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Résumé

Le cancer de la prostate (CaP) est le cancer le plus fréquent chez ’homme. La récidive biologique
(RB) apres un traitement radical est fréquente et présente de nombreux défis. L’imagerie y joue
un role important, en particulier I'imagerie par résonance magnétique (IRM) et la tomographie par
émission des positions (TEP). Ces dernieres années ont vu ’avénement de la TEP aux ligands de
PSMA qui a révolutionné la prise en charge dans ce domaine, mais qui peut encore s’affiner. Ce
travail de these s’intéresse d’abord a 1’état de 1’art actuel des différentes modalités d’imageries
dans la prise en charge de la RB du CaP, avec une revue de littérature. En routine clinique, la TEP
aux ligands de PSMA s’avere supérieure par rapport aux d’autres modalités d’imagerie et aussi
aux TEP avec d’autres radio-pharmaceutiques. Mais il existe toutefois un nombre non négligeable
d’examens négatifs. Afin d’améliorer ce point, nous avons exploré des radiotraceurs innovants
dans les modeles de souris doublement greffées de deux lignées de tumeurs dérivées de cancer de
prostate : la 22Rv1, connue pour exprimer le PSMA et la PC3, connue pour ne pas 1’exprimer.
Pour la lignée PC3, une bonne captation tumorale est observée en utilisant ®*Ga-AMBA et %Ga-
DOTA-NT-20.3, marquant respectivement récepteur du gastrin-releasing peptide (GRPr) et
récepteur d la neurotensine de type 1 (NTSR1). L’étude anatomopathologique 1’a confirmé en
¢valuant le profil d’expression. On pense donc que le GRPr et en particulier le NTSR1 pourraient
représenter une cible alternative intéressante pour des applications diagnostiques de CaP avec des
niveaux d'expression de PSMA limités. En termes d’imageries moléculaires, ces agents peuvent
devenir comme des alternatives prometteuses aux TEP utilisant des analogues marqués au PSMA
(par exemple Ga68-PSMA-11) en routine clinique chez des patients dont la tumeur ne surexprime
pas le PSMA. Pour aller plus loin, un travail centré sur I’anatomopathologie explorant les pieces
de prostatectomie des patients ayant une TEP aux ligands de PSMA négative est en cours.
Différents anticorps notamment ceux ciblant le GRPr et le NTSR1 seront utilisés pour savoir si le
profil d’expression initial permet de rendre compte la négativité des examens TEP aux ligands de

PSMA.

Mots clés : cancer de la prostate, récidive biologique, IRM, TEP, %Ga, PSMA., neurotensine



Abstract

Prostate cancer is the most common cancer in men. Biochemical recurrence after radical treatment
is common and challenging. Imaging plays an important role, especially magnetic resonance
imaging (MRI) and positron emission tomography (PET). Recently the PSMA PET/CT has
revolutionized in this field, but which can still be refined. This thesis work focuses first on the
current state of the art of the different imaging modalities in the management of biochemical
recurrence in prostate cancer, with a review of the literature. In clinical routine, PSMA PET/CT
is superior to other imaging modalities and also to PET with other radiopharmaceuticals. However,
there is a significant number of negative exams. In order to improve this point, we have explored
innovative radiotracers in mouse models double-grafted from two tumour lines derived from
prostate cancer: 22Rv 1, known to express PSMA, and PC3, known not to express it. For the PC3
tumor, good uptake is observed using ®*Ga-AMBA and ®Ga-DOTA-NT-20.3, respectively
labelling gastrin-releasing peptide receptor (GRPr) and neurotensin receptor type 1 (NTSR1). The
anatomopathological study confirmed this by evaluating the expression profile. It is therefore
thought that GRPr and in particular NTSR1 could represent an interesting alternative target for
diagnostic applications of prostate cancer with limited levels of PSMA expression. In terms of
molecular imaging, these agents may become promising alternatives to PET scans using PSMA -
labelled analogues (e.g. Ga68-PSMA-11) in clinical routine in patients whose tumours do not
overexpress PSMA. To go further, work focused on anatomopathology exploring prostatectomy
specimens from patients with negative PSMA PET/CT is underway. Different antibodies, notably
those targeting GRPr and NTSR1, will be used to determine whether the initial expression profile
can account for the negativity of PSMA PET/CT.

Key words: prostate cancer, biochemical recurrence, MRI, PET, %8Ga, PSMA, neurotensin
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Avant-propos/Objectifs du travail de These

Le cancer de prostate (CaP) est le cancer le plus fréquent en France, tous sexes confondus (1).
Apres traitement a visée curative d'un cancer localisé de la prostate, c’est-a-dire le cas d'une
tumeur confinée a la prostate, une récidive biologique (RB) survient fréquemment dans le suivi
des patients (2). Elle se manifeste par I’¢lévation sérique de 1’antigene spécifique de la prostate
(PSA). La prise en charge de la RB peut présenter des défis aux cliniciens. La stratégie
thérapeutique dépend étroitement de types de récidives et il convient de bien distinguer les
récidives locales des récidives métastatiques. Puisqu’il faudrait trouver un équilibre entre initier
un traitement de rattrapage suffisamment tot pour éviter la situation métastatique et retarder au
maximum un traitement systémique de type hormonothérapie afin d’éviter la survenue de

I’hormono-résistance, facteur de mauvais pronostique sur la survie globale.

L’ imagerie joue un role crucial en différenciant une récidive locale d’une récidive métastatique.
De plus, en cas de situations oligométastatiques, I’identification d’éventuelles cibles permet de
proposer un traitement ciblé, évitant ainsi le recours précoce a une hormonothérapie. Cette

démarche s’inscrit pleinement dans une démarche de médecine personnalisée.

La tomographie par émission des positions (TEP) s’est développée depuis le XXI° siecle grice
aux avancées techniques. Elle est devenue, avec l'imagerie par résonance magnétique (IRM)

incontournable pour I’exploration de la RB des CaP apres traitement curatif.

