 2xR..

Pour cette étude spécifique, les sources de %4Cu, '®F et 5%Ga ont été distribuées dans le noyau des cel-
lules. Les différentes localisations identifiées dans le tableau 2.1 selon le radiopharmaceutique n'ont pas
été prises en compte, ce parametre ayant un impact négligeable sur le tir croisé (113, 106).

Différentes tailles de volume d’étude ont été considérées en augmentant progressivement le nombre de
cellules dans le modéle, jusqu’a ce que la valeur moyenne de S¢°¥*¢ converge. Nous avons supposé que la
convergence était atteinte lorsque la différence relative entre deux valeurs successives de S°7°*¢ devenait

inférieure a 3%.

Il est cependant apparu que le temps de calcul augmentait considérablement avec le nombre de cellules
impliquées dans le modele. Pour donner un ordre d’idée, le temps de calcul du tir croisé pour un volume
composé de 1.108 cellules est d’environ 3 jours.

Les caractéristiques de 'ordinateur utilisé pour réaliser les calculs Python sont les suivantes : Intel Pentium

CPU G645 @ 2,96 GHz, 8 GB RAM.

2.7.2 Etude systématique de I'effet de la densité cellulaire et de I'efficacité de marquage sur la

dose moyenne absorbée au noyau

A. et B. La dose moyenne absorbée au noyau Dy a été calculée en faisant varier deux parametres : la
densité cellulaire et I'efficacité de marquage, c’est-a-dire le pourcentage de I'activité totale incorporée dans
les cellules.

Un autre parametre, introduit par Makrigiorgos et al. (195), reflétant la différence de niveau d’activité dans
les cellules et le milieu extra-cellulaire est le parameétre k. Ce parameétre correspond au rapport des concen-

trations de I'activité cumulée dans les cellules [A.;] et de 'activité cumulée dans le milieu extra-cellulaire

[A,.]. En supposant une incorporation homogéne de I'activité dans les cellules, le parameétre k peut s’ex-

primer en fonction de I'efficacité de marquage (eff%) et le nombre de cellules (N.;) tel que :

k= [A’Zlf:el] — (eff(%) X A’thot/Ncel)/‘/cel (26)

[Am] (A /Vin]

ou A,,; est 'activité cumulée totale et V..;, V., le volume en cm?3 respectivement d’une cellule et du milieu

extra-cellulaire.
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Premierement, la dose absorbée a été calculée en faisant varier la densité cellulaire pour une distribution
d’activité donnée (efficacité de marquage a 100% ou k=+oo). Nous avons choisi de garder constant le
nombre de cellules pour chaque densité cellulaire. Ainsi, lorsque la densité cellulaire augmente, le volume
d’étude considéré augmente également.

Ensuite, la dose absorbée a été calculée pour deux densités : 1.10° cellules/mL (“faible" densité cellulaire)

et 50.10° cellules/mL ("forte" densité cellulaire), en fonction de I'efficacité de marquage et du parametre k.

C. Enfin, une comparaison de la dose moyenne absorbée aux cellules et de la dose conventionnelle a été
réalisée en fonction de la densité cellulaire et pour quatre valeurs de k typiques : 1, 10, 100 et +oo. Pour
une valeur de k donnée, l'activité globale incorporée dans les cellules et la concentration d’activité dans
le milieu extra-cellulaire ont été maintenues constantes pour toutes les densités. Ainsi, I'activité globale
dans le milieu extra-cellulaire diminue a mesure que le volume d’étude diminue et que la densité cellulaire

augmente. Le principe est illustré sur la figure 2.5.

Pour tous les calculs, le nombre de cellules impliqué a été sélectionné de telle sorte que le facteur Scroisé
converge. Ainsi, 1.108 cellules ont été considérées pour le 5“Cu et le '3F, et 5.108 cellules ont été considé-
rées pour le %8Ga. De plus, pour comparer les résultats en dose (Gy), I'activité cumulée a été calculée en
supposant une concentration d’activité initiale de 0,01 MBg/mL et un temps d’incubation a 1h pour tous les

radionucléides.

A 4

/' densité cellulaire

\ volume d’étude

\ Activité dans le milieu extra-cellulaire
= Activité dans les cellules

Parametre k

FIGURE 2.5 — Variation des paramétres de modélisation pour le calcul du tir croisé, pour un paramétre k
fixe. 1 couleur = 1 valeur de concentration d’activité.
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2.8 Calculs de la dose absorbée moyenne délivrée au noyau d’une cellule lors du

radiomarquage de cellules au '*F-FDG a partir des données de la littérature

Le modele dosimétrique a finalement été appliqué pour estimer la dose absorbée aux cellules au cours de
la phase d'incubation in vitro du radiomarquage de cellules au '8F-FDG en intégrant des paramétres de
marquage réalistes, issus de huit publications de la littérature.

Les parameétres utilisés pour les calculs ont été les suivants : I'activité volumique (MBg/mL), la densité cel-
lulaire (cellules/mL), le temps d’incubation (min) et I'efficacité de marquage (%).

Les valeurs de ces parametres pour chaque article sont récapitulées dans le tableau 2.2 qui sera présenté
dans la partie résultat.

Dans deux des publications impliquant des leucocytes (92, 26), la densité cellulaire n’étant pas explicite-
ment indiquée, nous I'avons estimée a partir de la concentration moyenne de leucocytes dans le sang a
7.10% leucocytes/mL (196). Le paramétre k a ainsi pu étre déduit a partir de la densité cellulaire et I'ef-
ficacité de marquage (cf. équation 2.6). Les valeurs d’activité par cellule (Bg/cellule) ont également été
intégrées dans le tableau 2.2. Certaines valeurs sont explicitement données, d’autres sont déduites en
divisant I'activité volumique par la densité cellulaire puis en multipliant par I'efficacité de marquage.
Lactivité cumulée totale dans les cellules a ainsi été obtenue par intégration de I'activité entre 0 et le temps
d’incubation t;,cup, tel que A.e; = eff(%) xA(tineus) ; Altineus) €tant corrigée de la décroissance radioactive.
Pour ce calcul, afin de tenir compte du fait que I'activité n'est pas immédiatement internalisée dans les

cellules, nous avons considéré une incorporation linéaire de I'activité en fonction du temps (197).

3 Résultats

3.1 Etude de la convergence du facteur 5= en fonction du volume d’étude et du

nombre de cellules

La figure 2.6 montre pour les trois radionucléides considérés, la variation du facteur S ¢ moyen en fonc-
tion du volume d’étude (en cm?) et du nombre de cellules dans le cas d’un réseau cubigue compact.

On observe que le tir croisé moyen augmente avec le volume et le nombre de cellules puis converge. Pour
le %4Cu, le facteur Scm°is¢ atteint 0,015 Gy/(Bq.s)~! a partir d'un volume de 0,035 cm?. Le facteur S pour le
18F converge a un volume un peu plus élevé (0,013 cm?) vers 0,036 Gy.(Bg.s)~!. Enfin, le 8Ga présente
les valeurs de S°7°*¢ |es plus élevées, environ 2 & 5 fois supérieures a celles du '®F et %4Cu avec une

convergence plus lente. Le facteur S¢°*¢ converge en effet & partir d’un volume de 0,545 cm?, impliquant

84



Chapitre 2.

plus de 500.10° cellules.

Nombre de cellules

1.817.8 64.5 126 217 344 514 731 )(106
X10‘2 TT T T T T T T
z 8 :
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@
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FIGURE 2.6 — Effet de la taille du volume d’'étude sur le facteur S7°*¢ moyen pour une distribution de
cellules dans un réseau cubique compact. Pour les trois radionucléides, la source a été placée dans le
noyau.

3.2 Effet de la densité cellulaire sur la dose absorbée moyenne au noyau

La figure 2.7 montre la dose absorbée moyenne délivrée au noyau d’une cellule Dy en fonction de la
densité cellulaire variant entre 9,5.10° cellules/mL et 3.10% cellules/mL. Dans cet exemple, nous avons
considéré que 100% de I'activité totale était internalisée dans les cellules ou en surface, ce qui correspond
a une valeur de k=+00. La localisation des sources est précisée entre parenthéses pour chaque radionu-

cléide.

Une augmentation linéaire de la dose absorbée en fonction de la densité cellulaire est observée. Celle-ci
est attribuée au tir croisé puisque I'auto-absorption est indépendante de la configuration géométrique. La
courbe de dose du 58Ga présente la valeur de pente la plus importante (p = 5,33). Elle est 2,6 et 5 fois plus
élevée que celle obtenue pour respectivement le '8F (p = 2,06) et le *Cu (p = 1,04). Ce résultat est lié a
I'énergie des particules 8 émises contribuant majoritairement au tir croisé.

Pour la densité la plus faible (9,5.10° cellules/mL), les doses absorbées sont respectivement de 1,01 Gy,
0,05 Gy et 0,12 Gy pour %Cu, 58Ga et '®F. Ces valeurs tendent vers la dose auto-absorbée. En effet, le
pourcentage de contribution de la dose auto-absorbée représente a cette densité 97%, 96% et 83% dans

le cas du %*Cu, du '3F et du ®®Ga, respectivement. La dose auto-absorbée est principalement due aux
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FIGURE 2.7 — Effet de la densité cellulaire sur les valeurs moyennes de S¢°**¢. La source a été distribuée
dans le noyau (N) pour le 4Cu, dans le cytoplasme (Cy) pour le '8F et au niveau de la surface cellulaire
(Cs) pour le %8Ga.

électrons Auger (76,7%) pour le 54Cu, ou aux particules 3 pour le '8F et le *Ga (respectivement 99,1% et

92,5%) (cf. Annexe 1).

3.3 Effet de I'efficacité de marquage sur la dose absorbée moyenne au noyau

Sur la figure 2.8, la dose absorbée moyenne au noyau d’une cellule et ses trois contributions (auto-
absorption, tir croisé, dose non-spécifique) sont représentées en fonction de I'efficacité de marquage (de 0
a 90%) et du paramétre k correspondant.

Les résultats sont présentés pour deux densités cellulaires : 1.10° cellules/mL (faible densité) et 50.106
cellules/mL (haute densité). Globalement, une augmentation linéaire de la dose absorbée totale a été
observée en fonction de l'efficacité, en conséquence de I'équilibre entre 'augmentation linéaire de I'auto-
absorption et du tir croisé et la diminution de la dose non-spécifique provenant de I'activité dans le milieu
extra-cellulaire. Nous observons que les valeurs de doses absorbées en fonction de I'efficacité de mar-

quage et du parameétre k varient significativement selon la densité cellulaire et le radionucléide.

A 1.10% cellules/mL, la dose absorbée provient essentiellement de la dose auto-absorbée pour le 54Cu;;
les deux courbes se superposent quasiment. A une densité plus élévée (50.10¢ cellules/mL), le tir croisé
devient prédominant mais la dose auto-aborbée du ®*Cu reste importante.

Les résultats pour le ¥F montrent que la dose auto-absorbée devient prédominante dés 20% d'efficacité a

1.10° cellules/mL, et représente plus de 80% de la dose totale a 90% d’efficacité.
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FIGURE 2.8 — Pour le '8F (A), %4Cu (B) et °*Ga (C) : courbe de la dose moyenne absorbée totale aux cellules
et de ses trois contributions (auto-absorption, tir croisé et dose non-spécifique) en fonction de I'efficacité
de marquage et du paramétre k correspondant, pour une densité cellulaire de 1.106 cellules/mL (gauche)
et 50.10° cellules/mL (droite).

Le tir croisé reste une contribution mineure quelle que soit I'efficacité a 1.10° cellules/mL. A 50.10° cel-

lules/mL, en revanche, le tir croisé est prédominant dans la dose absorbée, et de maniére plus prononcée

que pour le %4Cu.

En contraste, pour le 58Ga, malgré une faible densité cellulaire (1.10% cellules/mL), la dose auto-absorbée

est systématiquement plus faible que le tir croisé quelle que soit I'efficacité de marquage. A 50.10° cel-
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lules/mL, I'écart entre la dose auto-absorbée et le tir croisé devient encore plus important.
Pour le %8Ga et le '®F, le point de croisement entre le tir croisé et la dose non-spécifique est a 50% d’effica-
cité de marquage pour les deux valeurs de densité cellulaire, ce qui correspond a une valeur de k de 1386

4 1.106 cellules/mL contre 35 seulement & 50.106 cellules/mL.

3.4 Effets de la densité cellulaire et du parameétre k sur les écarts entre D, et D,

La derniere étude de cette analyse paramétrique a consisté a évaluer les conditions limites pour lesquelles
la dosimétrie cellulaire apporte une précision de calcul significative par rapport a la dosimétrie convention-

nelle.

Le rapport Dy /D.onv poUr les trois radionucléides est présenté figure 2.9 a gauche en fonction de la den-
sité cellulaire et pour quatre valeurs de k (1, 100, 1000, et +o0). Pour les trois radionucléides, les résultats
montrent une influence du paramétre k sur I'écart entre la dose cellulaire et la dose conventionnelle a faible
densité. Une différence plus marquée est observée lorsque k=oo, c’est-a-dire lorsque toute l'activité a été
internalisée dans les cellules ou en surface.

Cette différence refléte une sous-estimation de la dose absorbée aux cellules calculée par I'approche
conventionnelle, reposant sur I'hypothése que I'activité est répartie de maniére uniforme dans tout le vo-
lume d’étude. Les écarts sont les plus importants pour le *Cu, le rapport Dy /D.on. atteignant 77 a une
densité de 9,5.10° cellules/mL. En contraste, a cette densité cellulaire, le rapport est de 8,3 respectivement

pour le '8F et 2,2 pour le %8Ga, soit 9 et 35 fois plus faible.

Les écarts obtenus diminuent lorsque k diminue également c’est-a-dire lorsque la concentration d’activité
s’équilibre entre les cellules et le milieu extra-cellulaire.

Pour le ®4Cu, a 9,5.10° cellules/mL, le rapport Dy /D, on, diminue & une valeur de 26 lorsque k=1000 puis
a une valeur de 6 lorsque k=100. Pour le '3F et le %Ga, le rapport diminue respectivement a 3,5 et 1,4

lorsque k=1000, puis 1,4 et 1 lorsque k=100.

Lhypothése d’'uniformité de I'activité dans tout le volume correspond au cas ou k=1; a cette valeur nous
avons bien obtenu un rapport Dy /D.on, €gal a 1, quelle que soit la densité cellulaire et le radionucléide.
Finalement, pour le 2F et le ®®Ga, les résultats indiquent que la densité cellulaire a peu d'impact sur la
différence entre les doses calculées avec le modéle cellulaire ou le modéle conventionnel pour une valeur

de k en dessous de 100, le rapport Dy /D.on, @pprochant 1.
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FIGURE 2.9 — Pour le '3F (A), ®*Cu (B) et %8Ga (C) : (gauche) courbe du rapport de la dose absorbée
moyenne au noyau calculée avec le modele cellulaire et de la dose conventionnelle Dy /D.on, €n fonction
de la densité cellulaire, pour quatre valeurs de k (1, 100, 1000, +o0). (droite) somme des contributions
du tir croisé et du milieu extra-cellulaire (dose non-spécifique) a la dose absorbée totale en fonction de la
densité cellulaire, pour quatre valeurs de k (1, 100, 1000, +o0).

Les courbes présentées figure 2.9 a droite montrent le pourcentage de dose provenant du tir croisé et de la

dose non-spécifique. A k=+00, les valeurs tracées correspondent a la contribution du tir croisé seul puisque

qu’il s’agit du cas ou I'activité est entierement dans les cellules ou en surface (i.e., 'activité est nulle dans le

milieu extra-cellulaire). On peut noter que les valeurs du rapport Dy /D.on, SONt d’autant plus importantes

que la contribution du milieu et du tir croisé sont faibles, donc lorsque la densité cellulaire diminue et lorsque

k augmente.
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Quand k=1, la dose absorbée provient essentiellement du tir croisé et de la dose non-spécifique pour les
trois radionucléides. Pour le '8F et le °*Ga, la somme de ces deux contributions augmente rapidement avec
la densité cellulaire, au détriment de I'auto-absorption et converge vers les 100% de contribution a haute
densité.

A 9,5.10° cellules/mL, la densité cellulaire la plus faible étudiée ici, les contributions du tir croisé et du milieu
atteignent 94,3%, 66,5% et 33,2% pour le %8Ga, contre 73,8%, 29,8% et 13,7% pour le 'F a respectivement
k=100,1000 et +o0. Ainsi, pour le 8Ga, les contributions du tir croisé et du milieu sont prédominants pour
toutes les densités cellulaires représentées, sauf en dessous de 1,5.10° cellules/mL lorsque k=+o0c. Une
différence marquée dans la tendance de ces courbes est observée pour le 4Cu. A 9,5.10° cellules/mL, la
contribution de I'auto-absorption est supérieure a 80% pour toutes les valeurs de k et devient minoritaire a

partir de 1.108 cellules/mL environ.

3.5 Dosimétrie du radiomarquage de cellules au '®F-FDG a partir de données de

la littérature

Comme déja indiqué, les calculs dosimétriques ont été réalisés dans des conditions réalistes de radio-
marquage de cellules au '®F-FDG. La dose délivrée pendant la phase d'incubation du radiomarquage a
été estimée a partir des différents parametres de marquages utilisés dans huit publications impliquant des
leucocytes, des lymphocytes ou granulocytes seuls et des cellules souches. Les résultats sont présentés
dans le tableau 2.2.

La grande disparité des parameétres de marquage utilisés est ici mise en évidence. On observe notamment
une activité volumique variant entre 9,3 MBg/mL et 440 MBg/mL, et un écart entre les valeurs de densité
cellulaire pouvant atteindre un facteur supérieure a 100. La dose moyenne absorbée aux cellules Dy et le
rapport des doses Dy /D..n, ONt été calculés a partir des paramétres de marquage et sont présentés dans
les deux dernieres colonnes du tableau 2.2.

Les doses absorbées obtenues varient considérablement, de 0,97 pour Botti et al. (87) a 252 Gy pour
Meier et al. (65). Il est montré également que des valeurs d’activité par cellule proches, par exemple 1,89
MBg/cellule dans Rini et al. (92), 1,71 MBqg/cellule dans Minana et al. (84) et 2,03 MBg/cellule dans Osman
et al. (21) peuvent entrainer des doses absorbées significativement différentes, atteignant une différence
d’un facteur 8 entre les doses obtenues pour les données de Rini et al. (92) (29,7 Gy) et celles d’Osman et
al. (21) (3,68 Gy).

De plus, on remarque que l'activité volumique a eu un impact trés important sur la dose absorbée mais
sans que 'on observe nécéssairement une relation proportionnelle entre les deux quantités. Par exemple,

I'activité volumique de 9,9 MBqg/mL utilisée par Elhami et al. (86) a induit une dose de 4,6 Gy, deux fois plus
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Tableau 2.2 — Calcul de la dose absorbée moyenne aux cellules délivrée au cours de l'incubation de
cellules avec le '8F-FDG réalisé a partir des paramétres de marquages utilisés dans différentes publications
et comparaison avec la dose conventionnelle. Leuco. et lympho. signifient respectivement leucocytes et
lymphocytes. CSA = Cellules souches adipeuses. p représente la densité cellulaire ; Eff désigne l'efficacité
de marquage ; Act. vol. désigne I'activité volumique; T,,..» désigne le temps d’incubation.

(cel- églt' Eff  , Tuew Acticellle

p
Cellule  Ref. mBgmy) (%) (min)  (MBq)

IUleS/mL) DN DN/Dcon'u

Botti
Lympho. et al. 5.107 9,3 64 14,3 30 0,15 0,97 1,06
(87)

Elhami
CSA et al. 2.10° 9,9 15 531 90 7,40 4,6 3,13
(86)
Rini
Leuco. et al. 2.108 440 72 3,9 30 1,89 29,7 0,99
(92)
Minana
Leuco. et al. 1.108 40,6 59,3 6,4 25 1,71 2,4 1,01
(84)

Osman
Granulo. et al. 1.107 27 80 92 30 2,03 3,68 1,29
(21)

Meier
Leuco. et al. 5.10° 170 72 1141 120 272 252 5,25
(65)

Pellegrino
Leuco. et al. 1.108 148 64 7,3 20 0,42 7,3 0,95
(25)

Dumarey
Leuco. et al. 2.108 296 80 5 30 1,21 20,4 0,99
(26)

élevée que celle obtenue dans le cas de I'étude d’'Osman et al. (21) pour une activité de 27 MBg/mL. Dans
cing des huit études rapportées, la différence relative entre la dose conventionnelle et la dose absorbée
moyenne au noyau des cellules est inférieure a 5% ; pour les trois autres, une sous-estimation significative
de la dose conventionnelle par rapport a la dose absorbée moyenne réellement délivrée aux cellules a pu

étre mise en évidence, le rapport Dy /D..n. atteignant 5,25 (21, 86, 65).
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4 Discussion

4.1 Développement d’une méthode de calcul hybride

Nous nous sommes intéressés a la dosimétrie de trois émetteurs 3+ d’intérét pour le suivi de cellules par
imagerie TEP : le '8F-FDG, le %®Ga-DOTA peptide et le *Cu-PTSM.
Le calcul de la contribution du tir croisé a une cellule cible a représenté un défi car impliquant un nombre

trés important de cellules (jusqu’a plus de 1.108 cellules).

A cette fin, une approche hybride a été utilisée, consistant & implémenter un programme pour générer la dis-
tribution spatiale de cellules puis sommer les contributions selon les distances relatives entre les cellules,
a partir de facteurs S pré-déterminés. Les facteurs S de paires peuvent étre calculés par des méthodes
analytiques, des simulations Monte-Carlo (118) ou dérivés de point dose kernels DPK.

Dans cette étude, des simulations Monte-Carlo MCNP6 ont été réalisées pour calculer les facteurs S et un
programme sous Python a été implémenté pour la partie analytique. Pour les trois radionucléides étudiés,
des calculs du tir croisé moyen ont d’abord été effectués en faisant varier le volume d’étude et donc le
nombre de cellules pour un réseau de cellules compact, afin de déterminer le nombre minimal de cellules

a intégrer dans le modéle pour le calcul de la dose moyenne absorbée et I'étude paramétrique qui a suivi.

Les résultats ont montré que le tir croisé moyen convergait a partir d’un certain volume. Cet effet de conver-
gence est apparu lorsque 'addition des cellules a des distances trés éloignées ne contribue plus a la dose,
du fait du parcours limité des particules 3+. La méme tendance a été observée pour le *Cu par Cai et
al. (112) qui ont calculé les facteurs S°m°**¢ pour différentes tailles de clusters de cellules sphériques selon
un réseau hexagonal. Par ailleurs, Goddu et al. (99) ont estimé des rapports de facteurs d’auto-absorption
sur tir croisé au noyau cellulaire pour différentes tailles de volumes (jusqu’a 400 pm) pour des émetteurs
B, Auger, «. lls ont également montré que pour les émetteurs 3, le tir croisé augmentait avec la taille du

volume d’étude.

4.2 Influence de la densité cellulaire et de I'efficacité de marquage sur la dose
absorbée

Laugmentation linéaire du tir croisé en fonction de la densité cellulaire (figure 2.7) vient de 'augmentation

proportionnelle du nombre de cellules marquées avec la densité cellulaire, a toute distance relative d’une

cellule cible. Quand la densité cellulaire diminue, les cellules s’éloignent les unes des autres, ce qui fait

baisser la contribution du tir croisé au bénéfice de celle induite par I'auto-absorption. Linternalisation du
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64Cu-PTSM dans le noyau cellulaire conduit & une dose auto-absorbée bien plus grande que celle du *Ga

et du '8F en raison des électrons Auger qui déposent toute leur énergie a proximité du noyau.

Laugmentation de I'efficacité de marquage entraine conjointement 'augmentation de la dose auto-absorbée
et du tir croisé et par la méme la diminution de la dose non-spécifique. Les trois contributions relatives en
fonction de l'efficacité varient fortement selon la densité cellulaire et le radionucléide considéré. Dans le
cas du %“Cu, la dose totale absorbée est essentiellement due a la dose auto-absorbée a 1.10° cellules/mL
et a 50.10° cellules/mL en raison du faible parcours de ses électrons Auger. Dans le cas du '8F, le tir croisé
prédomine largement a 50.10° cellules/mL. Cet effet est encore plus prononcé dans le cas du ®Ga pour
lequel le tir croisé reste prépondérant par rapport & I'auto-absorption pour les deux valeurs de densité cel-
lulaire, en raison de I'émission d'un 3 d’énergie moyenne plus élevée. Pour le '2F et pour le ¥Ga, la méme
valeur de tir croisé pour les deux densités a été atteinte pour une activité intra-cellulaire plus faible & 50.10°

cellules/mL dd au facteur S7°**¢ associé plus important.

Pour tous les radionucléides, nous avons supposé une activité totale de 1 MBq et nous avons fixé le temps
d’incubation a 1h afin de comparer les valeurs en termes de dose absorbée en Gy. Notons cependant, qu’en
pratique, le temps d’incubation varie selon le radionucléide et dépend de multiples facteurs : la cinétique
d’absorption du ligand, le type cellulaire et la période physique du radionucléide.

Pour le '8F et le %%Ga de courtes périodes physiques, le temps d’incubation n’excéde pas 1h. Cependant,
pour le %4Cu, suivant différentes études (6, 89, 67), le temps d’'incubation peut aller de 1h & 5h. Dans ce cas,
des doses absorbées significativement plus grandes que celles présentées dans notre étude systématique

auraient alors été obtenues.

4.3 Dose conventionelle versus Dose cellulaire

Nous avons ensuite déterminé les conditions pour lesquelles la dosimétrie conventionnelle sous-estime ou

sur-estime la dose absorbée a la cellule.

Le parcours relativement long des particules 8 permet de contrebalancer dans une certaine mesure les ef-
fets de I'hétérogénéité dans la distribution d’activité a petite échelle. Cet aspect est beaucoup discuté dans
la littérature et particulierement pour I''3!| utilisé en radioimmunothérapie (198, 102, 199, 200, 115, 109).
Une variation de la réponse biologique a été observée par plusieurs auteurs (117, 201), qui serait liée a la
fois a la distribution de I'activité mais également a la variation des réponses cellulaires induites par la dose

auto-absorbée et le tir croisé.
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4.3.1 Effets de la densité cellulaire et du paramétre k

Dans notre modele cellulaire, I'hypothése selon laquelle le radionucléide est uniformément distribué dans le
volume d’étude, comme défini dans le modéle conventionnel correspond au cas ou k=1, quels que soient la
densité cellulaire et le radionucléide. Quand k>1, la distribution d’activité est hétérogéne et la concentration
d’activité est supérieure dans les cellules par rapport au milieu extra-cellulaire. Les écart obtenus entre Dy

et D..n», deviennent alors dépendants de la densité cellulaire et du radionucléide.

Globalement, les résultats ont montré que le rapport Dy /D.on. €tait plus grand a faible densité cellulaire
et diminuait rapidement avec la densité cellulaire pour chaque k et radionucléide, jusqu’a ce que le rap-
port approche 1 dans le cas d’'une distribution compacte des cellules. Ce résultat est une conséquence de
’'homogénéisation de l'activité dans le volume global résultant du rapprochement des cellules entre elles.
Laugmentation de la densité cellulaire implique 'augmentation du nombre de cellules contribuant au tir
croisé pour un volume donné. Quand les cellules sont en configuration compacte, il subsiste toutefois une
sous-estimation de la dose absorbée aux cellules induite par le modéle conventionnel, en raison de I'es-

pace non occupé par les cellules.

Laugmentation de Dy /D.on» @ aussi lieu lorsque k augmente, c’est-a-dire lorsque l'activité diminue dans le
milieu extra-cellulaire et augmente dans les cellules. Dans ce cas, la contribution non-spécifique de la dose
diminue aux dépens de la contribution auto-absorbée. En considérant les mémes paramétres de radiomar-
quage, le rapport Dy /D..n, varie significativement selon le radionucléide utilisé. Les valeurs dépendent en
grande partie du type et de I'énergie des émissions électroniques associés. Ici, la proportion de contribution
de l'auto-absorption et du tir croisé est importante pour l'interprétation des différences Dy /D on, €ntre les

radionucléides.

4.4 Effet du radionucléide

Pour les trois radionucléides, les contributions venant du tir croisé et du milieu extra-cellulaire proviennent
principalement des particules 5 émises, celles-ci déposant leur énergie sur une plage de quelques mil-
limétres. La majorité de I'énergie des (3 est alors délivrée aux cellules voisines ou dans le milieu extra-
cellulaire.

Dans le cas d'un tir croisé important, I'impact de I'hétérogénéité de la distribution de l'activité sur la dose
absorbée est atténuée. Par conséquence, la différence entre la dose cellulaire et la dose conventionnelle
est réduite, et ce d’autant plus lorsque I'énergie des 3 est élevée. Ceci explique le faible rapport Dy /Dconv

pour le *2F et encore plus pour le %8Ga qui émet le 3 de plus grande énergie.
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Par contraste, les différences relatives ont été particulierement importantes pour le 4Cu comparé aux deux
autres radionucléides. A faible densité cellulaire, les valeurs relativement élevées du rapport Dy /Dconw
sont davantage liées a I'’émission des électrons Auger a une fréquence importante (>80%) qu’a celle de
particules 3 de plus petites énergies. Leur parcours assez court combiné a une distribution de I'activité hé-
térogéne entrainent un dépdt hétérogene de la dose a I'échelle cellulaire qui peut résulter en une différence
significative de la dose réellement délivrée aux cellules avec celle obtenue avec le modéle conventionnel.
Il est admis que la dose auto-absorbée est fortement dépendante de la localisation sub-cellulaire de I'acti-
vité, d’autant plus lorsque la région d’émission et la région cible sont proches (99, 176). Ainsi, le fait que le
64Cu ait été distribué dans le noyau a été un facteur déterminant dans I'augmentation de I'auto-absorption
et ainsi dans I'augmentation des écarts entre Dy et D....,. Une augmentation plus lente des contributions
de tir croisé et du milieu pour le *Cu a été observée lorsque la densité cellulaire augmente. De plus, les
rapports Dy /D..n, Ont été significativement plus élevés que pour les deux autres radionucléides lorsque
l'auto-absorption est prédominante.

Des tendances similaires ont été trouvées par Makrigiorgos et al. (195) pour des émetteurs Auger (9" Tc,
123] '111n), Les différences sont néanmoins moins marquées pour le %*Cu que pour ces radionucléides,

étant donné I'émission des S.

Au-dela de l'aspect dosimétrique pur, il faut souligner que le rapport variable de la contribution auto-
absorption/tir croisé peut entrainer des différences significatives dans la réponse biologique des cellules.
La distinction entre ces deux contributions est donc importante. |l a été montré par exemple que la dose
auto-absorbée était trois fois plus Iéthale que le tir croisé, pour une source d’'*3!l internalisée dans le noyau
de cellules, du fait des électrons Auger (199). Dans le contexte de notre étude, on peut donc s’attendre a
ce que l'internalisation du 4Cu-PTSM dans le noyau entraine des effets cytotoxiques relativement sévéres

par rapport aux deux autres radionucléides, pour une méme dose.

En conclusion, la dosimétrie conventionnelle peut sous-estimer considérablement la dose délivrée aux
noyaux des cellules lorsque la dose provient majoritairement de I'auto-absorption qui dépend d’'un en-
semble de facteurs : la distribution de I'activité, la densité cellulaire et le type de radionucléide. Les prin-
cipales conditions de marquage entrainant un rapport Dy /D.on.» €levé sont ainsi : (i) une diminution de
la densité cellulaire, responsable d’'une diminution du tir croisé, (ii) une augmentation du paramétre k qui
diminue la contribution non-spécifique et (iii) 'émission d’électrons Auger & partir du noyau, qui augmente

I'auto-absorption.
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4.5 Doses absorbées dans le contexte d’une radiomarquage de cellules au *F-

FDG

Comme nous I'avons souligné dans l'introduction de ce chapitre, les études portant sur I'impact du radio-
marquage sur les cellules évaluent souvent les effets biologiques en fonction de I'activité ou une activité
par cellule, désignée alors comme "la dose de marquage" (49). Pour évaluer les biais induits par I'utilisation
de ce référentiel, nous avons estimé puis comparer la dose absorbée délivrée au cours de l'incubation du
radiomarquage a partir de conditions de marquage issues d’un recueil de publications. |l s’agit d’études

dans lesquelles le radiomarquage de cellules a été effectuée pour une utilisation chez ’homme.

Les résultats ont montré que des valeurs d’activité par cellule similaires pouvaient correspondre a des
valeurs de doses absorbées significativement différentes, allant de 0,58 Gy a plus d’'une centaine de Gy
(144 Gy). Cette observation confirme la nécessité de comparer les effets biologiques observés a la dose
absorbée aux cellules et non a I'activité pour mener des études radiobiologiques pertinentes et comparer
les procédures de radiomarquage, surtout lorsque les conditions in vitro varient beaucoup.

De plus, les écarts significatifs entre la dose Dy et la dose conventionnelle D.,,,,, observés pour certaines
conditions (jusqu’a un facteur 4,7) soulignent I'importance de Il'utilisation d’'une dosimétrie cellulaire pour
I'évaluation de la dose absorbée aux cellules dans un contexte de radiomarquage cellulaire avec des émet-
teurs g*. Etant donné l'ordre de grandeur des doses absorbées calculées (plusieurs Gy), un écart d’un
facteur 2 peut déja entrainer un biais important si on compare des configurations d’irradiation ou si on com-
pare des effets, se traduisant par exemple par une sous-estimation ou sur-estimation de la mortalité des
cellules.

De plus, en accord avec les résultats de I'étude systématique, nous retrouvons bien des écarts plus imp-
portant entre la dose absorbée au noyau et la dose conventionnelle dans des conditions de faible densité

cellulaire (2.10°-5.10° cellules/mL) et/ou de forte efficacité de marquage (70-75%).

4.6 Limitations du modeéle

Dans notre modéle dosimétrique, des hypotheses de modélisation ont été fixées avec I'objectif de réaliser
des analyses comparées. Si I'on souhaitait améliorer la précision de la dose absorbée estimée, des va-
riables non prises en compte ici pourraient étre importantes a considérer selon les conditions de I'étude.

La taille des cellules est par exemple un paramétre d’influence de la dose absorbée. Dans notre étude, une
taille de cellule fixe (Ry = 4 um, Rc=5 pum) a été considérée pour tous les calculs. La prise en compte de la

variabilité de ce paramétre pourrait induire des changements dans les valeurs de dose absorbée obtenues
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dans le tableau 2.2, d’autant plus que différents types de cellules sont concernés.

De plus, dans le cas du marquage de leucocytes, le modéle suppose une incorporation identique pour
toutes les cellules (lymphocytes, polynucléaires). Cependant, il a été mis en évidence que les polynu-
cléaires captent plus le '®F-FDG que les lymphocytes (78,5% du '8F-FDG incorporé concentré dans les
granulocytes (202)). Ces différences d’incorporation, pouvant entrainer des différences dans la dose ab-

sorbée et dans la réponse biologique globale des cellules, devraient alors étre considérées.

Par ailleurs, notre étude s’est appuyée sur le calcul de la dose absorbée moyennée sur I'ensemble des
cellules en considérant une activité par cellule constante. Lhypothése d’'une distribution hétérogéne de
I'activité dans les cellules avec un modele lognormal par exemple aurait eu peu d’impact sur le résultat
car I'activité moyenne par cellule reste la méme. Toutefois il faut souligner que, dans des conditions ou la
dose individuelle des cellules varie beaucoup, la dose absorbée moyenne peut ne plus étre pertinente et
affecter significativement la réponse biologique. Dans un objectif de prédiction d’'un parametre biologique,
il est alors nécessaire de modéliser I'hétérogénéité de distribution de I'activité au sein de la population de
cellules et de prendre en compte la dose regue pour chaque cellule. Dans le cas de géométries cellulaires
de tailles limitées, le MIRDCell est d’ailleurs un bon outil pour évaluer I'impact de cette variable sur les
courbes de survie (127), a travers I'implémentation d’'un modele log-normal de distribution de I'activité.
Enfin, concernant la configuration géométrique, nous avons pris en compte une distribution de cellules se-
lon une structure en réseau, représentant, de maniére générale, le modele le plus utilisé pour le calcul de
tir croisé dans des clusters de cellules (106, 127, 112, 103).

Dans le contexte du marquage de cellules en suspension, une distribution aléatoire uniforme serait plus
représentative de la procédure, ou les cellules sont généralement mélangées en suspension avec la solu-
tion radioactive pendant un temps d’incubation donné. La génération de multiples configurations aléatoires
permettrait d’établir une dose absorbée moyenne qui ne dépend pas d’une configuration géométrique spé-
cifique. De ce fait, il semble important d’évaluer I'impact de la configuration géométrique sur la dose ab-
sorbée afin de mesurer les éventuels biais introduits par cette variable et vérifier I'apport de configurations

plus complexes que le réseau.

5 Conclusion

Lévaluation de la dose absorbée moyenne aux cellules pour le *F-FDG, le 54Cu-PTSM et le 58Ga-DOTA
peptide a permis de mieux comprendre I'influence individuelle et co-influence de parametres clés du radio-
marquage, a savoir I'efficacité de marquage et la densité cellulaire.