Si son apport a ét€ prouvé dans cette indication, elle reste perfectible si ’on considere des
pharmaceutiques « classiques » tels que le '8F-fluorodésoxyglucose (FDG) ou la '8F-fluorocholine
(FCH). En effet, la TEP au 18F-FDG, le radio-pharmaceutique de référence en oncologie nucléaire,
présente une faible performance pour la détection du CaP, compte tenu de la faible activité
glycolytique des cancers de la prostate bien différenciés. Actuellement, la TEP a la E_FCH est

la plus couramment pratiquée en France dans cette indication depuis dix ans, mais elle souffre
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d’une sensibilité médiocre en cas de faible PSA : elle n’a un taux de positivité que d’environ 55 %

pour un PSA entre 1 et 2 ng/ml apres une prostatectomie radicale (3).

Larichesse de 1a TEP réside dans la diversité des radio-pharmaceutiques, proposant des molécules
dirigées contre des cibles spécifiques. Ces 5 dernieres années ont vu 1’arrivée de nouveaux radio-
pharmaceutiques prometteurs dans cette indication. On cite notamment les ligands inhibiteurs de
I’antigene membranaire spécifique de la prostate (PSMA). Le rationnel est basé sur le fait que le

PSMA est surexprimé par pratiquement tous les CaP.

L’efficacité de la TEP aux ligands du PSMA est démontrée par des études cliniques menées en
Allemagne, en Suisse et aux Etats-Unis. Les radio-pharmaceutiques correspondants sont marqués
au gallium-68 : ®*Ga-PSMA-11 ou au fluor-18 : ' F-PSMA-1007, 'F-DCFPyl, ou 'F-DCFBC.
Depuis avril 2016, le ®3Ga-PSMA-11 est disponible en France a 1’hopital Tenon sous le régime
administratif de I’autorisation temporaire d’utilisation (ATU) nominative. L’étude menée dans
notre service cherchait a évaluer les performances de la TEP au ®3Ga-PSMA-11 chez les patients
en RB des CaP, sans Iésion affirmable en TEP-FCH. L’analyse issue de cette expérience confirme
que la TEP au ®Ga-PSMA-11 est efficace dans la localisation de la récidive du cancer de la
prostate, permettant d’identifier des cibles de maladie non reconnues par les autres méthodes
d’imagerie, en particulier la TEP a la '®F-FCH et I'IRM pelvienne. La TEP au ®Ga-PSMA-11 est
positive dans 76% des cas de PSA inférieur a 2ng/ml et génere un impact sur la prise en charge

de 2 patients sur 3, permettant fréquemment une thérapie ciblée.

Toutefois il reste environ 25 a 30% des patients chez qui il n’existe pas de cible identifiable. II est
donc intéressant de comprendre les raisons de ces négativités, en particulier d’investiguer s’il

existe des profils d’expression spécifique d’autres cibles.

L’objectif de cette these est de rechercher s’il existe d’autres radio-pharmaceutiques qui

présenteraient un intérét potentiel en cas de TEP PSMA négatifs dans le cadre de la RB des CaP.
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La premiere partie de cette thése sera consacrée : a. aux connaissances actuelles sur les CaP, b.
aux généralités sur les techniques de la médecine nucléaire notamment celle de la TEP et c. aux
potentielles cibles moléculaires pouvant étre utilisées par I’imagerie moléculaire dans la RB des

CaP.
La seconde partie sera dédi€e a la présentation des travaux réalisés :

La lere étude : Proposer une actualisation, sous forme de revue de la littérature, de la prise en

charge diagnostique de la RB apres un traitement radical dans le CaP.

La 2e étude : Une étude pré-clinique comparative utilisant six radiopharmaceutiques dans deux
lignées tumorales humaines de CaP xénogreffées sur les modeles murins : BE_FDG, "®F-FCH,

8Ga-PSMA-11, $Ga-AMBA, ®Ga-NODAGA-RGD et ®*Ga-DOTA-NT-20.3.

La 3e étude : une étude immunohistochimique sur des lames des pieces de prostatectomies des
patients ayant eu un examen TEP ®Ga-PSMA-11 négatif et comparativement A ceux ayant un
examen TEP ®Ga-PSMA-11 positif, corrélés a leur valeur de PSA, afin de déterminer les profils

d’expression initiaux.
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PARTIE I : CONTEXTE SCIENTIFIQUE

I Généralités sur le cancer de la prostate

1.1 Anatomie et role physiologique de la prostate

a. Anatomie

La prostate est une glande exocrine du systeme reproducteur masculin. Son développement et

son fonctionnement sont étroitement sous la dépendance des androgenes.

Elle est située sous la vessie en avant du rectum, et entoure le confluent des voies urinaires et
spermatiques. Chez les hommes jeunes, son volume est environ 15 a 20 cc, comparable a une

chataigne.
La prostate a une forme de pyramide inversée dont la base est en haut, et 'apex en bas.

Cinq faces sont décrites : basale, antérieure, postérieure et inféro-latérales gauche et droite. La
face postérieure est orientée vers le haut et vers l'arriere et présente une fente transversale dans
laquelle les canaux déférents et les vésicules séminales entrent et se rejoignent avec les canaux

€jaculateurs.

La prostate a trois lobes : un lobe moyen et deux lobes latéraux. Le lobe moyen est situé entre la
partie supérieure de l'urétre prostatique et le canal éjaculateur. La para-fissure est située sous la
partie inférieure de l'uretre prostatique, sous le canal €jaculateur. La partie de la prostate située
devant ['uretre s'appelle I'isthme. Les glandes sont principalement vascularisées par l'artere de la
vessie inférieure (branche a l'intérieur des iliaques internes) et l'artere de la vessie antérieure
(provenant de l'artere pudendale interne). Elles sont drainées du plexus veineux prostatique qui
s'écoule dans la veine de la vessie et le plexus veineux pubien postérieur reliant la veine pubienne
interne. La prostate est innervée par le plexus hypogastrique.

Anatomie zonale selon MacNeal (3)
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La prostate peut étre divisée en 4 zones disposées autour de l'urétre prostatique et des canaux

éjaculateurs (figure 1) :

Figure 1 : Anatomie zonale de McNeal en coupe transverse (A), coronale (B), axiale oblique
(médiane) (C) et sagittale (D). EMC - NEPHROLOGIE-UROLOGIE - Anatomie de la prostate :

[18-500-A-10]. © 1993 Elsevier Masson SAS

U : uretre ; Up : uretre proximal ; Ud : uretre distal ; V : veru montanum ; CE : canal éjaculateur ;
RPU : région périurétrale ; PVP : plexus veineux prostatique ; ZP : zone périphérique ; ZT : zone
de transition ; ZC : zone centrale ; SFMA : stroma fibromusculaire antérieur. Double-fleche :

plan de coupe.
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Les différentes parties sont :

= Lazone périphérique : représente 70% du tissu glandulaire. C'est la zone ol se
développent 70% des cancers. C'est aussi une zone privilégiée pour la prostatite

= Lazone centrale : représente 25% du tissu glandulaire. Elle est rarement touchée par

la pathologie (5% des cancers)

= Lazone de transition : représente 5-10% du tissu glandulaire chez le sujet jeune. Elle

est composée des 2 lobes des deux cotés de I'uretre. C'est la zone ou se développent une
hyperplasie bénigne (adénome) et 20% des cancers

= La zone des glandes péri-urétrales (paroi musculaire lisse de 1’'urétre) : son

développement en cas d’hyperplasie prépondérant aboutit a la constitution du lobe médian.

= Stroma fibro-musculaire antérieur : tissu principalement composé de fibres

musculaires lisses.

b. Réle physiologique
La fonction principale de la prostate est d'aider a produire du liquide spermatique.

L'antigene prostatique spécifique (PSA) est 1'une des enzymes qui le compose : son activité
sérine protéase est liée a la fluidité du liquide et est censée aider a la migration des

spermatozoides.

Le PSA est une glycoprotéine du groupe kallikréine (kallikréine humaine 3: hK3), et son
expression est régulée par les androgenes. Il est presque exclusivement sécrété par les cellules
épithéliales glandulaires de la prostate, et est sécrété aussi pour une minorité par les cellules

épithéliales des glandes autour de l'uretre.

Par conséquent, le PSA est spécifique de I'épithélium sécrétoire de la prostate, mais pas

spécifique de maladies spécifiques de la prostate. Dans des conditions physiologiques, sa
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concentration sérique ne dépasse pas 1 nanogramme (ng) / ml. Elle augmente avec sa synthese,
ou lors d’une altération des structures glandulaires et de la barriere hémo-glandulaire. Cette

élévation sérique dépend du volume et de la nature du tissu prostatique

1.2 Epidémiologie du cancer de la prostate
a. Incidence et prévalence

Le cancer de la prostate (CaP) représente 16% de tous les cancers les deux sexes confondus et
est le cancer masculin le plus fréquent (1,4). Apres 79 ans, il touche 59% [48-71%] des hommes

(5), et 'age moyen de diagnostic en France est de 70 ans (4)(6).

Au niveau mondial, il est plus fréquent dans les régions ou le test de dépistage est répandu et
I'espérance de vie €levée (Océanie, Amérique du Nord, Europe de I'Ouest et Europe du Nord).
Le nombre de cas en Europe n'a cessé d'augmenter au cours des dernieres décennies (7) car
parallelement les méthodes de diagnostic se sont également améliorées. Son incidence sur les

séries autopsiques est de plus de 70 % chez les hommes 4gés de plus de 90 ans (7).

b. Mortalité

Le CaP est la troisieme cause de déces par cancer chez les hommes et le cinquieme tous sexes
confondus. L'incidence de la mortalit€ augmente avec I'dge (5), mais depuis la fin des années
1990, on observe une tendance a la baisse, ce qui est bien str di a une détection et a des progres
de traitement de plus en plus précoces (7,8). En France, il cause 9 000 déces par an. La mortalité
est en baisse constante depuis 1990 : elle est passée de 17,8/100 000 en 1990 a 10,8/100 000 en
2011, soit une baisse de 26 % sur toute la période (6). Le mortalité par cancer n’augmente pas
malgré 1’augmentation de son incidence, ce qui signifie que 'augmentation du nombre des

déces est due au vieillissement de la population (8).
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c¢. Facteurs de risque

L'age, la prédisposition génétique et les facteurs environnementaux sont les principaux facteurs

de risque identifiés pour le CaP.

. Age : Comme pour d’autres cancers, le risque de survenue du CaP au cours de la vie
présente une corrélation significative avec le nombre de divisions cellulaires des cellules
souches. Or le nombre de réplication des cellules souches augmentant avec I’age, le risque d’une
réplication « erronée » augmente également (9). Ainsi, ’age médian au diagnostic est d’environ
70 ans et le CaP reste trés rare avant 50 ans (moins de 1 % des cas en France). Plus de 80% des
cas sont diagnostiqués apres 1’age de 65 ans aux USA (10). En somme, I’incidence et la mortalité

spécifiques du CaP sont tres corrélés avec 1’age, par rapport aux autres cancers.

. Prédispositions génétiques : Les patients ayant un antécédent familial de CaP sont plus
susceptibles d’étre atteints, en particulier en cas d'au moins deux membres de la famille atteints
ou de la survenue de CaP chez un parent 4gé de moins de 55 ans. Lorsque trois membres d'une
fratrie sont atteints, le risque relatif est élevé a 11 (6). Cette fréquence de la forme familiale
suggere une susceptibilité génétique (11). L'origine de 'Afrique ou des Caraibes africaines a été
identifiée, notamment comme facteur de risque de formes agressives (12). Une centaine de locus
de susceptibilit¢ impliquant des formes familiales ont été identifiés, mais le mécanisme
génomique reste mal connu (13,14). De plus, l'analyse génomique sous forme de transfert a
révélé des mutations dans les genes impliqués dans le processus de réparation de I'ADN (15).

Les mutations germinales des genes BRCA1 et 2 et HOXB13 ont également été identifi€es

comme facteurs de risque et ces facteurs de risque doivent étre recherchés devant toute forme de

sujets de moins de 50 ans et / ou agressive (4,16,17).

En pratique il existe des criteres faisant suspecter une forme héréditaire de prédisposition au
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cancer de prostate (4):

- Trois cas de CaP chez des apparentés du premier degré (pere, fils ou frere), ou du deuxieme

degré (neveux, oncles du coté maternel ou paternel)

- Deux cas de CaP diagnostiqués avant I’age de 55 ans, chez des apparentés du premier degré

(pere, fils ou freres) ou du deuxieme degré (neveux, oncles du coté maternel ou paternel).

. Facteurs environnementaux :
I1 en existe deux qui semblent étre impliqués : le syndrome métabolique (18) et le tabac (19).