La comparaison entre la dosimétrie cellulaire et conventionnelle a confirmé des différences marquées
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lorsque des électrons Auger sont émis a partir d’une source internalisée dans le noyau (le cas du %“Cu
dans notre étude). Les écarts sont plus faibles pour le '8 F-FDG et le 58Ga-DOTA peptide mais restent si-
gnificatifs a faible densité et/ou pour une efficacité de marquage élevée atteignant a 9,5.10° cellules/mL un
facteur de respectivement 8 et 2.

Enfin, les calculs dosimétriques réalisés a partir de parametres de marquage issus de données de la lit-
térature, dans le contexte d’un radiomarquage cellulaire au *F-FDG, ont permis de souligner I'importance
de corréler les effets biologiques a des doses absorbées précises.

Au-dela du cadre précis d’'un radiomarquage de cellules pour les études de suivi cellulaire par imagerie,
I'outil de calcul implémenté est générique et peut étre appliqué a tous types d’émetteurs dans des condi-
tions in vitro variées, notamment pour la modélisation de tests clonogéniques dédiés a I'évaluation de
I'efficacité thérapeutique de radiopharmaceutiques émetteurs 5.

Toutefois, une des limites de la méthode implémentée ici est le temps de calcul du tir croisé relativement

important dans le cas d’un grand nombre de cellules a prendre en compte dans le modéle.

Cet écueil nous a conduit a explorer, dans le chapitre suivant, une autre méthode de calcul permettant
d’optimiser la dosimétrie multi-cellulaire. Par ailleurs, comme évoqué dans la discussion, I'impact d’'une
configuration géométrique plus réaliste sur la dose absorbée doit étre évalué. Cet aspect qui, a notre

connaissance, n’a pas été traité dans la littérature, fera I'objet d’'une partie exposée dans le chapitre 3.
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1 Introduction

Comme montré dans le chapitre précédent, I'utilisation d’'une approche de référence basée sur I'utilisation
de facteurs S de paires présente I'avantage d’étre générique et de s’appliquer a tout type de configuration
géométrique, sans limite de taille pour le volume d’étude. De plus, une fois les facteurs S obtenus, cette
approche constitue un moyen d’obtenir le tir croisé pour toute distribution cellulaire sans avoir a recalculer
systématiqguement les dépbts d’énergie. Toutefois, la méthode implémentée avec le code Python et utilisée
dans le chapitre 2 nécessite le calcul des distances séparant la cellule cible des autres cellules de la dis-
tribution et de réitérer 'opération pour toutes les cellules, ce qui apparait trés chronophage dans le cas de

grandes distributions cellulaires.

Tout en conservant cette approche générique, nous proposons dans ce chapitre une nouvelle formulation
du tir croisé, introduisant la notion de fonction de distribution radiale (rdf), un outil mathématique couram-
ment utilisé dans le domaine des matériaux permettant de décrire la répartition d’entités dans I'espace.
Lutilisation de cette fonction s’inscrit dans une visée d’optimisation du temps de calcul, et dans l'intérét

d’évaluer I'impact de la configuration des cellules sur le tir croisé.

Dans un premier temps, le nouveau formalisme adopté pour calculer le tir croisé sera présenté. Pour I'implé-
mentation de celui-ci, un outil de dynamique moléculaire Large-scale Atomice/Molecular Massively Parallel
Simulator (LAMMPS) a été utilisé.

Pour valider la nouvelle approche, une comparaison a été réalisée avec le logiciel MIRDCell et la méthode
décrite dans le chapitre précédent, que 'on nommera méthode de référence. Ensuite, des calculs de tir
croisé moyen S°mos¢ considérant différentes configurations spatiales de cellules (aléatoire ou réseau) ont
été effectués pour évaluer dans quelle mesure ce paramétre peut affecter la fonction rdf et ainsi le tir croisé.
Une évaluation systématique a été réalisée, en fonction de la densité cellulaire et du volume d’étude.
Dans un deuxiéme temps, la méthode a été appliquée a une géométrie plus complexe dans un contexte
réaliste de radiomarquage in vitro. Le radionucléide '8F a été sélectionné pour réaliser tous ces calculs en

prévision du chapitre 4 qui se focalise sur le radiomarquage des cellules avec le '®F-FDG.
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2 Méthode RDF : formalisme et applications

2.1 Fonction de distribution radiale : cadre théorique

2.1.1 Définition

La fonction de distributions radiale (rdf) est une quantité fondamentale permettant de décrire la maniéere
dont sont distribuées spatialement des entités. De maniére générale, elle est utilisée pour décrire quan-
titativement la structure interne de fluides donnant une information sur les propriétés thermodynamiques
(203, 204). Elle est liée a la probabilité de trouver une particule dans une couronne sphérique d’épaisseur
dr a une distance r d’une autre particule choisie comme référence (figure 3.1). Dans les trois dimensions,

elle est conventionnellement reliée au nombre de particules dN(r) comme suit :
dN(r) = 47 pdr x g(r) (3.1)

ol p est la densité de particules en cm~3 et 4xr2dr est I'élément de volume sphérique. Ce facteur de
normalisation entre dN(r) et g(r) représente le nombre de particules se trouvant a distance r dans le cas
d’une distribution uniforme de particules sans interaction. Ainsi, concrétement, la fonction g(r) moyenne est
obtenue en créant un histogramme des distances pour chaque paire de particules, puis en divisant par le

facteur de normalisation et par le nombre total de particules.

i
N}
71

FIGURE 3.1 — Représentation schématique 2D d’une distribution de cellules. Les cellules dont les centres
sont compris dans la coquille sphérique d’épaisseur dr a une distance r sont colorées en rouge.
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2.1.2 Distribution idéale de particules sans interaction

Comme nous venons de I'évoquer, dans le cas d’une distribution de particules sans interaction réparties
uniformément dans un milieu infini, le nombre de particules présentes a une distance r d’'une particule
dans une coquille sphérique d’épaisseur dr correspond au volume de la coquille multiplié par la densité soit
dmprdr.

Ainsi, par convention, d’aprés I'équation 3.1, la rdf est égale a 1 dans un milieu infini (205). Cette distri-
bution sera désignée dans la suite comme la distribution idéale uniforme et |a rdf associée comme g, ¢

(figure 3.2).

2.1.3 Distribution de cellules avec interaction

Dans le cas d’'une distribution de cellules non superposées, la rdf varie selon la configuration des cellules.
Ici, deux types de configuration ont été considérés : une configuration selon un réseau (113, 112, 206) et
une configuration aléatoire uniforme (9, 118).

Elles sont représentées figure 3.2 a gauche, accompagnées des rdf correspondantes a droite.

La rdf pour la configuration réseau présente un nombre infini de pics dont les positions sont caractéris-
tiques de la structure en réseau.

Dans une configuration aléatoire, la rdf varie selon la densité cellulaire. Elle tend vers 1 quelle que soit la
distance pour une faible densité cellulaire (5.10° cellules/mL), tandis que pour une grande densité cellu-
laire (3.10% cellules/mL), on observe un effet de structuration reflété par la fluctuation de la raf aux petites
distances.

Enfin, quel que soit le type de configuration, aux grandes distances, la rdf tend vers 1 car il n'y a plus de

corrélation entre les cellules.

Contrairement & une distribution idéale uniforme ou g,.; = 1, les rdfs pour les configurations des cellules
en réseau ou aléatoires ne sont pas décrites analytiquement de maniere simple. Elles peuvent étre en
revanche facilement calculées par simulation numérique. Les outils de dynamique moléculaire, comme

LAMMPS, disposent de fonctionnalités permettant de calculer rapidement ce type de fonction.

2.2 Calcul du tir croisé : nouveau formalisme en fonction de la rdf

Dans cette étude, nous proposons une nouvelle formulation du tir croisé basée sur I'intégration des contri-

butions de dose sur la distance r autour d’'une cellule cible ¢ :

Degreisé — / a,.S(r) (3.2)
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Configuration Fonction de distribution radiale

Distribution idéale uniforme
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FIGURE 3.2 — Représentation de trois configurations spatiales (gauche) et leur fonction de distribution
radiales correspondantes (droite). Une distribution idéale uniforme correspond a une distribution de points
aléatoirement répartis dans un milieu infini se caractérisant par une rdf g(R)=1. La rdf pour une distribution
de cellules selon un réseau se compose de pics a des positions périodiques. La rdf pour une distribution
aléatoire de cellules est proche de 1 a faible densité cellulaire et oscille a faibles distances autour de 1
lorsque la densité cellulaire augmente.

ou a, est la somme des activités cumulées dans les cellules contenues entre r et r+dr et S(r) est le facteur

S de paires pour une distance r.

Cette formulation générale s’applique a toute forme de distribution spatiale d’activité. Dans le cas spécifique

d’une distribution uniforme de I'activité entre les cellules (méme hypothése que celle prise dans le chapitre
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2), impliquant que chaque cellule contient la méme activité dans son ou ses compartiments sources, I'acti-
vité cumulée a, peut alors s’exprimer comme l'activité cumulée par cellule a..; multipliée par le nombre de
cellules dN(r) entre r et r+ar.

En remplacant dN(r) par I'équation 3.1, le tir croisé peut s’écrire :

Dgrm‘sé _ &cel.4ﬂ'.p/dT.S(T).’I‘Q.g(T) _ dcel.SCTOiSé (33)

T

ou p représente la densité cellulaire et g(r) la fonction de distribution radiale.

2.3 Implémentation de la méthode basée sur la rdf

Lapproche générale utilisée pour le calcul du tir croisé avec la méthode basée sur la rdf, que I'on désignera
méthode RDF dans la suite, est résumée sur la figure 3.3 (207).

Elle est composée de quatre étapes principales :
1. La détermination des facteurs S de paires pour différentes distances cellule-cellule,
2. La génération de la configuration spatiale des cellules,
3. Le calcul de la rdf,
4. Lintégration des composantes de dose sur la distance radiale comme décrit dans I'équation 3.3.

Les méthodes pour implémenter ces différentes étapes sont présentées dans les paragraphes suivants.

2.3.1 Calcul des facteurs S de paires S(r) (étape 1)

Les facteurs S de paires dépendent de la distance r séparant les deux cellules et varient selon la taille des
cellules, la combinaison région source-région cible et le radionucléide.

Les facteurs S utilisés dans ce travail ont été calculés en utilisant soit le logiciel MIRDCell soit des si-
mulations Monte-Carlo avec le code MCNP6. Les parametres de simulations choisis seront précisés pour

chaque étude dans la partie 2.4.

2.3.2 Modélisation de la distribution cellulaire et calcul de la rdf avec LAMMPS (étape 2 et 3)

Comme indiqué précédemment, le code de dynamique moléculaire (DM) LAMMPS a été utilisé pour gé-
nérer des distributions cellulaires en 3D et pour calculer la rdf correspondante. Aprés une présentation du
principe général de la DM et du code LAMMPS, les étapes empreintées pour réaliser ces deux actions

dans le cadre de ce travail seront décrites.
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Calcul des facteurs S(r)

r
@—!—. 2*Rcq < r < parcours CSDA

1 2

Energie déposée par unité de masse et d'activité cumulée

dans la région cible de la cellule 1 par la région source de la cellule 2

2 3
Modélisation de la distribution Calcul de la rdf
cellulaire
=

(@)}
¢ r
o
[ ° 4
‘\,/ Intégration des contributions
[
@

. de dose sur la distance radiale
autour d'une cellule cible

Deroisé ° acel J 9(r).S(r).dr

FIGURE 3.3 — Diagramme des étapes a implémenter pour le calcul du tir croisé avec la méthode RDF.

Historiquement, LAMMPS a été créé au milieu des années 1990 dans le cadre d’'un accord coopératif de
recherche et développement entre deux laboratoires (Sandia et LLNL) et trois entreprises (Cray, Bristol
Myers Squibb, et Dupont) dans le but de développer un code source libre de DM classique a large échelle.
Le principe est de modéliser I'évolution d’'un systéme de particules au cours du temps, sous I'effet de champ
de forces. Un champ de force correspond a un ensemble de potentiels et de paramétres permettant de dé-
crire la structure de I'énergie potentielle d’'un systéme de particules.

LAMMPS présente I'avantage de donner acces a une grande librairie de champs de force, ce qui permet de
simuler un trés grand nombre de systémes incluant des molécules (208, 209), des polyméres (210, 211),
des matériaux (212, 213), etc. Une documentation compléte sur I'utilisation du code est disponible en
ligne'.

Comme pour le code MCNP8, les simulations avec LAMMPS s’exécutent a partir d'un ensemble de com-

mandes inscrites dans un fichier d’entrée.

1. https ://lammps.sandia.gov/
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Implémentation d’un fichier d’entrée LAMMPS. La premiére étape concerne linitialisation de la simu-
lation. Les principaux parameétres initiaux de la simulation incluent le type d’atome, les unités adoptées et
la taille de la boite de simulation.

Le type d’atome rassemble des propriétés spécifiques adaptées a la modélisation d’'une variété de sys-
témes physico-biologiques : polymeres, molécules organiques, métaux, matériaux granuleux, etc. Dans la

suite, nous employerons le terme générique "entité".

Les entités sont créées dans la boite de simulation, a partir d’'un fichier externe de coordonnées ou selon
un réseau avec l'option /attice.

Plusieurs options sont disponibles pour définir les conditions aux limites de la boite de simulation. Des
conditions aux limites périodiques peuvent étre utilisées afin de simuler un systeme infini. Comme pré-
senté sur la figure 3.4, la boite de simulation est répliquée dans les trois dimensions de fagon a ce que les
entités interagissent a travers les bords. Le principe est que la position de la face de la boite de simulation
est fixée dans toutes les directions. Plus le volume de la boite de simulation sera petit, plus la simulation

sera rapide.

2° g °9
& > & 'y
3 Q Q
'Y X oo ®o°
® @ @ ® o
I~ — 1 =1
) [+ 15 0
3 - — @ | ,
2o ® o % a0 ¢
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P | L )
0. LS LIPS

FIGURE 3.4 — Représentation des conditions aux limites périodiques : particules fantdmes créées par répli-
cation de la boite de simulation dans une dimension. Source : Thése Stéphane Tesson (214)

Les potentielles entités situées sur les bords de la boite de simulation peuvent introduire un artefact dans
le calcul de la rdf car celles-ci seront comptées de multiples fois par réplication de la boite. Pour pallier ce
probléme, une région d’exclusion au niveau des bords peut étre définie dans la boite de simulation avant
de créer les cellules.

D’autres modes permettent de fixer les bords de fagon a ce que les entités ne puissent pas traverser d’un
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c6té et de 'autre de la boite. Lors de son déplacement, si une entité quitte la boite, elle sera supprimée au
prochain pas de temps.

Une fois I'étape d'initialisation réalisée et les entités créées, de nombreuses options existent afin de para-
métrer la simulation :

— Le choix des potentiels "inter-atomiques" c’est-a-dire des modéles d’énergie potentielle servant a
décrire l'interaction entre atomes. Plus de 221 types d’interaction de paires inter-atomiques sont par
exemple disponibles dans LAMMPS.

— La spécification des propriétés physiques a calculer durant la simulation : coordonnées des entités,
température, pression, fonction de distribution radiale, etc.

Finalement, 'intervalle de temps choisi est spécifié et la simulation est exécutée.

Les entités sont assignées & une position et une vitesse a un temps t. A chaque pas de temps, une mise
a jour des coordonnées et des vitesses est réalisée par intégration des équations du mouvement selon
les interactions, potentiels et contraintes définis. LAMMPS permet de calculer a la fois des propriétés a
I'équilibre du systéeme (quantités thermodynamiques, corrélations structurales et dynamiques) mais égale-
ment des processus hors équilibre, comme par exemple I’évolution de microstructures ou des processus

de dislocations au sein d’un cristal.

Application. Dans notre étude, des distributions de cellules ont été modélisées afin de calculer les fonc-
tions de distribution radiale rdf associées, suivant deux configurations : une configuration de cellules selon
un réseau et une configuration de cellules distribuées de maniére aléatoire et uniforme.

Pour cela, les cellules ont été considérées comme des sphéres rigides. Lutilisation des conditions aux li-
mites périodiques représente un choix avantageux en termes de gain de temps et de mémoire puisqu’il
permet de créer un milieu pseudo-infini impliquant un grand nombre de cellules a partir d’'une quantité limi-
tée de cellules définie dans la boite de simulation primaire.

La fonction de distribution radiale a alors été calculée pour chaque configuration de cellules sous la forme
d’'un histogramme des distances entre paires de cellules. Comme expliqué précédemment (§ 2.1.1), les
valeurs sont ensuite normalisées en les divisant par le nombre de cellules dans le cas d’'une distribution
idéale uniforme, donc par le volume de coquilles sphériques d’épaisseur dr multiplié par la densité globale
du systeme. Par défaut, les valeurs sont également moyennées sur 'ensemble des cellules.

La commande compute rdf est utilisée pour générer I'histogramme en spécifiant la distance maximale (dis-

tance de coupure) et le nombre de bins.

Les paramétres spécifiques de modélisation pour la génération de chacune des configurations sont main-
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tenant présentés.

Distributions de cellules selon un réseau. Pour modéliser une distribution de cellules selon un réseau
dans LAMMPS, la commande /attice a simplement été utilisée en précisant le type de réseau et le paramétre

de réseau a. Le parametre a est relié a la densité cellulaire p par :
acpe(em) = (4/p)"/° (3.4)

acs(cm) = (1/9)1/3

ou cfc correspond a un réseau cubique face centrée et cs correspond a un réseau cubique simple. Ces

deux types de réseau sont représentés figure 3.5.

cubique simple cubique face centrée

(cs) (cfc)
\
\

FIGURE 3.5 — Représentation d’'une maille de réseau cubique simple et d’'une maille de réseau de cubique
face centrée.

Seule la partie initialisation de la simulation LAMMPS est utile pour générer ces distributions et 'approche

dynamique n’est pas exploitée.

Distribution cellulaire aléatoire. Dans ce travail, pour générer des distributions aléatoires avec LAMMPS,
une approche dite «directe» a été utilisée en utilisant la commande random.

Un nombre N,.; de cellules a été créé dans une boite de simulation a des positions aléatoires sans impo-
ser de contraintes spécifiques. Puis, les potentielles cellules en superposition, c’est-a-dire a des distances
centre-a-centre inférieures au diametre de cellule considéré, ont été ensuite supprimées avec la commande
delete atoms en réglant la distance de coupure au diameétre de la cellule.

Un programme a été implémenté en Python pour vérifier que la densité cellulaire n’a pas été modifiée apres
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cette opération, auquel cas un ensemble de coordonnées est regénéré avec un nombre de cellules ajusté.
Pour une densité cellulaire fixe, de multiples configurations aléatoires (N, rig) Ont été générées pour per-
mettre le calcul d'un tir croisé moyen qui ne dépend pas d’'une configuration géométrique spécifique. Le
nombre de graines a été modifié pour chaque configuration pour s’assurer d'obtenir des coordonnées dif-

férentes.

2.3.3 Intégration des composantes de dose sur la distance (étape 4)

Aprés avoir calculé la fonction de distribution radiale, le tir croisé moyen peut étre obtenu en intégrant les
contributions de dose sur la distance, en suivant I'équation 3.3. Un programme Python a été implémenté
pour réaliser cette opération. Pour chaque distance r, le facteur S(r) correspondant est obtenu par interpo-

lation linéaire des facteurs S de paires pré-déterminés.

2.3.4 Considération des effets de bords

Bien que I'utilisation de conditions limites périodiques soit trés utile pour des systémes a grande échelle, le
fait d’ignorer la nature finie du probléme peut affecter la rdf et ainsi potentiellement la dose absorbée. En
effet, dans un volume d’étude contenant des cellules, le nombre de paires de cellules sur les bords sera
sur-estimé.

Afin de prendre en compte les dimensions du volume d’étude sans avoir a simuler 'ensemble des cellules
dans la boite de simulation avec des conditions aux limites fixes, qui induiraient des temps de calculs
prohibitifs, une fonction de correction analytique de la distance F(r) a été appliquée a la rdf obtenue pour

un milieu infini prenant en compte les effets de bords, tel que :

g=9* xF (3.5)

ou g est la fonction de distribution radiale dans un milieu infini et g la rdf corrigée.
Dans le cas d’une distribution idéale uniforme, puisque g>°=1, la fonction de correction, que nous nomme-

rons F,.., correspond alors & la rdf pour un volume fini.

Cette fonction F,.; se calcule analytiquement en intégrant, pour chaque cellule, la probabilité de trouver
deux particules séparées d’une distance r sur la surface d’'une sphére de rayon r. Il faut noter que pour
les cellules se trouvant sur les bords du volume, cette intégration est seulement réalisée sur la partie de

surface se trouvant a I'intersection du volume d’étude sélectionné.
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Frer prend alors la forme d’une fonction intégrale qui dépend de la taille et de la forme du volume d’étude

considéré.
o
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FIGURE 3.6 — lllustration de la prise en compte des effets de bords. Pour calculer le nombre de paires
autour d’une particule a une distance r contenues dans un volume V défini, un facteur de correction F,.. s
est appliqué afin de n’intégrer les particules que sur la surface a l'intersection avec le volume d’étude.

Pour notre étude, la fonction de correction a été calculée pour un volume rectangulaire (F;¢%) ou une sphere

(Ff,’;}‘”e) a partir de deux solutions approximatives de l'intégrale tirées de Bell et al. (215) :

4.2
Fephere — 0<r<2R 3.6
el T qma?(1—r/2R2(1 + rjaR) = (36)
ou R est le rayon du volume d’étude.
Fregt = [ dedydz.go. L).go, W) g ) (3.7)

gz, L) =1— % quand z < L
gz, L)=0quand z > L
ou L, W, H sont respectivement la longueur, la largeur et la hauteur du rectangle. Les solutions ont été

estimées par intégration numérique avec Python en utilisant la méthode des trapézes.

Le facteur de correction F,.; calculé ici est équivalent au facteur géométrique v, .., intervenant dans
I'expression de la fraction absorbée ¢ et appliqué pour le calcul analytique du facteur S ou de dose-point

kernels (cf. Chapitre 1, § 4.4.2).

Pour vérifier la validité du facteur de correction F,.. ¢ calculé pour les distributions de cellules selon un réseau
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et en mode aléatoire, nous avons comparé, pour quelques volumes, le tir croisé moyen S¢7°%¢ calculé en
considérant une rdf obtenue pour un milieu infini puis corrigé des effets de bords (g’*F) versus une rdf
obtenue pour un volume fini (gf), ou p et f font référence aux conditions limites spatiales utilisées dans
LAMMPS.

Pour les deux types de configuration, les différences étaient tres faibles, atteignant 2% au maximum pour

une densité cellulaire de 5.10° cellules/mL dans le cas de la configuration réseau.

2.4 Comparaison de la méthode RDF a la méthode de référence et au MIRDCell

Pour valider la nouvelle approche de calcul et démontrer son utilité, une étude comparative a été réalisée
entre les facteurs S°7°%*¢ calculés avec la methode RDF et deux autres méthodes : la méthode de référence,
décrite dans le chapitre 2, et le MIRDCell.

Le tableau 3.1 présente les paramétres sélectionnés pour les calculs.

Tableau 3.1 — Paramétres de modéles pour le calcul du S7°%*¢. sc = cubique simple.

Densité cellulaire (cel- Gamme de volume

Méthode Géométrie Configuration lules/mL) (um)
Méthode de Sphére Aleatoire / Reseau | s 150 - 1300
référence (sc)
MIRDCell Sphere Réseau (sc) 1.108 50 - 1000
(distance entre les cel-
lules = 20 um)

2.4.1 Méthode de référence

Selon la méthode de référence, les contributions de chaque cellule source au tir croisé sont sommées de

maniére explicite, via un programme Python dans notre cas.

Pour le calcul du tir croisé dans une distribution aléatoire de cellules, le programme prend comme para-
meétre d’entrée la densité cellulaire et la taille du volume et génére les coordonnées 3D des centres de
cellules avec cette contrainte : si la nouvelle cellule générée ne se superpose pas avec celle précédem-
ment créée alors les coordonnées sont sauvegardées. Dans le cas contraire, de nouvelles coordonnées

sont générées jusqu’a ce que la condition soit satisfaite.

Les facteurs S de paires pour une taille fixe de cellules (Ry = 4 um, Rc =5 pm) ont été simulés avec le
code MCNP8, en utilisant les mémes parametres de simulation que ceux définis dans le chapitre précédent

(§ 2.3.3). Le spectre du '®F provenant de la CIPR 38 a été implémenté (194). Un total de 10® particules a
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été lancé pour chaque simulation afin d’obtenir une incertitude inférieure a 1%.

2.4.2 MIRDCell

Les onglets principaux du MIRDCell et les paramétres sélectionnés pour les calculs sont illustrés figure
3.7.

Dans I'onglet source, le spectre complet du '8F a été sélectionné pour nos calculs.

Concernant le modéle géométrique multi-cellulaire, le réseau cubigue simple est la seule configuration
disponible dans le logiciel. Toutes les cellules ont été considérées comme radiomarquées (100%) et la
distribution de I'activité a été définie comme uniforme. En sortie, les facteurs S de paires sont générés et
affichés pour des distances jusqu’au rayon du cluster, ainsi que la dose absorbée moyenne.

A noter que les contributions des rayons ~ et rayons X ne sont pas incluses dans le calcul des facteurs S
par le logiciel MIRDCell. La dose absorbée moyenne par activité cumulée a donc été obtenue en divisant
la dose absorbée par 0,001 Bq (valeur de I'activité moyenne par cellule prise par défaut) et par 100h*3600
s/h (valeur du coefficient d’activité intégrée dans le temps prise par défaut). Enfin le facteur S¢mos¢ a été

déduit aprés soustraction du facteur S d’auto-absorption S@ut°,

Source Cellule source/cible Géométrie multi-cellulaire
Ly s L. Noyau — Cytoplasme Géométrie Marquage
L> Spectre B complet L~ R=4um R =5um > Sphere > Distribution uniforme
" ‘ L~ Rayon =pm L Pourcentage de cellules
L. Distance marquées = 100%

cellule-cellule = ym

Sortie
Facteurs S (Gy/Bg/s) Dose absorbée (Gy)
Distance S(C<--C) S(C<--CS) S(N<--N) S(N<--Cy) S(N<--CS) S(Cy<--N) S(C... Maximum mean activity per cell (Bq) = .001
um Gy/Ba-s  Gy/Ba-s Gy/Ba-s  Gy/Ba-s  Gy/Ba-s  Gy/Ba-s .. Time integrated activity coefficient (hr) = 100
Distance S(C<--C) S(C<--CS) S(N<--N) S(N<--Cy) S(N<--CS) S(Cy<--N) S(Cy< L
um Gy/Ba-s Gy/Ba-s Gy/Ba-s  Gy/Ba-s  Gy/Bq-s  Gy/Bq-s MAC = mean activity per cell
Self-S 3,51E-04 2,356-04 5,67E-04 2,48E-04  1,86E-04 2,48E-04  2,86E MDC = mean absorbed dose to cells
0.00E+00  0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E- MALC =mean activity per labeled cell
0.00E+00 ~ 0.00E+00 ~ 0.00E+00  0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E- MDLC = mean absorbed dose to labeled cells
0.00E+00  0.00E+00  0.00E+00  0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E- MDUC = mean absorbed dose to unlabeled cells
0.00E+00  0.00E+00 ~ 0.00E+00  0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E-
0.00E+00  0.00E+00  0.00E+00  0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E-
0.00E+00  0.00E+00  0.00E+00  0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E- MAC(Bq) MDC(Gy) MALC(Bq) MDLC(Gy)
0.00E+00  0.00E+00  0.00E+00  0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E- 1,00E-05 1,65E-02 1,00E-05 1,65E-02
0.00E+00  0.00E+00  0.00E+00  0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E- 2,00E-05 3,30E-02 2,00E-05 3,30E-02
10 4,50E-05  4,82E-05  4,23E-05  4,47E-05  4,58E-05  4,47E-05 5,061 3,00E-05 4,94E-02 3,00E-05 4,94E-02
11 3,60E-05 3,76E-05 3,44E-05 3,59E-05 3,65E-05  3,59E-05 3,88l . -~ . -~
12 2,96E-05  3,06E-05 2,86E-05 2,95E-05 2,99E-05 2,95E-05 3,131 400€-05 6,59€-02 400E-05 6,59€-02
13 2,48E-05  2,55E-05 2,41E-05 2,48E-05 2,51E-05 2,48E-05 2,591

14 2,11E-05 2,16E-05 2,07E-05 2,11E-05 2,13E-05 2,11E-05 2,191 PRy
MAC : activité moyenne par cellule

MDC : dose absorbée moyenne aux cellules

FIGURE 3.7 — Parametres de simulation du MIRDCell. Les encadrés représentent les onglets du logiciel.

Capture d’écran de la sortie du logiciel : Facteurs S pour différentes distances cellule-cellule et dose absor-
bée moyenne.

2.4.3 Méthode RDF

Des calculs du facteur S¢7°i*¢ ont été effectués avec la méthode RDF & partir des mémes paramétres

(géomeétrie, taille des cellules, densité cellulaire, volumes) que ceux utilisés avec le MIRDCell et la méthode
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de référence pour comparaison.

Pour cette étude comparative, la rdf périodique a été générée avec une distance de coupure de 0,25 cm et
10 000 bins. La fonction de correction a été calculée pour chaque volume considéré et appliquée a la rdf.
Lordinateur utilisé pour réaliser les calculs Python et LAMMPS est le méme que celui utilisé pour les calculs

dans le chapitre 2 (cf. chapitre 2, §2.7.1 pour les caractéristiques).

2.5 Etude de l'influence de la configuration géométrique sur le tir croisé moyen

en fonction de la densité cellulaire et du volume d’étude

La méthode RDF a été appliquée a I'étude de l'influence de la configuration géométrique sur le tir croisé,
en faisant varier la densité cellulaire (5.10° cellules/mL a 5.10® cellules/mL) et les dimensions du volume
d’étude.

Les calculs de S°m°is¢ ont été effectués en considérant une distribution de cellules distribuées de maniére
aléatoire ou selon un réseau (cfc et ¢s) dans un volume cubique, en suivant les étapes décrites dans le
paragraphe 2.3.2.

Des conditions aux limites périodiques ont été fixées et I'histogramme de la rdf a été calculée avec 10 000
bins en fixant la distance de coupure a 0,4 cm. La fonction de correction a été calculée pour chaque taille

de volume considéré selon 'équation 3.7.

Dans le cas d'une distribution aléatoire de cellules, la rdf a été calculée et moyennée sur N configurations.
Ce nombre N a été choisi de telle fagon & obtenir une convergence du facteur S¢mo%s¢,

Pour évaluer I'impact de la variation de la configuration sur le tir croisé, nous avons calculé les différences
relatives entre les facteurs S¢m°*¢ obtenus pour une distribution aléatoire et une distribution en réseau et
ceux obtenus pour une distribution idéale uniforme (g,.s=1).

Pour cette étude comparative, dans le cas d'une distribution idéale uniforme, les composantes de dose
autour d’une cellule cible ont été intégrées a partir de la distance égale au diamétre de la cellule puisqu’en

dessous de cette valeur la présence d’autres cellules est interdite.

2.6 Application de la méthode RDF a un modeéle de culture cellulaire in vitro

Afin d’évaluer I'applicabilité de la méthode RDF et de I'outil LAMMPS dans le cas de géométries plus com-
plexes, des calculs de dose pour une configuration géométrique présentant des hétérogénéités spatiales
ont été réalisés.

Pour refléter le cas d’'une incubation in vitro de cellules en suspension dans du '8F-FDG, le modéle géo-

meétrique, illustré figure 3.8, a été réalisé contenant des cellules isolées et de petits clusters de cellules
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crées par un phénoméne d’agglomération naturelle de cellules qui peut étre observé en culture (118). La
géométrie peut étre décomposée en trois distributions cellulaires de densités différentes :

— la distribution des clusters dans le volume d’étude de densité peiusier = 1.10% (clusters/mL);

— la distribution des cellules isolées dans le volume d’étude de densité p;,.c = 1.10° (cellules/mL) ;

— la distribution des cellules au sein d’un cluster de densité p;,.ciuster = 1.108 (cellules/mL).

Deux types de cellules cibles ont été considérées : les cellules appartenant aux clusters (type 1) et
les cellules isolées (type 2), conduisant a la distinctions de cing contributions de dose différentes, comme

représentée sur la figure figure 3.9, telles que :

D§10¢ = Dy 1(TC) + D11 (SC) + Dica + Dacs + Doy (3.8)

ou D;; correspond au tir croisé de la cellule de type i vers la cellule de type j, TC et SC indiquent I'appar-
tenance de la cellule respectivement au cluster cible ou a un cluster voisin.
Les composantes Dy, » et Dy, ; sont égales, considérant que la distance relative et I'activité par cellule

sont les mémes.

Target cell Source cell

O = O
1< 1(5C)
1=<1(TC)
2<2
@ cell e cluster (type 1) 2—1
isolated cell (type 2) 1--2

FIGURE 3.8 — Représentation 3D du systeme cellu-

laire composé de clusters (type 1) et cellules isolées Figyre 3.9 — Représentation schématique des cing

(type 2) réparties de maniére aléatoire dans un vo- compinaisons cible«source possibles selon le type

lume d'étude. attribué a chaque cellule. SC se référe aux clusters
voisins, TC se réfere au cluster cible.

La dimension des cellules a été la méme que celle considérée pour les calculs précédents soit respective-
ment 4 et 5 um pour le rayon du noyau et de la cellule.

Dans cet exemple, nous avons considéré une activité volumique de 1 MBg/mL et une efficacité de mar-
quage de 30%, dans la gamme de ce qui peut étre mesuré pour le marquage au '‘8F-FDG in vitro. Le
temps d’incubation a été fixé a 1 heure et nous avons supposé une incorporation du radionucléide dans les
cellules linéaire avec le temps.

La valeur du facteur S, @ €té calculée avec MCNP6 en modélisant un volume rectangulaire composé

d’eau et rempli uniformément de '8F. Le facteur S d’auto-absorption pour la combinaison noyau<—cytoplasme
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a également été calculé avec MCNPG.

Pour le calcul du tir croisé€, deux approches, présentées dans les paragraphes suivants, ont été utilisées.

2.6.1 Simulation directe avec LAMMPS

Dans cette approche dite directe, LAMMPS a été utilisé pour générer le modéle cellulaire in silico, et calcu-
ler les rdfs.

Brievement, des structures aléatoires ont été considérées pour décrire les cellules isolées tandis qu’un
arrangement en réseau (mode cfc) a été choisi pour modéliser les clusters de cellules. Les différents para-
meétres utilisés pour les calculs sont résumés dans le tableau 3.2. Les étapes détaillées de la modélisation

et du calcul du rdf se trouvent dans 'annexe 2, §1.

Tableau 3.2 — Paramétres utilisés pour la simulation LAMMPS d’'un modéle multi-cellulaire composé de
clusters de cellules compacts et de cellules isolées.

Nom Description Valeur
V (cm3) Volume 1

Reer (um) Rayon cellulaire 5
Rejuster (€M) Rayon d’un cluster 3.1073
Petuster (/CM3)  Densité des clusters 1.104
P wer (/mM3)  Densité des cellules au sein d’un cluster  1.108
Nim, Nombre de cellules dans un cluster 12
Pisole (/cm3) Densité des cellules isolées 1.10°
Neontig Nombre de configurations 20
Npins Nombre de bins 5000
Ryae (€M) Distance de coupure 0,4

2.6.2 Approche idéale uniforme

Dans cette deuxieme approche, chaque distribution de cellules (cellules isolées, clusters, cellules au sein
d’'un cluster) associée a une densité spécifique a été approximée par une distribution idéale uniforme
(grey = 1). Lintérét ici était de s’affranchir de I'étape de modélisation et de l'utilisation de LAMMPS et
de quantifier 'impact de cette approximation sur la dose absorbée.

Sachant que dans notre exemple le rayon d'un cluster est trés faible par rapport a la distance moyenne
entre deux clusters, nous avons considéré que la dose délivrée par les cellules au sein d’'un cluster a une
cellule isolée ou une cellule appartenant a autre cluster ne dépendait que de la distance entre le centre du
cluster et la cellule cible. Le facteur S¢7°%¢ . peut alors s’écrire :

t<—cluster

croisé — in S(rr = dcluster) (39)

t<—cluster cluster
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ou N/ ... estle nombre de cellules dans un cluster et d.;,s¢. 1a distance entre la cellule cible ¢ et le centre

du cluster considéré.

Les composantes du tir croisé peuvent s’écrire ainsi :

317:11"9(50) = 47rpClusterNcilZSterafcell / d?".?”'25 (7') (310)
r>2%Rejuster
—=Croisé in - 2
Dl(—l (TC) = 47rpclustera’cell dr.r S (7) Fref (T) (31 1)
r>2%Reen

ol Dsrois¢ est le tir croisé moyen aux cellules de cluster provenant de I'activité dans les cellules au sein
du méme cluster (contribution TC) et les cellules appartenant aux autre clusters (contribution SC); F,.s

correspond au facteur de correction pour une géométrie sphérique (cf. équation 3.6).

< = 47rpisolé(~1cell / dT.T2S (7’) (31 2)
r>2X Rejuster

ol Dgroi¢ est la dose absorbée moyenne aux cellules isolées provenant de I'activité dans les cellules
isolées.
Par ailleurs, nous avons considéré que la contribution du tir croisé par un des deux types de cellules était

en moyenne la méme quelle que soit la position de la cellule cible dans le volume d’étude, conduisant a :

—croisé —Croisé

D1<—2 = D2<—2 (3-13)

—croisé —Croisé

Doy =Dy (SC) (3.14)

ol Dsroisé et Dsois¢ sont le tir croisé moyen aux cellules de clusters provenant de I'activité dans les cellules

isolées et le tir croisé moyen aux cellules isolées provenant de I'activité dans les cellules de clusters.

Une étude comparative des valeurs de doses obtenues a été réalisée afin d’évaluer 'impact des approxi-

mations de distributions dans la deuxiéme approche. Les temps de calcul ont également été relevés.
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3 Résultats

3.1 Comparaison de la méthode RDF a la méthode de référence et au MIRDCell

3.1.1 Méthode RDF versus méthode de référence

Le tableau 3.3 présente les valeurs de différences relatives entre les valeurs S¢"°¥*¢ obtenues avec la mé-
thode de référence et la méthode RDF, pour différentes tailles de volume d’étude et des distributions de

cellules distribuées aléatoirement ou arrangées selon un réseau cubique simple.

Les facteurs S obtenus avec les deux méthodes sont en excellent accord, les différences relatives étant
inférieures a 1%. Concernant la méthode de référence, le temps de calcul lié a la génération des coordon-
nées des cellules (Partie 1 dans le tableau 3.3) varie selon le nombre de cellules a générer et le type de

configuration.

Pour la configuration réseau, le processus est trés rapide. On observe que le temps de calcul est autour
de 1 seconde pour des distributions jusqu’a 5.10° cellules et 6 secondes pour des distributions contenant
1.106 cellules.

Pour la configuration aléatoire, le temps de calcul augmente avec le nombre total de cellules impliquées,
ainsi qu’avec la densité cellulaire. Ici, une densité cellulaire élevée de 100.10° cellules/mL a été considérée.
De 1.10% a 5.10* cellules, les résultats montrent que le temps de calcul est relativement court entre 0,2 et
25,8 secondes. Ensuite, celui-ci augmente significativement, de 8201 secondes pour 5.10° cellules & plus
de 38.10° secondes pour 1.10° cellules/mL.

En revanche, le temps de calcul lié au calcul des distances relatives et de la somme des facteurs S (Partie
2 dans le tableau 3.3) augmente rapidement avec le nombre de cellules, atteignant presque 2,8 heures

pour 1.10° cellules, indépendamment de la densité cellulaire et du type de configuration.

En contraste, la méthode RDF a permis d’obtenir des résultats avec des temps de calcul beaucoup plus
courts. La rdf dans un milieu infini (conditions aux limites périodiques) a été pré-déterminée avec LAMMPS
en considérant une distance de coupure de 250 pm et 10 000 bins en 620 secondes, tandis que le calcul
de la fonction de correction et d’intégration des contributions n’a pas mis plus de 0,1 secondes quel que

soit le nombre de cellules considérées.
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Tableau 3.3 — Comparaison des temps de calcul et les différences relatives entre valeurs de tir croisé 5¢7°s¢
calculées avec la méthode RDF et la méthode de référence pour différents rayons de volume d’étude.
(*) : La rdf a partir de laquelle les calculs ont été effectués a été obtenue en 620 s, en considérant une
distance de coupure de 0,25 cm et 10 000 bins. P1 fait référence a I'étape de modélisation (création des
coordonnées). La P2 correspond au processus de cumulation des contributions de dose impliquant, dans
le cas de la méthode de référence, le calcul des distances entre chaque cellule au préalable.

Paramétres %Diff. rel. Seroisé Temps de calcul (s)

Rayon Nombre de

(11m) cellules Config. Méthode de référence méthode RDF(*)
P1 P2 P1 P2
150 103 réseau (cs) 4,3.107! 0 0,3 <0.1 <0.1
aléatoire 0,2 0,3 <0.1 <0.1
250 6,5.10° réseau (cs) 2,7.1071 0 2,8 <0,1 <0,1
aléatoire 0,8 2,8 <0,1 <0,1
350 1,8.10% réseau (cs) 2,4.107! 0,03 33,6 <0,1 <0,1
aléatoire 3,2 33,6 <0,1 <0,1
430 3,3.10% réseau (cs) 1,1.107! 0,1 100,1 <0,1 <0,1
aléatoire 9,2 100,1 <0,1 <0,1
500 5,2.10% réseau (cs) 1,4.107* 0,1 339,2 <0,1 <0,1
aléatoire 25,8 339,2 <0,1 <0,1
1000  4,2.10° réseau (cs) 8,0.1072 1,5 33 791 <0,1 <0,1
aléatoire 8201 33 791 <0,1 <0,1
1300 9,2.10° réseau (cs) 8,2.1072 5,8 99 899 <0,1 <0,1
aléatoire 38 708 99 899 <0,1 <0,1

3.1.2 Méthode RDF versus MIRDCell

Le tableau 3.4 présente les résultats de la comparaison entre le calcul du tir croisé moyen en utilisant la
méthode RDF et le logiciel MIRDCell.

Les valeurs de S°°*¢ obtenues avec la méthode RDF ont été d’abord calculées en se basant sur les fac-
teurs S(r) de paires obtenus par simulation Monte-Carlo avec MCNP&6. Les différences relatives par rapport
aux valeurs du MIRDCell (1 versus 2) sont autour de 30% en moyenne.

Sur la figure 3.10, les facteurs S(r) calculés avec MCNPG6 et extraits du MIRDCell ont été représentés en
fonction de la distance cellule-cellule, ainsi que leur différences relatives. Ces différences oscillent entre
-10% et 30% avec une périodicité artificielle observée dans la courbe du MIRDCell, augmentant avec la
distance.

La méthode RDF a également été appliquée en utilisant les facteurs S(r) de paires du MIRDCell. En élimi-
nant les écarts induits par les différences entre les facteurs S, cela permet d’estimer ceux liés a la maniére
d’intégrer les contributions selon la distribution spatiale des cellules (1 versus 3).

On observe que les écarts 1 versus 3 sont responsables de la majorité des différences dans le cas du
plus petit volume de cluster (de rayon 50 pm), atteignant 26%, et que leur contribution diminue lorsque le

volume d’étude augmente.
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Tableau 3.4 — Tir croisé moyen au noyau S¢°*¢ (Gy/(Bq.s)~') dans un cluster sphérique de cellules de
rayon variable calculé avec le MIRDCell (1) et la méthode RDF en utilisant les facteurs S de paires obtenus

par simulation Monte-Carlo (code MCNP®6) (2) ou par le MIRDCell (3). N..; = nombre de cellules.

Paramétres Geroisé %Différence relative
EZ’;?)” N MIRDcell (1) Méthode RDF (2)  Méthode RDF (3) | 1 vs2 1vs3
| S(r) (MCNPS) S(r) (MIRDCell) |

50 57 9,64.107° 1,49.10~4 1,30.1074 35,1 25,7
100 461 2,69.10~* 3,77.10~4 3,12.10~4 28,7 14,0
150 1551 4,24.10~4 6,06.10~4 4,91.10~4 30,0 13,6
200 3695 5,80.10~4 8,27.10~4 6,62.10~% 29,9 12,4
250 7075 7,24.10~4 1,04.1074 8,25.10~% 30,1 12,3
500 56 619 1,39.1073 1,91.1074 1,53.1073 27,3 10,1
1000 452719 | 2,37.1073 2,91.103 2,52.1073 18,4 56

10* 5

10° .+. MIRDCell --MCNP6 vs MIRDCeII‘

. MCNP6 40

i‘

Facteur S de paires (Gy.(Bq.s)™)
Différence relative (%)
=
o

” /\/\/\\, v\\\\\\ a\

-10 H
-20
107 -
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 %.00 0.01 0.02 0.03 0.04
distance cellule-cellule (cm) distance cellule-cellule (cm)

FIGURE 3.10 — Courbes des facteurs S de paires en fonction de la distance cellule-cellule calculés avec le
code Monte-Carlo MCNPG6 et le MIRDCell (gauche). Pourcentage de différence relative entre les facteurs
S (droite).

3.2 Impact de la configuration géomeétrique sur le tir croisé

Pour étudier l'influence des configurations cellulaires sur le tir croisé, nous avons calculé a l'aide de
LAMMPS les rdfs pour une configuration en réseau et une distribution aléatoire puis calculé les valeurs
de Scrois¢ pour différentes densités cellulaires et volumes d’étude. Ensuite, les valeurs obtenues ont été

comparées 3 celles obtenues pour une distribution idéale uniforme (g,.s=1).

3.2.1 Configuration réseau

La figure 3.11 montre les différences relatives des facteurs S°7°*¢ calculées dans le cas d’une distribution

de cellules selon un réseau avec celles calculées pour une distribution idéale uniforme (référence).
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Sur la figure 3.11 en haut, les résultats sont présentés en fonction de la longueur du volume d’étude cu-

bique considéré. Les calculs ont été effectués pour quatre valeurs de parametre de réseau : 0,002 cm,

0,005 cm, 0,010 cm et 0,020 cm, ce qui correspond respectivement & des densités cellulaires de 1,25.108,

8.106, 1.10° et 1,25.10° cellules/mL, dans le cas d’un réseau cs et 5.108, 3,2.107, 4.10° et 5.10° cellules/mL

dans le cas d’'un réseau cfc. Les calculs ont été effectués pour des longueurs de volume d’étude propor-

tionnels au parameétre de réseau.

Scross (lattice) vs. S, (ideal unif.)

60
— . lattice parameter a (cm)
° 50 sc fec
~ " B 0.002 ® 0.002
8 40 B 0.005 ® 0.005
= . m 0.01 @ 0.01
gﬁ) 30 . 0.02 0.02
% ..I. n
o 20 . "
> e
o 10 Pt hes T . 5% |
ful ‘_ — - a
0 o
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
L (cm)
60
lattice parameter a (cm)
SC: fcc : =
OQ >0 B 0.002 ® 0.002 .
~ ® 0.005 ® 0.005
9 40/ m0.01 ® 0.01
5 0.02 0.02 L]
u:]—_, 30 . .
H: L]
© u ° " "
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FIGURE 3.11 - Différence relative en % entre le facteur S°"°**¢ pour une configuration de cellules en réseau
cfc ou cs versus une distribution idéale uniforme (référence) en fonction de la longueur L (haut) et en
fonction du rapport d,,,oy/L (bas); L étant la longueur du volume d’étude cubique; d.,., étant la distance
moyenne inter-cellulaire égale au paramétre a dans le cas d’un réseau sc et égale a a.\/2/2 dans le cas

d’'un réseau cfc.
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Pour les deux types de réseau, on observe des écarts de valeurs de S°"°*¢ qui augmentent lorsque la
densité cellulaire et |a taille de volume d’étude diminuent. De plus, les pourcentages de différences varient
selon le type de réseau considéré. Dans le cas d’un réseau cfc, les pourcentages de différences sont glo-
balement plus faibles que ceux obtenus dans le cas d’un réseau cubique simple d’un facteur variant entre

3 et 3,3 pour a=0,002 cm; entre 1,8 et 2 pour a=0,005 cm; entre 1,4 et 1,5 pour a=0,02.

Pour la densité cellulaire la plus faible (a=0,002 cm), I'écart varie entre 52% et 20% dans le cas du réseau
cs, et entre 37% et 12% dans le cas du réseau cfc pour un volume d’étude de longueur variant entre 0,04
cm et 0,25 cm.

Pour les densités plus élevées, a 1.106 cellules/mL et 4.106 cellules/mL respectivement pour les réseaux
cs et cfc, les écarts deviennent inférieurs a 5% a partir de volumes d’étude de petite longueur entre 0,012
cm et 0,006 cm.

Ainsi, dans le cas de clusters de cellules compacts, les différences entre les facteurs S ¢ obtenues avec

la configuration réseau et la distribution aléatoire uniforme sont négligeables.

Sur la figure 3.11 en bas, les données ont été représentées en fonction du rapport entre la distance
moyenne entre cellules d.,., et la longueur du volume d’étude cubique L. Pour le réseau cs, la distance
d.0y cOrrespond au parametre de réseau a, tandis que pour le réseau cfc, d,,,, correspond & a/2/2.

Avec cette représentation, on observe que les écarts augmentent linéairement lorsque le rapport d,,o,/L
augmente, c’est-a-dire lorsque la longueur du volume d’étude diminue et/ou le paramétre de réseau aug-
mente. Pour un méme rapport d,...,/L, on observe que les différences relatives varient selon le parametre

de réseau; celles-ci sont d’autant plus importantes quand le paramétre de réseau est grand.

3.2.2 Distribution aléatoire uniforme

Pour une distribution aléatoire de cellules, le facteur S°°**¢ a, dans un premier temps, été évalué en faisant
varier le nombre de configurations aléatoires pour différentes densités cellulaires afin de sélectionner le
nombre de configurations nécessaires a 'obtention d’un tir croisé moyen stable. Comme présenté sur la
figure 3.12, le facteur S°7°**¢ converge rapidement en augmentant le nombre de configurations et d’autant
plus lorsque la densité cellulaire augmente. En considérant que la convergence est atteinte quand les va-
riations deviennent inférieures a 1%, le nombre de configurations retenu pour des densités de 5.10°, 1.106,

5.10% et 1.107 cellules/mL est respectivement de 50, 30, 10 et 6.
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FIGURE 3.12 — S5¢°¥s¢ en fonction du nombre de configurations de distribution aléatoire uniforme pour
quatre valeurs de densité cellulaire. Les valeurs de S°"°**¢ ont été normalisées par la valeur maximale,
pour chaque densité cellulaire.

La figure 3.13 présente la différence relative entre le tir croisé pour une distribution aléatoire de cellules
et la distribution idéale uniforme de référence, en fonction du rapport de la distance moyenne entre les

cellules et la longueur du volume d’étude.

25
— 2,5.105 cellules/mL
20 m— 5.10° cellules/mL
. m— 1.10% cellules/mL
g 15
E
S
X 10
5
0 0.2 0,3 0,4 0,5
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FIGURE 3.13 — Différence relative en % entre le facteur 5S¢ pour une configuration de cellules aléatoire
uniforme versus une distribution idéale uniforme (référence) en fonction du rapport d...,/L ; L étant la lon-
gueur du volume d’étude cubique ; d,,,, étant la distance moyenne inter-cellulaire et égal a 1/d'/? avec d la
densité cellulaire.

Les calculs ont été effectués pour trois valeurs de densités cellulaires : 2,5.10°, 5.10° et 1.10° cellules/mL.

Les résultats ont été représentés de couleur différente pour chaque densité.
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Lalignement de toutes les valeurs sur une méme courbe témoigne d’'une dépendance stricte entre le pour-
centage de différence des facteurs S¢"°**¢ pour une distribution aléatoire de cellules versus idéale uniforme
et le rapport entre la distance moyenne inter-cellulaire et la longueur du volume d’étude, quelle que soit la
densité cellulaire.

Les écarts relatifs sont cependant globalement plus faibles que ceux observés dans le cas d’'un réseau de
cellules. La différence relative atteint 23% a r=0,5 et diminue a 5% a r=0,36 puis a 1% a r=0,2.

Pour donner un exemple, une différence relative de 1% est atteinte a 1.10° cellules/mL et & 1.10° cel-

lules/mL respectivement pour un volume d’étude de longueur 0,1 cm et 0,04 cm.

3.3 Application de la méthode RDF a un modéle de culture cellulaire in vitro

Nous avons ensuite calculé puis comparé les valeurs de dose absorbée moyenne pour une distribution de
cellule hétérogéne dans un scénario in vitro d’incubation avec du '8F-FDG, en utilisant la méthode RDF par
deux approches : I'approche directe via le calcul LAMMPS des fonctions de distribution radiale de chaque
population de cellules (§ 2.6.1) et une approche basée sur I'approximation des configurations cellulaires

par des distributions idéales uniformes (§ 2.6.2).

Dans le tableau 3.5 sont présentés la dose auto-absorbée, le tir croisé et la dose non-spécifique qui ont
été calculés avec ces deux approches ainsi que les différences relatives.

Concernant la méthode LAMMPS, le temps de calcul a été de 10 minutes environ, ce qui est relativement
court par rapport a celui qui aurait été obtenu avec la méthode de référence, sachant que 20 configurations
aléatoires ont été générées pour obtenir le tir croisé moyen.

Lapproche simplifiée a permis de réduire le temps de calcul avec un facteur de 300 environ par rapport a
I'approche directe avec LAMMPS, mais au détriment du niveau de précision.

Le tableau 3.5 montre que la différence relative (-10,2%) provient majoritairement de D, 1, correspondant
a la dose regue par les cellules au sein d’un cluster provenant de I'activité dans les clusters eux-mémes. En
moyenne, le tir croisé a représenté 20% de la dose absorbée totale contre 25% et 55%, respectivement pour
la dose auto-absorbée et la dose non-spécifique provenant de I'activité dans le milieu. En conséquence,
les deux autres contributions participent & compenser I'écart li€ au tir croisé sur la dose totale, réduisant la

différence relative totale a -2,5 %.

124



Chapitre 3.

Tableau 3.5 — Comparaison de 'auto-absorption, tir croisé, dose non-spécifique et la dose totale en Gy cal-
culés avec deux méthodes : a) Approche directe avec LAMMPS ; b) Approche simplifiée (idéale uniforme).
2 = cellules isolées, 1 = cellules dans les clusters

Méthode a Méthode b  Différence relative (%)

Dauto 3,6.1072 -
Dmilieu 9588-10_2 -
Dica 2,12.1072 2,563.1072 -18,9
D1 o 6,11.1073 6,26.1073 -2,5
3 =D§roisé (Gy) 2,74.102  3,15.107! -15,2
Do o 6,23107‘3 6,26107‘3 -0,6
Do 4 9,79.1073 1,0.1072 -2,3
3 = Dgroise (Gy) 1,60.1072  1,63.1072 -1,6
Dgroisé 4,34.1072  4,78.1072 -10,2
Do 1,78.107'  1,83.107! -2,5
Temps de calcul (s) 611 2

4 Discussion

Les calculs dosimétriques réalisés a I'échelle multi-cellulaire reposent généralement sur des modéles
de distribution de cellules selon un réseau (surtout pour la modélisation de clusters compacts) ou une
configuration aléatoire. Ces hypothéses de modeéle sont rarement discutées alors que l'impact de la
configuration cellulaire sur la dose absorbée pourrait étre significatif dans certaines conditions.

Afin de mieux comprendre I'implication du type de configuration dans le calcul du tir croisé, nous avons
alors réalisé des calculs en faisant varier ce paramétre.

Cette étude a reposé sur la détermination de fonctions de distribution radiale rdf, qui reflétent la carto-
graphie spatiale d’'un systéme. Bien qu’étant communéments utilisées pour la description de structures
atomiques, leur transposition a I'échelle cellulaire dans le cadre d’'une évaluation dosimétrique est ici

originale.

Loutil de dynamique moléculaire LAMMPS a permis de modéliser des géométries de cellules 3D a dif-
férents degrés de complexité et de calculer rapidement les rdf. Nous avons pu implémenter un modéle
dosimétrique qui permet le calcul du tir croisé moyen avec une précision comparable a celle attribuée aux
méthodes de référence mais en offrant une plus grande flexibilité dans la modélisation.

A ce jour, peu d’études ont eu recours a des outils de DM pour la modélisation. Dans une étude récente,
Falzone et al. (9) ont utilisé un code de DM fait-maison afin de générer des distributions aléatoires de

cellules de tailles variables.
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4.1 Comparaison de la méthode RDF a la méthode de référence et au MIRDCell

Pour valider I'approche RDF, nous avons d’abord évalué la cohérence des valeurs de S°7°%*¢ avec celles
calculées par la méthode de référence et le logiciel MIRDCell.

La comparaison avec le MIRDCell pour plusieurs volumes de clusters sphériques a montré des différences
marquées, autour de 30%. Ces différences sont en partie liées aux écarts entre les facteurs S(r) générés
avec le MIRDCell et ceux estimés par simulation Monte-Carlo (code MCNP6), provenant des différentes
approches de calculs : le calcul des facteurs S du MIRDCell est basé sur une approche analytique et I'ap-
proximation de ralentissement continu, comme décrit par Goddu et et al. (99). Les différences entre les
deux méthodes ont été discutées dans un certain nombre de publications (112, 8, 126).

De plus, le logiciel du MIRDCell présente une périodicité artificielle dans les valeurs de S(r) qui augmente
avec la distance. Les mémes observations avaient été faites dans la publication de Marcatili et al. (118)
pour le radionucléide '""Lu (118).

Ensuite, les différences proviennent également de la méthode utilisée pour sommer les contributions de
tir croisé suivant les positions des cellules dans le modéle. Nous avons remarqué que dans le MIRDCell,
ce processus était appliqué avec les contraintes suivantes : les contributions des cellules placées a une
distance dont la valeur n’est pas un nombre entier ou au-dela du rayon du cluster ne sont pas incluses dans
le calcul.

Dans notre méthode, les contributions de toutes les cellules sources sont prises en compte par une inter-
polation fine des facteurs S(r) a chaque distance radiale. Ainsi, l'intégration partielle établie par le MIRDCell

conduit & une sous-estimation globale du facteur S°7°**¢, surtout dans le cas de petits clusters.

Les résultats obtenus par la méthode RDF sont tres proches des valeurs obtenues avec la méthode de
référence; les écarts étant inférieurs a 0,1%. Par ailleurs, la comparaison des performances de calcul a
révélé une réduction du temps de calcul considérable en utilisant la méthode RDF par rapport a la méthode
de référence. Le gain de temps est particulierement important pour la configuration aléatoire impliquant un

grand nombre de cellules. Pour 1.10° cellules, les calculs ont été 330 fois plus rapides.

Avec la méthode de référence, dans le cas d’'une configuration en réseau, I'étape de modélisation (partie
1) est globalement peu colteuse en temps de calcul. Du fait de I'arrangement périodique des cellules, les
positions sont décorrélées les unes des autres, ce qui facilite grandement la génération des coordonnées.
En revanche, dans le cas d’'une configuration aléatoire, le temps de calcul dédié a I'étape de modélisation
augmente considérablement avec le nombre de cellules. En effet, les coordonnées de cellules sont créées

les unes aprés les autres en vérifiant pour chacune qu'il n’y a pas de superposition avec celles déja créées.
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Or, pour un volume donné, la probabilité de générer des coordonnées dans des espaces libres devient de
plus en plus faible a mesure que le volume se remplit.

En guise d’exemple, la génération des coordonnées de 1.10° cellules a nécessité 38 000 secondes. Il faut
noter toutefois que ce calcul a été réalisé en considérant une densité cellulaire de 1.10% cellules/mL, ce
qui est relativement élevé par rapport a la gamme de densité cellulaire utilisée in vitro. Ainsi les temps de
calcul ont été relevés dans des conditions maximisantes. Dans le cas de densités cellulaires plus faibles,

des temps de calculs moins importants sont attendus.

La seconde partie du processus, correspondant au calcul des distances relatives a chaque cellule cible et
la somme des facteurs S(r), a exigé un temps de calcul croissant avec le nombre de cellules, indépendam-

ment de la densité cellulaire et du type de configuration.

Concernant la méthode RDF, la partie la plus chronophage correspond au calcul de la rdf. Les distances
cellule-cellule sont comptées sur une liste de voisins créée par LAMMPS jusqu’a la distance de coupure
sélectionnée. Plus la distance de coupure est élevée, plus le temps de calcul augmente. Dans I'exemple
donné dans le tableau 3.3, la rdf pour des conditions aux limites périodiques et une distance de coupure
de 250 um a été calculée en seulement 630 secondes.

Un avantage important est que cette fonction rdf a pu ensuite étre utilisée pour calculer le tir croisé pour
toutes les tailles de volume d’étude, en appliquant la fonction de correction des effets de bords appropriée.
En conséquence, quels que soient le nombre de cellules ou le type de configuration, le temps de calcul est

resté constant et significativement plus faible que celui associé a la méthode de référence.

4.2 Impact de la configuration géométrique sur le tir croisé

Une étude de linfluence de la configuration spatiale des cellules sur la dose absorbée a été menée en
fonction de la densité cellulaire et de la taille du volume d’étude.

Avec les outils LAMMPS et Python, le facteur S¢°*s¢ a été calculé avec la rdf spécifique & une distribution
aléatoire de cellules ou un arrangement selon un réseau (cs et cfc) puis comparé au facteur S¢°**¢ obtenu
pour une distribution idéale uniforme (i.e., g..y simplement égale a 1). Quelle que soit la configuration, les
écarts relatifs augmentent en diminuant la taille du volume d’étude et la densité cellulaire. De plus, la rdf
tend vers 1 aux grandes distances car les positions deviennent décorellées; les écarts relatifs diminuent

donc en augmentant le volume d’étude.
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4.2.1 Distribution aléatoire uniforme

Les résultats ont mis en évidence des écarts non négligeables (>5%), au-dela d’un rapport de la distance
moyenne inter-cellulaire sur la longueur du volume d’étude de 0,35. Ainsi, pour une faible densité cellulaire
telle que 1.10° cellules/mL, les écarts deviennent importants pour des volumes d’étude de longueur infé-
rieures a 0,06 cm, contre 0,03 cm pour une densité de 1.106 cellules/mL.

Dans le contexte d’'un radiomarquage de cellules dans un tube standard, les dimensions de volume d’étude
sont de I'ordre du cm. Ainsi, dans la gamme de densités cellulaires généralement utilisées (1.10° - 1.108
cellules/mL), on se retrouve plutoét dans des cas ou les écarts de tir croisé sont faibles.

Les distributions aléatoires de cellules peuvent étre alors approximées de maniére fiable par des distribu-
tions idéales uniformes (g, = 1) pour le calcul du tir croisé.

Cela signifie que, pour un radionucléide donné, une fois les facteurs S de paires obtenus, le calcul du tir
croisé peut étre effectué de maniére analytique, sans nécessité de décrire spatialement la distribution des
cellules. On peut donc s’affranchir de I'étape de modélisation, tout en réduisant nettement le temps de

calcul et sans compromettre la précision du résultat.

4.2.2 Configuration réseau

La configuration en réseau se caractérise par une périodicité des positions de cellules. Celle-ci se reflete
dans la rdf par une succession de pics a des intervalles donnés (cf. figure 3.2).

Le nombre de positions "vacantes" (c’est-a-dire ol g=0) augmente proportionnellement avec le parameétre
de réseau, ce qui conduit a une augmentation linéaire des pourcentages de différence entre la rdf du réseau
et celle d’'une distribution idéale uniforme (g=1) lorsque le parametre de réseau ou la distance moyenne

inter-cellulaire augmente.

Nous avons vu que, globalement, les écarts sont plus importants que ceux obtenus pour une distribution
aléatoire de cellules. Pour des densités cellulaires inférieures a 1.10° cellules/mL, les différences dépassent
les 10% pour des volumes d’étude de longueur inférieure a 0,2 cm dans le cas d’un réseau cs.

Pour le méme paramétre de réseau, les distances moyennes sont plus faibles pour le réseau cfc et donc la
densité est plus forte, expliquant par ailleurs des écarts plus faibles entre les facteurs S °*¢ pour le réseau
cfc versus la distribution idéale uniforme.

Il faut donc étre prudent dans I'utilisation d’un arrangement de cellules selon un réseau et plus générale-
ment dans le calcul du tir croisé a partir d’'une seule configuration géométrique. On peut s’attendre toutefois
a ce que 'addition de 'auto-absorption et la dose non-spéficique au tir croisé dans la dose absorbée totale

conduise a une réduction de I'impact du biais, d’autant plus lorsque I'efficacité de marquage est importante.
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Dans le cas de la modélisation de clusters compacts de cellules de rayons de I'ordre du mm, quelle que
soit la configuration choisie, nos résultats montrent qu'il est possible d’approximer la distribution de cellules

par une distribution idéale uniforme de maniére fiable.

Enfin, il faut souligner que la configuration réseau correspond a une description discontinue de la matiere
qui entraine I'apparition de régions de vides au niveau des bords dés lors que le volume d’étude considéré
n’est pas de taille proportionnelle au parametre de réseau (figure 3.14). Cela conduit in fine a une variation
de la densité cellulaire globale. Or, la rdf calculée par LAMMPS est systématiquement normalisée par la
densité globale. Ainsi, si ce modele de configuration est choisi, il estimportant de prendre en considération

cet aspect lors du calcul de la rdf avec LAMMPS.
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FIGURE 3.14 — Exemple d’un réseau cubique simple. La distribution périodique des cellules crée des varia-
tions globales de la densité pour certains volumes, a cause des espacements au niveau des bords.
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4.3 Application de la méthode RDF a un modéle de culture cellulaire in vitro

La méthode RDF a finalement été appliquée a un cas hypothétique d’expérience in vitro de radiomarquage
de cellules au '®F-FDG. Le modeéle de culture considéré était constitué d’'un mélange de cellules isolées et

de petits clusters de cellules suspendus dans une solution radioactive de '8F-FDG.

Ce cas pratique a permis de montrer le potentiel de la méthode et de I'outil LAMMPS pour gérer des calculs
avec une géométrie plus complexe incluant des hétérogénéités spatiales avec un temps de calcul relative-

ment court (611 secondes) par rapport a ce qui aurait été attendu avec la méthode de référence.

En paralléle, les calculs ont également été réalisés en approximant les distributions cellulaires par des dis-
tributions idéales uniformes, ce qui a permis de mettre en perspective les résultats précédents concernant
'impact de la configuration géométrique sur la dose.

Les résultats ont montré que le tir croisé obtenu avec les deux méthodes présentait des différences non
négligeables, autour de 10%, la contribution la plus importante provenant du tir croisé pour les cellules
de clusters vers les cellules de clusters (D;,1). La contribution majoritaire a cet écart correspond a I'ap-
proximation de la distribution des cellules selon un réseau au sein des clusters par une distribution idéale
uniforme. Le pourcentage de différence de 18,9% est en accord avec les courbes présentées figure 3.11,
pour un rayon de cluster de 3.10~3 c¢cm et une densité de 1.10° cellules/mL (a ~ 0,002 et a/L ~ 0,35).

Les autres contributions (D, », D§"°**¢) sont similaires pour les deux méthodes, avec des différences re-
latives en dessous de 2,5%. Lauto-absorption et la dose non-spécifique ont été calculées pour évaluer
I'impact sur la dose absorbée totale. Les contributions de I'auto-absorption et du milieu ont permis de faire
diminuer significativement les écarts sur la dose absorbée totale a 2,5%. Dans le cas d’'un pourcentage
d’activité dans le milieu plus élevé ou une densité de cellules isolées plus faible, les écarts seraient encore

réduits.

4.4 Modele dosimétrique et utilisation de LAMMPS : limitations et perspectives

Des considérations intéressantes ont découlé de l'utilisation de LAMMPS pour les calculs dosimétriques.
Concernant le processus de modélisation, I'implémentation des conditions aux limites périodiques a été
une approche utile pour manipuler de grandes distributions cellulaires.

Tout d’abord, elle a permis de limiter 'occupation de la mémoire et le temps de calcul en répliquant la boite
de simulation dans les trois dimensions spatiales, créant ainsi des cellules “fantémes” qui sont prises en
compte lors du calcul. Ensuite, le calcul de la rdf avec les conditions aux limites périodiques puis I'appli-

cation d’'un facteur de correction analytique pour prendre en compte les effets de bords ont constitué une
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fagon économique de calculer la dose, évitant ainsi de modéliser la distribution cellulaire pour chaque vo-

lume considéré.

Nous devons garder a I'esprit toutefois que la génération de distributions aléatoires de cellules en milieu
infini par réplication de la boite de simulation dans les trois dimensions (conditions aux limites périodiques)
rend les distributions seulement pseudo-aléatoires. La périodicité induite peut introduire un biais dans la rdf
et dans le calcul de dose. De plus, la réplication de la boite fait apparaitre des pics anormalement élevés de
maniére périodique aux distances r correspondant aux multiples de la taille de la boite. A titre d’exemple,
pour une boite de simulation cubique de coté L, des pics artificiels aux distances {L,+/2L,/3L,2L,...}

apparaissent comme le montre la figure 3.15.
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FIGURE 3.15 — Exemple de pics artificiels dans la fonction de distribution radiale induits par les conditions
aux limites périodiques.

Pour limiter I'impact de cet effet sur la dose, la boite de simulation primaire doit étre raisonnablement
grande. Pour nos calculs, nous avons vérifié au préalable que la présence de ces pics artificiels n’avait
pas d’impact significatif sur la dose absorbée. Dans le cas ou I'impact est non négligeable, on peut facile-
ment corriger cet artefact en appliquant un filtre fenétre, ramenant la valeur de g(r) pour ces distances a la

moyenne sur la fenétre.

Il faut également souligner que le modéle proposé est générique et adapté a la prise en compte de toutes
les variables qui influent potentiellement sur la dose. Ici, les variables de taille des cellules et d’activité intra-
cellulaire n’ont pas été considérées. Toutefois, il est tout a fait envisageable de modéliser une population de
cellules de taille variable avec LAMMPS et d’assigner a chaque cellule une taille de cellules et une activité

cumulée intra-cellulaire par échantillonnage de distributions prenant en compte la moyenne et I'écart-type
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de données expérimentales.

Finalement, dans les études réalisées dans ce chapitre, des commandes LAMMPS ont été utilisées pour
modéliser des structures en réseau (statiques) ou générer des échantillons purement statistiques de distri-
butions aléatoires sans tirer avantage de I'approche par dynamique moléculaire offerte par le code.

Il serait intéressant d’explorer les fonctionnalités de dynamique dans le cadre d’études dosimétriques.
Dans le cas de distributions aléatoires de cellules, le fait de moyenner g(r) sur de multiples configurations
aléatoires revient a balayer différentes positions possibles, ce qui explique que la fonction tende vers celle
d’une distribution idéale homogéne. Plus la densité cellulaire est faible, plus le nombre de configurations a
générer pour que la valeur de S°°**¢ converge est élevé; autrement dit, plus la dispersion de la fonction
g(r) associée a chaque configuration individuelle est susceptible d’étre importante.

On peut alors se poser la question de la représentativité d’'une rdf moyenne pour la distribution aléatoire
dans certains cas.

Des calculs de rdf plus réalistes pourraient étre réalisés sur LAMMPS en passant d’'une modélisation d’'une
distribution aléatoire uniforme purement statistiqgue a une distribution prenant en compte de maniere réa-
liste la dynamique des cellules.

Dans le cas concret d'une incubation de cellules en suspension dans une solution radioactive pour réaliser
un radiomarquage, on peut alors imaginer deux scénarios :

— La solution est régulierement agitée : dans ce cas, la modélisation du systéme par une distribution
aléatoire uniforme a partir d’'une moyenne statistique sur un échantillon de configurations aléatoires
semble appropriée.

— Les cellules ne sont pas agitées : soumises a la pesanteur, celles-ci sédimenteront progressivement
au fond du tube.

Dans cette perspective, nous avons réalisé une étude préliminaire portant sur la modélisation du processus
dynamique de sédimentation. Elle est présentée dans I'annexe 2, §2.

Brievement, la dose absorbée moyenne en considérant trois modéles différents : (i) un modéle de suspen-
sion cellulaire statique négligeant la sédimentation, (ii) un modéle binaire comprenant une configuration de
cellules en suspension entre 0 et le temps pour lequel toutes les cellules ont théoriquement sédimentées,
et (iii) un modéle semi-réaliste avec une configuration cellulaire ou la densité effective varie au sein de la
distribution de cellules et au cours du temps pour refléter la sédimentation continue des cellules.

La comparaison des doses a mis en évidence un écart de dose important entre le modéle sans sédimenta-
tion et les deux autres, démontrant ainsi 'importance de la prise en compte de ce processus dans le calcul

de dose.
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5 Conclusion

Dans ce travail, nous avons proposé une méthode originale pour calculer rapidement le tir croisé aux
cellules, basée sur l'utilisation de fonction de distributions radiales. Le code LAMMPS a été utilisé pour
modéliser et calculer la rdf dans différentes conditions de densité cellulaire, taille de volume et types de
configuration (aléatoire ou réseau). Bien que la méthode proposée soit adaptée a tout type de radionucléide,
celle-ci a été appliquée ici au cas d’'un radiomarquage de cellule avec du ®F-FDG utilisé pour I'imagerie
TEP puis validée par comparaison avec la méthode de référence implémentée dans le chapitre 2 et le logi-
ciel MIRDCell. La nouvelle approche basée sur la rdf en utilisant le code LAMMPS a permis d’obtenir des
résultats avec un gain de temps considérable ; le temps de calcul diminuant de quelques heures a quelques

secondes pour des modeles de plus de 1 million de cellules, par rapport a la méthode de référence.

La méthode RDF a ensuite été utilisée pour évaluer de maniere systématique I'impact de la configuration
spatiale des cellules sur le tir croisé en fonction de la densité cellulaire et du volume d’étude. La rdf a été
calculée pour une configuration de cellules selon un réseau cubigue (cfc ou cs) et une configuration aléa-
toire de cellules et les valeurs de croisé ont ensuite été comparées a celles obtenues pour une distribution
idéale uniforme (g,.s=1).