Toutefois les études épidémiologiques a ce sujet, avec des biais possibles, présentent souvent
des résultats contradictoires (20) et a I’heure actuelle, aucune étude a grande échelle ne permet

de proposer un schéma de prévention simple (21).

1.3 Donnée anatomo-pathologique du cancer de la prostate

a. Aspect histologique

- Adénocarcinome

La grande majorité des CaP sont des adénocarcinomes (95%) qui se développent a partir des
cellules luminales sécrétantes des glandes prostatiques. Le CaP est situé préférentiellement dans
la partie périphérique de la prostate par opposition a la zone de transition ou se développe
I'hyperplasie bénigne (6). Il existe quelques variantes histologiques de 1'adénocarcinome

comme le carcinome ductal (0,8% des adénocarcinomes de la prostate) et le carcinome colloide.
- Autres types histologiques
Les autres (5% des cas) sont des carcinomes épidermoides a cellules squameuses ou a

cellules transitionnelles, des carcinomes neuroendocrines, des sarcomes (rhabdomyosarcome,
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léiomyosarcome) ou des lymphomes. Ces derniers sont plus fréquents chez les sujets jeunes,

de moins de 30 ans (4).

- Néoplasie intra-épithéliale (NIP)

La NIP est constituée de glandes ou de canaux prostatiques dont l'architecture est bénigne
mais qui sont bordés d'une double assise cellulaire avec une couche basale de cellules
épithéliales atypiques. Il existe 3 grades. La dénomination des NIP de haut grade regroupe les
NIP des grades 2 et 3. Les lésions de haut grade sont souvent associées au cancer de prostate et
sont considérées de ce fait comme un facteur de risque (22) et comme des lésions pré-

cancéreuses (23).

b. Score histo-pronostique : Le score de Gleason

Il a été proposé en 1966 (24). C’est un score caractérisant le degré de différenciation de la
tumeur et un facteur pronostique essentiel dans la prise en charge du cancer de la prostate. Ce
score tient compte de la coexistence fréquente au sein de la glande prostatique de plusieurs
foyers tumoraux d'évolution différente et a des stades de différenciation pouvant étre différents.

(figure 2)

22



Figure 2 : Aspect de glande prostatique selon sa différenciation (Source : Annales de Pathologie

2008 ; 28(5) : 350-353. © 2008 Elsevier Masson SAS)

Le score est établi sur les biopsies prostatiques, les copeaux de résection trans-urétrale de

prostate (RTUP), ou les pieces de prostatectomie radicale (PR).

Le score de Gleason est établi en additionnant les deux grades histologiques allantde 1 a 5, des
foyers cancéreux les plus représentés. Un consensus parmi les anatomopathologistes a été établi

pour déterminer que sur des biopsies, ce score devait étre quantifié de 6 a 10.
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. Score de 6 : cancer de la prostate bien différencié et de bon pronostic.

. Score de 7 : cancer de la prostate moyennement différenci€ pouvant se reclasser en deux
formes, 3 + 4 ou 4 + 3 ayant une agressivité différente, la forme 3 + 4 étant moins agressive

que la forme 4 + 3.

. Score de 8 a 10 : cancer de la prostate peu différencié, de mauvais pronostic.

La présence de foyers de grade élevé (4 et/ou 5) est un facteur prédictif péjoratif reconnu. Par
conséquent, il est important de signaler sa présence si celui-ci atteint 2 a 5% du volume tumoral

(25)

¢. Score ISUP comme une nouvelle classification

Un nouveau systtme de classification a €t€ proposé en 2005 puis 2014 par la Société

Internationale d”Uro-Pathologie (ISUP) (26).

En effet, le score de Gleason présente certaines limites : 1a quasi-totalité des cancers de la prostate
diagnostiqués actuellement ont un score minimal de 6, correspondant a des cancers tres bien
différenciés. Ce score se situe pourtant dans la médiane de 1’échelle de Gleason. De plus, le score
de Gleason ne fait pas de différence entre les scores 7 (3 majoritaire) et 7 (4 majoritaire) alors
que les données cliniques suggerent un pronostic plus défavorable dans le groupe (Gleason 4+3)

que dans le groupe (Gleason 3+4) (27).

Cette nouvelle classification propose une stratification plus exacte des cancers de prostate. Elle
simplifie le nombre de catégories avec 5 groupes classés de 1 a 5 ; le groupe le plus faible est |
et non plus 6 (3 + 3) comme dans le score de Gleason antérieur. Il est désormais recommandé de
’utiliser, en mentionnant dans un premier temps le score de Gleason correspondant. Ainsi on
stratifie mieux la maladie avec le groupe ISUP grade 3 (Gleason 4+3) de pronostic plus

défavorable par rapport au groupe ISUP grade 2 (Gleason 3+4) (27).
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La classification est définie comme suit (figure 3):

Groupe 1 : ancien Gleason 3+3. Correspond a une tumeur bien différenciée

Groupe 2 : ancien Gleason 3+4 (majorité de grade 3). Tumeur bien a moyennement

différenciée.

Groupe 3 : ancien Gleason 443 (majorité de grade 4). Tumeur moyennement différenciée

Groupe 4 : ancien Gleason 4+4. Tumeur peu différenciée.

Groupe 5 : anciens Gleason 9 ou 10, Tumeur indifférenciée

ISUP Prostate Cancer Grade Groups

Grade group  Gleason score Gleason pattern
1 <6 <3+3
2 7 3+4
3 7 4+3
4 8 4+4, 345, 543
5 9or10 4+5, 5+4, or 5+5

Figure 3: score ISUP (source: radiopedia : https://radiopaedia.org/cases/isup-prostate-cancer-

grade-groups-table-1)

1.4 Histoire naturelle du cancer de la prostate

Le CaP correspond a la transformation maligne des cellules épithéliales des glandes de la
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prostate, devenu ainsi adénocarcinome prostatique. Ces cellules transformées proliferent
anormalement en envahissant les structures adjacentes, et peuvent acquérir la propriété de
migrer a l'extérieur de la prostate en passant par la circulation lymphatique ou veineuse pour
former des colonies de cellules tumorales de la prostate dans d'autres parties du corps. Ces
colonies €loignées de la prostate sont appelées métastases. Elles conservent certaines
caractéristiques des cellules épithéliales de la prostate d'origine, telles que la sécrétion de PSA.
Elles provoquent des complications mortelles de la maladie en détruisant les tissus la structure
dans lesquels ils colonisent. Les métastases se développent principalement dans les ganglions
lymphatiques et les os, mais a mesure que la maladie progresse, ils peuvent étre implantés dans

d'autres organes (poumon, foie, péritoine) (28).