Les résultats ont montré des écarts qui augmentent en diminuant la densité cellulaire et la taille du volume
d’étude. Dans le cas de la distribution aléatoire uniforme, des différences relatives significatives (>5%) ont
été obtenues pour des volumes de tailles trés limitées (<0,05 cm de longueur) et de faibles densités cellu-
laires (<5.10° cellules/mL).

Dans ces conditions, LAMMPS apparait comme un bon outil pour générer des configurations aléatoires
et calculer la rdf moyenne de maniére rapide et fiable. Dans les autres cas ou les écarts sont considérés
comme négligeables, une perspective forte est offerte : celle de permettre le calcul de la dose absorbée
sans nécessiter d’étape de modélisation de la distribution des cellules et sans perte de précision de calcul.
De plus, nous avons montré que la configuration de cellules selon un réseau cubique pouvait introduire un
biais dans le tir croisé par rapport a une distribution idéale uniforme ou une distribution aléatoire de cellules.
Dans le cas d’un réseau cubique simple (cs), des écarts a plus de 5% ont été calculés pour des densités
cellulaires inférieures a 1.106 cellules/mL et pour des volumes de longueurs dépassant le parcours maximal
des 51 du '8F (2,4 mm). Dans la gamme de densité cellulaire 8.10%-1,25.108 cellules/mL, les longueurs de

volume d’étude pour ces mémes écarts varient entre 0,15 cm et moins de 0,015 cm.

Enfin, le travail présenté dans ce chapitre a permis de montrer 'intérét de I'outil LAMMPS et de 'application

de la méthode RDF a des géométries plus complexes composées de plusieurs populations de cellules avec
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des caractéristiques spatiales différentes.

Il apparait également que I'utilisation de sa fonctionnalité de dynamique moléculaire pourrait étre explorée
davantage afin de tirer profit de la fonction de dynamique moléculaire.

Dans cette perspective, une étude préliminaire concernant le calcul de la dose moyenne délivrée aux cel-
lules lors d’'un radiomarquage au '8F-FDG a été réalisée en modélisant une population de cellules en
suspension affectées d’un processus de sédimentation au cours du temps (présentée dans I'Annexe 2, §2).
Ces fonctionnalités devraient également permetire de modéliser de maniére plus réaliste la cinétique de
distributions de cellules en tenant compte par exemple des propriétés mécaniques des cellules (viscosité,

élasticité) et de leurs interactions dans un liquide.

Dans ce chapitre 3 et le précédent, nous avons développé et optimisé des outils de calcul de la dose
absorbée moyenne dans différentes configurations de cellules en prenant en compte des variables de
marquage in vitro telles que la densité cellulaire et I'efficacité de marquage. Les études paramétriques
ont permis de mieux appréhender les paramétres importants a prendre en compte dans le calcul, et leur
implication dans le dépét de dose.

Le chapitre suivant est consacré a I'étude expérimentale de la relation dose-effet de cellules radiomarquées
in vitro au '8F-FDG afin d’étudier I'impact de ce type de radiomarquage sur les cellules et d’apporter de
nouvelles données radiobiologiques. Les outils de calculs développés ici seront utilisés pour élaborer un
modéle dosimétrique réaliste permettant de calculer la dose moyenne délivrée aux cellules au cours du

radiomarquage et de les corréler aux effets biologiques.
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1 Introduction

Pour rappel, dans le cadre du suivi de cellules par imagerie TEP, le radiomarquage au '®F-FDG est particu-
lierement étudié en raison de la facilité de production du '®F-FDG et du potentiel d’un transfert plus rapide
du protocole vers un cadre clinique (216, 85).

Le succes d’un telle procédure repose, en théorie, sur la capacité du radiomarquage a induire une incorpo-
ration stable et spécifique du radiopharmaceutique dans les cellules, et cela, sans altérer la fonctionnalité
normale des cellules ou leur viabilité pouvant impacter la biodistribution in vivo et donc l'interprétation des
images (70).

Les données de la littérature sur le sujet ne sont actuellement pas suffisantes pour établir une conclusion
claire sur la cytotoxicité du radiomarquage. Une partie des difficultés rencontrées dans I'analyse des don-
nées est liée au fait que nombre d’études se limitent a une mesure de viabilité, a des temps trés précoces
(<24h), qui ne permettent pas de détecter les effets différées sur l'intégrité des cellules. D’autre part, I'as-
pect dosimétrique est peu abordé dans la littérature ou les effets biologiques sont davantage exprimés en
termes de valeurs d’activité (Bg/cellule) qu’en termes de valeurs de dose (Gy) (52, 89, 32, 80, 217). Cet
écueil conduit a une difficulté d’interprétation des résultats et limite la comparaison entre les différents tra-
vaux, d’autant plus que les paramétres de marquage varient beaucoup d’'une étude a l'autre. Lévaluation
précise de la dose aux cellules est cruciale pour mieux comprendre la relation entre les paramétres phy-

siques et les effets observés.

Le travail présenté dans ce chapitre s’inscrit dans la perspective de mieux appréhender les enjeux qui sous-
tendent la procédure de radiomarquage et d’éclairer les pratiques actuelles afin d’établir, dans le futur, des

protocoles de marquage de maniére plus harmonisée.

Les outils de calculs développés dans les chapitres précédents ont été utilisés afin d’étudier I'impact du ra-
diomarquage par le biais d’une étude expérimentale de la relation dose-effet appliquée au cas du *F-FDG.
Pour cette étude, nous avons sélectionné deux modéles cellulaires différents, en lien avec les applications
de radiomarquage présentées dans le chapitre 1 (cf. Chapitre 1, §3) : des cellules souches mésenchyma-
teuses du tissu adipeux (adCSM) et une lignée cellulaire immortalisée de lymphocytes T CD4 humaines
(JURKAT). Cette derniére est fréquemment utilisée pour les études de la réponse cellulaire a I'irradiation et

présente un intérét pour I'étude des thérapies cellulaires basées sur les lymphocytes T (218, 219).

D’un point de vue expérimental, une premiéere étape a été consacrée a la mise au point d’un protocole de

radiomarquage fiable et reproductible puis a la réalisation d’'une étude préliminaire de caractérisation du
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radiomarquage afin d’analyser I'influence de divers paramétres expérimentaux sur I'efficacité et la stabilité
du '8F-FDG. Les expériences de radiomarquage au '®F-FDG ont été réalisées sur la plateforme du Service
Hospitalier Frédéric Joliot (SHFJ), en collaboration avec le Laboratoire de Radiotoxicologie et Radiobiologie

expérimentale (LRTOX) de 'lRSN.

Des tests de clonogénicité ont ensuite été réalisés afin d’établir des courbes de survie en fonction de la
dose absorbée. De plus, une analyse quantitative des CDB de I'ADN radio-induites dans les cellules a été
poursuivie.

Des irradiations ont été réalisées en paralléle sur un accélérateur linéaire médical (LINAC), a 4 MV, dis-
ponible & I'RSN, afin de mettre au point les tests fonctionnels et finalement pour comparer les résultats a

ceux obtenus aprés radiomarquage au '*F-FDG.

Le second versant de I'étude a concerné le développement d’'un modéle dosimétrique représentatif du
dispositif expérimental pour corréler les effets observés a des doses précises ainsi qu’'une étude de carac-
térisation des incertitudes associées a la dose absorbée.

Ce modéle dosimétrique a été utilisé pour (i) définir les gammes d’activité a appliquer lors des tests fonc-
tionnels pour obtenir une gamme de doses comparable a celle de l'irradiation externe et, (ii) calculer les
doses moyennes délivrées au noyau cellulaire au cours du radiomarquage de maniére personnalisée en

prenant en compte I'ensemble des grandeurs d’influence spécifiques a chaque expérience.

2 Matériels et méthodes expérimentales

2.1 Cellules et conditions de culture

2.1.1 JURKAT

Les cellules JURKAT ont été cultivées en suspension dans des flasques de 75 cm? & 37°C et 5% de CO,
pendant quelques jours jusgu’a atteindre une densité de I'ordre d’une dizaine de millions de cellules/mL. La
composition du milieu du culture est présentée dans le tableau 4.1. Les cellules ont été ensuite collectées
par centrifugation (8 minutes a 400g), énumérées, puis remises en flasques a 5 000 cellules/mL dans 20

mL de milieu de culture.

2.1.2 Cellules souches mésenchymateuses dérivées du tissu adipeux (adCSM)

Les cellules souches mésenchymateuses sont des cellules adhérentes primaires ayant un nombre de di-

visions cellulaires limité. Dans le cadre de nos expérimentations, les cellules ont été obtenues a partir de
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tissu adipeux de rats. Six lots de cellules ont été extraits précédemment de rats différents. Afin de vérifier
la qualité des lots de cellules produits, une évaluation de leur capacité a former des colonies a été réalisée.
De plus, les cellules ont été marquées par des marqueurs d’antigénes spécifiques (CD29, CD73, CD90 et
CD106) et non-spécifiques (CD34, CD45, CD44H).

Les cellules ont ensuite été conservées sous forme d’aliquots de 1 million de cellules a -150°C, jusqu’a

utilisation ultérieure pour les expérimentations.

Aprés décongélation d’un lot, les cellules ont été mises en culture dans des flasques de 75 cm? dans un
milieu de culture (composition indiquée dans le tableau 4.1) permettant leur expansion en monocouche. Le
milieu de culture a été changé deux fois par semaine et a quasi-confluence, un passage a été réalisé. Le
principe du passage est de repiquer les cellules dans une nouvelle flasque avec du milieu de culture neuf,
a une densité plus faible, pour maintenir la culture. Plus précisément, les cellules ont été rincées deux fois
en solution de tampon au phosphate (STP), puis détachées en les incubant 5 minutes a 37°C avec de la
trypsine (5 mL/flasque). Apres ce temps d’incubation, du milieu de culture a été ajouté pour stopper I'action
de la trypsine. Les cellules ont ensuite été collectées par centrifugation, énumérées et ré-ensemencées.

Les cellules au deuxiéme passage (P2) ont été utilisées pour les expérimentations in vitro.

Tableau 4.1 — Composition des milieux de culture pour les cellules JURKAT et adCSM.

JURKAT adCSM
Milieux Milieu RPMI 1640 (31870074, Fisher) Milieu MEM-« (Sigma Aldrich, 51412C)
10% Sérum de veau feetal (SVF) (10270106, Fisher)

Suppléments 1% de peniciline/streptomycine (Sigma Aldrich, P4333-100ML)

1% de glutamine (Fisher, 25030081)

2.2 Caractérisation du marquage au *F-FDG

2.2.1 Principe du radiomarquage

Le radiopharmaceutique '8F-2-fluoro-2-deoxy-D-glucose (**F-FDG) correspond a I'association du radionu-
cléide '8F et du FDG, un analogue du glucose, par remplacement du deuxiéme groupement hydroxy! (OH)
du FDG par un atome radioactif de '3F. Le radiopharmaceutique est transporté a I'intérieur des cellules via
les transporteurs du glucose présents sur la membrane des cellules, de la méme fagon que le glucose. Il est
ensuite phosphorylé par 'enzyme hexokinase en FDG-6-phosphate qui, n’étant pas un substrat des autres

enzymes de la glycolyse, se retrouve ainsi piégé dans le cytoplasme de la cellule (181, 88). Le processus
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de captation du ®F-FDG est illustré figure 4.1.

8F-FDG

BF-FDG

J Hexokinase

18F_FDG-6P

FIGURE 4.1 — Mécanisme d’internalisation du FDG dans les cellules (181).

Ainsi, une simple incubation des cellules avec le *®*F-FDG permet de radiomarquer les cellules. La pro-
cédure nécessite cependant de soumettre, en amont, les cellules a une privation de glucose afin d’éviter
la compétition entre le glucose et le FDG au niveau des transporteurs membranaires. Pour cela, le milieu
de culture a été systématiquement retiré et remplacé par de la solution STP au moins une heure avant le
radiomarquage.

Le ®F-FDG utilisé pour 'ensemble des expérimentations in vitro a été fabriqué par un cyclotron de la so-
ciété Curium. Les premiéres expériences de radiomarquage '®F-FDG ont été dédiées a la caractérisation
de l'efficacité de marquage i.e., le pourcentage d’activité incorporée dans les cellules, dans différentes

conditions expérimentales, pour les deux types cellulaires étudiés.

2.2.2 Mesure de I'efficacité de marquage

Définition. Lévaluation de I'efficacité de marquage (Eff.) repose sur le rapport de la mesure de I'activité
incorporée dans les cellules a la fin de la période d’incubation (A..;) des cellules avec le '8F-FDG et

I'activité totale présente dans le tube (A;.:). Elle se calcule comme suit :

Eff.(%) =100 x f;‘f”

(4.1)

tot

Conditions de marquage. Des expériences de radiomarquage au '*F-FDG ont été réalisées avec les
cellules JURKAT et adCSM dans diverses conditions de concentration en insuline (Ul/mL), de densité
cellulaire, d’activité volumique et de temps d’incubation, indiquées dans le tableau 4.2.

Chaque expérience a été reproduite trois fois et chaque condition en triplicat. Le processus d’amplification
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Tableau 4.2 — Parametres expérimentaux utilisés pour I'évaluation de I'efficacité de marquage pour les
cellules JURKAT (a) et adCSM (b).

(a) JURKAT

Conc. insuline (UI/mL)  Densité cell. (/mL)  Act. volumique (MBg/mL) Temps d’incubation (min)

1,5,10, 20 5.106 20 60
0 2.10%, 5.106, 10.10° 20 60
0 5.10° 5,10, 20, 40 60
0 5.106 20 15, 30, 45, 60, 90, 150
(b) adCSM

Conc. insuline (Ul/mL) Densité cell. (/mL) Act. volumique (MBg/mL) Temps d’incubation (min)

1,5,10, 20 2.106 20 60
0 2.106 5,10, 20, 40 60
0 2.108 20 15, 30, 45, 60, 90, 150

des adCSM étant plus lent et limité, la densité cellulaire de référence (2.10° cellules/mL) a été fixée a une

valeur plus faible que celle des JURKAT (5.10° cellules/mL).

Protocole. Les cellules ont été lavées deux fois en STP, comptées, puis mises en suspension en tube a
la densité sélectionnée dans une solution de STP, supplémentée de SVF a 1%. Pour collecter les cellules
adCSM, la méme procédure de décollement par trypsine que celle décrite dans le paragraphe 2.1 a été
utilisée. Les cellules ont été maintenues en solution STP (c’est-a-dire en déprivation de milieu nutritif)
pendant au moins une heure avant I'ajout du '‘®F-FDG. Ces étapes de préparation des échantillons ont été
réalisées en condition stérile, sous flux laminaire. Le '8F-FDG a ensuite été ajouté dans chaque tube, dans

un volume total de 0,4 mL pour les JURKAT comme pour les adCSM.

Radiomarquage Lavages (x2) et séparation cellules/surnageant Mesure de I'activité

— Prélévement

a
d'un aliquot de volume

e -
B recnaso
Activité (MBg/mL) -
Densité cellulaire (/mL) '—/
Temps d'incubation

Insuline (UI/mL) - -

Efficacité de marquage (%)
=100* (A +A

cellule cellule SN tot)

18F-FDG + PBS

cellules SN total

FIGURE 4.2 — Représentation des principales étapes pour la mesure de l'efficacité de marquage pour
un échantillon. Aprés incubation des cellules avec le *F-FDG dans un tube, les cellules et le surnageant
(SN) sont séparés par centrifugation afin de mesurer 'activité contenue dans chacune des composantes et
déterminer l'efficacité de marquage.
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Aprés incubation des cellules en présence du '®F-FDG pour la durée sélectionnée, le protocole suivi pour
la mesure de l'efficacité dans chaque tube de marquage, dont le principe est illustré figure 4.2, a été le
suivant :

— 1¢7¢ centrifugation des cellules pendant 8 minutes & 400 g,

— Transfert du surnageant dans un autre tube (T,,,),

— Resuspension des cellules dans 2 mL de STP,

— 2¢me centrifugation des cellules pendant 7 minutes a 1500 rpm,

— Transfert du surnageant total dans le tube T,

— Resuspension des cellules dans 1 mL de STP,

— Prélévement d’un aliquot de cellules et de surnageant du tube T, (10 ul),

— Mesure du taux de comptage pour chaque aliquot au compteur gamma (Cobra |l Auto-Gamma 5010,

Packard Instrument).

Le compteur gamma mesure le taux de comptage, c’est-a-dire le nombre de coups détectés par unité
de temps et la conversion des coups en activité (Bq) dépend des valeurs de calibration du détecteur. Dans

notre cas, un comptage en coups par minute (cpm) a été réalisé, avec I'équivalence suivante : 1 cpm = 1 Bq.

Un tube témoin de cellules sans activité, ainsi qu’'un tube témoin sans cellule avec de l'activité ont été
systématiquement passés au compteur. Le témoin positif a permis de contrdler I'exactitude de l'activité
ajoutée dans les tubes. Par ailleurs, lors de la séparation du surnageant du culot cellulaire, une petite
quantité de surnageant subsiste au fond du tube (une dizaine de pL dans notre cas), dont l'activité sera
alors prise en compte dans la mesure associée aux cellules. Pour vérifier que I'activité associée a ce volume
était négligeable, un aliquot du surnageant issu du deuxiéme lavage a systématiquement été prélevé et

passé au compteur gamma.

2.2.3 Stabilité du radiomarquage

Une perte progressive de l'activité incorporée dans les cellules peut avoir lieu par un processus de dé-
phosphorylation et hydrolyse du '®F-FDG (220). Aprés un temps d’incubation de 60 minutes, la stabilité du
radiomarquage au '8F-FDG a été évaluée en mesurant le pourcentage de 'activité restant dans les cellules
a différents temps apres la fin du radiomarquage (30, 60 et 90 minutes).

Ces mesures de stabilité ont été réalisées pour des conditions fixes de densité cellulaire pour les adCSM
et JURKAT (respectivement 2.10° et 5.10¢ cellules/mL) d’activité volumique (20 MBg/mL) et en absence

d’insuline.

A chaque temps post-marquage sélectionné, la suspension de cellules marquées a été centrifugée et des
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aliquots de surnageant et de cellules ont été prélevés afin de mesurer leur activité respective avec le
compteur gamma.

La stabilité du marquage a été calculée ainsi :

Acell (f)

Stabilite (1) (%) = G T (Asn (D)

x 100 (4.2)

avec A..i(t) et Asn(t) les activités mesurées respectivement dans les cellules et le surnageant au temps
L

Les activités mesurées ont été corrigées de la décroissance, telles que :

Ait) = Ault) x exp (242

p

X (ty, — 1)) (4.3)

avec i=cell ou SN;; ¢,,, le temps de mesure et T, la période physique du '®F-FDG.

2.3 Tests fonctionnels in vitro

2.3.1 Choix des paramétres biologiques et des techniques expérimentales

Lobjectif était de concevoir des conditions de radiomarquage homogénes et des tests in vitro robustes pour
les adCSM et les JURKAT, permettant de comparer et d’analyser, pour une gamme de dose, la réponse
cellulaire aux dommages a I'ADN et le devenir cellulaire. Le plan expérimental est illustré figure 4.3.

Aprés radiomarquage des cellules au *®F-FDG ou irradiation externe aux rayons X, une partie des cellules
a été mise en culture afin d’évaluer la survie clonogénique aprés une dizaine de jours d’'incubation, tandis
gu’une autre partie des cellules a été mise en culture dans plusieurs échantillons puis fixée a 1h, 24h et
72h afin d’évaluer la cinétique de dommages/réparation des cassures de I’ADN et le cycle cellulaire. Pour

cela, des marquages immunofluorescents respectivement des foci yYH2AX et de 'ADN ont été réalisés.

Nous avons fait le choix d’'une analyse des foci YH2AX par mesure au cytométre en flux qui est avanta-
geuse pour (i) sa rapidité d'implémentation et (ii) sa capacité d’analyse quantitative a I'échelle de la cellule
unique de plusieurs paramétres simultanément.

Un protocole de marquage immunofluorescent et d’analyse au cytométre de flux ont ainsi été développés
pour effectuer, sur une méme population de cellules, une mesure rapide et reproductible de l'intensité de
fluorescence relative yH2AX en fonction du cycle cellulaire.

Etant donné que les cellules sont radiomarquées en suspension, il faut noter qu’une analyse par microsco-
pie aurait posée des difficultés techniques car la visualisation des foci s’effectue sur lame avec les cellules

immunomarquées devant étre fixées au support. Or, le temps de mesure a 1h post-marquage était trop
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précoce pour que les cellules adCSM aient le temps d’adhérer de nouveau sur lame. Les cellules JURKAT,
quant a elles, sont non-adhérentes. Des solutions de fixation sur lame existent (cytospin ou support de
gélatine), mais celles-ci ne sont pas optimales et nécessitent un temps de mise en oeuvre trop long pour

visualiser les foci au temps 1h post-incubation.

Radiomarquage au "*F-FDG Mesure de
la survie cellulaire
A . .
ﬁ Mise en culture Coloration et

des cellules numération
£

T Traitement T

0™ descellules T he— e =T +24h —— = = =T +72h e = T +14j H

Irradiation externe (Rayons X) l

- B Fixation des cellules et
RS . conservation a -20°C

HEN £
- H L Marquages immunofluorescents
< et mesures au cyto. de flux

Cinétique du signal yH2AX
et cycle cellulaire

FIGURE 4.3 — Plan expérimental. Chronologie des étapes expérimentales pour I'étude comparée des effets
biologiques du radiomarquage et de l'irradiation externe aux cellules JURKAT et aux cellules adCSM.

2.3.2 Protocole de marquage et d’irradiation des cellules

Irradiation. 4.106 cellules ont été remises en suspension en tube dans 4 mL de milieu de culture.

Les irradiations ont été réalisées avec 'accélérateur ALPHEE (Accélérateur linéaire pour la production de
photons et d’électrons) de 'IRSN. Il s’agit d’'un appareil de radiothérapie permettant d’irradier une large
gamme d’échantillons biologiques : cellules, sang ou tissus animaux (rongeurs, mini-pigs).

La plateforme a été utilisée pour délivrer des rayonnements X a 4 MV avec un champ d’irradiation 30x30
cm, a un débit dose de 2,5 Gy/min en moyenne. Les tubes contenant les cellules ont été placés a 1 métre
de la source dans une cuve d’eau puis irradiés a température ambiante.

Les doses délivrées au niveau des cellules étaient : 0,5, 1, 2, 3 et 4 Gy pour les JURKAT et 1, 2, 5 et 10 Gy

pour les adCSM avec une incertitude relative sur la dose de 5%.

Radiomarquage. Pour les expériences de radiomarquage, les cellules ont été remises en suspension en
tube dans une solution de '8F-FDG diluée en STP & une densité de 5.10° cellules/mL et un volume total

respectivement de 0,5 mL et 1 mL pour les adCSM et les JURKAT. Un tube par activité, un tube témoin
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(avec cellules et sans activité) et un tube sans cellule avec activité ont été préparés en triplicat.

Les cellules ont été récoltées, lavées, puis comptées.

Afin de mieux appréhender I'évaluation de I'incertitude associée au nombre de cellules qui sera effectuée
dans la partie 3, des précisions sur la méthode de numération sont apportées. La numération des cellules
vivantes est réalisée manuellement a I'aide d’'une lame de malassez, avec un volume de 10 pL de sus-
pension cellulaire diluée au bleu de trypan au 1/10. Le petit volume de suspension cellulaire est étalé sur
un quadrillage par capillarité entre la lame et une lamelle. La lame est ensuite mise sous microscope et
les cellules sont comptées sur un nombre suffisant de carrés du quadrillage pour atteindre au moins 100
cellules. Le volume d’'un rectangle quadrillé étant de 0,01 pL, il est alors possible d’estimer la concentration

de cellules moyenne.

Les activités volumiques de '8F-FDG étaient pour les JURKAT : 1,5, 2,5, 5, 8, 11 MBg/mL et pour les
adCSM : 2,4, 5, 11, 23 MBg/mL. La sélection de ces gammes d’activités a reposé sur des calculs dosi-
métriques prévisionnels basés sur les données d’efficacité de marquage obtenues dans I'étude de carac-
térisation, afin que les doses délivrées aux cellules soient comparables a celles utilisées pour l'irradiation
externe.

Pendant 'incubation avec le '8F-FDG, les cellules ont été mélangées toutes les 10-15 minutes. Aprés 60
minutes d’incubation, pour stopper le marquage, les cellules ont été centrifugées (5 min a 1500 rpm), puis
resuspendues dans 2 mL de milieu de culture. Elles ont ensuite été centrifugées de nouveau puis resus-
pendues dans 2 a 4 mL de milieu de culture avant ensemencement pour les différents tests fonctionnels.
Des aliquots de surnageant et de suspension cellulaire ont été prélevés pour mesure de I'activité avec le
compteur gamma. Lensemble de la procédure de radiomarquage a été réalisé sous hotte de culture de

facon a préserver la stérilité des cultures de cellules.

2.3.3 Protocoles d’étude de la survie clonogénique

Survie clonogénique des adCSM : test CFU-F. Apres radiomarquage ou irradiation, une partie des
adCSM a été ensemencée en triplicat dans des flasques de 25 cm? a plusieurs densités cellulaires, indi-
quées dans le tableau 4.3.

Les cellules ont été mises en culture a 37 °C pendant 10 & 14 jours et les colonies formées appelées colony-
forming unit fibroblast (CFU-F) ont été révélées par une coloration de May-Grliinwald-giemsa, aprés ringage

des flasques au STP et fixation au méthanol pendant 10 minutes.

Pour chaque flasque, I'efficacité de survie a été obtenue par régression linéaire du nombre de colonies

obtenues, en fonction du nombre de cellules initialement ensemencées. Lefficacité de survie correspond
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Tableau 4.3 — Conditions de mises en culture pour le test CFU-F des cellules adCSM marquées au '8F ou
irradiées. Chaque condition a été appliquée en triplicat.

Traitement des cellules Conditions de culture  Nombre de cellules par flasque

Témoin 25-50-100-200
1 Gy 100-200-400-800
Irradiation externe 2 Gy 200-400-800-1 600
5 Gy 1000-2 000-4 000-8 000
10 Gy 104-2.10%-4.10%-8.104
Témoin 25-50-100-200
2,4 MBg/mL 100-200-400-800
BF-FDG 5 MBg/mL 200-400-800-1 600
11 MBg/mL 1000-2 000-4 000-8 000
23 MBg/mL 10%-2.10%-4.10%-8.10*

alors au coefficient de la pente.
Pour déterminer la survie clonogénique, I'efficacité de survie des cellules traitées est finalement normalisée
par rapport a celle des cellules témoins. Pour chaque protocole d’exposition, la moyenne et I'écart-type de

la fraction de survie ont été calculés a partir d’au moins trois expérimentations indépendantes.

Survie clonogénique des cellules JURKAT : méthode par dilution limite. Un test CFU tel qu'utilisé
pour les adCSM n’est pas adapté aux JURKAT qui sont des cellules proliférant en suspension. Dans leur
milieu de culture standard, celles-ci ne forment pas de clones identifiables et énumérables visuellement.

Pour évaluer la survie des cellules JURKAT, une méthode de dilution limite a donc été utilisée. Cette mé-
thode consiste a estimer la fréquence de clonage des cellules en ensemencant les cellules a de tres faibles

quantités dans des plaques 96-puits a fond plat.

Tableau 4.4 — Conditions de mise en culture des cellules JURKAT marquées au '*F-FDG ou irradiées pour
évaluer la survie clonogénique.

Traitement des cellules  Conditions de culture  Nombre de cellules par puits

Témoin (0 Gy) 0,5-1-2-4-8-16
0,5 Gy 1-2-4-8-16-32
Irradiation externe 1 Gy 2-4-8-16-32-64
2 Gy 4-8-16-32-64-128
3 Gy 8-16-32-64-128
4 Gy 16-32-64-128-256-512
Témoin (0 MBg/mL) 0,5-1-2-4-8-16
1,5 MBg/mL 0,5-1-2-4-8-16
18F-FDG 2,8 MBg/mL 0,5-1-2-4-8-16-32
5 MBg/mL 1-2-4-8-16-32-64
8 MBg/mL 2-4-8-16-32-64-128
10,8 MBg/mL 4-8-16-32-64-128-256

Pour chaque condition, les cellules ont été diluées de maniére a répartir dans des plaques 96 puits un
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nombre de cellules allant de 0,5 cellules a 512 cellules dans 200 L de milieu de culture par puits, a raison
de 20 ou 30 puits par dilution. Les conditions précises d’ensemencement sont indiquées dans le tableau

4.4.

Apres une dizaine de jours de culture, les cellules métaboliquement actives sont révélées en ajoutant 20
ul par puits de solution de sel de tétrazolium (MTT), a 2,5 mg/mL. Le réactif MTT est en effet réduit
en un produit appelé formazan par la succinate déshydrogénase mitochondriale des cellules vivantes ac-
tives. Cette réaction produit des cristaux de couleur violette. Aprés une nuit d’'incubation, les surnageants
de chaque puits ont été retirés et les cristaux ont été dissous en ajoutant 100 uL par puits de solution
d’isopropanol-HCL/0,1N. La densité optique a 495 nm, proportionnelle a la quantité de formazan, a été

finalement mesurée dans chaque puits par spectrométrie.

Pour chaque condition, les puits associés a une densité optique au dessus de la limite de détection ont
été classifiés en tant que puits positifs, les autres en tant que puits négatifs. Les puits positifs représentent

ceux dans lesquels les cellules ont proliféré. La limite de détection (LD) a été définie ainsi :

LD = OT(Amilieu) +2x ODU(Amilieu) (44)

avec OD(Aiieu) la densité optique des puits témoins contenant du milieu de culture sans cellule et OD,,
I'écart-type. Pour chaque dose et dilution, la fréquence de puits négatifs a été calculée et représentée en

fonction du nombre de cellules, en échelle semi-logarithmique, comme illustré figure 4.4.

Une régression log-linéaire a été réalisée pour chaque dosage. Lefficacité de survie a ensuite été déter-
minée en s’appuyant sur un raisonnement statistique. Selon |a loi statistique de Poisson, il a été établi que
I'inverse du nombre de cellule N pour lequel on obtient une fréquence de puits négatifs de 37% correspond
a l'efficacité de survie (221). Autrement dit, a une fréquence de 37 %, 1 cellule en moyenne sur les N

cellules a formé une colonie.
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FIGURE 4.4 — lllustration de la méthode de dilution limite pour calculer la fraction de survie des
cellules JURKAT, pour une dose donnée. (A) Les cellules sont réparties en trés faibles quantités dans
les puits (de 0,5 cellules a 4 cellules dans cet exemple), a raison de 30 puits pour chaque nombre. La
réponse en absorbance de chaque puits est quantifiée et le nombre de puits positifs, par rapport au seuil
de détection pour des puits contrbles sans cellule, est compté. (B) La fréquence de puits négatifs est
représentée en fonction du nombre de cellules, en échelle semi-logarithmique. Lefficacité de survie est
calculée pour y=0,37 et la fraction de survie correspond au ratio de I'efficacité de survie pour la dose
considérée sur I'efficacité de survie pour les cellules témoins.

2.3.4 Protocole d’étude du cycle cellulaire et des foyers YH2AX par cytométrie en flux

Une partie des cellules radiomarquées ou irradiées a également été utilisée pour évaluer la distribution
dans les différentes phases du cycle cellulaire et les dommages a I’ADN radio-induits a différents temps
post-traitement (1h, 24h et 72h). Environ 1 million de cellules par condition ont été cultivées dans du milieu
de culture, en tubes pour les cellules JURKAT et en flasques de 25 cm? pour les cellules adCSM.

Aux trois temps de mesure, les cellules ont été récoltées puis fixées (cf. figure 4.3 (1A,B et C)). La fixation
est un procédé qui permet de figer dans le temps les cellules dans un état aussi proche que possible de
leur état vivant. La fixation des cellules a été effectuée en utilisant de I'éthanol 70%. Aprés mélange des
cellules avec 500 uL d’éthanol pendant 30 secondes a I'aide d’un vortex, les cellules ont été conservées
a -20°C jusqu’a trois semaines avant marquage et analyse. Les principales étapes sont illustrées dans la

figure 4.5.

Marquages par immunofluorescence. Des marquages par immunofluorescence ont ensuite été réali-
sés sur les cellules fixées.

Les cellules sont d’abord centrifugées pendant 4 min & 2000 g, puis lavées deux fois avec 500 uL de solution
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1 2 3
Incubation des cellules Incubation des cellules Incubation des cellules
avec l'anticorps primaire avec l'anticorps secondaire avec le fluorochrome
Anti-yH2AX Alexa fluor 488 7AAD
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Marquage immunofluorescent Marquage fluorescent
pour I'analyse des CDB pour I'analyse du cycle cellulaire

FIGURE 4.5 — Marquages immunofluorescents pour I’analyse des cassures doubles brins et du cycle
cellulaire. Les cellules sont d’abord incubées avec I'anticorps primaire anti-yH2AX (étape 1), qui vont cibler
spécifiquement les foci yH2AX, marqueurs des cassures doubles brins de 'ADN. Les anticorps primaires
sont ensuite eux-méme marqués avec un fluorochrome via une seconde étape d’incubation avec I'anticorps
secondaire Alexa fluor 488 (étape 2). Enfin, pour étudier le cycle cellulaire, les cellules sont incubées avec
un intercalant fluorescent de 'ADN, la 7-AAD (étape 3).

de sérum-albumine bovine diluée au STP (STP-SAB) a 5%. Les cellules sont ensuite incubées pendant 20
minutes avec 500 uL de solution de tampon de lyse (41g de sucrose, 244 mg de MgCI2, 0,968g de Tris-
base, 1,16 g NaCl et triton X100 a 0,5% dans 400 mL d’eau MilliQ) pour permettre aux anticorps de rentrer
dans les noyaux cellulaires et d’atteindre 'ADN. La solution de Lyse est retirée aprés centrifugation et 200
ul d’anticorps primaire anti-y H2AX sont ajoutés. Les cellules sont incubées avec I'anticorps pendant 2
heures dans de la glace. Un ringage au STP-SAB est effectué et les cellules sont de nouveau incubées
avec 200 pL d’anticorps secondaire Alexa Fluor 488 dilués en 1/400 pendant 1 heure & I'obscurité dans
un bac de glace. Les informations concernant les anticorps sont présentées tableau 4.5. Les cellules sont
rincées puis suspendues dans 500 pL de SSTP-SAB.

Finalement, afin d’étudier simultanément le cycle cellulaire, 15 L de solution 7-amino-actinomycineD (7-
AAD) a 10 ug/mL sont ajoutés aux cellules. La 7-AAD est un agent fluorescent s’intercalant entre les paires
de bases AT de I'ADN des cellules. La quantité de 7-AAD fixée sera donc proportionnelle a la quantité

d’ADN cellulaire, sans interférence avec I’ARN présent dans les cellules.

Tableau 4.5 — Anticorps primaire et secondaire utilisés pour le marquage par immunofluorescence des foci
~vyH2AX.

Anticorps primaire Anticorps secondaire
Cible Réf. Dil. Incub. \ Hoéte Réf. Fluorochrome Dil. Incub.
~vH2AX  05-636  1/200 2h Anti IgG A21121 Alexa Fluor 1/400 1h
clone de souris Life 488
JBW301 Technologie
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Acquisition au cytomeétre en flux. Les cellules marquées par immunofluorescence ont été analysées par
cytométrie en flux avec I'appareil FACSCalibur (Beckton Dickinson). Cette méthode repose sur le passage
des cellules, une a une, dans un faisceau laser. Ici, un laser d’excitation a 488 nm a été utilisé et deux types
de mesures relatives ont été recueillis :

— un signal optique par diffraction du laser sur les cellules caractérisant |a taille des cellules ("forward

scatter") et la granulosité ("side scatter");

— un signal de fluorescence réémis par les marqueurs de fluorescence fixés sur les cellules.
Plusieurs parametres caractérisent l'intensité des signaux émis au passage d’'une cellule dans le laser :
la largeur du signal (W), 'amplitude (H) et I'aire du signal (A), ainsi que la durée de passage de la cellule
(temps de vol).

Les propriétés spectrales des deux marqueurs fluorescents (maximum d’excitation et d’émission) sont in-

diquées dans le tableau 4.6.

Tableau 4.6 — Principales caractéristiques des signaux mesurés lors de I'acquisition au cytomeétre
de flux. Les fluorochromes absorbent I'énergie lumineuse du laser (488 nm) et réémettent une lumiére
avec une énergie plus faible mais une longueur d’'onde X plus élevée. \,,.. = longueur d’onde au pic du
spectre d’énergie, lin = linéaire, log = logarithmique, -H = hauteur maximale du signal, FSC = front scatter,
SSC = side scatter. Les filtres de détection sont indiqués en longueur d’onde/largeur de bande.

Paramétre Significativité Excitation = Emission Détection Signal
Amaz (NM)  Ajaz (NM) Filtre échelle carac.
FSC Taille des cellules - - 488/10 lin -H
SSC Granulosité des cellules - - 488/10 lin -H
Alexa Fluor 488 ~vH2AX (CDB) 495 519 525/50 (FL1) log -H
7-AAD ADN (cycle cellulaire) 546 647 450/50 (FL3) lin -H

Ainsi, pour chaque cellule, I'intensité de fluorescence associée a I'expression des foci YH2AX et celle asso-
ciée au cycle cellulaire ont été enregistrées. Pour chaque échantillon, un minimum de 10 000 évenements

a été enreqistré.

Analyse des données de cytométrie. Le logiciel CellQuestPro (Becton Dickinson) a été utilisé pour
traiter les données. Celles-ci peuvent se présenter sous forme de graphiques en points, contours ou d’his-
togrammes auxquels s’ajoutent des statistiques concernant les populations cellulaires et les parametres
étudiés (%, intensité de fluorescence, etc).

Lanalyse des données de cytométrie est fondée sur le principe de fenétrage, ou des régions sont placées
autour des populations de cellules avec des caractéristiques communes pour identifier et quantifier des
populations d’intéréts.

Un premier tri a systématiquement été réalisé afin de retirer de I'analyse le bruit de fond potentiellement

généré par des débris ou provenant de la fluorescence de cellules marquées de fagon aspécifique. Les
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cellules ont été triées en fonction de leur taille et de leur granulosité via la représentation par point du signal
FSC-H versus SSC-H. Une région 1 a systématiquement été délimitée afin d’exclure les débris cellulaires,

qui apparaissent clairement hors des gammes de taille et de granulosité attendues (figure 4.6).
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FIGURE 4.6 — Représentation de la population de cellules en fonction de la taille des cellules (FSC) et
granulosité (SSC). Chaque point représente une cellule. Les débris cellulaires sont exclus de I'analyse via
la définition d’un contour (R1).

La distribution des cellules dans les différentes phases du cycle cellulaire et la fréquence yH2AX radio-
induite dans les cellules ont ensuite pu étre analysées via les intensités de fluorescence du 7-AAD et Alexa

Fluor 488.

2.3.5 Analyse statistique

Caractérisation du marquage. Les données sont présentées sous la forme moyenne + écart-type.
Pour évaluer l'influence des différents paramétres de marquage sur l'efficacité, un test statistique ANOVA a
été appliqué sur chaque série de données. Le test ANOVA est un test de variance qui permet de déterminer
si la part de dispersion imputable au facteur étudié, est significativement supérieure a la part résiduelle. Un
test de comparaisons multiples de Tukey, dit test HSD (abréviation de Honestly Significant Difference) a été
appliqué ensuite, afin de distinguer les échantillons qui different les uns des autres significativement, en
comparant deux-a-deux les effets du facteur.

Le test suppose une normalité des distributions et une indépendance entre chaque échantillon. Ainsi, avant
d’appliquer le test ANOVA, nous avons d’abord vérifié avec le test statistique Kolmogorov-Smirnov que les
données suivaient une loi normale.

De plus, la significativité des différences entre JURKAT et adCSM a été testée en utilisant le test de Student
non-apparié. Les différences ont été considérées comme significative pour des valeurs de p inférieures a

0,05. Le logiciel R a été utilisé pour réaliser ces analyses statistiques.

1. https ://www.r-project.org/

151



Chapitre 4.

Survie clonogénique. Une comparaison statistique des courbes de clonogénicité a été réalisée en utili-
sant un test ANOVA.

Pour chaque couple de données, le test ANOVA a comparé une courbe s’ajustant a toutes les données
avec celle ajustée a chaque série de données prise individuellement. Le résultat du test a permis de déter-
miner si les différences entre les modeles d’ajustement sont significativement différentes, considérant un

niveau de signification a 5%.

Fréquence de formation yH2AX. La relation entre la dose absorbée et la fluorescence relative de ~-
H2AX dans les cellules a été examinée par régression linéaire, en fonction du temps de mesure post-
marquage et irradiation (1h, 42h, 72h) et de la phase du cycle cellulaire.

Pour établir si les différences entre les coefficients d’ajustement en fonction du temps ou de la phase du
cycle sont significatives, nous avons réalisé une analyse de co-variance avec le test ANOVA a partir d’'une
régression linéaire sur 'ensemble des données. Ce test permet d’évaluer l'interaction entre les différents
facteurs.

La significativité des différences a été établie pour un seuil de 5% (p< 0,05). Le test de student non-apparié

a également été utilisé pour la comparaison de valeurs moyennes entre différentes doses, avec p<0,05.

3 Evaluation dosimétrique

3.1 Présentation du modele dosimétrique

Lexpérience de radiomarquage au ®F-FDG a été modélisée afin d’estimer la dose moyenne regue au
noyau des cellules au cours de celle-ci et d’établir une corrélation aux effets in vitro radio-induits étudiés.
Comme le montre la figure 4.7, le modéle dosimétrique décrit toutes les étapes expérimentales, incluant
I'incubation des cellules avec le '®F-FDG, les étapes de lavages et la remise en culture des cellules pour
les différents tests fonctionnels.

Pour chacune des étapes, la dosimétrie a reposé sur le calcul des trois contributions de la dose absor-
bée : la dose auto-absorbée, le tir croisé et la dose non-spécifique provenant de l'activité dans le milieu,
en tenant compte de la cinétique d’incorporation et de rétention d’activité dans les cellules ainsi que des
changements de densité cellulaire et de configuration spatiale des cellules.

Les différentes hypothéses du modéle et des méthodes utilisées pour la détermination des trois compo-

santes de dose sont décrites dans le paragraphe 3.2.
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Lavages
Incubation centrifugation suspension des centrifugation suspension des
ubati élimination du supernageant cellules élimination du supernageant cellules
1 2 3 4 5
F - cellule, — .
marquée =
suspension - ®
, 7 cellulaire > surnageant
S-18E_FDG “»Culot cellulaire - -
auto-absorption 7 Y Y Y4 i
tir croisé Y Y4 % Y i
non-spécifique 4 7 4

FIGURE 4.7 — Description des étapes de radiomarquage et modele dosimétrique utilisé pour le calcul de la
dose auto-absorbée, du tir croisé et de la dose non-spécifique absorbée aux cellules (provenant de 'activité
dans le milieu).

3.1.1 Prise en compte des incertitudes

Démarche générale. Lestimation de la dose moyenne déposée aux cellules au cours du radiomarquage,
reposant sur des parametres a la fois physiques et biologiques et sur un certain nombre d’hypothéses de

calcul, s’accompagnent nécessairement d’'une incertitude de mesure.

En médecine nucléaire, la question des incertitudes a essentiellement été abordée dans le cadre de I'ima-
gerie quantitative pour la radiothérapie interne (222, 223, 224). Récemment, des indications pratiques ont
été délivrées par I'European Association of Nuclear Medicine (EANM) pour appliquer la méthode guide to

the expression of Uncertainly in Measurement (GUM) au schéma du MIRD (225).

De maniere générale, en dosimétrie a I'échelle cellulaire, les doses calculées sont indiquées sans l'incerti-
tude associée, ou exprimées sous la forme moyenne et écart-type sur plusieurs expérimentations répétées.
Ainsi, dans cette étude, nous avons cherché a évaluer de maniéere systématique les incertitudes associées
a la dose absorbée a la cellule lors du radiomarquage au '*F-FDG, par propagation des incertitudes le long

de toute la procédure de radiomarquage, en suivant la méthode analytique du GUM.

Lidée générale est d’identifier puis caractériser les sources d’incertitude impliquées dans chaque étape du

radiomarquage pour évaluer finalement I'incertitude combinée sur la dose totale absorbée aux cellules.
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Méthode de calcul des incertitudes (méthode GUM). Avant toute chose, une incertitude de mesure est
un paramétre caractérisant un intervalle de valeurs dans lequel une valeur mesurée peut étre raisonnable-
ment incluse a un niveau de confiance spécifié. Celle-ci comprend les erreurs aléatoires et systématiques

commises lors de la lecture de la valeur de la grandeur.

Globalement, la méthode du GUM peut étre appliquée lorsque la grandeur y que I'on cherche a estimer
peut étre déduite d’'une expression mathématique liant sa valeur a celles de plusieurs grandeurs d’entrée
X;, telle que :

y = f(z1,72,...2,) (4.5)

Les principales étapes suivies dans cette étude pour le calcul des incertitudes associées a la dose absorbée

sont :

— Etape 1 : établissement des relations mathématiques entre la dose absorbée et les grandeurs d’en-
trée;

— Etape 2 : identification des sources d'incertitudes et caractérisation des incertitudes-types asso-
ciées;

— Etape 3 : calcul de I'incertitude composée sous la forme Dose + U(Dose) en Gy.

L'évaluation des incertitudes-types associées aux grandeurs peut se faire selon deux méthodes :

— la méthode d’estimation dite statistique, qui consiste en un traitement statistique des valeurs mesu-
rées (incertitude de type A);
— la méthode d’estimation non statistique, qui évalue l'incertitude par un jugement fondé sur des lois

de probabilité (incertitude de type B).

En pratique, les incertitudes de type B sont définies a partir d’'une mesure unique. Il faut alors repérer les
différentes sources d’erreur liées au processus de mesure.
Pour exemple, les incertitudes associées a trois lois de probabilité usuelles différentes sont présentées

figure 4.8.

Un facteur d’élargissement est en général appliqué sur les incertitudes-types afin de définir un intervalle de
confiance. Dans le cas d’une incertitude de type A, pour un intervalle de confiance sélectionné, la valeur du
facteur dépend du nombre d’échantillon. Pour une incertitude de type B, reposant sur une mesure unique,

un facteur d’élargissement k=1,96 peut étre considéré pour définir un intervalle de confiance de 95%.

Le calcul des incertitudes composées (étape 3) par propagation des incertitudes-types a été effectué sous
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Python (v2.7) & I'aide du paquet Uncertainties? qui permet de manipuler les variables sous la forme nombre
=+ incertitude. Les calculs, essentiellement analytiques, reposent sur la théorie de propagation des va-

riances.

Loi Fonction de distribution u(x) Utilisation
d Erreur dépendant d’'un nombre
Normale o/ (2m) important de paramétres, de faible effet
a/3 Lo
. individuel
-a a =§0
Triangulaire 1/a Erreur comprise entre deux limites
a/\/ 6 avec faible probabilité d'atteindre
. ces limites
a a
. 1/2a
Uniforme \ Résolution d'un indicateur numérique
a/N3 i
Instrument vérifié
-a a >

FIGURE 4.8 — Evaluation d’une incertitude de type B. Guide d'utilisation pour des lois de probabilité
usuelles.

Dans les paragraphes suivants, chaque composante de dose sera explicitée et l'incertitude associée a

chaque terme sera analysée de maniere individuelle.

3.2 Méthode de calcul de la dose moyenne absorbée au noyau et des incertitudes

associées

3.2.1 Auto-absorption

Comme déja vu, d’apres le formalisme du MIRD, I'auto-absorption se décrit comme le produit de I'activité
cumulée moyenne dans une cellule A..; en MBq et du facteur S*“*> en Gy/Bq.s!. Le calcul de ces deux

composantes est discuté dans les deux paragraphes suivants.

Activité cumulée. Lactivité cumulée A..; correspond a I'intégrale de la fonction de I'activité intracellulaire
A..; du temps, illustrée figure 4.9.

La premiére partie de la courbe correspond a la phase d’incorporation de I'activité dans les cellules (phase
1 dans le modéle dosimeétrique).

Idéalement, la courbe d’activité est construite par interpolation a partir de mesures de l'activité incorporée

dans les cellules a différents temps (3, 118, 103). Cette approche n’est cependant pas applicable dans

2. https ://pythonhosted.org/uncertainties/
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notre cas, car nous ne disposons que d’une seule mesure d’activité, a la fin du temps d’incubation. De ce
fait, dans un premier temps, I'hypothése d’'une augmentation linéaire de I'activité dans les cellules a été

formulée. Lactivité A..; peut étre définie par :

Ainc
Phase 1 (0 <t < tine) : Acer(t) = T x t (4.6)

avec A;,,. l'activité par cellule a la fin de la période d’incubation et t;,,. le temps d’incubation. Lactivité A;,,.

peut étre explicitée ainsi :

1 A
N(:el Valiquot

—in(2)
T

Vi x exp( (tm — tine)) (4.7)

avec N, le nombre de cellules, A,, I'activité incorporée dans les cellules dans un volume de cellules
Valiquot Mesurée au temps t,,,, V, le volume total de suspension cellulaire et T, la période physique du

I8F-FDG.

- = = = EXxp

cel

— — — — Prise en compte de I'élution de I'activité (Exp)

inc |

Temps

FIGURE 4.9 — Courbe de l'activité par cellule A..; en fonction du temps. Les numéros 1-5 indiquent les
étapes de radiomarquage associées a chaque trongon d’'activité. 1 : Incubation; 2-4 : lavages; 5 : remise
en suspension des cellules. Pendant la phase d’incubation, deux hypothéses ont été prises sur la forme de
I'incorporation d’activité dans les cellules. Une augmentation linéaire (trait plein) ou basée sur les mesures
expérimentales de caractérisation du marquage (pointillés bleus).

Dans un deuxieme temps, un modeéle plus réaliste de lincorporation a été testé, en se basant sur les
données de I'activité intra-cellulaire moyenne acquise dans I'étude préliminaire de caractérisation du radio-
marquage. La courbe temps-activité sera présentée dans la partie résultat (§4.1.1). Brievement, nous avons
observé, pour une activité volumique de 20 MBg/mL, que l'activité incorporée, non corrigée de la décrois-
sance, ne variait pas significativement entre 15 minutes et 60 minutes d’incubation. Dans notre modéle,
nous avons donc considéré une fonction constante entre ces deux temps, telle que A..; = Aine. Entre 0 et
15 minutes, en revanche, en I'absence de points expérimentaux, nous avons fait de nouveau I'hypothése

d’une augmentation linéaire de I'activité (cf. équation 4.6).
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Le nombre de cellules dans un tube de marquage N.. peut lui aussi étre décomposé, en fonction du

nombre de cellules total N, du volume associé V;,; et du volume versé dans le tube de marquage Vaiiquot-

Neep = X Valiquot (48)

Le nombre de cellules total N,,; a été déterminé expérimentalement a I'aide d’'une chambre de Malassez a

partir d’un petit volume de suspension cellulaire. On peut écrire que :

Niot = VE X Viot X I (4.9)

avec n le nombre de cellules comptées dans le volume V,,, V;,: le volume total contenant la totalité des
cellules et F le facteur de dilution. Le facteur F dépend lui-méme des volumes prélevés pour réaliser la
dilution.

Pour les phases consécutives a la phase d’incubation 2-5, I'activité dans les cellules peut s’écrire :

—in(2)

p

Phase 2-5 (tin. < t < +00) : Aeer(t) = Aine x exp( STs0)  s(t) (4.10)

avec 0T, la durée de décroissance entre A;,,. et A..;=0 et s(t) une composante caractérisant la stabilité du
marquage. Dans 'hypothése ou il n’y a pas de relargage de I'activité dans le milieu, la composante stabilité

est constante et égale a 1.
En revanche, siI'élution est prise en compte, ce facteur peut étre défini a partir des données expérimentales
de stabilité obtenues lors de la caractérisation du marquage (cf. partie Résultats, §4.1.2). Une régression

linaire a été appliquée aux mesures de stabilité en fonction du temps telle que :

st)(%) =axt+b (4.11)

Les parameétres d’ajustement obtenus sont (a=-4,52.107°+1,45.10~°; b=9,26.10~'+5,54.10—2) pour les
JURKAT, et (a=-7,52.10754+6,84.106 ; b=8,59.10~1+2,59.10~2) pour les adCSM.

Facteur S*“*°, Le calcul des facteurs S dépend principalement du radionucléide, du modéle géométrique
et du mode de calcul utilisé.

Pour cette application, le facteur S*“° a été déterminé par simulation Monte-Carlo (MCNP6), suivant les
méthodes décrites dans les chapitres 2 et 3. Un modeéle standard de géométrie sphérique a été considéré,

le noyau et le cytoplasme étant définis comme respectivement la région cible et la région source.
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Le calcul a été réalisé pour plusieurs dimensions de cellules, en considérant un rapport volumique moyen
du noyau par rapport a la cellule entiere représentatif des deux types cellulaires étudiés de 0,63 pour les
cellules JURKAT (0,62+0,126) et pour les adCSM (0,63+0,09) comme estimé expérimentalement par

Feng et al. et Starr et al. (226, 227). Nous avons repris cette valeur pour le calcul des facteurs Seut°,

S-self = ax(Ry°)

S a=23e3x+42e5
0 b=-1.6+1.9e-2
O
@ 1073
>
Q
Y
U
v
wn

10-4

2x10° 3x10° 4x10° 6x10° 10!
Ry (Hm)

FIGURE 4.10 — Facteurs S¢“t° en fonction du rayon du noyau en échelle log-log, pour un modele sphérique
de cellule de densité unitaire.

Une courbe du facteur Se“t° versus le rayon du noyau Ry a été construite et est présentée figure 4.10.

Les données ont été ajustées a une fonction de la forme :

Sauto — g x RY, (4.12)
avec a et b les parameétres d’ajustement.

Expérimentalement, nous avons mesuré le rayon total des cellules JURKAT et des adCSM pour un échan-
tillon de n=100 cellules. Pour cela, 'acquisition d'images a été réalisée avec un microscope optique avec les
cellules sur lame de malassez, au moment de la numération des cellules. Le logiciel de traitement d’'images
Histolab a ensuite été utilisé pour faire la mesure des rayons R..

Nous avons obtenu : R. = 6,7 + 0,85 um pour les JURKAT, R, = 9,7 4+ 1,18 um pour les adCSM.

Le rayon nucléaire a été estimé a partir de ces valeurs et du rapport volumique noyau/cellule de 0,63 sé-

lectionné précédemment. D’aprés I'équation 4.12, les dimensions cellulaires correspondent a des facteurs

Seuto de 1,40.10~* et 7,1.10~° Gy/Bg.s .
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Incertitudes. Les relations mathématiques établies pour chaque composante de I'auto-absorption ont
permis de mettre en évidence les grandeurs d’influence nécessaires pour la caractérisation des incerti-
tudes. Celles-ci sont représentées dans un diagramme de causes et effets figure 4.11 illustrant la propa-

gation de l'incertitude au travers des différentes grandeurs d’influence de I'auto-absorption.

Facteur| S|
/ Taille cellule
Atemps

e % °
NN

Acel \'%

auto

Temps IR
Dself = Acel X Sauto

Ncel /

n
V Nt

Ncel: nombre de cellule/tube
Nt: nombre de cellules total

Ainc: activité/cellule a la fin de l'incubation
Acel: activité totale dans les cellules a la fin de l'incubation
V: volume

FIGURE 4.11 — Calcul des incertitudes-types. Diagramme de causes et effets illustrant la propagation de
l'incertitude au travers des différentes grandeurs d’influence de I'auto-absorption.

Les incertitudes associées au parameétre volume ont été estimées par la méthode d’incertitude B a par-
tir des caractéristiques de chaque instrument de mesure fournies par le fabricant, telles que la précision,
I'exactitude, la sensiblité, la tolérance, etc. La loi uniforme a été considérée pour calculer I'incertitude-type.
Concernant le facteur Se“t°, une relation a été établie en fonction de la taille du noyau de la cellule. Ler-
reur sur les parameétres d’ajustement de la courbe empirique, figure 4.10, étant trés faibles (<1%), seule
I'incertitude-type sur la taille des cellules a été considérée pour le calcul de l'incertitude composée du fac-
teur Sevt°. Comme dit précédemment, la mesure expérimentale de la moyenne et de I'écart-type du rayon
total des cellules a été effectuée a partir d’un échantillon de n=100 cellules.

Lincertitude associée, calculée avec la méthode statistique, est alors égale a :

On—1

NG

U(R.) = k. (4.13)

avec o, I'écart-type expérimental, n le nombre d’échantillon, et k le facteur d’élargissement. Selon la loi
statistique de Student, pour un échantillon de n=100, le facteur d’élargissement k vaut également 1,96 pour

un niveau de confiance de 95%.
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Par ailleurs, les incertitudes liées a la représentativité de la géométrie des cellules et au rapport de volume
noyau/cellule ont été négligées dans notre étude.

Un résumé des méthodes utilisées pour calculer les incertitudes-types associées a chaque variable est
montré dans le tableau 4.7.

Tableau 4.7 — Calcul des incertitudes-types. Tableau récapitulatif des grandeurs d'entrée et leur
incertitude-type associée a partir desquelles I'incertitude finale sur I'auto-absorption sera estimée. (1) §(%)
donnée par le fabriquant. (2) Pour une micropipette, les données de précision et exactitude sont données.
Pour une méme grandeur, les incertitudes types se composent alors de maniére quadratique. (3) Sensibi-
lité donnée par le constructeur. Le facteur d’élargissement a été fixé a k=1,96, pour définir un intervalle de
confiance de 95%.

Variable X Méthode d’incertitude Incertitude u(X)
n Loi de poisson k.v/n
% Loi rectangle k.% (1)

Cas d'une pipette graduée
Cas d’'une chambre de malassez

v Loi rectangle K. \/ (Precj%ion)g + (ezac\t/igtudg)Q @)
Cas d’une micropipette
A Loi normale k%bzlm’ (3)
Re Statistique K. a:/%l

3.2.2 Tir croisé

Pour évaluer le tir croisé recu par les cellules en moyenne lors du radiomarquage, la méthode basée sur
les fonctions de distribution radiale rdf (cf. Chapitre 3) a été utilisée.

Le tir croisé peut alors s’écrire :

Deroisé — /t dt. Acer(t).Amp(t) / dr.S (r).r*.F(r).g(r) (4.14)

r

avec A..; I'activité dans une cellule; p la densité cellulaire (/cm?); S(r), en Gy/Bg.s™!, le facteur S pour
une paire de cellule séparée de la distance r; g(r) la fonction de distribution radiale et F(r) la fonction de
correction pour la prise en compte des effets de bords.

Le calcul de I'activité cumulée A..; a été détaillé dans le paragraphe 3.2.1. Le paramétre densité cellulaire
en revanche est spécifique au tir croisé. Celui-ci varie également au cours de la procédure en raison des
étapes successives de centrifugation et de remise en suspension des cellules. La figure 4.12 montre I'évo-

lution de ce parameétre au cours du temps et les configurations géométriques associées.
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Deux modeéles pour décrire la distribution cellulaire ont été considérés :

— un modéle de cellules en suspension dans un tube cylindrique ;

— un modéle de cellules compactes ou culot cellulaire, de forme cylindrique, pour la centrifugation.

Densité cellulaire Géométries

— — ] N N
max K N
— D

'.. e—suspension

° llulai
— o o celiulare @—culot cellulaire
1 234 5 ~— (cylindre)
0.6 cm
1:incubation

4: centrifugation 2

2 : centrifugation 1 . . ) . .
5 :remise en suspension des cellules et préparation aux tests fonctionnels

3: remise en suspension

FIGURE 4.12 — Calcul du tir croisé : évolution de la densité cellulaire en fonction du temps et géométries
associées.

Comme le montre la courbe de densité, nous avons fait I'nypothése que le culot cellulaire se formait immé-

diatement au passage de I'étape de la fin d'incubation a I'étape de centrifugation.

La fonction de correction F(r) a été calculée par résolution numérique pour une géométrie cylindrique et
dépend donc du rayon et de la hauteur du culot.

Pour le modéle de suspension cellulaire, nous avons considéré un cylindre de rayon égal a celui du tube de
marquage, soit 0,6 cm. La hauteur h, a été mesurée pour les différents volumes de marquage considérés,
soit 1 cm pour 0,5 mL (cas des cellules JURKAT) et 1,7 cm pour 1 mL (cas des adCSM).

Pour le modele du culot cellulaire, le rayon du culot R..;,; a été mesuré, aprés centrifugation, sur deux
tubes contenant une quantité de 5.10° cellules et 2,5.10° cellules, respectivement représentatives de la
quantité moyenne de cellules JURKAT et adCSM dans chaque tube de marquage. Des rayons de culot de

0,3 cm pour 5.10° de cellules et de 0,2 cm pour 2,5.10° de cellules ont été mesurés.

La hauteur h.,;,: a été calculée via :
‘/culot
pi x R?

culot

hculot = (41 5)
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avec V., le volume du culot, que I'on peut expliciter ainsi :

3

R,
‘/culot < Ncel X 70, (416)
compaciteé

avec N.; le nombre de cellules, R, le rayon moyen d’'une cellule. Scott et al. (228) ont estimé la compa-
cité limite d’'un empilement aléatoire de sphéres égale a 0,637+0,001. Cette valeur de compacité a été

considérée pour nos calculs.

Pour les deux modeéles, étant donné les ordres de grandeurs des dimensions de volume d’étude considérés,
en accord avec les résultats du chapitre précédent, les distributions cellulaires ont pu étre approximées par

des distributions idéales uniformes (g(r)=1).

Enfin, les facteurs S(r) refletent la dose absorbée par une cellule d’'une source placée a une distance r dans
une autre cellule ; indépendamment de la configuration spatiale des cellules et de la densité du modéle. Ces
facteurs ont été calculés par simulation Monte-Carlo avec le code MCNPG6 pour des tailles de cellules fixées

a R,=6 um, R.=7 um pour les JURKAT et R,,=9 um, R.=10 um pour les adCSM.

Volume

Ncel Densité cellulaire

S-cross moyen
Taille cellule Dimensions et géométrie du volume

fonction de correction de rdf

D
/ Cross

Acel

(a)

Variable X  Type d’incertitude  Incertitude u(X)

Reuior (cm) Loi rectangle % = \/% (1)
H d
H, (cm) Loi rectangle iv) (1)
Compacité - neg
S(r) - neg

(b)

FIGURE 4.13 — Calcul des incertitudes-types. (a) Diagramme de causes et effets pour le tir croisé. (b)
Tableau récapitulatif des grandeurs d’entrée et leur incertitude-type associée. (1) d correspond a la plus
petite graduation de I'instrument de mesure (1 mm dans notre cas).
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Incertitudes. Les grandeurs d’entrée du tir croisé sont résumées figure 4.13 (a). Le tableau de la figure

4.13 (b) présente les incertitudes-types des grandeurs spécifiques au calcul du tir croisé.

Pour le rayon du culot R..;,: et hauteur du culot Hy, les valeurs de facteurs S(r) dépendent davantage de la
distance de la paire de cellules considérée que des dimensions des cellules.
Nous avons vérifié au préalable, pour plusieurs dimensions de cellules autour des valeurs moyennes des

JURKAT et adCSM, que I'impact sur le S¢"°**¢ moyen pouvait étre considéré comme négligeable.

3.2.3 Dose non-spécifique provenant du milieu

La dose non-spécifique provenant de I'activité distribuée dans le milieu extra-cellulaire (i.e., dans le volume
de marquage) est délivrée lors des étapes 1 et 2 du radiomarquage, lors de I'incubation des cellules avec
le ®F-FDG puis au moment de la premiére centrifugation. On peut considérer que I'activité est répartie
uniformément dans le milieu extra-cellulaire. Ainsi, pour le calcul de cette contribution, une dosimétrie
conventionnelle a simplement été appliquée, telle que :

x S

i
milieu

i
milieu milieuw

(4.17)

avec A,,iien I'activité cumulée dans le milieu extra-cellulaire, S0 12 dose moyenne déposée dans les
cellules pour une désintégration et I'indice i la phase associée.

Le code Monte-Carlo MCNP6 a été utilisé pour calculer les facteurs S ..., & partir des deux modeéles
géométriques présentés sur la figure 4.14.

Dans la phase d'incubation, compte tenu du faible volume total occupé par les cellules par rapport au
volume total de marquage (<0,05%), celles-ci n'ont pas été modélisées. Le facteur S! ... correspond
alors a la dose auto-absorbée par le volume de marquage pour une activité répartie uniformément dans
tout le volume, pour une désintégration.

Dans la phase de centrifugation, un cylindre de hauteur égale a 0,04 cm et de rayon égal a 0,3 cm au
fond du tube a été considéré pour modéliser le culot cellulaire. Pour calculer le facteur S2 ..., 'activité a

été répartie dans tout le volume de milieu extra-cellulaire et I'énergie déposée dans le culot cellulaire a été

considérée.

E
S7lnilieu = = (418)
my
Eculo
Srmitien < = (4.19)

ou E; et E ..ot représentent les énergies déposées respectivement dans le volume total et dans le culot
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Phase 1 Phase 2

Incubation Centrifugation

culot cellulaire

FIGURE 4.14 — Modélisation du tube de marquage avec le code de simulation MCNP6 pour le calcul du
facteur S,,:1:¢. dans les deux premiéeres phases du radiomarquage 1 (incubation) et 2 (centrifugation).

cellulaire.

Par ailleurs, I'activité cumulée dans le milieu peut étre exprimée en fonction de I'activité cumulée totale

dans le tube 4, et I'activité dans les cellules :
Amilieu - A;lt - Ncel X A’Zicel (420)

avec N,.; le nombre de cellules et A..; I'activité cumulée par cellule. De plus, 'activité cumulée totale dans
le tube A, est reliée a I'activité de la source mére A,,.., mesurée expérimentalement avec un activimétre,
par :

A = Apere/Vinere X Vatiquot X Tp/In(2) x (1 — exp(—In(2)/T X Tine) (4.21)

avec Vuiquot l& volume d’activité ajouté dans un tube pour une condition de marquage, T, la période

physique du ¥ F-FDG, T;,.. le temps d'incubation.

Incertitudes. Lincertitude-type de I'activité mére de '8F-FDG (A,..r.) a été estimée en se référant aux
spécifications de calibration de 'activimétre utilisé (tolérance<5%). Lincertitude sur le facteur S a été consi-
dérée comme négligeable. Les incertitudes-types des grandeurs d’influence du facteur S,,;;;¢.. (volume ou

masse) ont été évaluées dans les paragraphes précédents.
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3.3 Applications

3.3.1 Calculs préliminaires

Le modéle dosimétrique a servi dans un premiers temps a la sélection des gammes d’activité de '8 F-FDG
pour I'étude des effets biologiques in vitro, i.e., 1,5-10,8 MBg/mL et 2,4-23 MBg/mL respectivement pour
les JURKAT et les adCSM. Les activités ont été déterminées de fagon a obtenir des doses absorbées dans
les mémes gammes de dose que celles utilisées pour les irradiations externes, soient 0,5-4 Gy et 1-10
Gy respectivement pour les JURKAT et les adCSM. Pour réaliser ces calculs préliminaires, nous avons
considéré une augmentation linéaire de l'activité dans les cellules pendant la phase d’incubation et une
rétention totale de I'activité dans les cellules. Le tableau 4.8 récapitule les parametres de marquages fixés

pour le calcul et les gammes d’activité estimées.

Tableau 4.8 — Calculs préliminaires. Gammes de dose visées pour les JURKAT et adCSM et paramétres
de marquage correspondants. p..; = densité cellulaire ; T;, .., = temps d’incubation; V,, = volume de mar-
quage; Tiwage = temps de lavage ; Eff = efficacité ; Act. vol. = activité volumique. Les hypothéses de calcul
considérées sont les suivantes : incorporation linéaire de I'activité dans les cellules, et rétention totale de
I'activité aprés incorporation. (*) valeurs basées sur des mesures expérimentales réalisées lors d’expé-
riences préliminaires de radiomarquage au '8F-FDG.

Parameétres fixés Parameétre estimé
Doses Vm Pcel Tincub Tlavage Eff(*) Act.
(Gy) (mL) (/mL) (min)  (min) (%) vol. (MBg/mL)
adCSM 0-1-2-5-10 1 5.108 60 8 16 2,5-4,8-11,2-23
JURKAT 0-0,5-1-2-3-4 0,5 5.106 60 8 6 1,5-2,8-5,1-8-10,8

3.3.2 Calcul des doses absorbées pour la corrélation aux différents tests fonctionnels

Lensemble des étapes de calcul détaillé dans la partie 3.2 a été implémenté dans un programme Python
(v2.7). Ce programme a été utilisé pour calculer spécifiquement la dose moyenne et l'incertitude associée
a partir des paramétres de I'expérimentation (activité, volume, nombre de cellules, durée des étapes, etc).
Comme décrit dans le protocole expérimental, des échantillons de cellules ont été fixés a 1h, 24h et 72h
pour des immunomarquages ultérieurs. La procédure de fixation a impliqué de centrifuger de nouveau les
cellules avant de les suspendre dans la solution de fixation.

Cette étape supplémentaire a été ajoutée au modéle dosimétrique pour estimer la dose absorbée a 1h
post-marquage. Bien que les cellules continuent d’étre irradiées une fois fixées, la dose délivrée associée
n'aura plus d’'impact sur celles-ci car leur activité métabolique est alors figée. De ce fait, la dose absorbée

résiduelle au-dela de 1h n’a pas été prise en compte.
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4 Reésultats

4.1 Caractérisation du marquage
4.1.1 Efficacité de marquage

Linsuline est une hormone qui régule I'entrée du glucose dans les cellules. Nous avons voulu étudier, dans
un premier temps, si son effet était transposable au cas du **F-FDG pour les cellules JURKAT et adCSM.
Les données de la littérature montrent un effet trés variable selon le type cellulaire. Par exemple, Forstrom
et al. (202) a montré que l'insuline était inefficace dans le cas du marquage de leucocytes, tandis que Paik J
et al. et Meier et al. ont relevé un effet trés favorable de I'insuline dans le cas du marquage de monocytes et
de cellules dites "tueuses naturelles" (NK), avec une augmentation de l'efficacité respectivement de 169%
et 62% a 10 Ul/mL (229, 65). Dans notre étude, plusieurs concentrations d’'insuline allant de 1 a 20 Ul/mL

ont été testées pour les JURKAT et les adCSM.
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Concentration en insuline (Ul/mL)

FIGURE 4.15 — Caractérisation du marquage. Effet de la concentration d’insuline sur I'efficacité de mar-
quage normalisée a 1.10° de cellules. Chaque point indique la moyenne =+ écart-type pour n=9.

Comme le montre la figure 4.15, nous n’avons pas observé d’accroissement de l'incorporation du FDG
dans les cellules lié a la présence d’insuline. En effet, pour toutes les concentrations d’insuline étudiées
(1-20 Ul/mL), les valeurs d’efficacité ne sont pas significativement différentes de celle de I'échantillon sans

insuline. Ces résultats confirment le caractére cellule-dépendant de I'effet de l'insuline.

Pour évaluer I'effet de la densité cellulaire sur l'efficacité de marquage, un nombre croissant de cellules
JURKAT a été incubé avec 20 MBg/mL de '®F-FDG. Dans ces conditions, une augmentation linéaire de

I'efficacité absolue en fonction de la densité cellulaire a été observée (figure 4.16, A). Cette corrélation
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linéaire est liée a 'augmentation du nombre de cellules dans le volume de marquage captant le '8F-FDG.
En revanche, I'efficacité normalisée a 1.10° cellules ne varie pas significativement entre 2.106 (6,7+0,9 %)
et 5.106 cellules/mL (7,2+1,1 %) puis diminue légerement bien que significativement a 1.107 cellules/mL
(5,7£0,4 %) (figure 4.16, B). Autrement dit, & 1.107 cellules/mL, chaque cellule capte en moyenne un peu

moins d’activité, suggérant une disponibilité limitée du '8F-FDG pour la concentration étudiée (20 MBg/mL).
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FIGURE 4.16 — Caractérisation du marquage. Effet de la densité cellulaire sur I'efficacité de marquage
globale (A) et normalisée a 1.10° de cellules (B). ctrl = contréle. *p<0,05 et **p<0,001 ; N=9.

La figure 4.17 présente les valeurs d’activité et d’efficacité normalisées a 1.10° de cellules pour diffé-
rentes conditions d’activités volumiques (5, 10, 20 et 40 MBg/mL). Les résultats mettent en évidence une
proportionnalité entre I'activité contenue dans les cellules et I'activité volumique. En revanche, les valeurs
d’efficacité, reflétant le taux d’activité contenue dans les cellules par rapport a la quantité totale d’activité,
ne varient pas significativement avec I'activité volumique pour les deux types cellulaires (p>0,5). Des va-
leurs moyennes d’efficacité de 9,2, 8,9, 8,1 et 8 % ont été mesurées pour les JURKAT, contre 10,6, 11,4,
9,6 et 9,5 % pour les adCSM.

La confrontation des valeurs absolues d’efficacité de marquage obtenues avec celles de Ia littérature est
difficile, les conditions expérimentales (temps d’incubation, nombre de cellules, activité volumique, type cel-
lulaire) étant variables d’une étude a l'autre. Une valeur de 2% d’efficacité pour 10 000 cellules et un temps
d’'incubation de 100 minutes avait été mesurée pour des cellules souches mésenchymateuses marquées
au '8F-FDG (85). Pour des cellules souches hématopoiétiques, des efficacités variant entre 46%—95% pour
un nombre de cellules inconnu et une incubation de 40 minutes (13) et 5,6% pour 10 000 cellules (230) et
45 minutes d’incubation ont été mesurées. Pour les lymphocytes T, Botti et al. (87) ont mesuré une effica-

cité de marquage au '*F-FDG de 68% pour 2,5.108 cellules et 30 minutes d'incubation. Par ailleurs, il n’est
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pas possible de normaliser ces valeurs d’efficacité a un nombre de cellules pour faciliter la comparaison,
étant donné la potentielle interaction entre les effets de I'activité volumique et de la densité cellulaire sur la

quantité d’activité incorporée dans les cellules (cf. figure 4.16).
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FIGURE 4.17 — Caractérisation du marquage. Effet de I'activité volumique sur (A) I'activité incorporée

dans les cellules et (B) sur l'efficacité de marquage aprés 60 minutes d’incubation. Les données ont été
normalisées a 1.106 de cellules. *p<0,05, n=9.