Les différentes phases de I’évolution du cancer de la prostate

Le cancer de la prostate évolue sur plusieurs années que 1’on peut diviser en 3 phases :
- Laphase de cancer occulte

Une premiere phase, appelée cancer occulte ou latent, ou les foyers cancéreux ne sont pas
perceptibles par I’examen de la prostate au toucher rectal ou en imagerie (¢chographie ou IRM)
et n’entrainent pas d’élévation significative du taux sanguin du PSA. A cette phase, le cancer
est microscopique. Il n’est pas détectable par les outils actuels du dépistage. Toutefois, certains
de ces cancers sont découverts fortuitement lorsque du tissu prostatique est enlevé lors du

traitement des troubles mictionnels entrainés par une hypertrophie bénigne de la prostate.
- La phase de cancer localisé

Une deuxieme phase, appelée cancer localisé, est caractérisée par un cancer confiné a la
prostate, détectable a un stade précoce par des biopsies prostatiques réalisées soit parce que le
PSA sérique est anormalement €levé (habituellement > 4ng/ml), soit parce que le toucher rectal

révele une induration nodulaire de la prostate. Le cancer, en cas de situation exclusivement
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intra prostatique, peut &tre guéri définitivement par un traitement radical.
- Laphase de cancer avancé

La troisieme phase correspond a un cancer avancé localement ou a distance. Le diagnostic,
confirmé par les biopsies prostatiques, est généralement facilement évoqué devant des signes
cliniques urinaires (dysurie, hématurie...) ou les conséquences des meétastases (douleurs
osseuses...). La prostate est indurée avec une déformation de ses contours. Le PSA sérique est
plus élevé qu’en cas de tumeur localisée. A partir de cette phase, le cancer ne peut plus étre
guéri définitivement. Une rémission plus au moins longue de la maladie peut étre cependant

obtenue, en particulier, par un traitement hormonal.
Les voies de dissémination du cancer de la prostate

Concernant la voie de dissémination, elle se fait d’abord par voie lymphatique, directement ou
indirectement via le réseau nerveux. Par conséquent, les premieres localisations secondaires
concernent le nceud de drainage loco-régional, ¢’est-a-dire les ganglions pelviens (Figure 4).
Par la suite, |’atteinte ganglionnaire se transmet de proche en proche, touchant successivement

I"aire rétropéritonéale puis médiastinale et enfin sus-claviculaire.
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Figure 4 —Drainage lymphatique des CaP selon Mattei et al, 2008. (29) Les principales zones
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de drainage concernent les aires iliaques externes/obturatrices et iliaques internes, d’ailleurs
recommandées pour le curage chirurgical étendu selon les recommandations européennes

actuelles.

La voie hématogene survient secondairement lorsque les cellules cancéreuses rejoignent la
circulation artérielle systémique. L’os est la principale localisation secondaire des CaP par
dissémination hématogene (90% des métastases), suivie par le poumon, le foie, la plevre puis

les surrénales (30).

1.5 Diagnostic du cancer de la prostate

Le CaP est le plus souvent découvert devant : une €lévation de la valeur du PSA sérique total ;
une anomalie de la consistance de la prostate détectée au toucher rectal (TR) ; un examen

anatomopathologique du tissu prélevé lors du traitement chirurgical d’un obstacle prostatique.

Si le diagnostic du CaP se fait le plus souvent lorsque le patient est asymptomatique. Il existe des

symptdmes pouvant I’évoquer.

a. Signes fonctionnels

La présence de certains symptomes doit faire évoquer un cancer de la prostate localement

avancé ou métastatique (6):

des troubles urinaires irritatifs ou obstructifs, signes d'un envahissement trigonal par le
cancer de la prostate ;

- une hématurie ;

- une altération de I'état général ;

- des douleurs osseuses, révélatrices de métastases osseuses ;
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- des signes neurologiques (paresthésie, déficit musculaire des jambes, un syndrome de la
queue-de-cheval) faisant évoquer une compression médullaire par des métastases

rachidiennes

b. Toucher rectal

Il s’agit d’un examen qui fait partie intégrante du dépistage du CaP. C’est un examen subjectif

nécessitant une bonne formation.

Un cancer de la prostate est évoqué devant (6):

- un nodule dur, irrégulier, non douloureux ;

- unenvahissement de la capsule, des vésicules séminales ou des organes de voisinage.

Toute anomalie percue au toucher rectal pose I'indication de la réalisation de biopsies de prostate,
méme si le PSA est normal. En effet, environ 5 % des CaP diagnostiqués sont suspectés par une

anomalie TR, en I'absence d'élévation de PSA. Un TR normal n’élimine cependant pas le CaP (6).

La performance du TR dépend de la taille des 1ésions et de leur profondeur dans la prostate. La
plupart des CaP sont localisés dans la zone périphérique et le TR permettrait de les détecter si leur
volume dépasse 0,2 mL (31). Il existe une corrélation entre la performance du TR et la
concentration de PSA : La valeur prédictive positive est de 25-35% pour un PSA entre 4 et
10ng/ml et est de 9% pour un PSA < 4 ng/ml (32). La performance du TR semble étre corrélée

aussi avec le score de Gleason : plus ce score est €levé, meilleure est la performance du TR (33).

c. PSA

Comme évoqué plus haut, cette protéine est spécifique de la prostate mais pas du CaP, puisque

d'autres pathologies comme I'hyperplasie bénigne de la prostate, I'inflammation ou l'infection
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vont modifier sa concentration sérique. La valeur normale du PSA sérique est inférieure a 4
ng/ml pour I'ensemble de la population tout age confondu. Avec cette valeur seuil, la sensibilité
du PSA total pour détecter un cancer est d'environ 70 %, et sa spécificité de 90 % (34). Lorsque
le PSA total est compris entre 4 et 10 ng/ml, 70 % des cancers diagnostiqués sont localisés (6).
On estime qu'un gramme de tissu prostatique « sain » provoque une augmentation de 0,3 ng /
mL du PSA sérique, tandis qu'un gramme de cancer provoque une augmentation de 3 ng / mL

(35).