Enfin la cinétique d’'incorporation de I'activité dans les cellules a été caractérisée sur une période de 150
minutes. Pour cette étude, une activité volumique de 20 MBg/mL a été fixée. Les résultats, présentés
figure 4.18 B, montrent une augmentation continue de I'efficacité de marquage, corrigé de la décroissance,
sur toute la période d’incubation jusqu’a 150 minutes, avec une rapidité plus importante les 45 premieres
minutes d’incubation.

Pour les deux types cellulaires, des différences significatives ont été mesurées entre l'efficacité de mar-
quage a 15 minutes et 60 minutes (p<0,01), et & 150 minutes et tous les temps antérieurs (p<0,001). La
courbe activité-temps sans correction de la décroissance est représentée figure 4.18 A. On observe que

I'activité se stabilise trés rapidement, autour des 15 minutes d’incubation, pour les deux types de cellules.
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FIGURE 4.18 — Caractérisation du marquage. Cinétique d'incorporation du ®F-FDG dans les adCSM
et JURKAT : (A) Activité mesurée dans les cellules normalisée a 1.10° cellules, non corrigée de la dé-
croissance radioactive, en fonction du temps d’incubation. (B) Efficacité de marquage normalisée a 1.10°
cellules et corrigée de la décroissance, en fonction du temps d’incubation. **p<0,001 ; **p<0,0001. n=9.

4.1.2 Stabilité du marquage

Le processus d’élution du *F-FDG est visible sur la figure 4.19, avec un pourcentage de rétention qui
diminue linéairement au cours du temps pour les deux types cellulaires. La perte d’activité a été significati-
vement plus importante pour les adCSM que pour les cellules JURKAT. Les résultats montrent en effet que
84 + 8% de I'activité incorporée dans les cellules JURKAT a la fin du radiomarquage est retenue dans les
cellules aprés 90 minutes, contre 47 + 2% pour les adCSM. Pour les JURKAT, des différences significatives
ont été trouvées entre le temps TO et tous les autres temps, et entre 30 minutes et 90 minutes (p<0,01).
Pour les adCSM, des différences significatives ont été trouvées entre tous les points (p<0,001).

Comme évoqué précédémment, le modéle linéaire de stabilité utilisé pour les calculs dosimétriques a été

établi a partir de ces données.

Les résultats de caractérisation du marquage du '8F-FDG sur des cellules mésenchymateuses issus d’une
précédente étude par Wolfs et al. (85) confirment des valeurs élevées d’élution du FDG au cours du temps.
Une stabilité moyenne semblable de 50% avait été calculée 90 minutes aprés la fin du radiomarquage.
Par ailleurs, la rétention du FDG dans des lymphocytes-T de porcins avait été mesurée a 94% a 30 minutes
et 77% a 120 minutes, ce qui est cohérent avec les résultats obtenus pour les JURKAT (88).

La rétention du FDG peut dépendre de I'expression de certains génes, de la taille de la cellule ou encore
des activités des enzymes hexokinases et phosphatases (231). Ces élements qui décrivent un processus
essentiellement cellule-dépendant, pourraient étre a I'origine des différences entre les valeurs de stabilités

des adCSM et des JURKAT. Il est possible également qu’une partie de 'activité relarguée dans le milieu
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FIGURE 4.19 — Caractérisation du marquage. Rétention de I'activité dans les cellules suivant la période
d’incubation (60 minutes), jusqu’a 90 minutes. **p<0,001

soit liée a une mortalité des cellules, du fait notamment que les cellules sont privées de glucose pendant
une longue période (jusqu’a 150 minutes apres la fin du radiomarquage). Cependant, cette hypothése n’a

pas été vérifiee dans cette série d’expériences.

4.1.3 Conclusion

Dans cette étude préliminaire, les paramétres pouvant influencer I'efficacité de marquage du '®F-FDG et
donc I'évaluation de la dose ont principalement été étudiés. Les résultats ont montré que la concentration
en insuline et I'activité volumique n’avaient pas d’effet significatif sur I'efficacité de marquage. En revanche,
I'efficacité de marquage est proportionnelle a la densité cellulaire et augmente avec le temps d’incuba-
tion. De plus, pour une activité volumique donnée, I'activité moyenne par cellule diminue a partir d’'une
certaine densité cellulaire qui dépend de I'activité initiale. Dans notre étude, pour une activité volumique
de 20 MBg/mL, nous avons observé une diminution de I'activité moyenne par cellule a partir d’une densité

cellulaire de 1.107 cellules/mL.
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4.2 Calculs dosimétriques

4.2.1 Doses absorbées et incertitudes associées

Une évaluation dosimétrique précise a été réalisée, tenant compte des parameétres expérimentaux spéci-
fiques a chaque radiomarquage, notamment l'efficacité, qui a varié de maniére importante entre les diffé-
rentes expériences, entre 2 et 7% pour les JURKAT et entre 11 et 34% pour les adCSM. Des intervalles
de doses plus étendus que ceux prévus ont été obtenus, allant de 0,56+0,07 a 7,87+1,27 Gy pour les

JURKAT ; de 1,67+0,27 a 36,12 Gy+6,77 Gy pour les adCSM.

La dose absorbée moyenne au noyau cellulaire, les trois contributions qui la composent et leurs incertitudes
associées sont présentées dans les tableaux 4.9 et 4.10, en fonction de l'activité volumique initiale, de la

densité cellulaire initiale et de l'efficacité de marquage.

Une comparaison de ces valeurs de doses avec celles obtenues avec le modeéle dosimétrique simplifié,i.e.,
avec une incorporation linéaire de I'activité dans les cellules et une rétention totale de I'activité dans les
cellules, a montré des différences trés faibles (<1%) (cf. Annexe 3, §1). Cela signifie que les hypothéses de

modeéles considérées ont eu peu d'impact sur I'estimation de la dose moyenne absorbée aux cellules.

La caractérisation des sources de variabilité impliquées dans la procédure de radiomarquage a permis
d’aboutir, en suivant la méthode analytique du GUM, a la détermination de la dose absorbée moyenne
et son incertitude associée, dans un intervalle de confiance de 95%, pour les trois contributions de dose
(auto-absorption, tir croisé, dose non-spécifique) et la dose absorbée totale. Les écarts de doses relatifs
sur la dose absorbée totale varient entre 11 et 16% pour les JURKAT et 16% et 19% pour les adCSM.
Parmi les trois contributions de dose, les résultats montrent que les incertitudes sont les plus élevées pour
la dose auto-absorbée, atteignant 50%. Les incertitudes associées au tir croisé sont de 18% en moyenne

et entre 3% et 18% pour la dose non-spécifique.
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Tableau 4.9 — JURKAT. Valeurs des doses absorbées et incertitudes associées pour un intervalle de confiance a 95% calculées pour chaque expérimen-
tation au '8F-FDG. Chaque grandeur X est présentée sous la forme X £+ U(X). Les paramétres d’entrée spécifiques a chaque expérimentation : activité
volumique, densité cellulaire initiale (p) et efficacité de marquage normalisée a 1.10° cellules/mL sont indiquées.

| N°exp. A, (MBg/mL) Eff/1e6 cellules (%) p (cellules/mL) | D*° (Gy) D*¢(Gy) Dmiticu (GY) Dy

1,60+0,21 2,02+0,45 4,6.10°+0,7.10° | 0,0440,02 0,35+0,06 0,17+0,02 0,56+0,07
2,80+0,21 2,25+0,44 4,6.10°+0,7.10° | 0,0840,04  0,7040,2 0,30+0,02 1,06+0,14
JURKAT 1 5,10+0,21 2,13+0,40 4,6.1040,7.10% | 0,14+0,07 1,2240,22 0,54+0,02 1,88+0,25
8,08+0,22 2,16+0,40 4,6.1040,7.10 | 0,224+0,10  1,98+0,34 0,84+0,03 3,02+0,39
10,9+0,24 1,52+0,28 4,6.10+0,7.10 | 0,20+0,10  1,90+0,33 1,156+0,03 3,22+0,38
1,50+£0,14 4,20+0,86 4,6.10°+0,7.10° | 0,084+0,04 0,68+0,12 0,15+0,02 0,90+0,14
2,80+0,14 4,56+0,86 4,6.10°+0,7.10° | 0,164+0,08 1,38+0,24 0,27+0,02 1,81+0,28
JURKAT 2 5,0+0,14 4,36+0,80 4,6.104+0,7.106 | 0,27+0,14  2,36+0,40 0,48+0,02 3,11+0.47
8.0+0,16 4,68+0,86 4,6.1054+0,7.10° | 0,46+0,23  4,06+0,71 0,76+0,02  5,29+0,81
10,8+0,18 3,76+0,69 4,6.104+0,7.10° | 0,50+0,25 4,42+0,77 1,06+0,02 5,98+0,89
1,50+0,14 5,65+1,15 4,8.10°+0,8.10° | 0,1040,05 1,02+0,17 0,14+0,02 1,26+0,20
2,80+0,14 6,29+1,17 4,8.104+0,8.10 | 0,224+0,11  2,10+0,36 0,25+0,02 2,56+0,40
JURKAT 3 5,0+0,15 5,59+1,01 4,8.104+0,8.10 | 0,35+0,17  3,27+0,56 0,46+0,02 4,07+0,64
8,0+0,17 7,07+1,27 4,8.105+0,8.10 | 0,70+0,35 6,49+1,11 0,68+0,03 7,87+1,27
10,8+0,19 5,17+0,97 4,8.10°+0,8.10° | 0,694+0,35 6,10+1,04 1,0+0,03 7,79+1,20




Tableau 4.10 — adCSM. Valeurs des doses absorbées et incertitudes associées pour un intervalle de confiance a 95% calculées pour chaque expérimen-
tation au '8F-FDG. Chaque grandeur X est présentée sous la forme X £+ U(X). Les paramétres d’entrée spécifiques a chaque expérimentation : activité

volumique, densité cellulaire initiale (p) et efficacité de marquage normalisée a 1.10° cellules/mL sont indiquées.

| N°exp. A; (MBg/mL) Eff/1e6 cellules (%) p (cellules/mL) | D (Gy) Deroisc (GY) Dimiticu (GY) Dy

2,9+0,33 11,03+2,62 3,7.106+0,6.10% | 0,08+0,04 1,36+0,26 0,23+0,04 1,67+0,27

4,80+0,34 10,92+2,23 3,8.106+0,7.10% | 0,17+0,08 2,71+0,50 0,45+0,04 3,32+0,54

adCSM 11,20+0,41 11,17£2,17 3,8.106+0,7.10% | 0,40+£0,18 6,50+1,21 1,03+0,05 7,93+1,29
23+0,65 15,76+3,03 3,8.104+0,7.10% | 1,54+0,54 19,02+1,54 1,92+0,07 22,09+3,77

2,41+0,44 32,914+9,00 3,8.106+0,7.10% | 0,25+0,12 3,70+0,72 0,15+0,05 4,09+0,77

4,79+0,44 33,77+7,49 3,8.106+0,7.10% | 0,51+0,24 7,56+1,47 0,28+0,05 8,36+1,58

adCSM 11,20+0,50 31,394+6,45 3,8.106+0,7.10% | 1,11+£0,52 16,424+3,19 0,71+0,06 18,244+3,42
23+0,70 30,39+6,11 3,8.1064+0,7.10°% | 2,19+1,03 32,43+6,30 1,49+0,11 36,12+6,77

2,36+0,40 20,88+5,47 4,2.10+0,7.10° | 0,164+0,07 2,28+0,43 0,18+0,05 2,62+0,47

4,79+0,41 19,93+4,29 4,3.1054+0,7.10% | 0,304+0,14 4,36+0,82 0,38+0,05 5,03+0,89

adCSM 10,99+0,46 18,67+3,74 4,2.10540,7.10% | 0,654+0,30 9,53+1,80 0,90+0,06 11,08+1,94
22,47+0,66 15,96+3,16 4,2.10540,7.10% | 1,144+0,53 16,73+3,16 1,95+0,08 19,82+3,40
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Contributions aladose. Comme le montre le tableau 4.11 pour une expérience représentative, la contri-
bution du tir croisé est majoritaire. Dans le cas du radiomarquage des cellules JURKAT, celle-ci atteint en
moyenne 80%, contre 12 % pour la contribution du milieu et seulement 8% pour la dose auto-absorbée.
Pour les adCSM, le pourcentage de tir croisé atteint 86% en moyenne, tandis que les contributions de la

dose provenant du milieu et 'auto-absorption sont respectivement de 8% et 6%.

Tableau 4.11 — Pourcentages de contribution des composantes de la dose absorbée moyenne aux
cellules. (a) JURKAT (exp n°3), (b) adCSM (exp n°3).

(a)
D;o; Auto-absorption (%) Tir croisé (%) Non-spécifique (milieu) (%)

1,3 7,2 80,0 12,0
2,5 7,5 81,5 11,0
4,0 7,7 79,7 12,4
7,8 8,1 81,9 10,0
7,7 8,0 77,8 14,1

(b)

D;,; Auto-absorption (%) Tir croisé (%) Non-spécifique (milieu) (%)

1,7 6,1 87,0 6,9
3,3 6,0 86,7 7,6
7,9 5,9 86,0 8,1
22,0 5,8 84,4 9,8

Sources d’incertitude. Pour mesurer la contribution des principales sources d’incertitude dans la dis-
persion finale des valeurs de dose absorbée, nous avons effectué des calculs de dose en fixant a zéro
I'incertitude associée a chacune des sources considérées. Des calculs ont été réalisés en retirant du calcul
successivement la variabilité associée (1) au nombre de cellules, (2) a la taille des cellules, (3) aux volumes

prélevés, et finalement (4) aux activités. Les résultats sont présentés dans le tableau 4.12.

Source éliminée Dix U(D)

- 22,09 3,77

Nombre de cellules/tube 22,09 1,70
Volume 22,09 3,21

Taille des cellules 22,09 3,74
Activité 22,09 3,77

Tableau 4.12 — Sources d’incertitude. Effet de I'élimination de différentes sources de variabilité sur la dose
absorbée totale aux cellules. Les calculs ont été réalisés a partir des données d’entrée de I'expérience n°3
(cf. tableau 4.10).

La prise en compte dans le calcul du nombre de cellules moyen, sans I'incertitude associée entraine une
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diminution de l'incertitude sur la dose absorbée totale d’un facteur 2,2, passant de 3,77 Gy a 1,70 Gy. La
diminution de l'incertitude a été moins importante en enlevant la variabilité des volumes (3,77 Gy a 3,21
Gy). Enfin, en retirant la variabilité associée a la taille des cellules ou I'activité, la diminution de I'incertitude
finale a été minime ou nulle.

Ces résultats montrent que I'estimation du nombre de cellules est un des paramétres ayant le plus d’in-
cidence sur l'incertitude globale associée a la dose absorbée. Cela s’explique par le fait que I'activité in-
tracellulaire (MBg/mL) moyenne dont dépendent beaucoup I'auto-absorption et le tir croisé est calculée en
divisant I'activité totale dans un tube par le nombre de cellules, sous I'hnypotheése d’une distribution uniforme
de I'activité dans les cellules. Plus largement, le tir croisé étant la contribution majoritaire de la dose absor-
bée, les paramétres affectant I'activité intracellulaire ou le facteur moyen S¢7°s¢ sont les plus susceptibles

d’augmenter l'incertitude.

Corrélation dose absorbée-effets. Les doses absorbées présentées dans les tableaux 4.9 et 4.10 ont
été utilisées pour établir une corrélation avec la survie clonogénique et les données YH2AX a 24h et 72h
post-marquage. Comme nous avons vu dans la partie méthodologie (5.3.2), pour la corrélation avec les
données yH2AX a 1h, un calcul spécifique a été réalisé en ajoutant une étape supplémentaire de centrifu-
gation des cellules a 1h. Le tableau 4.13 montre les écarts pour une expérience représentative entre les
doses induites par cette modification du modéle dosimétrique. Bien que le temps d'irradiation des cellules
fixées a 1h soit plus court, le tableau montre que I'étape supplémentaire de centrifugation induit une aug-
mentation de la dose absorbée par rapport a la dose totale, d’'un facteur 1,2. Ces écarts sont indépendants

du type cellulaire et de la dose.

Tableau 4.13 — Différences entre la dose absorbée totale et la dose absorbée pour les échantillons fixés a
1h, comprenant une étape supplémentaire de centrifugation. Les résultats présentés sont issus de calculs
de dose a partir des données d’entrée de I'expérience (exp n°3).

D,.: D;, Ratio
1,3 1,5 1,2

26 3,0 1,2
41 47 1,2
79 9.2 1,2
7,8 9,1 1,2

4.2.2 Débit de dose

Pour mieux évaluer I'implication des différentes étapes du radiomarquage '*F-FDG dans la dose délivrée

aux cellules, nous avons également évalué la variation du débit de dose au cours du temps, telle que :

D(t) = Aer(t).SY 4 Aoy (£).5(t) + Apiticn (t).ST (1) (4.22)
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La figure 4.20 présente, pour une expérimentation représentative, le profil de débit de dose en fonction du

temps et, pour chaque phase du radiomarquage identifiée, le pourcentage de la dose totale déposée.

1: incubation . 2 3 N
,E 025 2: centrifugation 1 E i , 4 ;;02) [E))_-:_—
é 3: remise en suspension E ! ! . 0.2% DT
; 0.20+ 4: centrifugation 2 : = .: 35% DT
) 5: remise en suspension : 1 i ! Bl 4% DT
% 0.15 et test fonctionnel E E E i
o . EE
o . o |
o 0.10 ; i :
° | R
§ 0.05 1 Lo
: . BN >
0.00+ '
0 20 40 60 80 100 120 140
Temps (min)
I | T - —»>
Début du Fin du T, +1h To +24h
radiomarquage radiomarquage
To

FIGURE 4.20 — Débit de dose associé au radiomarquage des cellules JURKAT au '8F-FDG. Profil
du débit de dose en fonction du temps le long de la procédure de radiomarquage, pour une expérience
représentative a une activité initiale de 10,8 MBq, 5.10° cellules et une efficacité de 25%.

Les résultats montrent une variabilité importante du débit de dose au cours de la procédure de radiomar-
quage. Celle-ci est marquée par deux fortes augmentations du débit de dose au niveau des étapes 2 et
4, qui correspondent aux étapes de lavages des cellules. Ceci peut s’expliquer par la centrifugation des
cellules qui se retrouvent alors compactées au fond du tube. Cela entraine a la fois une forte augmentation
de la densité cellulaire, qui contribue a 'augmentation du tir croisé, et une diminution considérable du vo-
lume d’étude qui contribue a faire baisser le tir croisé moyen en raison de I'échappement d’une partie de
I'énergie des rayonnements en dehors du volume d’étude.

Cependant, I'effet de la réduction du volume est finalement relativement faible par rapport a celui liée a
'augmentation de la densité cellulaire. En effet, dans le cas des adCSM par exemple, sous les hypothéses
de modeéle d’un culot de géométrie cylindrique et d’'une compacité maximale, la hauteur du culot vaut en

moyenne 0,04 cm, ce qui reste deux fois plus grand que la portée moyenne du '#F (0,2 cm).
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Tableau 4.14 — Débit de dose associé au radiomarquage des cellules au '*F-FDG. Valeurs moyennes
de débit de dose sur les gammes d’activité utilisées pour les cellules (a) JURKAT et (b) adCSM.

(a)

Phase 1 Phase 2 Phase 3 Phase 4 Phase 5
Débit de dose
moyen 4810°%-0,02 0,05-0,27 9,510%*-5,3.1073 0,04-0,24 4,4.10°*-2,47.1073
(Gy/min)
(b)
Phase 1 Phase 2 Phase 3 Phase 4 Phase 5

Débit de dose
moyen 4,71.10%-0,04 0,10-0,71 1,55.1073-0,01 0,09-0,64 5,21.107*-3,79.1073
(Gy/min)

Ainsi, globalement, dans cette configuration, une augmentation du tir croisé et, par la méme, une augmen-
tation du débit de dose global ont été obtenues (figure 4.20).

On observe que, lors de ces étapes d'une dizaine de minutes, environ deux tiers de la dose totale ont
été déposeés, contre 22% (dans I'exemple illustrée figure 4.20) lors de la période d’incubation des cellules
avec le '8F-FDG, qui représente pourtant I'étape la plus longue de la procédure (1h). Par ailleurs, la dose
déposée aux cellules apres les étapes de lavages est minime (<5%).

Ainsi, par rapport aux calculs dosimétriques, les hypothéses formulées ont concerné la forme d’incorpora-
tion de I'activité dans les cellules lors de la phase d'incubation et la stabilité du '*F-FDG aprés radiomar-
quage, soient deux étapes qui ont finalement peu d’'impact sur la dose absorbée totale, ce qui explique les

écarts de doses négligeables suivant les deux modeéles dosimétriques testés.

Dans les tableaux 4.14 (a) et (b), les valeurs minimales et maximales des débits de dose moyens asso-
ciées a chaque étape du radiomarquage sont présentées. Pour la dose la plus élevée, le débit de dose a
atteint 0,27 Gy/min pour les JURKAT et 0,71 Gy/min pour les adCSM lors de la premiére centrifugation des
cellules. Laugmentation du débit de dose est la plus élevée entre la phase 3 et 4, qui peut atteindre un fac-
teur supérieur a 40 et 60, respectivement pour les JURKAT et adCSM. Pour donner un point de référence,
dans une précédente étude portant sur I'efficacité thérapeutique de I'°°Y pour différents débits de dose, la
gamme des hauts débits (HDR) se situait entre 0,006 a 0,012 Gy/min (172). Les niveaux de débit de dose
impliqués dans notre étude sont donc relativement élevés, méme s’ils restent significativement inférieurs

au débit de dose de lirradiation externe a 2,5 Gy/min.
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4.3 Survie cellulaire

Les courbes de survie clonogénique pour les cellules JURKAT et adCSM, aprés radiomarquage au ‘8F-
FDG et irradiation externe ont été établies. Sur la figure 4.21, les données de survie pour le *F-FDG ont
été corrélées aux valeurs de dose moyenne absorbée au noyau cellulaire calculées a partir du modéle

dosimétrique complet et sont présentées en fonction du type d’exposition.

JURKAT adMSC

1072 %

Fraction de survie
Fraction de survie

5 5 4 6 0 5 10 15
Dose (Gy) Dose (Gy)

FIGURE 4.21 — Survie clonogénique. Courbes de survie des cellules radiomarquées au '8 F-FDG ou irra-
diées aux rayons X pour les JURKAT (gauche) et les adCSM (droite). Dans le cas de l'irradiation externe,
les valeurs moyennes + écart-types de la survie sont présentées. Dans le cas du marquage au '8F-FDG,
les valeurs individuelles sont représentées.

Les parameétres radiobiologiques « et 3 ont pu étre déterminés a partir du modéle linéaire quadratique

(232) décrivant la survie clonogénique en fonction de la dose absorbée telle que :

In(SF) = —aD — 3D? (4.23)

ou SF est la fraction de survie cellulaire, « et 5 sont les paramétres radiobiologiques exprimés respective-
ment en Gy ! et Gy 2.

Les paramétres « et 3, ainsi que la fraction de survie a 2 Gy SF, estimée a partir de ces parametres sont
indiqués dans le tableau 4.15.

Pour les adCSM, les courbes de survie sont significativement différentes selon le mode d’irradiation (p<0,05).
Une survie globalement plus élevée des adCSM suite au radiomarquage au '®F-FDG a été observée en
comparaison a l'irradiation externe, avec une fraction de survie a 2 Gy respectivement de 0,55 et 0,22. Pour
les deux courbes de survie, la composante quadratique du modéle LQ est apparue nulle (5=0 pour l'irra-
diation externe) ou trés faible (8=0,00340,006 pour le '8F-FDG). Dans le cas des cellules JURKAT, nous

n’avons pas trouvé de différence significative entre la survie des cellules aprés radiomarquage et apres
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Tableau 4.15 — Survie clonogénique. Comparaison des parameétres « et 5 et de la fraction de survie a
2 Gy SF, entre lirradiation externe et le radiomarquage des cellules JURKAT et adCSM au '8F-FDG. @ :
p<0,001, ® : p<0,05. Le coefficient de corrélation cor des ajustements est également indiqué.

Irr. Ext. 18F-FDG
a(Gy™') B(Gy™?) SF, cor | a(Gy!) B(Gy?)  SFy cor
JURKAT 0,85+0,10¢ 0,05+0,09 0,17 0,96 ‘ 0,65+0,07 ® - 0,22 0,95
adCSM  0,81+0,08 ¢ - 0,20 0,98 ‘ 0,29+0,08 * 0,003+0,006 0,55 0,99

irradiation externe (p>0,3). Un léger épaulement de la courbe de survie d’irradiation externe est observé
mais les incertitudes expérimentales semblent trop grandes pour obtenir un paramétre g avec une bonne

précision.

18F_FDG 1 Irr. Ext.
1 =
i N -e. adMsC
o e 107" - ;
2 10" g
o 3
T e 102
3 s
= s 1
8 1072 o
s * 10 I
-4
10-3 ‘ ‘ 10 ‘ ‘ ‘ |
0 5 10 15 0 2.5 5 75 10
Dose (Gy) Dose (Gy)

FIGURE 4.22 — Survie clonogénique. Courbes de survie des cellules JURKAT et adCSM radiomarquées
au '®F-FDG (gauche) ou irradiées aux rayons X (droite). Dans le cas de l'irradiation externe, les valeurs
moyennes =+ écart-types de la survie sont présentées. Dans le cas du marquage au '8F-FDG, les valeurs
individuelles sont représentées.

La comparaison des courbes de survie entre les cellules JURKAT et adCSM montre une réponse différen-
tielle selon le mode d’irradiation. En effet, les résultats semblent indiquer une plus grande radiosensibilité
des cellules JURKAT par rapport aux adCSM dans le cas du radiomarquage au '®F-FDG (p<0,05). La com-
paraison statistique globale des courbes de survie des JURKAT et adCSM (figure 4.22) n’a en revanche
pas montré de différence significative pour la survie suite a l'irradiation externe. Néanmoins, le détache-
ment des deux courbes visible de maniére nette a partir de 2,5 Gy, suggére une survie globale élevée pour

les adCSM pour les doses élevées.

179



Chapitre 4.

4.4 Reésultats de cytométrie en flux

Des analyses en cytométrie en flux ont ensuite été réalisées afin d’analyser conjointement le cycle cellulaire
et les cassures doubles brins de 'ADN (a 1h, 24h et 72h) grace a un double marquage de ’'ADN des cellules

et des foci yH2AX.

4.4.1 Cycle cellulaire

Dans un premier temps, l'influence de la dose absorbée par les cellules JURKAT et adCSM aprés radio-

marquage ou irradiation externe sur le cycle cellulaire a été évaluée par cytométrie en flux.

Cycle cellulaire des JURKAT. La figure 4.23 montre la distribution dans le cycle cellulaire des JURKAT
non irradiées et des cellules JURKAT a 1h, 24h et 72h apreés irradiation externe a 4 Gy et 5,1 Gy (**F-FDG).
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FIGURE 4.23 — Cycle cellulaire des JURKAT. lllustration de I'accumulation des cellules JURKAT en phase
G2/M, aprés irradiation externe et marquage au '®F-FDG. Les profils de distribution des cellules témoins
non irradiés (ctr/ pour controle), et irradiées a 4 Gy (par irradiation externe) et 5,1 Gy (*8F-FDG) issus d’'une
expérimentation représentative sont montreés.

La proportion des cellules dans les trois phases du cycle n’a pas varié significativement entre les échan-
tillons témoins et les échantillons irradiés (1*F-FDG et irradiation externe) au temps 1h post-irradiation,

avec en moyenne 48+4% des cellules en phase G0/G1, 37+3% des cellules en phase S et 164+2% en
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phase G2/M. En revanche, un changement de profil du cycle cellulaire a été observé a 24h et 72h, qui se
caractérise par une augmentation du nombre de cellules en phase G2/M et une diminution du nombre de

cellules en phase G0/G1.

Une corrélation linéaire entre les pourcentages de cellules en GO/G1 et G2/M a 24h et 72h et la dose ab-

sorbée a été établie, figure 4.24.
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FIGURE 4.24 — Cycle cellulaire des cellules JURKAT. Corrélation entre la dose et le pourcentage de cel-
lules en phase G0/G1 et G2/M a 24h et 72h pour les cellules JURKAT. Lorsque la dose augmente, la propor-
tion des cellules en phase G0/G1 diminue tandis que le nombre de cellules en phase G2/M augmente. Les
données relatives a l'irradiation externe sont représentées en moyenne=+écart-type a partir de trois expé-
rimentations indépendantes. Les valeurs de doses pour le radiomarquage au '*F-FDG ont été regroupées
par classe a partir de trois valeurs au minimum, et sont présentées sous la forme moyenne+écart-type.

A 24h, 25% des cellules radiomarquées au 8F-FDG sont en phase G2/M aprés 2 Gy, et 40% aprés 4 Gy,
ce qui représente respectivement 1,5 et 2,5 fois plus que la fréquence relative des cellules témoins. Une di-

minution de la proportion des cellules en G2/M et une augmentation de la proportion des cellules en G0O/G1
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sont observées conjointement a 72h par rapport a 24h, les différences de pentes étant respectivement de
1,3 et 1,5 (p<0,05).

Les données du cycle cellulaire aprées irradiation externe semblent indiquer également un arrét prolongé
des cellules en phase G2/M avec une baisse significative du pourcentage de cellules en GO/G1 a 24h et
72h, et une augmentation en G2/M a 24h et 72h. Cependant, les coefficients de régression, environ deux
fois plus faibles que ceux estimés pour les données de radiomarquage, suggerent une accumulation des

cellules en G2/M plus accentuée dans le cas du radiomarquage *®F-FDG par rapport a l'irradiation externe.

Cycle cellulaire des adCSM. Létude du contenu en ADN des cellules adCSM par cytométrie en flux a
mis en évidence une proportion majoritaire des cellules en phase G0/G1, quel que soit le temps apres

radiomarquage et irradiation externe. Lhistogramme des fréquences (moyenne+écart-type) dans les trois

phases du cycle, pour une dose de 10 Gy, est montré figure 4.25.
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FIGURE 4.25 — Cycle cellulaire des cellules adCSM. Distribution du cycle cellulaire (moyenne et écart-

type) des cellules adCSM a 1h, 24h et 72h aprés radiomarquage a 9,4+1,8 Gy et irradiation externe a 10
Gy.

La distribution des cellules non irradiées dans le cycle cellulaire indique globalement une proportion de
cellules majoritaire en phase GO/G1. A 24h par exemple, la proportion de cellules est de 80+5,1% en phase
G0/G1, 16,44+3,9% en phase S et 3,6+1,5% en phase G2/M (figure 4.25 (gauche)). Aucune différence
significative n’a été observée entre les pourcentages de cellules dans les trois phases, a 10 Gy et 9,4+1,8
Gy et pour les trois temps. Le méme résultat a été trouvé pour les autres doses.

Par comparaison avec les profils de cycle cellulaire des JURKAT, on observe que la proportion de cellules en
phase GO/G1 du cycle & 1h heure post-irradiation est beaucoup plus élevée. Ce résultat est probablement

dd a une confluence des cellules en flasque de culture avant décollement des cellules pour l'irradiation ou
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fixation des cellules a 24h et 72h. En effet, pour garantir 'lhoméostasie, ce type de cellules possede une
propriété d’inhibition de contact qui se traduit par une mise en phase des cellules en quiescence ou en

GO0/G1.

4.4.2 Evaluation des dommages a I’ADN via I’analyse de I'’expression yH2AX

Le double marquage réalisé sur les cellules nous a permis de détecter l'intensité de fluorescence exprimée
par les foci YH2AX en fonction de la phase du cycle cellulaire dans laquelle sont les cellules.
Les résultats suivants correspondent a I'analyse des CDB a 1h puis de la capacité des cellules a réparer

efficacement les CDB a 24h et 72h post-irradiation externe et radiomarquage.

Fréquence de formation des foci yH2AX au temps 1h aprés protocole d’exposition. La figure 4.26
illustre les différentes étapes d’analyse des données de cytométrie pour extraire le signal de fluorescence

~vH2AX des cellules en fonction de leur position dans le cycle cellulaire.
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FIGURE 4.26 — Stratégie de fenétrage pour exprimer I'intensité de fluorescence YH2AX en fonction
de la phase du cycle. (1) Les débris cellulaires sont d’abord exclus via la création d’une région R1 sur les
paramétres de taille et de granulosité des cellules. (2) Les trois phases du cycle cellulaire sont identifiées
sur le profil de distribution de la fluorescence du signal 7-AAD. (3) Trois nouvelles régions sont créées sur
le diagramme en contour du signal de fluorescence vyH2AX en fonction du cycle cellulaire. Les limites de
régions en x sont celles définies a I'étape (2). Enfin, les histogrammes de fluorescence YH2AX dans chaque
phase du cycle cellulaire sont représentées. La quantité de fluorescence est proportionnelle au nombre et
a la taille des foci yH2AX.
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Apres élimination des débris, la population de cellules a été représentée en fonction de la fluorescence
~vH2AX (en ordonnée) et de la quantité d’ADN (en abscisse). Trois régions ont ensuite été créées afin de
distinguer les cellules en phase G0/G1, S et G2/M. Lexemple pour des cellules non-irradiées est montré
sur le cadran 3 de la figure 4.26. Lintensité de fluorescence positive et proportionnelle a la quantité d’ADN
est liée aux CDB induits par des processus endogénes associés par exemple au métabolisme oxydatif, aux
erreurs durant la réplication de 'ADN ou a différentes formes de recombinaisons de I’ADN (233).

A partir de la définition de trois régions, les histogrammes d’intensité de fluorescence yH2AX pour chaque
phase du cycle ont pu étre extraits.

Cette stratégie de fenétrage a été appliquée a tous les échantillons de cellules afin d’estimer la fréquence

radio-induite de YH2AX dans les cellules.

Comme illustré sur la figure 4.27, un changement de la position relative des histogrammes décrivant les
intensités de fluorescence YH2AX est observée pour des cellules irradiées (a 4 Gy dans I'exemple sur la

figure 4.27 pour les cellules JURKAT) par rapport a la population de contréle non-irradiée.
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IF yH2AX
G0/G1 S G2/M
IF
IF(D) / IF(Dg) 1 1 1

0Gy %decellules 585 258 15,7

IF(D) / IF(Doq) 2 1,5 1,8
4Gy %decellules 65,1 23 12

FIGURE 4.27 — Analyse de la fréquence relative de yH2AX radio-induite. lllustration de 'augmentation
relative de l'intensité de fluorescence YH2AX avec la dose absorbée, avec un exemple représentatif de
cellules JURKAT irradiées a 4 Gy a 1h post-irradiation. Le décalage du pic de fluorescence reflete I'aug-
mentation de la quantité de foci YH2AX dans les cellules a 4 Gy par rapport aux cellules non irradiées. La
fréquence relative de fluorescence IF(D)/IF(Dy) pour une dose est calculée comme étant la médiane du
signal de fluorescence yH2AX normalisée par rapport a celle du témoin. Les valeurs de fréquence relative
dans chaque phase a 0 Gy et 4 Gy, ainsi que le pourcentage de cellules correspondant sont indiqués dans
le tableau.
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Pour une dose et un temps donnés, 'augmentation relative de la fluorescence yH2AX a été calculée en
faisant le rapport des médianes d’intensité de fluorescence des cellules irradiées et des cellules témoins.
Lintensité de fluorescence exprimée par les cellules témoins varie en fonction de la quantité d’ADN présente
dans les cellules et donc en fonction de leur position dans le cycle cellulaire. Ainsi, les cellules en phase
S et G2/M présentent un niveau de foci plus élevé que celles en phase G0/G1 en abscence d'irradiation.
La fluorescence émise par les cellules témoins, associée a la présence de foci YH2AX peut résulter de
facteurs et processus endogenes liés au fonctionnement normal d’'une cellule, la réplication de 'ADN étant
'une des principales sources d’induction de cassures doubles brins (234).

Lanalyse de la fréquence relative des foci YH2AX a été réalisée d’abord a un temps précoce i.e., 1h aprés
radiomarquage ou irradiation externe. Ainsi, I'intensité relative de fluorescence YH2AX a 1h est présentée,

figure 4.28, en fonction de la dose absorbée.
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FIGURE 4.28 - Intensité relative de la fluorescence YH2AX dans les cellules adCSM (en haut) et les
cellules JURKAT (en bas) a 1h aprés radiomarquage au '*F-FDG (gauche) ou irradiation externe
(droite). Les données de fluorescence pour chaque dose ont été normalisées en fonction de l'intensité
de fluorescence des cellules témoins, telles que a 0 Gy la fréquence relative vaut 1. Pour les résultats
d’irradiation externe, les valeurs moyennes + écarts-types sont présentées pour trois expérimentations.
Pour les résultats de radiomarquage, les doses absorbées et intensités de fluorescences associées ont été
regroupées par classe a partir de trois valeurs au minimum.
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Pour les deux types cellulaires, nous avons observé une augmentation linéaire de la fluorescence yH2AX
avec la dose absorbée, pour chaque phase du cycle. Ce résultat est en accord avec de nombreuses pu-
blications ayant établi une relation linéaire entre le nombre de cassures doubles brins et la dose absorbée

pour une grande diversité de cellules et de conditions d'irradiation (149, 233, 175).

Une premiére différence entre la réponse des JURKAT et adCSM concerne les écarts de fluorescence
~vH2AX entre les trois phases du cycle. Pour les JURKAT aprés radiomarquage au '®F-FDG ou irradiation
externe, le rapport de fluorescence est significativement plus élevé pour les cellules en phase G0/G1 que
celui pour les cellules en phase S et G2/M (p<0,05). Lirradiation externe des cellules JURKAT a également
induit des différences d’intensités de fluorescence YH2AX émises par les cellules en phase G1, avec un
rapport de pente similaire entre G1 et les deux autres phases. Cependant, les intensités sont environ deux
fois plus faibles que celles obtenues aprées radiomarquage.

Au contraire, pour les adCSM, on observe des valeurs d’intensité de fluorescence plus importantes aprés
irradiation externe que par radiomarquage. Pour les adCSM, la réponse semble étre équivalente pour les
deux modes d'irradiation. A 10 Gy par exemple, le rapport d’intensité est Iégérement supérieur & 2 pour

Iirradiation externe et légérement inférieur & 2 pour I'exposition au *F-FDG.

Enfin, une différence trés marquée a été observée entre la fréquence relative yH2AX induite par le radio-
marquage au '®F-FDG des JURKAT et des adCSM. En phase G1, les JURKAT présentent une intensité
de fluorescence relative environ 12 fois plus élevée que celle des adCSM, et en phase S et G2/M, envi-
ron 6 fois plus. Nous avons également observé une différence significative d’intensité entre les JURKAT et

adCSM en phase G1 aprés irradiation externe, avec un écart de pente de 2,3.

Evaluation de la cinétique de réparation de ’ADN. Pour analyser la cinétique de réparation des CDB,
nous avons ensuite représenté, pour les deux types cellulaires, I'intensité de fluorescence relative yH2AX
en fonction de la dose absorbée a 1h, 24h et 72h pour chaque phase du cycle cellulaire (figures 4.29 et
4.30).

Le signal de fluorescence a 24h par rapport a 1h est un indicateur du niveau de réparation de I'ADN et a

72 heures, un indicateur du niveau de dommages résiduels.

Pour les cellules JURKAT et les deux modes d’irradiation, une diminution significative de la fréquence rela-
tive YH2AX est observée a 24h et 72h, réflétant le fait qu’'une quantité de CDB présente dans les cellules
a 1h a été réparée dans ces intervalles de temps. A 24h aprés irradiation externe, on observe un retour

des niveaux d’intensité de fluorescence a la normale pour toute la gamme de dose étudiée (0,5 Gy a 4
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FIGURE 4.29 - Cinétique de réparation de I’ADN. Intensité relative de fluorescence vyH2AX pour les
cellules JURKAT a 1h, 24h et 72h aprés radiomarquage au '*F-FDG et irradiation externe, en fonction de

la position dans le cycle cellulaire.
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FIGURE 4.30 — Cinétique de réparation de I’ADN. Intensité relative de fluorescence vyH2AX pour les
cellules adCSM a 1h, 24h et 72h aprés radiomarquage au '*F-FDG et irradiation externe, en fonction de la
position dans le cycle cellulaire.
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Gy) (p>0,05). Concernant le radiomarquage au '8F-FDG, la comparaison des valeurs de pente met en
évidence une fréquence YH2AX résiduelle dépendant de la dose absorbée en phase G0/G1, avec a 5 Gy,

une fréquence relative de 1,8.

Comme pour les JURKAT, les résultats de cinétique YH2AX pour les adCSM montrent une baisse signi-
ficative de la fréquence relative yH2AX a 24h et 72h par rapport & 1h pour toutes les phases du cycle
(p<0,05) figure 4.30. En revanche, contrairement aux JURKAT, les régressions linéaires indiquent un ni-
veau de dommages yH2AX a 72h plus élevé que celui a 24h. Pour les données relatives au radiomarquage
au '8F-FDG, en raison d'une forte dispersion des valeurs a 72h, la comparaison statistique des données
n’a pas permis d’'établir de différence significative entre les fréquences relatives a 24h et 72h, pour toutes
les phases du cycle. Pour les données relatives a l'irradiation externe, une légére augmentation mais signi-
ficative (p<0,01) de la fréquence relative YH2AX a été observée a 72h par rapport a 24h, pour les cellules
en phase G2/M. Pour les cellules en phase G0/G1 et S, aucune différence significative n’a été mise en

évidence, au seuil de 5% entre les valeurs a 24h (p=0,07) et 72h (p=0,06).

5 Discussion et perspectives

Le travail présenté dans ce chapitre avait pour objectif d’étudier la réponse in vitro des cellules en fonction
de la dose absorbée afin de mieux comprendre I'impact du radiomarquage dans le cadre d’une étude de
suivi de cellules par imagerie TEP. Cette étude a été réalisée dans le cadre d’un radiomarquage au '8F-

FDG de cellules adCSM et JURKAT.

5.1 Dosimeétrie

Comme déja expliqué précédemment, contrairement a l'irradiation externe, ou la dose est délivrée aux cel-
lules avec une précision connue, I'évaluation de la dose absorbée qui suit I'ajout d’'une solution radioactive
est plus complexe et dépend d’'un nombre important de parametres dont certains, comme I'activité intra-

cellulaire, sont affectés d’'une variabilité importante et sont relativement difficiles a déterminer.

Pour évaluer la dose absorbée moyenne au noyau cellulaire, un programme Python a été implémenté, inté-
grant 'ensemble des variables impliquées dans les différentes étapes du marquage, a savoir, les phases de
préparation des cellules (nombre de cellules, volume de marquage, etc), d’'incubation (activité volumique),

de lavages et de réalisation des tests fonctionnels.
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Nous avons ainsi pu observer que la dose délivrée aux cellules lors de la phase d’incubation des cellules
avec le '®F-FDG, représentant I'étape centrale du radiomarquage, est similaire a celle délivrée lors de la
centrifugation bien quce celle-ci s’étende sur une période six fois plus longue (60 min versus 10 min). Ce
résultat a pu étre expliqué par la forte compacité des cellules lorsqu’elles forment un culot, produisant un

tir croisé important et contribuant ainsi a une augmentation significative du débit de dose.

De plus, l'incertitude combinée associée a la dose absorbée au noyau a été évaluée en prenant en compte
les erreurs associées aux différentes variables de calcul. Il faut souligner que le calcul des incertitudes
associées a la dose absorbée moyenne au noyau se limite généralement a la prise en compte de l'incer-
titude associée a I'activité cumulée calculée a partir de I'écart-type de la valeur sur plusieurs expériences
(118, 175, 103). Loriginalité de notre travail est d’avoir évalué l'incertitude sur la dose absorbée totale pour
chaque expérience en propageant les erreurs associées aux différentes variables intervenant au cours du
processus du radiomarquage.

Il est apparu que lincertitude associée au nombre de cellules par échantillon contribuait a plus de 50%
a lincertitude globale sur la dose absorbée moyenne au noyau (s’élevant a 15% environ), ce parametre
étant directement lié a I'activité intracellulaire moyenne. Dans nos expérimentations, une seule numération
est réalisée, avant partage des cellules dans les différents tubes de marquage, tandis que le nombre de
cellule déterminant dans le calcul de I'activité intracellulaire moyenne est celui présent dans le volume de
suspension cellulaire au moment de la mesure expérimentale de I'activité. Lincertitude englobe bien les
erreurs de précision associées au matériel de prélevement de volume entre ces deux étapes. Toutefois,
des possibles pertes de cellules ont pu avoir lieu et n‘ont pas été prises en compte dans le modéle.
Le risque d'une sur-estimation du nombre de cellules étant finalement une sous-estimation de la dose
absorbée moyenne. Pour améliorer la précision du calcul, il faudrait effectuer une étape de numération des

cellules supplémentaire au moment de la mesure de I'activité incorporée dans les différents échantillons.

Le calcul de la dose absorbée au noyau repose également sur des hypothéses de modele pouvant
introduire un biais dans le résultat. Lors de lincubation, les cellules ont été mélangées a intervalle de
10/15 minutes sur les 1h d’incubation. Dans notre modéle dosimétrique, nous n’avons pas pris en compte
le processus de sédimentation qui affecte les cellules dans cet intervalle de temps, ce qui a pu contribuer
également a une sous-estimation de la dose absorbée moyenne aux cellules. Ceci étant dit, il semble
peu probable que cette sous-estimation ait pu avoir un impact significatif sur la dose absorbée et a fortiori
sur la corrélation dose-effet. Par ailleurs, I'estimation de la dose a reposé sur des hypothéses de modéle

globalement maximisantes pour la dose avec, par exemple, la considération d’'un changement immédiat de
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la configuration de cellules compactes a la configuration de cellules en suspension ou la prise en compte

d’'une compacité maximale des cellules pour modéliser le culot cellulaire.

Enfin, il est a noter que dans notre modeéle, en I'absence d’éléments de preuve sur I'hétérogénéité de
I'activité dans les cellules, une distribution uniforme de I'activité a été supposée. Pour prendre en compte
une hétérogénéité de distribution de I'activité, les cellules sont généralement assignées a une activité
échantillonnée a partir d’'une distribution lognormale de I'activité ou une fraction de cellules marquées est
considérée. Dans le calcul de la dose moyenne, ce paramétre n’a pas d’impact significatif sur la valeur
moyenne de la dose, donc notre hypothése est satisfaisante pour le calcul. En revanche, il a été montré
dans plusieurs études que ce type d’hétérogénéité pouvait conduire a une modification des courbes de
survie (176, 199, 201).

Il serait intéressant d’évaluer expérimentalement la maniére dont se répartie 'activité dans les différentes
cellules. Dans le cas du '®F-FDG, ['utilisation de techniques de spectroscopie comme le SIMS (pour
Spectrométrie de masse des ions secondaires) pourrait étre envisagée pour étudier la distribution du FDG
froid (aprés décroissance radioactive) au sein d’'une population de cellules. Pour réaliser une évaluation
plus quantitative, d’autres approches sont a explorer. Léquipe de Pratx et al. (231) a par exemple mis au
point une méthode innovante de microscopie par radioluminescence permettant de suivre la cinétique
d'incorporation du '®F-FDG a une résolution mono-cellulaire. La radioluminescence correspond au
processus physique par lequel les particules chargées ionisantes produisent de la lumiére dans certains
matériaux. Les cellules sont placées en contact avec une plaque de scintillateur trés fine de CAWO, (un
matériau trés dense), le signal optique émis par interaction des 5T avec le matériau est amplifié et imagé
a l'aide d’un microscope de haute sensibilité photonique et d’'une caméra. Les premiers résultats obtenus
sont prometteurs et invitent au développement de cette méthode pour la quantification précise de I'activité

intracellulaire.

5.2 Relation dose-effet : interprétation des résultats

La cytotoxicité du '8F-FDG a été évaluée en réalisant des tests de clonogénicité. La fraction de survie des
cellules JURKAT et adCSM radiomarquées a été estimée en fonction de la dose absorbée moyenne au
noyau cellulaire et a été comparée a lirradiation externe. Les données ont été ajustées avec un modele
linéaire ou linéaire quadratique (corrélation > 0,96).

Dans le cas du '®F-FDG, un ajustement a été réalisé a partir des doses individuelles, de fagon a ce que
chaque point représenté corresponde a un échantillon et une expérience spécifiques. La représentation des

fractions de survie pour des doses moyennes + écart-types n’aurait pas été pertinente ici en raison d’'un
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nombre trop limitée de points de mesure. Comme vu dans les résultats, la gamme de doses calculée suite
au radiomarquage a largement dépassé celle de l'irradiation externe et pour certains échantillons (D>15
Gy pour les adCSM, D>6 Gy pour les JURKAT), la survie cellulaire mesurée a été nulle. Ces observations
donnent toutefois une indication sur la corrélation des doses absorbées aux données de survie qui apparait
cohérente par rapport a lirradiation externe, permettant ainsi de valider indirectement notre modéle dosi-

métrique.

Pour la courbe de survie des adCSM irradiées par rayons X, un ajustement avec un modele linéaire (5=0)
a été le plus adapté, ce qui est cohérent avec la littérature. En effet, Rihle et al. (235) ont réalisé des tests
de clonogéniques sur plusieurs types de CSMs humaines dont des adCSM irradiées aux rayons X (6-MeV)
et ont obtenu une courbe de survie linéaire avec une fraction de survie a 2 Gy SF, équivalente a celle
obtenue dans notre étude.

Concernant la survie des JURKAT irradiées par rayons X, une valeur de SF, de 0,17 a été obtenue. En
comparaison, une valeur de SF, de 0,1 avait été obtenue précédemment pour des JURKAT irradiées par

rayons ~ par une source de 5°Co (236).

Pour les adCSM, le '8F-FDG apparait moins cytotoxique que les rayons X, les valeurs de SF, étant respec-
tivement 0,55 et 0,2. Ce résultat peut s’expliquer par les différences de débit de dose pouvant affecter la
quantité et la nature des dommages. En effet, dans le cas de I'irradiation externe, la dose a été délivrée a un
débit de dose constant de 2,5 Gy/min tandis que, dans le cas du radiomarquage au '8F-FDG, la dose a été
délivrée a un débit globalement plus faible variant entre 5.10-*-0,7 Gy/min suivant la phase de marquage
et I'activité initiale. La plus grande survie des adCSM apres radiomarquage s’appuie sur le principe qu’a un
plus faible débit de dose, la probabilité d’accumuler deux cassures simples brins (au niveau du méme site)
est plus faible. Quand un seul brin est endommagé, la cellule est en effet capable de se réparer dans les

premieres heures (0,5-3h) (232).

Outre le débit de dose, d’autres paramétres physiques tels que la nature des radiations et la distribution
spatiale de la dose peuvent entrainer des réponses différentes selon le mode d’irradiation. Nous avons d’un
coté les rayons X et de 'autre des 51 émis par le '®F-FDG d’énergie maximale a 632 keV (>97%), les deux
étant considérés comme des rayonnements de faible TEL.

Pour les irradiations aux rayons X, un accélérateur Linac a 4 MV a été utilisé. Dans la thése d’Amélie Fré-
neau réalisée a I''RSN (237), le spectre énergétique des électrons secondaires avait été simulé pour ce
méme appareil & 'aide d’'un code Monte-Carlo. Lénergie moyenne du spectre a été évaluée a 859 keV.

Les différences de TEL sont donc relativement faibles et ont probablement peu d’'impact sur la réponse des
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cellules.

Dans certains cas, il peut étre aussi intéressant d’explorer les différences dans la structure du dépét d’éner-
gie a I'échelle microscopique car ils peuvent jouer un réle dans I'induction d’effets différentiels. C’est le cas
lorsque les variations stochastiques de dépét sont importantes, i.e., lorsque la répartition de 'activité est
fortement hétérogéne ou que la dose déposée dans une cellule est trés faible. Dans notre cas, du fait du
faible TEL des particules 3, un nombre important d'impacts dans une cellule est requis pour engendrer une

dose létale. Ainsi I'étude de la structure de trace ne semble pas étre pertinente ici.

En ce qui concerne la réponse des JURKAT, les courbes de survie associées aux deux modes d'’irradiation
sont similaires, le rapport entre les SF, étant de 1,3. Ainsi, en comparaison aux adCSM, nous n’avons
pas observé de cytotoxicité significativement plus faible induite par le 18F-FDG par rapport a l'irradiation
externe.

Du c6té de la modélisation dosimétrique, il n’est pas exclu que la dose absorbée moyenne au noyau ait été
sous-estimée, le plus probablement du fait d’'une sur-estimation du nombre de cellules dans les échantillons
comme discuté précédemment et la conséquence étant une sur-estimation de la cytotoxicité. Toutefois, les
potentielles erreurs de calcul ne peuvent étre suffisantes pour expliquer un tel différentiel Irradiation externe
versus '8F-FDG dans la survie entre les deux types cellulaires.

Un questionnement peut alors se poser sur les différences de réponse liées aux caractéristiques propres
a chacun des types cellulaires. Pour rappel, les adCSM sont des cellules primaires, avec un temps de
cycle long tandis que les JURKAT ont un temps de cycle court (< 24 h) et sont immortalisées. Ceci induit
une différence de métabolisme fondamentale, du fait que les mécanismes de réparation de 'ADN, qui sont
les mémes que les mécanismes de réplication de 'ADN au cours de la division cellulaire, sont activés en
permanence dans les JURKAT par rapport aux adCSM.

La distribution des cellules dans les différentes phases du cycle cellulaire est de plus un parameétre bio-
logique important a considérer dans I'analyse de la réponse biologique. Létude de la redistribution des
cellules JURKAT dans les différentes phases du cycle cellulaire apres irradiation externe et radiomarquage
a mis en évidence un arrét du cycle cellulaire en G2/M, d’autant plus prononcé lorsque la dose augmente.
Cela signifie gu’entre 1h et 24h, les cellules en G1 et S ont progressé dans le cycle cellulaire et sont arré-
tées en phase G2/M, résultant ainsi en une augmentation significative de la proportion des cellules dans
cette phase.

Larrét en G2/M de cellules irradiées est un phénoméne connu qui est cellule-dépendant (238). Celui-ci a
été notamment observé dans le cas de cellules irradiées dépourvues du géne suppresseur p53, ce qui

est le cas de la lignée lymphoblastoide JURKAT (239, 236, 240). Comme nous I'avons vu dans le chapitre
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1, cette protéine joue un réle majeur dans la régulation du cycle cellulaire et plus particulierement dans
la régulation de la phase G1/S (163). Sans cette protéine, le point de régulation en G1 est défaillant et
les cellules ont alors tendance a s’accumuler en phase G2/M. Ceci a été observé suite a une irradiation
v (241, 236, 53) et aux rayons X (242). Le point de régulation en G2/M serait davantage contrdlé par la
kinase 2 dépendante de la cycline que par p53 (243, 244).

Il est possible qu’il y ait un lien entre cet arrét en G2/M et une hyper-radiosensibilité des cellules, qui aug-
menterait la cytotoxicité du '8F-FDG sur les JURKAT. Toutefois, ce sujet est débattu dans la littérature.
Plusieurs études ont en effet émis I'hypothése d’'un lien entre I'arrét du cycle en G2/M et une hyper-
radiosensibilité des cellules dans le cas d’une irradiation prolongée et a faible débit de dose. Ce phénomene
appelé effet du débit de dose inverse repose sur I'observation que des faibles débits de dose sont finale-
ment plus cytotoxiques par Gy que des doses délivrées avec un débit plus élevé (245). Deux hypothéses
ont été émises pour expliquer ce phénomeéne : un défaut dans la détection de faibles niveaux de dommages
a I’ADN et/ou la synchronisation des cellules en phase G2/M, relativement radiosensible (3, 246). Ce phé-
nomeéne entraine typiquement une perte notable de la survie clonogénique et de CDB non-réparés apres
une faible dose entre 1 et 800 mGy qui n’est pas prédit par le modele LQ (247).

D’autres études en revanche ont établi un lien entre I'arrét en G2/M et une plus grande radiorésistance des
cellules (248, 249, 241, 250). Dans une étude récente par Pichard et al. (251), les mécanismes impliqués
dans l'efficacité thérapeutiques du radioimmunoconjugé '”“Lu-lilotomab (Betalutin) sur plusieurs lignées
cellulaires dont la lignée RAMOS une autre lignée lymphoblastoide ont été étudiés. Un lien entre I'arrét des
cellules en G2/M et l'induction de I'apoptose a été observé, contribuant ainsi a diminuer I'efficacité théra-

peutique.

En complément de I'évaluation de la survie des cellules, un double marquage d’'immunofluorescence a été
réalisé afin de mesurer l'intensité de fluorescence du marquage vH2AX en fonction de la position des cel-
lules dans le cycle cellulaire a 1h (temps précoce), 24h et 72h post-irradiation externe et radiomarquage.

Pour rappel, la forme phosphorylée de I'histone variant H2AX, yH2AX, représente un des premiers témoins
de la formation de cassures double brins. Quand les cellules sont exposées a un débit de dose élevé,
le nombre de foci atteint un pic autour de 30 minutes et ensuite diminue aprés réparation des cassures
(252, 253). Le nombre de foci yH2AX formés est proportionnel au nombre de cassures double brins for-

mées et leur déphosphorylation au cours du temps refléte la cinétique de réparation des CDB (254).

La méthode de cytométrie en flux a permis de quantifier rapidement la fluorescence yH2AX pour un grand

nombre de cellules et de discriminer les cellules en fonction de leur position dans le cycle cellulaire par un
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marquage a I’ADN (233, 255). Cette technique a été développée par les équipes de Olive et MacPhail et al.
(253) au début des années 2000 pour détecter et mesurer les dommages a I'’ADN induits par des rayons X

pour une dizaine de lignées cellulaires.

Nous avons obtenu une relation linéaire de la fluorescence entre la dose absorbée et la fluorescence rela-
tive yH2AX & 1h aprés radiomarquage et irradiation externe, ce qui est en bon accord avec les données de
la littérature (233, 253).

Pour les JURKAT, une pente plus élevée de l'intensité de fluorescence relative yH2AX a été mise en évi-
dence pour les cellules en GO/G1. Comme souligné précédemment, le point de régulation entre les phases
GO0/G1 et la phase S est déficient chez les JURKAT di a I'absence de p53. Ainsi la probabilité des cellules
en GO0/G1 de poursuivre leur progression dans le cycle sans réparation compléte des dommages a '’ADN
est plus importante. Ceci semble donc cohérent avec I'observation d’'un niveau de dommages plus impor-

tant dans les cellules & cette phase.

Dans le cas du '8F-FDG, la mesure des dommages a 1h post-marquage a démontré une intensité de fluo-
rescence relative avec des différences significatives dans les pentes des courbes dose-réponse entre les
deux types cellulaires. Une telle réponse cellule-dépendante dans I'expression yH2AX a un temps précoce
a été observée dans d'autres études (253, 256). Bien gu’il s’agisse d’'un temps précoce, il est possible
que les valeurs d’intensité de fluorescence relative yH2AX significativement plus faibles pour les adCSM

proviennent d’'une réparation d’une partie des dommages a ’ADN.

D’autres facteurs biologiques peuvent contribuer aux différences observées entre les deux types cellulaires.
D’abord, I'état des cellules au moment de I'exposition est susceptible d’avoir un impact sur les évaluations
quantitatives des dommages et de leurs conséquences. Le cycle cellulaire entraine une variation momen-
tanée de la quantité et de I'organisation de la molécule d’ADN, indépendamment des différents processus
de réparation qui sont associés a certaines phases du cycle cellulaire. Des différences dans I'organisation
de la chromatine, entrainant des variations locales de I’'ADN, peuvent aussi affecter I'accessibilité des anti-

corps aux foci.

Pour les deux types cellulaires, la pente de I'intensité de fluorescence YH2AX en fonction de la dose absor-
bée a diminué significativement a 24h et 72h par rapport a 1h. Cette diminution en fonction du temps est
un indicateur du niveau de réparation de 'ADN et du niveau de dommages résiduels.

Pour les adCSM, une réparation efficace des CDB était attendue. Celle-ci a été démontré dans plusieurs

publications aprés irradiation v ou aux rayons X mesurée par le niveau de foci yH2AX (257, 258). Plus gé-
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néralement, la radiorésistance des cellules souches mésenchymateuses aux Rl et leur capacité a maintenir
leur intégrité fonctionnelle ont été montrées dans plusieurs travaux (259, 260, 235).

Une réparation efficace des CDB a également été observée pour les JURKAT aprés radiomarquage au
1BF-FDG et irradiation externe, les résultats montrant une pente proche de 1 a 24h et 72h. De maniére
similaire, dans une étude de Klokov et al. pour une autre lignée lymphoblastoide humaine TK6, des dom-
mages résiduels yYH2AX n’ont pas été observés a 24h apres irradiation aux rayons X (250 kV, 5.1 Gy/min),
en utilisant la méme technique de détection par cytométrie en flux. Il est suggéré dans cet article que cela
est d0i a une apoptose rapide des cellules suivant I'irradiation et/ou que I'expression yH2AX induite par des

facteurs endogénes qui contribuent a réduire la capacité a détecter les foci résiduels.

La question de la corrélation entre la radiosensibilité et la capacité de réparation d’'un type cellulaire est
complexe. Certains auteurs ont suggéré que le nombre de CDB non-réparées apres irradiation pouvait étre
utilisé comme indicateur de la radiosensiblité. Dikomey et al. (261) et Wurm et al. (262) ont par exemple
fait état d’'une bonne corrélation entre la survie clonogénique et les CDB non-réparées pour une variété de
lignées cellulaires avec différentes capacités de réparation des CDB aprées irradiation externe. Une corré-
lation entre la survie clonogénique et la quantité de foci résiduelle a pu également étre établie dans le cas
de marquage de cellules au ?° Tc-HMPAO/pertechnetate/MIBI (175) ou a I''!In-oxine (106). On trouve en
revanche d’autres études n’ayant pas mis en évidence de corrélation, pour une variété de lignées cellulaires
apres irradiation aux rayons X (253, 263, 264). Nos résultats vont plutét dans le sens de ces derniers. En
effet, les valeurs d’intensités de fluorescence obtenues aux temps tardifs ne permettent pas de prédire la

radiosensibilité des JURKAT et adCSM aprés irradiation externe ou marquage au '8F-FDG.

Finalement, la mise en perspectives des résultats de survie clonogénique par rapport aux calculs réalisés
dans le chapitre 2 dans le cas d’un radiomarquage au '®F-FDG (§3,5, tableau 2.2) et les niveaux de doses
obtenus (>Gy), indique qu’il y a bien un risque de mortalité des cellules administrées pour I'imagerie. En
complément, les données de cinétique de fluorescence YH2AX vont dans le sens d’'une mort cellulaire as-
sez précoce, ce qui expliquerait qu'une partie des cellules relargue du '8 F-FDG au cours de I'imagerie et

induit ainsi une perte de signal, comme observé dans certains travaux (cf. Chapitre 1, §3.4).

Pour finir sur 'analyse des données radiobiologiques, il faut souligner que le parameétre débit de dose et ses
conséquences au niveau des effets biologiques sont dans notre contexte difficiles a appréhender. Comme
on I'a vu, le débit de dose est certes en moyenne significativement inférieur a celui de l'irradiation externe
(2,5 Gy/min) mais celui-ci subit des variations importantes au cours du temps. On peut ainsi s’interroger

sur les conséquences d’'une telle variabilité du débit de dose sur la réponse cellulaire.
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Dans une approche similaire, un phénoméne de réponse adaptative est décrit dans la littérature, faisant
suite a la délivrance de deux doses successives, une dose "d’amorgage” suivie d’'une dose plus élevée.
Le phénoméne adaptatif, introduit en 1984 par Olivieri et al., supporte I'hypothése que les conséquences
délétéres d’'une seule dose peuvent étre atténuées par une premiere stimulation de RI, en considérant un
intervalle de temps entre les deux doses (265). Le phénomeéne décrit donc un effet plutét protecteur, ce qui
est en apparence en contradiction avec ce que 'on observe pour les JURKAT. Ainsi notre cas ne semble

pas répondre a celui d’'un phénoméne de réponse adaptative.

Afin d’apporter des éléments de compréhension relatifs aux conséquences biologiques de la variation du
débit de dose au niveau cellulaire, il aurait été intéressant d’étudier le processus de réparation des lésions
sub-létales intervenant au cours du radiomarquage, a travers le calcul analytique du facteur G de Lea et

Catcheside, en considérant la superposition de plusieurs termes exponentiels pondérés.

En pratique, il serait intéressant de réaliser, pour les adCSM par exemple, un radiomarquage avec les
cellules disposées en monocouche, adhérentes en surface d’'une plague pour limiter les changements
abruptes de débit de dose qui complexifient 'analyse de la réponse des cellules. En effet, dans cette confi-
guration, la contribution dosimétrique majoritaire attendue est celle provenant de I'activité dans le milieu
lors de l'incubation, entrainant ainsi un débit de dose plus homogéne, en comparaison a celui décrit dans
nos conditions. Pour la méme gamme de dose, il serait alors possible de comparer les effets radio-induits

aux cellules dans la configuration de marquage en suspension et en adhérence.

Pour illustration, Gholami et al. (172) ont étudié I'effet du débit de dose en radiothérapie interne en com-
parant la survie cellulaire in vitro aprés exposition a 'Y (T,=64,6h) a différents débits de dose et par
irradiation externe. Dans cette étude, la source d’*°Y a été ajoutée dans des puits de cellules disposées
en mono-couche, délivrant une dose a un débit qui décroit exponentiellement avec le temps et sur une
durée prolongée (8 jours). Dans cette configuration, le débit de dose initial est déterminant et, au-dela des
paramétres a et 3, d’autres parameétres peuvent étre intégrés a I'analyse de la cytotoxicité de I'°Y sur les
cellules, tels que le temps critique T+ ou le débit de dose critique R..;:, au-dela desquels la probabilité

d’induire des dommages a I'’ADN devient négligeable. lls s’expriment ainsi :

1 0,693
Tcri =—=I —
o= R T
0,693
Rc’rit - Oé.Tm}
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ou \, a, Ry et T,, sont respectivement la constante de décroissance, le paramétre radiobiologique de la
lignée cellulaire, le débit de dose initial et le temps de doublement moyen de la lignée cellulaire.

Dans une étude récente menée par Lee et al. (266), par exemple, un lien entre la dose physique induite
par I'°Y in vitro dans le cadre de la radiothérapie interne sélective (SIRT) et la dose équivalente en radio-
thérapie externe (EBRT) fractionnée en termes de mort cellulaire a pu étre établi a partir des équations de

BED prenant en compte les effets du débit de dose.

5.3 Perspectives générales sur la pratique du radiomarquage

Avant que 'on puisse envisager de définir une dose limite avant apparition de la toxicité du radiomarquage,
il semble important d’évaluer d’autres parametres biologiques pertinents par rapport au type de cellules
étudié et a I'application visée. Dans le cadre d'une thérapie cellulaire notamment, I'imagerie in vivo n’est
en effet pas seulement pensée pour évaluer la biodistribution des cellules mais aussi pour fournir des in-
formations quantitatives sur la fonctionnalité et la viabilité des cellules greffées et sur la persistance des
cellules in-situ aprés transplantation. Dans ce cadre, il semble important d’évaluer par exemple I'impact
du radiomarquage sur les capacités de migration et de différenciation des cellules en fonction de la dose
absorbée.

Par ailleurs, pour tous les types cellulaires, afin de s’assurer que les cellules potentiellement endomma-
gées ne présentent pas de risque oncogénique, des tests de cytogénétiques pour évaluer les dommages
chromosomiques pourraient étre réalisés (mesure des aberrations chromosomiques et des micronoyaux

par exemple).

Lévaluation de la dose absorbée au noyau cellulaire au cours du radiomarquage au '®F-FDG a permis de
mettre en évidence différents leviers d’optimisation pratiques de la procédure.

Comme discuté précédemment, la procédure de centrifugation qui permet de séparer les cellules radio-
marquées du surnageant radioactif est particulierement irradiante.

Dans le cas d’un radiomarquage en suspension, la dose absorbée pourrait étre réduite de fagon notable en
diminuant le temps de centrifugation ou en se limitant a une seule étape de lavage. La quantité d’activité
dans les cellule dépendant uniquement des paramétres d’incubation, I'efficacité de marquage resterait la
méme. De cette fagon, il serait possible de conserver la méme qualité d’image voire de 'améliorer grace a

une diminution de la dose globale et ainsi une diminution de la mortalité des cellules.

Dans le cas de cellules adhérentes, telles que les adCSM, pour limiter la dose délivrée aux cellules, une
solution serait de réaliser le radiomarquage avec les cellules disposées en monocouche, adhérentes en

surface d'une plaque. En effet, dans ce cas, la séparation du surnageant et des cellules ne nécessite
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pas de centrifugation. En outre, cela permettrait de réduire la complexité du modele dosimétrique et
l'incertitude associée a la dose, en limitant le nombre de configurations et de parametres a prendre en

compte dans le modéle.

Une fois les optimisations in vitro réalisées et validées, il serait intéressant de poursuivre des études in vivo
afin d’évaluer I'impact de I'optimisation du protocole de radiomarquage sur la qualité d'image. Il s’agirait,
par exemple, de réaliser une analyse comparée d’images acquises chez le petit animal avec une caméra
W TEP aprés radiomarquage au '*F-FDG pour un protocole de référence (au-dessus de la dose seuil) et un

protocole optimisé.
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Conclusion générale.

Le radiomarquage de cellules in vitro avec des émetteurs 3+ est développé en vue d’un suivi non-invasif
et quantitatif de la biodistribution de cellules spécifiques par imagerie TEP. Cependant, I'utilisation de cette
méthode impliquant I'incubation des cellules avec des activités pouvant atteindre des centaines de MBq
souléve des interrogations quant aux potentiels effets radio-induits et aux conséquences sur la qualité et la
pertinence de 'imagerie.

Ce travail de thése s’est articulé autour de cette question dans le cas d’'un radiomarquage avec des émet-
teurs 5T. Nous avons pu observer en particulier deux limites aux études actuelles pour répondre de fagon
satisfaisante a cette problématique : le manque crucial d’'une dosimétrie réaliste et le manque d’harmoni-
sation dans les méthodes d’évaluation des effets concernant & la fois le choix des paramétres biologiques

étudiés et des temps d’analyse définis.

Dans ce contexte, un premier versant de la these a été dédié au développement d’outils dosimétriques a
I'échelle multi-cellulaire et a une analyse approfondie des parameétres influents, ceci afin de mieux com-
prendre I'implication des différentes variables de marquage dans le calcul de la dose absorbée et des
contributions individuelles (tir croisé, auto-absorption, dose non-spécifique).

Un premier modéle dosimétrique a été développé en considérant une distribution de cellules selon un
réseau pour évaluer I'effet de la densité cellulaire et de I'efficacité de marquage sur la dose absorbée
moyenne au noyau cellulaire pour trois radiopharmaceutiques d’intérét pour le marquage de cellules : le
BE-FDG, le 54Cu-PTSM et le %8Ga-DOTA peptide. Celui-ci a reposé sur une approche générique ol les
coordonnées spatiales des cellules sont générées puis les contributions de chaque cellule source a une
cellule cible donnée sont sommées a partir de facteurs S calculés avec le code Monte Carlo MCNPG6.

Pour le 54Cu-PTSM, la contribution de I'auto-absorption & la dose absorbée totale est prépondérante par
rapport au tir croisé du fait de I'émission d’électrons Auger dans le noyau, au-dela méme de 50.10° cel-
lules/mL et quelle que soit I'efficacité de marquage. Pour le '8F-FDG, la dose auto-absorbée devient prédo-
minante dés 20% d’efficacité a 1.10° cellules/mL. Le radiomarquage au %Ga-DOTA peptide est en revanche
associé a une prédominance du tir croisé et de la dose non-spécifique.

Une étude comparative de la dose absorbée moyenne obtenue avec la dosimétrie cellulaire et la dosimé-
trie conventionnelle a été réalisée et a mis en évidence des différences particuliérement élevées pour le

64Cu-PTSM atteignant un facteur 30 & 1.106 cellules/mL et & 50% d’efficacité de marquage.
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Dans des conditions réalistes de radiomarquage au '*F-FDG extraites de huit publications, il a été montré
que la dose conventionnelle pouvait sous-estimer jusqu’a 5 fois la dose absorbée moyenne au noyau cellu-
laire. Dans cette étude de cas, les doses calculées allant de 0,5 Gy a plus de 20 Gy, une erreur d’un facteur
2 sur la valeur de la dose absorbée s’avéere trés importante.

De plus, nous avons montré que pour des valeurs d’activité par cellule équivalentes, des doses absorbées
significativement différentes pouvaient étre induites. Or, les effets biologiques sont encore souvent évalués
en fonction de 'activité ou de I'activité par cellule. Ces résultats soulignent I'importance du calcul de la dose
absorbée, d’'une part pour fournir une donnée de référence tenant compte de 'ensemble des parameétres
de marquage, ceux-ci pouvant varier considérablement d’'une étude a l'autre et d’autre part pour évaluer de

maniere pertinente les effets biologiques.

Afin d’optimiser les temps de calcul, nous avons ensuite développé une nouvelle approche de calcul du tir
croisé (méthode RDF) reposant sur I'utilisation de fonction de distribution radiale (rdf). Cette fonction re-
flete la distribution des distances inter-cellules dans I'espace et peut étre aisément calculée par simulation
numérique. Le tir croisé a été calculé pour le '®F-FDG en considérant des configurations de cellules en
réseau ou distribuées aléatoirement a partir de rdfs obtenues a I'aide du logiciel de dynamique moléculaire
LAMMPS. Grace a la rapidité de cet outil, la nouvelle méthode implémentée a permis de réduire le temps
de calcul d’un facteur supérieur a 100 par rapport a la méthode de référence.

Une étude comparative des valeurs de tir croisé moyen a été réalisée afin d’évaluer l'influence de la confi-
guration spatiale des cellules sur le tir croisé. Les doses ont été calculées pour les deux types de configu-
rations cellulaires (réseau et aléatoire uniforme) en faisant varier la densité cellulaire et la taille du volume
d’étude puis ont été confrontées a celles obtenues pour une distribution idéale uniforme. Des différences
relatives >5% ont été observées entre la configuration réseau et la distribution idéale uniforme pour des
densités cellulaires inférieures a 1.10° cellules/mL. Dans ces conditions, I'utilisation d’'une seule configura-
tion géométrique entraine le risque de calculer une dose absorbée éloignée de la moyenne réelle.