Une valeur du PSA supérieure a la normale doit faire discuter la réalisation de biopsies

prostatiques échoguidées.

Outre le PSA seul, les autres parametres tels que la densité du PSA, qui rapporte le PSA total au
volume prostatique (exprimé en cc), est utile. Le seuil est recommandé a 0,2. La densité du PSA
améliore notamment la valeur diagnostique du PSA dans la tranche de 2,5 a 10 ng/mL (6). De
méme, 1'évolution du PSA (cinétique, temps de doublement) est un élément important et une
€lévation rapidement progressive du PSA doit susciter plus de vigilance et inciter a demander

une nouvelle consultation en urologie.

La valeur de PSA dépend également de la densité des cellules épithéliales sécrétoires contenues
dans le tissu. Le PSA peut dans le sang soit rester libre soit se fixer a des macromolécules. I est
possible de doser les différentes fractions. Dans le sérum, 10 a 40% du PSA total circule sous

forme libre. Le reste est complexé a des inhibiteurs de protéase (36).

Dans le cancer de la prostate, la fraction de PSA libre est moins €levée que dans I'hyperplasie de
prostate. Il a été établi qu'un rapport PSA libre sur PSA total supérieur a 20 % est plus en faveur
d'une hyperplasie bénigne de la prostate, alors qu'un rapport de moins de 10 % est en faveur d'un
cancer ou d'une prostatite. Le rapport PSA libre vs PSA total peut étre utile dans le cas ou les

patients présentent un PSA entre 4 et 10 ng/ml et chez qui une premiere série de biopsies était
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normale et pour lesquels la poursuite de 1'€lévation du PSA fait se poser la question de 1'indication

d'une nouvelle série de biopsies (6).

Le PSA peut étre sous-évalue avec une diminution d’environ 50% en cas de traitement par les
inhibiteurs de la 5-o-réductase (finastéride et dutastéride utilisés pour le traitement de
I’hypertrophie bénigne de prostate). De nouveaux marqueurs sont régulierement développés
(Prostate Health Index Test, détection de micro-ARN urinaires de type PCA3...) par la recherche

fondamentale, et sont susceptibles d’apporter des informations pronostiques supplémentaires (4).

L'avenir est probablement représenté par les analyses génétiques de 'ADN constitutionnel et/ ou
de I'ADN tumoral permettant d'associer un risque de cancer et un risque de cancer agressif. Ces

outils sont déja disponibles, non remboursés et encore en cours de validation (6).

Il est a noter qu'une élévation de PSA ne correspond pas nécessairement a la situation de CaP. En
effet, certaines situations pathologiques prostatiques non néoplasiques sont a 1’origine d’une

élévation du PSA (21):

. Une prostatite aigu€ bactérienne peut engendrer une forte élévation du PSA sérique. Une
prostatite chronique peut également augmenter de facon plus modérée la valeur de PSA en raison
de I’hypervascularisation inflammatoire de la glande et la rupture de la barriére hémo- glandulaire

(37).

. Une rétention aigué d’urine que 1’on peut expliquer par la présence de micro-infarctus

prostatiques favorisant le passage sanguin du PSA (38).

. L’hyperplasie bénigne prostatique entraine une €lévation lente du PSA, avec un temps de
doublement de I'ordre de 25 ans (39). Un gramme d'adénome est estimé entrainer une élévation

de 0,3 ng/ml (35).



. Les ponctions biopsies et la résection endo-urétrale de prostate peuvent provoquer une

élévation du PSA dans I’'immeédiat apres le geste, qui peut persister jusqu’aux 4 semaines (40)

d. Les biopsies de prostate

Les biopsies permettent d'affirmer le diagnostic de CaP des lors qu'elles sont positives et

permettent aussi de préciser son agressivité par plusieurs parametres :

- le score de Gleason (degré de différenciation du cancer) ;

le nombre de biopsies positives sur la totalit€ des biopsies réalisées ;
- la longueur d'envahissement du cancer sur les biopsies ;
- l'infiltration ou l'envahissement de la capsule et des espaces périprostatiques.

Concernant la modalité de réalisation, les biopsies sont réalisées par échoguidage, par
voie transrectale, sous anesthésie locale (ou rarement générale), sous antibioprophylaxie et apres
lavement rectal (Figure 5). Apres le repérage en trois dimensions la prostate celle-ci est
cartographiée en plusieurs régions (12 en général), et des échantillons de prostate sont prélevés
avec une aiguille fine dans chacune de ces régions pour disposer d’une analyse globale et
standardisée de 1’organe. Toutefois il existe environ 20% de faux négatifs. Plus récemment la
technique des biopsies ciblées a montré son intérét : son principe est de réaliser des biopsies en
fonction des résultats préalables d’IRM prostatique. En effet, les biopsies ciblées permettent
d’identifier plus de cancers de prostate significatifs que les biopsies dites "systématiques”. En

pratique, un score PIRADS > 3 peut indiquer la réalisation d’une biopsie ciblée.

Il existe des complications desquelles le patient doit €tre informé : rétention d'urine ;
complications hémorragiques (urétrorragie, rectorragie, hémospermie, hématurie) en particulier

chez les patients sous anticoagulant ou sous antiagrégant plaquettaire ; douleurs périnéales ;
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malaise vagal, hypotension et prostatite aigué (2 % des biopsies (41)) pouvant se compliquer d’une

septicémie voire d’un déces par choc septique.

— o

. -

A

Figure 5. Biopsies échoguidées par voie transrectale (Source : Djavan B. Biopsie prostatique :
techniques et indications. EMC - Techniques chirurgicales - Urologie 2010 : 1-16 [Article 41—

265]. © 2010 Elsevier Masson SAS)

e. Classifications

Le but de la classification suivante est de regrouper les patients en fonction de leur pronostic, de
les inclure avec des patients similaires dans des essais cliniques et de les comparer a I'échelle

multicentrique / internationale pour guider le traitement
- Classification TNM (Tumor, Node, Metastasis)

La derniere classification a été actualisée en 2016 (42) et elle est essentiellement clinique, d’ou le

c¢TNM (tableau 1) (figure 6) (6).
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En pratique, elle est complétée par la classification anatomopathologique pour I’extension locale

pour les patients traités chirurgicalement, d’ou le pTNM (tableau 2) (6).

T - Tumeur primitive (stade clinique ¢T)

Tx
TO
T1

T2 :

T4

: tumeur primitive non évaluable
: tumeur primitive non retrouvée
: tumeur ni palpable au toucher rectal, ni visible enimagerie

Tla: tumeur occupant moins de 5 % du tissu réséqué avec score de Gleason <7 ou absence
T1b : tumeur occupant plus de 5 % du tissu réséqué ou score de Gleason > 7 ou présence de
Tlc : tumeur découverte sur une biopsie prostatique face a une élévation du PSA

tumeur palpable limitée a la prostate

T2a : tumeur atteignant la moitié d’un lobe ou moins

T2b : tumeur atteignant plus de la moitié d’un lobe mais sans atteindre les deux lobes

T2c : tumeur atteignant les deux lobes

: extension prostatique

T3a : extension extra-prostatique uni- ou bilatérale (dont micro-envahissement du col
T3b : extension aux vésicules séminales uni- ou bilatérale

- tumeur fixée ou atteignant d’autres structures que les vésicules séminales

N - Ganglions régionaux

NXx : ganglions régionaux non évalués

NO : absence de métastase ganglionnaire régionale

NI

: atteinte ganglionnaire régionale

N1mi : métastase ganglionnaire < 0,2 cm (optionnel)

M -

Métastases a distance

MO : Pas de métastase a distance

M1 : Métastases a distance

MIla : Ganglionnaires non régionales
MIb : Osseuses
MIc : Autres sites

Mx : Non évaluées

Tableau 1 : cTNM du CaP
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Stade T1

Stade T2

StadeT3 ouT4

Stade N+ ou M+

Figure 6 : Illustrations du cTNM du CaP

Vessie
Uretére
Canal déférent

Vésicule séminale
Prostate
Urétre

Tumeur
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pTO : Absence de tumeur identifiée apres prostatectomie

pT2 : Tumeur limitée a la prostate (apex et capsule compris)

pT2a: Atteinte de la moiti¢ d’un lobe ou moins

pT2b : Atteinte de plus de la moitié d’un lobe sans atteinte de I’autre lobe
pT2c : Atteinte des deux lobes

pT3 : Extension au-dela de la capsule

T3a : Extension extra-capsulaire uni- ou bilatérale incluant le col vésical
T3b : Extension aux vésicules séminales (uni- ou bilatérale)

T4 : Extension aux organes adjacents (sphincter urétral externe, rectum,

muscles releveurs de 1’anus, paroi pelvienne)
R : Reliquat tumoral postopératoire ou marges d’exérese chirurgicales
Rx : non évalué

RO : Absence de reliquat tumoral macroscopique ou microscopique

Tableau 2 : pTNM du CaP

- Classification d’Amico

En 1998, afin de mieux guider la prise en charge, D’ Amico et al. ont proposé de classer les cancers
en trois groupes en fonction de leur risque de récidive apres traitement local (43). Cette
classification du risque a été largement adoptée par les recommandations des associations

européennes d’urologie (EAU) et d’onco-radiothérapie (ESTRO).

* Risque faible : PSA < 10 ng/mL et score de Gleason < 6 et stade clinique T1c ou T2a.

* Risque intermédiaire : PSA compris entre 10 et 20 ng/mL ou score de Gleason de 7 ou stade

T2b.

* Risque ¢€levé : PSA > 20 ng/mL ou score de Gleason > 8 ou stade clinique T2c.



f. Bilan d’extension

- échographie endorectale

L'échographie de la prostate n'a pas sa place dans le bilan diagnostique du CaP. Sa seule utilisation
dans le cancer de la prostate est le guidage des biopsies. Elle permet par ailleurs de calculer

précisément le volume prostatique et de calculer la densité du PSA.

- IRM multiparamétrique

L'IRM multiparamétrique s'impose comme l'examen de référence au diagnostic et au pronostic du
CaP. Son interprétation nécessite l'analyse de plusieurs séquences : la séquence T2, la séquence

de diffusion et la séquence de perfusion.

Auparavant, une IRM multiparamétrique est recommandée dans les cancers de la prostate de
risque intermédiaire et élevé pour évaluer le siege des tumeurs, l'infiltration ou le franchissement
de la capsule et l'envahissement des vésicules séminales. Chez les patients a faible risque, elle
peut néanmoins avoir une place pour la planification du traitement chez certains de ces patients,
notamment avant curiethérapie (44). Actuellement elle est recommandée selon 1'Association

Francaise d’Urologie (AFU) pour la détection et le bilan local du tout CaP.

En cas de Iésion visible en IRM, son siege exact, ses contacts avec les structures anatomiques et
les limites de la prostate (capsule, uretre, col vésical, vésicules séminales) sont des éléments
importants puisqu’ils doivent étre pris en compte pour le choix du traitement (45). La performance
de I'IRM pour différencier un stade T2 d’un stade T3 dépendent de ’expérience du lecteur (46)
et des criteres retenus. Les séquences de perfusion et de diffusion augmentent la performance de

I’examen (sensibilité 89%, spécificit€é 92%) et la reproductibilité inter-observateur (47.48).
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L’association de 'IRM aux données cliniques permet d’augmenter la prédiction d’ une extension

extra-prostatique (49). La performance de I’examen est meilleure a 3T qu’a 1,5 T.

Enfin, 'RM peut mettre en évidence des adénopathies suspectes pelviennes ou des lésions

osseuses des os du pelvis.

- scintigraphie osseuse

La scintigraphie reste 1'examen de référence pour la recherche de métastases osseuses par la
présence de foyers d'hyperfixation. Ses performances se sont nettement améliorées grace aux
gamma caméras hybrides permettent la réalisation de tomographies par émission monophotonique
couplées a la TDM (TEMP/TDM) : une méta-analyse récente montre une sensibilité et une
spécificité groupées de 59% et 75% (en analyse par l€sion) respectivement (50), toutefois restant
médiocres. La sensibilit¢ de la scintigraphie dépend du PSA, du score de Gleason et du stade
T (51). Elle détecte des métastases de facon significative a partir d’un seuil de PSA>20ng/ml.
La scintigraphie osseuse est recommandée dans le cadre du cancer de la prostate de risque
intermédiaire et de haut risque de D'Amico et chez les patients symptomatiques (52). La TEP au
BE_Fluorure de sodium (FNa), qui posséde le méme mécanisme d’action que la scintigraphie
osseuse, reste peu disponible en France. Elle présente une meilleure performance que la

scintigraphie osseuse (53).