Des écarts du méme ordre ont été obtenus entre la distribution aléatoire de cellules moyenne et la distribu-
tion idéale uniforme pour des volumes de tailles trés limitées (<0,05 cm de longueur) et de faibles densités
cellulaires (<5.10° cellules/mL). En dehors de ces cas, une distribution idéale uniforme peut étre considé-
rée pour le calcul du tir croisé, facilitant le calcul et offrant un gain de temps important.

Lintérét d’une utilisation de I'outil LAMMPS dans le domaine de la dosimétrie cellulaire a finalement été
démontré pour des calculs impliquant des géométries plus complexes avec plusieurs régions de densités
ou pour la modélisation dynamique de cellules en cours de sédimentation. Ces applications encouragent
a explorer davantage I'utilisation de cet outil pour la modélisation de distributions cellulaires réalistes dans

divers processus dynamiques.



Dans un second temps, une étude expérimentale de radiomarquage au '*F-FDG a été réalisée pour deux
lignées cellulaires JURKAT et adCSM, afin d’évaluer la relation dose-dépendante des effets. Un programme
de calcul a été spécialement développé en prenant en compte I'ensemble du dispositif expérimental avec
notamment les changements de densité cellulaire et d’incorporation et rétention du '8F-FDG dans les cel-
lules au cours du temps. Le programme intégre I'ensemble des variables expérimentales avec leurs incerti-
tudes associées, permettant ainsi d’estimer de fagon réaliste la dose absorbée moyenne délivrée au noyau
cellulaire et d’estimer l'incertitude globale pour chaque expérience effectuée.

A partir de ces estimations dosimétriques, nous avons pu montrer que la dose absorbée aux cellules était
délivrée a un débit de dose tres variable au cours du radiomarquage, celui-ci atteignant une valeur maxi-
male lors des étapes de centrifugation qui visent a séparer le surnageant radioactif des cellules marquées.
Ce calcul souligne I'importance de prendre en compte I'ensemble des étapes expérimentales dans le mo-
déle dosimétrique.

Nous avons établi des courbes de survie clonogénique pour les deux types cellulaires en fonction de la dose
absorbée et obtenu les parametres radiobiologiques «, 8 et SF, a partir de I'ajustement des données par
un modele linéaire quadratique. De plus, un protocole de quantification des foci YH2AX et de 'ADN basée
sur la technique de cytométrie en flux a été développé et ainsi permis d’évaluer les variations d’intensité
de fluorescence YH2AX reflétant les CDB en fonction de la position dans le cycle cellulaire. Pour les deux
types cellulaires, une relation linéaire a bien été observée entre la dose absorbée au noyau et l'intensité de
fluorescence YH2AX a 1h post-radiomarquage et une réparation quasi-compléte a été observée des 24h.
Au vu de la gamme de doses absorbées représentative des conditions standards de radiomarquage au
I8F-FDG (de I'ordre du Gy), 'ensemble des résultats suggérent une mort des cellules relativement précoce
qui expliquerait les défauts observés lors de I'imagerie suite a 'administration des cellules radiomarquées,
i.e., perte de signal, sous-estimation de la quantité de cellules au niveau de la niche de migration ou un
bruit de fond important. Par ailleurs, la comparaison des effets biologiques in vitro induits par le radiomar-
quage des cellules au '8F-FDG et par l'irradiation externe a montré une survie clonogénique des adCSM
plus élevée aprés radiomarquage qu’apres irradiation externe, qui peut s’expliquer par un débit de dose
globalement plus faible lors du radiomarquage. Pour les JURKAT en revanche, une survie similaire a été
observée entre les deux modes d’irradiation, suggérant une radiosensibilité accrue des cellules JURKAT au
I8F-FDG. Des études supplémentaires in vitro devront étre mises en place afin d’évaluer plus précisément

les conséquences de la variabilité du débit de dose sur la réponse des cellules et leur devenir.

En outre, d'un point de vue pratique, I'optimisation des étapes de lavage pourrait constituer une premiére

solution pour diminuer la dose absorbée et ainsi limiter les effets délétéres aux cellules sans impacter



sur l'efficacité de marquage. La standardisation des pratiques quant aux méthodes pour la dosimétrie et
I'évaluation expérimentale des effets permettra de comparer les résultats de différentes équipes et in fine
d’améliorer le processus d’imagerie pour le suivi de cellules. Dans cette perspective, il conviendrait de va-
lider une dose seuil établie a partir des résultats in vitro en réalisant des acquisitions TEP in vivo et en
comparant la qualité d'image pour différentes conditions de radiomarquage des cellules correspondantes
a cette dose par rapport a une dose de référence.

Il sera aussi pertinent a I'avenir de réaliser ce type d’étude pour le radiomarquage in vitro des leucocytes au-
tologues en vue de I'imagerie de l'infection en TEP qui est a ce jour 'unique application en routine clinique
réalisé par imagerie TEMP. Lutilisation de ces cellules marquées chez ’homme impose de s’assurer que
le radiomarquage n’induit pas d’effets cellulaires potentiellement dangereux, en particulier dans la sous-
population lymphocytaire qui posséde un pouvoir clonogéne. Ainsi, il semblerait intéressant de corréler la
dose regue par les lymphocytes et la mort cellulaire ainsi que le niveau d’aberrations chromosomiques ou
de micronoyaux.

En plus de la survie cellulaire, il semble aussi important de réaliser d’autres tests évaluant la conserva-
tion ou non des propriétés de chimiotactisme des cellules marquées pouvant impacter l'interprétation des

images.

D’un point de vue général, les méthodes développées pour le radiomarquage ou I'évaluation des effets
biologiques pourront s’appliquer a d’autres radiopharmaceutiques d’intérét pour l'imagerie TEP, comme le
64Cu-PTSM qui est envisagé pour les études de suivi a plus long-terme, jusqu'a 24-36 h aprés adminis-
tration des cellules marquées. S’agissant également d’un émetteur Auger, les informations relatives a la
biodistribution des sources et a la géométrie au niveau subcellulaire seront dans ce cas cruciales pour la
dosimétrie. Il sera de plus intéressant d’étudier les contributions individuelles des particules 3 et des élec-

trons Auger dans la mort cellulaire et les mécanismes radio-induits.

Enfin, cette thése s’est concentrée sur I'évaluation de la relation dose-dépendante des effets de cellules
radiomarquées dans le cadre de I'imagerie. Toutefois, les outils et les méthodes développées dans ce travail
sont parfaitement adaptés a d’autres types d’études in vitro, notamment destinées a la radiothérapie interne
vectorisée, a I'°°Y et au 1""Lu notamment. En effet, I'établissement de courbes clonogéniques en fonction de
la dose absorbée est nécessaire pour évaluer I'efficacité thérapeutique de nouveaux radiopharmaceutiques
et comparer différents traitements. Ces évaluations in vitro devraient permettre notamment de générer de
nouvelles données radiobiologiques (rapports «/f3, facteur de Lea-Catcheside G, période de réparation,
etc...) indispensables a 'amélioration de la prédiction de I'efficacité thérapeutique ou des risques associés

dans le domaine de la médecine nucléaire.
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Annexe 1.

1 Auto-absorption du '°F, %“Cu et ®®Ga : pourcentage de contribution

selon le type de particules

Tableau A1 — Pourcentage de contribution des différents rayonnements émis par les radionucléides %4Cu,
18F et 8Ga & I'auto-absorption pour différentes combinaisons source<—cible. N = noyau ; Cy = cytoplasme ;
Sc = surface cellulaire.

\ Auto-absorption - Contribution (%)

‘ 18F 68Ga 640y
(N +— (N — (N +~ (N — (N «~ (N —
(N < N) Cy) Sc) (N < N) Cy) Sc) (N <+ N) Cy) Se)

Photons 1,07 0,90 1,05 1,53 1,07 1,35 0,49 0,78 1,52
Electrons
Auger et | O 0 0 40,85 21,56 6,18 76,73 51,77 11,33
Cl
BtIB~ 98,93 99,10 98,95 58,25 77,37 92,47 22,78 47 .46 87,15

2 Tir croisé du '°F, %Cu et ®*Ga : pourcentage de contribution selon

le type de particules

Tableau A2 — Pourcentage de contribution des différents rayonnements émis par les radionucléides %Cu,
18F et 68Ga au tir croisé pour un cluster compact de cellules dans un réseau cubique et pour différentes
combinaisons source«cible. N = noyau ; Cy = cytoplasme ; Sc = surface cellulaire.

| Tir croisé - Contribution (%)

‘ 18|: 68Ga 64Cu
(N +~ (N — (N + (N — (N +~ (N —
(N« N) Cy) Sc) (N + N) Cy) Sc) (N + N) Cy) Sc)

Photons 2,17 2,15 2,15 1,8 1,8 1,8 2,62 2,65 2,62
Electrons
Auger et | O 0 0 1,1.1073 1,1.1073 1,2.1073 | 4,7.10~* 4510* 4,9.10°¢
Cl
BrIB~ 97,8 97,8 97,9 98,2 98,2 98,2 97,4 97,3 97,4
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Annexe 2.

1 Application de la méthode RDF a une distribution hétérogéne de

cellules : simulation directe avec LAMMPS

Pour modéliser les différentes populations de cellules dans LAMMPS, nous avons procédé comme suit :

— Dans un premier script, N, sters cOOrdonnées de clusters ont été générées de maniére aléatoire et
sauvées dans un fichier .XYZ

— Dans un second script, Nejusters régions sphériques de rayon rp,s.er ONt été définies aux coordon-
nées générées a partir du script 1. Les cellules ont ensuite été créées dans la région des clusters
selon un réseau cfc, en utilisant les commandes lattice et create atoms. Le paramétre de réseau a
été fixé a une valeur de a = v2r. (p = 4a®) pour obtenir une configuration compacte. N;,.¢ cellules
isolées ont ensuite été créées dans une région définie par I'ensemble de la boite de simulation a

I'exception des zones ou se trouvent les clusters, en utilisant la commande out.

Les cellules appartenant aux clusters et les cellules isolées ont été assignées a un type de particule diffé-
rent :1 et 2, respectivement.
Le calcul de la dose absorbée moyenne a été réalisé en considérant deux types de cellule cible : (i) une

—CTroisé

cellule cible provenant d’un cluster (D, ), et (ii) une cellule cible provenant de la population de cellules
—croisé)

isolées (D,

Chaque dose peut étre décomposée en plusieurs contributions :

—croisé —croisé —=croisé

D, =Di o +Di, (4.24)

—croisé —=Ccroisé —Ccroisé

D, =Dy +Dys (4.25)

ou i < j représente la contribution de I'activité dans les cellules de type j aux cellules de type i.

A noter que la composante D}, peut elle-méme étre séparée en deux contributions : la contribution
provenant de I'activité dans le cluster auquel la cellule cible appartient (TC) et celle provenant de I'activité

dans les cellules appartenant aux clusters avoisinants (SC) :

—Croisé —croisé —croisé

Diy =Dy (TO)+ Dy (SCO) (4.26)
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le tir croisé peut s’écrire en fonction des fonctions de distribution radiale g1, o , g1<1, 921 and gs - tel

que :

Dy = dmpacen / drr?S(r)(giEu(r) + 971 (r) + grea(r)) (4.27)
ﬁ;mise = AT Pacen /dr.rQS(r)(g%_g(r) + goc1(r)) (4.28)

ou p est la densité globale du systeme, égale a p = %

LAMMPS permet de calculer des rdfs "partielles" en spécifiant en argument de la commande compute rdf
les types de cellules a considérer, de fagon a ce que seules les distances par paires entre les cellules de
type i les cellules de type j soient comptabilisées.

Sur cette base, trois rdf partielles ont été générées avec des conditions aux limites périodiques : g11, g22 et
J12-

A noter que LAMMPS normalise systématiquement les histogrammes par le nombre total de cellules dans
le systéme.

Ainsi, nous avons pu calculer les fonctions g;.; dérivées de g;; avec les relations suivantes :

N; + N
g1 = gi1 * 71]\[ 2 (4.29)
1
Ny + N
9242 = g22 * 71]\] 2 (4.30)
2
N1+ Ny 1
gi+2 = g12 * 1T12 * B} (4.31)
N1+ Ny 1
9261 = g12 * 71]\[2 2 % 3 (4.32)

ou N; et N, représentent le nombre de cellules de type 1 et 2, respectivement. Les fonction partielles
g:; sont normalisées par le nombre de cellules cibles impliquées. De plus, comme g;; inclut & la fois les
contributions i — j et j — 4, le nombre de paires est doublé. Un facteur 12 a donc été spécifiquement

appliqué a g1, pour corriger cela. La composante g1, 1 inclut a la fois les contributions TC et SC.

2 Cinétique des distributions cellulaires

Dans le schéma simplifié du MIRD utilisé tout au long de ce travail, le paramétre temps est contenu dans
Iactivité cumulée dans la région source A, tandis que le facteur S qui dépend de la géométrie est supposé

indépendant au cours du temps.



Si on souhaite calculer la dose absorbée en prenant en compte I'évolution réaliste des distributions de

cellules au cours du temps, il faut alors exprimer la dose ainsi :

T

Deroisé — / dtD (t) (4.33)

0

ou la dose moyenne absorbée en un temps ¢ vaut :
D(t) = 47Tp/dtdr.r2acel t)S(r)g(rt) (4.34)

Considérons a présent le cas du radiomarquage de cellules in vitro au '8F-FDG de période physique T,
supposant qu’a un instant ¢ = 0 une activité Ay est administrée dans une culture de N cellules en suspen-
sion durant un temps d’incubation T;,..;. Si 'on suppose que l'efficacité d’incorporation a ¢t = T, vaut
ef f, et que l'activité s’'incorpore linéairement en fonction du temps, alors I'activité présente dans une cellule

a un instant ¢ quelconque vaut :

T,

p

teet (6) = ef frt— 20 (M)T*’) (4.35)

Dans le cas concret d’'une incubation de cellules en suspension dans une solution radioactive, on peut
imaginer deux scénarios :

— La solution est régulierement agitée : dans ce cas, la modélisation du systéme par une distribution
aléatoire uniforme sera appropriée, exceptée qu’on ne travaillera plus a partir d’'une moyenne statis-
tique sur un échantillon de configurations aléatoires, mais sur un ensemble configurations reflétant
leur évolution au cours du temps.

— Les cellules ne sont pas agitées : soumises a la pesanteur, celles-ci sédimenteront progressivement
au fond du tube.

Nous nous sommes intéressés a la modélisation de la sédimentation des cellules et a I'impact de la consi-

dération ou non de ce processus dans le calcul du tir croisé.

Sédimentation des cellules dans un milieu liquide

2.1 Aspects théoriques

Considérons une cellule suspendue dans une solution aqueuse. Si I'on néglige les mouvements du fluide
contenant la cellule, alors trois forces seront appliquées a celle-ci selon I'axe vertical : la force de gravité p,

la poussée d’Archiméde A ainsi que les forces de frottement f engendrées par le mouvement de la cellule.
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Le poids de la cellule vaut simplement sa masse multipliée par I'accélération de la pesanteur terrestre g,
tandis que la poussé d’Archiméde viendra appliquer une force de sens opposé a la gravité, et qui corres-

pond au poids du fluide déplacé par la présence de la cellule :

47
p=gTepe (4.36)
4
A= _Eﬂ-’rgpmilieug (437)

ou p. est la densité massique d’'une cellule, et p,,i1:c., Celle du fluide. La force de frottement dépend de la
viscosité du fluide n, de la vitesse de la cellule v et de sa surface de contact effective avec le fluide telle
que :

f=—Ku" (4.38)

Pour des petites vitesses, I'ordre de proportionnalité n vaut souvent 1. Pour des corps sphériques, le facteur
K est donné par :

K = 6nren (4.39)
Léquation principale de la dynamique nous donne alors :

dv

i (I1-a)g—wv (4.40)

ou « est la fraction de la densité massique du milieu sur celle de la cellule, et w = %=. La solution générale




de cette équation est alors :

v(t) = % (1—a) (1 —exp(—wt)) (4.41)

Comme on peut le voir sur la figure A2, la cellule atteint & un temps ¢;;,,, dans sa chute une vitesse terminale
vim qu’elle gardera jusqu’a ce qu’elle atteigne le fond du tube. Pour des cellules de rayon r. = 5um et de

densité p. = 1.125p.4,, dans un milieu aqueux, on trouve :

Vigm = 72,um.s’1

(4.42)
tiim ~ 50us
Si on considére un temps d’incubation T}, cubation=1h >> 1;, alors on peut considérer que la cellule atteint
instantanément sa vitesse terminale, simplifiant ainsi le modéle.
Considérons a présent N cellules réparties dans un volume initial rectangulaire de base L x L et de hauteur
Hy alinstant t=0, a cet instant la densité vaut donc pg = % Soit t,.4 le temps nécessaire pour que toutes
les cellules aient sédimentées au fond du volume, au-dela de ce temps, les cellules seront empilées avec

une densité p; supérieure & la densité initiale dans un nouveau volume L x L x h; tel que :
hy = —Hy (4.43)

Si I'on suppose que le fond est infiniment dissipatif, i.e, que les cellules s'immobilisent instantanément au
moment de leur contact avec le fond, et que leur vitesse est constante v;;,,,, alors a un instant ¢ quelconque

entre t = 0 et t,.q la hauteur totale du volume occupée par les cellules sera donnée par :
H (t) = Hy — vjimt (4.44)

On peut distinguer deux compartiments. Un premier de hauteur h (¢) correspondant aux cellules ayant
sédimentées, a une densité py, et un second compartiment de densité p, et de hauteur H (t) — h (t). Bien

que la densité et le volume varient, le nombre de cellules reste quant a lui invariant. On peut donc écrire :
h(t) LPpg + (H (t) — h () L*po = psL*hy (4.45)

En injectant 4.44, on retrouve :

hit)=—" bt S e (4.46)



2.2 Modélisation et calcul de g ()

Dans le cadre de notre étude, deux approches ont été utilisées pour modéliser la sédimentation des cellules

et estimer la dose moyenne cellulaire.

2.2.1 Approche 1 : modéle binaire.

Dans cette approche, on suppose que selon l'instant ¢ considéré, le systéeme n’est défini que par deux

fonctions de distribution radiale :

— go, avant que les cellules n’aient eu le temps de sédimenter,

— gy, lorsqu’elles ont toutes sédimentées.

La premiére rdf go (r) correspond a une densité p, pour un volume égal au volume initial L? H, tandis
que la seconde rdf correspond a la densité compacte des cellules sédimentées au fond du tube p;. Dans
ce modele simplifié, il est donc fait abstraction de la phase transitoire dans la courbe de la vitesse, et le

volume occupé par les cellules passe directement d’'une hauteur Hy a la hauteur compacte hy.

Po t < tsed
p(t) = (4.47)

ps t>tsed
Nous modélisons alors deux distributions aléatoires sur LAMMPS, associées a chacune des densités ca-
ractéristiques. En conditions périodiques, il faut également estimer le facteur de corrections des effets de
bords pour les deux volumes L?H, et L?h. Une fois que I'on dispose des deux fonctions gq () et gy (r),

du tir croisé en moyenne par une cellule pendant T;,,..., est donnée par :

tg
sed Tincub

D(t) = 47rp/7’2d7’5 (r) / dtaceiule (t) go (1) + / dtaceliuie (t) g5 (1) (4.48)
J .

tsed

2.2.2 Approche 2 : modele dynamique simplifié.

La seconde méthode, plus nuancée, considére qu’'a chaque instant ¢, la distribution cellulaire est définie
par une densité globale p (¢) égale a la moyenne des deux densités py et ps pondérée par les hauteurs des
deux régions : celle de la couche de cellules ayant sédimentées (cf. équation 4.46), et celle des cellules
en suspension en cours de sédimentation (cf. équation 4.44) :

h(t) ps + (H (t) = h (t)) po

10 (4.49)

p(t) =



On dispose ainsi pour chaque temps ¢ d’une distribution aléatoire de volume L2?H (t) et de densité p (¢),
que 'on peut sans difficulté modéliser avec LAMMPS et en estimer la fonction de distribution radiale. Sur
LAMMPS, les distributions cellulaires sont générées pour plusieurs pas temporels ¢. Le culot de cellules
formé au fond du tube est caractérisé par une hauteur h (¢) et une densité ps, tandis que la région de sus-

pension des cellules est caractérisée par une hauteur H (t) — h (t) et une densité initiale ng.

Le calcul du tir croisé a ainsi été réalisé selon trois cas de figure : (1) sans prise en compte de la sé-
dimentation, (2) prise en compte de la sédimentation, selon le modele binaire et (3) prise en compte de
la sédimentation, selon le modéle dynamique simplifié. La figure A3 récapitule les hypotheses de calcul

relatives a ces trois cas et le tableau A3 indique les valeurs des parametres d’entrée pour le calcul.

h
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FIGURE A3 — Sédimentation des cellules

A) Représentation schématique d’une distribution de cellules aléatoire uniforme dans un tube dans trois
configurations différentes : configuration initiale avec cellules en suspension, configuration finale avec cel-
lules sédimentées formant un culot cellulaire au fond du tube, et configuration dynamique avec cellules en
cours de sédimentation. B) Courbes d’évolution de la hauteur et de la densité selon trois cas : 1. Sédimen-
tation non prise en compte (configuration 1), 2. Sédimentation en utilisant le modéle binaire (configuration
1 et 2), 3. Sédimentation en utilisant le modéle de sédimentation dynamique simplifié (configuration 3)

2.2.3 Résultats

Nous avons fait 'approximation de la distribution idéale et toutes les fonctions de distribution radiale ont été

rapportées a un g, (r), nous n'avons donc pas utilisé LAMMPS. Ceci nous permet d’exprimer la valeur de



Tableau A3 — Sédimentation : choix des parametres de simulation pour le calcul du tir croisé

] Paramétre | Valeur |

densité initiale py (cellulescm?’) 107

densité de sédimentation p, (cellulescm®) | 5.10°
Hauteur initiale (ecm) 0,9

Largeur (cm) 1.14

Densité massique de la cellule peejiuie 1,125

Activité initiale Ay (M Bq) 1

Efficacité d’incorporation ef f (%) 15
Temps d’incubation T;,cus () 3600

tir croisé a un instant ¢, quelque soit la méthode utilisée, comme :

D (t) = 4np / dtdr.r®acenue (t) S (1) gn (r,t) (4.50)

OU acerruie (t) est définie par I'équation 4.35. La fonction de distribution radiale uniforme g, (r,t) dépend
implicitement du temps car elle dépend du volume qui diminue au cours de la sédimentation. Lévolution de
tir croisé au cours du temps est schématisée pour les deux modéles de sédimentation dans la figure A4.

Nous avons considéré un volume cubique correspondant aux dimensions de tubes standard utilisés pour le

le-9
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FIGURE A4 — Sédimentation : évolution de la dose absorbée en fonction du temps en considérant I'approche
binaire et dynamique simplifiée (semi-réaliste)

marquage in vitro de cellules. Les parameétres initiaux considérés ainsi que les résultats sont résumés dans
le tableau A4, les écarts relatifs sont calculés par rapport a la dose estimée avec le modéle dynamique
simplifié.

Lécart de dose de 190% observé entre le calcul réalisé en considérant une distribution cellulaire statique et
un modéle dynamique montre que la prise en compte de la sédimentation est importante. Par ailleurs, les

résultats semblent montrer que le modéle binaire avec les paramétres considérés est suffisant, et permet



Tableau A4 — Tableau comparatif des valeurs de tir croisé en fonction du modéle utilisé

] Modeéle | Derose | écart relatif (%) |
Sans sédimentation 7,12.1078 —97,7
Avec sédimentation (approche binaire) 3,05.10°8 —1,34
Avec sédimentation (approche dynamique simplifiée) | 3,09.10—8

d’obtenir des valeurs de doses proches de celles obtenues avec le modele plus réaliste, a moins de 2%

d’erreur.
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1 Calculs de la dose totale déposée aux cellules

Tableau A5 — JURKAT. Valeurs des doses absorbées et incertitudes associées pour un intervalle de confiance a 95% calculées pour chaque expérimen-
tation au '8F-FDG. Chaque grandeur X est présentée sous la forme X &+ U(X). Modéle réduit : incorporation linéaire de I'activité dans les cellules, sans
prise en compte de I'élution. Modéle complet : incorporation plus réaliste de 'activité dans les cellules et prise en compte de I'élution de I'activité.

\ \ Modele réduit Modéle complet
‘ NoeXp- A’L (MBq/mL) Eff (0/0) ‘ Dauto (GY) Dcroisé (GY) Dmilieu (GY) Dtot ‘ Dauto (GY) Dcroisé (GY) Dmilieu (GY) Dtat
1,60+0,21 9,3+1,4 0,036+0,018 0,35+0,06 0,18+0,02 0,56+0,07 | 0,04+0,02 0,35+0,06 0,17+0,02  0,56+0,07
2,8+0,21 10,3+1,1 0,07+0,035 0,69+0,12 0,31+0,02 1,06+0,14 | 0,08+0,04 0,70+0,12 0,30+0,02 1,07+0,14
JURKAT | 1 5,1+0,21 9,77+0,91 0,12+0,06 1,214+0,21 0,55+0,02 1,88+0,24 | 0,144+0,07 1,22+0,22 0,54+0,02 1,89+0,25

8,1+0,21 9,87+0,86 0,19+0,10 1,954+0,34 0,87+0,03 3,01+0,39 | 0,22+0,10 1,98+0,34 0,844+0,03 3,04+0,39
10,94+0,21 6,94+0,59 0,18+0,09 1,87+0,33 1,1840,03 3,24+0,37 | 0,20+0,10  1,90+0,33 1,15+0,03  3,26+0,38

1,50+0,14 19,2+2,4 0,07+0,03 0,67+0,12 0,16+0,02 0,90+0,13 | 0,08+0,04 0,68+0,12 0,15+0,02 0,90+0,14
2,80+0,14 20,9+2,0 0,14+0,07 1,36+0,24 0,29+0,02 1,79+0,27 | 0,16+£0,08 1,38+0,24 0,27+0,02 1,81+0,28
JURKAT | 2 5,0+0,14 19,94+1,75 0,24+0,12 2,32+0,40 0,52+0,02 3,08+0,47 | 0,27+£0,14 2,36+0,40 0,48+0,02 3,11+0,47

8,0+0,14 21,4+1,82 0,42+0,21 4,04+0,70 0,82+0,02 5,24+0,80 | 0,46+0,23 4,06+0,71 0,76+0,02  5,29+0,81
10,8+0,14 17,20+1,45 | 0,45+0,23 4,35+0,76 1,12+£0,02  5,92+0,87 | 0,50+0,25 4,42+0,77 1,06+£0.02  5,98+0,89

1,50+0,14 26,82+3,42 | 0,09+0,05 1,0+£0,17 0,15+0,02 1,25+0,20 | 0,10+0,05 1,02+0,17 0,14+0,02 1,26+0,20
2,80+0,14 29,87+2,93 | 0,19+0,10 2,07+0,36 0,28+0,02 2,54+0,40 | 0,22+0,11  2,10+0,36 0,25+0,02 2,56+0,40
JURKAT | 3 5,0+0,14 26,56+2,34 | 0,31+0,16 3,22+0,56 0,50+0,02 4,04+0,63 | 0,35+£0,17 3,27£0,56 0,46+0,02 4,07+0,64
8,1+0,15 33,60+2,87 | 0,63+0,31 6,39+1,10 0,78+0,02 7,80+1,25 | 0,70£0,35 6,49+1,11 0,68+0,03 7,87+1,27
10,8+0,15 2457+2,08 | 0,62+0,31 6,0+1,03 1,09+0,02 7,71£1,18 | 0,69+0,35 6,10+1,04 1,0£0,03 7,79+1,20




Tableau A6 — adCSM. Valeurs des doses absorbées et incertitudes associées pour un intervalle de confiance a 95% calculées pour chaque expérimen-
tation au '®F-FDG. Chaque grandeur X est présentée sous la forme X & U(X). Modeéle réduit : incorporation linéaire de I'activité dans les cellules, sans

prise en compte de I'élution. Modéle complet : incorporation plus réaliste de I'activité dans les cellules et prise en compte de I'élution de I'activité.

Modele réduit

Modele complet

‘ NoeXp- Az (MBq/mL) Eff (OA’) ‘ Dauto (Gy) Dcrmﬂsé (Gy) Diniticu (GY) Dtot ‘ Dauto (Gy) Dcroisé (Gy) Diticu (GY) Dtot
2,394+0,33 20,20+3,31 0,07+0,035 1,34+0,25  0,24+0,04  1,664+0,27 | 0,0840,04 1,36£0,26  0,23+0,04 1,67+0,27
4,80+0,34 20+2,18 0,15+0,07  2,684+0,50 0,48+0,04 3,31+£0,53 | 0,17£0,08 2,71£0,50 0,45+0,04 3,32+0,54

adCSM 11,20+0,41 20,46+1,81 0,35+0,17 6,43+1,21 1,11+0,04 7,89+1,28 | 0,40+0,18 6,50+1,21 1,03+0,05 7,93+1,29
23+0,65 28,86+2,45 1,03+0,48 18,80+3,53 2,13+0,07 21,96+£3,74 | 1,15+£0,54 19,02+1,54 1,92+0,07 22,09+3,77
2,41£0,44 62,54+12,69 | 0,22+0,11 3,65+0,72 0,20+0,05 4,07+£0,77 | 0,25+0,12 3,70+0,72 0,15+0,05 4,09+0,77
4,79+0,44 64,2+8,01 0,46+0,21 7,45+1,46  0,39+0,05 8,30+1,56 | 0,51+0,24 7,56+1,47  0,2840,05  8,36+1,58
adCSM 11,20+0,50  59,65+5,52 0,99+0,47 16,19+£3,18 0,93+0,06 18,11+3,39 | 1,11£0,52 16,42+3,19 0,71+0,06 18,24+3,42
23+0,70 57,36+4,92 1,96+£0,92 31,97+6,27 1,94+0,08 35,90+£6,70 | 2,19+1,03 32,43+6,30 1,49+0,11 36,12+6,77
2,36+0,40 44,2+8,47 0,14+0,06  2,24+0,43 0,22+0,05 2,60+0,46 | 0,16+£0,07 2,28+0,43 0,18+0,05 2,62+0,47
4,79+0,41 42,21+5,07 0,26+0,12  4,28+0,82  0,45+0,05 5,00+0,88 | 0,30+0,14 4,36£0,82  0,38+0,05 5,03+0,89
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Résumé schématique des calculs réalisés pour I’'analyse paramétrique. Les paramétres
qui varient sont encadrés en pointillés. (§2.7.1) Calcul du facteur S¢m°*¢ pour différents vo-
lumes d’étude et nombre de cellules. (§2.7.2 A) Calcul de la dose absorbée moyenne au
noyau en fonction de la densité cellulaire. (§2.7.2. B) Calcul de la dose absorbée moyenne
aux noyaux en fonction de I'efficacité de marquage. (§2.7.2 C) Calcul du rapport Dy /D cons
en fonction du parameétre k et de la densité cellulaire. Radionuc = radionucléide ; loc.source
= localisation sub-cellulaire des sources; densité cell = densité cellulaire ; Eff (%) = effica-
cité de marquage; k = rapport des activités volumiques dans les cellules et dans le milieu

extra-cellulaire. . . . . . . . e

Variation des parameétres de modélisation pour le calcul du tir croisé, pour un paramétre k
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placéedanslenoyau. . . . . . . . .. e

Effet de la densité cellulaire sur les valeurs moyennes de S°7°**¢, La source a été distribuée
dans le noyau (N) pour le ®*Cu, dans le cytoplasme (Cy) pour le '8F et au niveau de la surface

cellulaire (Cs) pourle 58Ga. . . . . . . . . . . . e

Pour le '8F (A), %4Cu (B) et %®*Ga (C) : courbe de la dose moyenne absorbée totale aux
cellules et de ses trois contributions (auto-absorption, tir croisé et dose non-spécifique) en
fonction de l'efficacité de marquage et du parameétre k correspondant, pour une densité cel-

lulaire de 1.106 cellules/mL (gauche) et 50.10° cellules/mL (droite). . . . . . ... ... ....

Pour le F (A), 54Cu (B) et %8Ga (C) : (gauche) courbe du rapport de la dose absor-
bée moyenne au noyau calculée avec le modéle cellulaire et de la dose conventionnelle
Dy /D.onv €n fonction de la densité cellulaire, pour quatre valeurs de k (1, 100, 1000,
+00). (droite) somme des contributions du tir croisé et du milieu extra-cellulaire (dose non-
spécifique) a la dose absorbée totale en fonction de la densité cellulaire, pour quatre valeurs

de k (1,100, 1000, +00). . . .« o v vt e e

Représentation schématique 2D d’une distribution de cellules. Les cellules dont les centres

sont compris dans la coquille sphérique d’épaisseur dr a une distance r sont colorées en
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3.7 Parameétres de simulation du MIRDCell. Les encadrés représentent les onglets du logiciel.
Capture d’écran de la sortie du logiciel : Facteurs S pour différentes distances cellule-cellule
et dose absorbée moyenne. . . . . . . . L
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scetégale da.v/2/2danslecasdunréseaucrc. . . . . .. ...

3.12 §eroisé gn fonction du nombre de configurations de distribution aléatoire uniforme pour quatre
valeurs de densité cellulaire. Les valeurs de S°7°¥*¢ ont été normalisées par la valeur maxi-
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3.13 Différence relative en % entre le facteur S °%*¢ pour une configuration de cellules aléatoire
uniforme versus une distribution idéale uniforme (référence) en fonction du rapport d,,..,/L; L
étant la longueur du volume d’étude cubique ; d,.., étant la distance moyenne inter-cellulaire
etégala 1/d'/3 avec d ladensité cellulaire. . . . . . ... ... .. ... ... .. ...

3.14 Exemple d'un réseau cubique simple. La distribution périodique des cellules crée des varia-
tions globales de la densité pour certains volumes, & cause des espacements au niveau des

bords. . . . . e e e

3.15 Exemple de pics artificiels dans la fonction de distribution radiale induits par les conditions

aux limites périodiques. . . . . . . L e

4.1 Mécanisme d'internalisation du FDG dans les cellules (181). . . . ... ... .. ... ....

4.2 Représentation des principales étapes pour la mesure de I'efficacité de marquage pour un
échantillon. Aprés incubation des cellules avec le *F-FDG dans un tube, les cellules et le
surnageant (SN) sont séparés par centrifugation afin de mesurer I'activité contenue dans
chacune des composantes et déterminer l'efficacité de marquage. . . . . . ... ... . ...

4.3 Plan expérimental. Chronologie des étapes expérimentales pour I'étude comparée des ef-
fets biologiques du radiomarquage et de lirradiation externe aux cellules JURKAT et aux

cellules adCSM. . . . . . . L e

4.4 lllustration de la méthode de dilution limite pour calculer la fraction de survie des
cellules JURKAT, pour une dose donnée. (A) Les cellules sont réparties en trés faibles
quantités dans les puits (de 0,5 cellules a 4 cellules dans cet exemple), a raison de 30
puits pour chaque nombre. La réponse en absorbance de chaque puits est quantifiée et
le nombre de puits positifs, par rapport au seuil de détection pour des puits contrdles sans
cellule, est compté. (B) La fréquence de puits négatifs est représentée en fonction du nombre
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4.5 Marquages immunofluorescents pour I’analyse des cassures doubles brins et du cycle
cellulaire. Les cellules sont d’abord incubées avec I'anticorps primaire anti-yH2AX (étape
1), qui vont cibler spécifiquement les foci YH2AX, marqueurs des cassures doubles brins de
'ADN. Les anticorps primaires sont ensuite eux-méme marqués avec un fluorochrome via
une seconde étape d’incubation avec I'anticorps secondaire Alexa fluor 488 (étape 2). Enfin,
pour étudier le cycle cellulaire, les cellules sont incubées avec un intercalant fluorescent de

PADN, [2 7-AAD (B18PE 3). « « « « o o o e e e e
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Représentation de la population de cellules en fonction de la taille des cellules (FSC) et
granulosité (SSC). Chaque point représente une cellule. Les débris cellulaires sont exclus
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tentially damaged cells rises essential questions
regarding the safety of such procedure. This re-
search work was conducted with a view of bet-
ter understand the issues underlying the radiola-
belling procedure in order to optimize the current
clinical practice. More precisely, this thesis focu-
sed on the calculation of the absorbed doses to
cells during in vitro 18F-FDG radiolabelling and the
correlation to the biological observed effects. As
a first step, computing tools at the multi-cellular
scale were developed and optimized. Based on
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FDG and tested for clonogenic survival assay, cell
cycle analysis and v-H2AX phosphorylation quan-
tification. A multi-cellular dosimetry model descri-
bing the full experiment, from the incubation of
cells with 18F-FDG, washing steps, to culture of
cells for functional assays was developed. Dyna-
mic changes in cell density, as well as experi-
mentally determined activity uptake and retention
with time were thus considered. Lastly, the mean
cell absorbed dose was correlated with the three
biological endpoints and results were compared
with X-ray irradiation. The results helped to better
understand the irradiation features associated to
I8F-FDG labelling and the observed biological ef-
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