- TDM abdomino-pelvienne

La sensibilité de I'examen est relativement faible pour I'envahissement ganglionnaire. Inutile dans
les stades a faible risque, un scanner peut étre demandé dans les risques intermédiaires et est
recommandé dans le cadre du cancer de la prostate de haut risque de D'Amico. L interprétation se

base sur des criteres de taille (8 mm pour les ganglions pelviens, 10 mm en lombo-aortique) et de
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forme (arrondie, avec perte du hile graisseux), et ne permet pas la détection d’envahissements

microscopiques (54).

- TEP a la BF-FCH

Cette technique de médecine nucléaire permet un bilan d’extension local et a distance.

Dans le cadre du bilan d'extension des tumeurs a haut risque, sa sensibilité pour la détection d'une
atteinte ganglionnaire n'est que de 62 %, malgré une bonne spécificité de 92% (55). Elle est tres

peu sensible pour les ganglions de moins de 5 mm, avec une sensibilité variant de 10-73% (56).

Concernant le bilan a distance, elle détecte précocement les 1ésions osseuses infra-radiologiques
notamment pour des taux de PSA faibles (< 10 ng/ml). Elle est plus sensible et spécifique que la

scintigraphie osseuse pour la détection précoce des lésions osseuses (53).

1.6 Options thérapeutiques

La décision d'un traitement du CaP passe nécessairement par une discussion au cours des réunions
de concertation pluridisciplinaire (RCP) réunissant urologues, oncologues, radiothérapeutes,

radiologues, anatomopathologistes et médecins nucléaires.

Ci-dessous sont exposées les principales options thérapeutiques :

a. Surveillance active

Le principe est basé sur le fait que beaucoup de CaP de score de Gleason 6 ou de faible risque de
progression selon D'Amico ne vont pas progresser ou évoluer tres lentement. L'indication de la
surveillance active est donc un CaP cliniquement localisé et a faible risque de progression pour
des patients dont l'espérance de vie est supérieure a 10 ans. Actuellement les meilleurs candidats
a cette approche sont les suivants (4,6).
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o Patients du groupe a faible risque D’ Amico (PSA < 10 ng/mL et Gleason < 6 et cT2a).
¢ une a trois carottes biopsiques positives maximum sur au moins dix prélevements.

¢ longueur tumorale faible sur le prélevement.

Il s'agit d'une surveillance active nécessitant un suivi par PSA tous les 6 mois et des biopsies
régulieres. Le critere d'arrét de la surveillance est un temps rapide de doublement du PSA ou

I'apparition de cancer de grade de Gleason 4 ou 5 sur les biopsies répétées. (6).

b. Traitement focal

La thérapie focale est un concept relativement récent dans le CaP et doit étre considérée comme
un traitement en cours d’évaluation puisqu’il n’y a pas de recul suffisant ni de critéres d’évaluation
suffisamment robustes concernant les oncologiques. Ce panel des techniques comprend 1’ultrason
focalisé de haute intensit¢ (HIFU), la cryothérapie, la radiofréquence, 1’€lectroporation et le

LASER.

Ultrason focalisé de haute intensité (HIFU)

I1 a pour finalité de détruire par ultrasons focalisés le tissu prostatique. Il est réalisé sous anesthésie
générale et associé a une résection prostatique. Il s’agit d’une thérapeutique non chirurgicale

développée depuis 20 ans pour des patients sélectionnés présentant un CaP localisé.

Son indication concerne les patients ayant un age de plus de 70 ans et une probabilité de survie
d’au moins 7 ans (ou patients plus jeunes lorsqu’il existe une morbidité compétitive), tumeur T1-
T2 NO MO, score de Gleason <7 (3 + 4), PSA < 5 ng/mL, volume tumoral limité (moins de 4

zones prostatiques atteintes sur 6) (4).

Les risques sont les risques liés a l'anesthésie, d’hémorragie, d'infection, de sténose, de fistule

urétro-rectale ou prostato-rectale, d'incontinence et de troubles de I'érection.



Cryothérapie
La cryothérapie est une technique en cours d’évaluation, envisagée comme un traitement alternatif
aux traitements de référence du CaP localisé lorsque ceux-ci sont contre-indiqués (4).

Elle repose sur la destruction des cellules cancéreuses par la congélation des tissus.

Tres peu de centres en France 'utilisent. Les risques propres sont les sténoses, I'incontinence, les

troubles de 1'érection et la récidive.

LASER, radiofréquence et électroporation

Il existe deux techniques pour le LASER : Le LASER VTPT (Vascular-Targeted Photodynamic
Therapy) qui utilise un photo-sensibilisant (longueur d’onde de 753 nm) et le LASER FLA (Focal
Laser Ablation) qui présente le caractéristique interstitie]l sans photo-sensibilisant (longueur

d’onde entre 900 et 1000 nm) (4).

La radiofréquence utilise des champs électromagnétiques qui se situent dans la bande de
fréquences du spectre électromagnétique de 300 kHz a 300 MHz (fréquence inférieure aux micro-
ondes), technique déja utilisée dans le passé dans 1’adénome de la prostate ou dans le traitement

ablatif des cancers du rein (4).

L’¢lectroporation consiste en un passage de courant €lectrique dans la prostate entrainant la mort
cellulaire sans chaleur par ouverture des pores membranaires, par voie d’abord transpérinéale sous

controdle échographique endorectal (4,57).

c. Prostatectomie totale
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Ce traitement curatif doit étre proposé aux patients ayant un CaP localisé ou localement avancé
dans le cadre d'une prise en charge multimodale chez les patients dont l'espérance de vie est de

plus de 10 ans et classiquement agés de moins de 75 ans.

Elle comporte I'exérese compleéte de la prostate et des vésicules séminales associées a I'anastomose

vésico-urétrale.

Un curage ilio-obturateur bilatéral doit étre associé a la prostatectomie pour les patients dans les
groupes a risque intermédiaire et élevé de D'Amico (4). Il est optionnel pour les patients de faible

risque du fait de la rareté de 1'envahissement ganglionnaire a ce stade.

Il existe plusieurs voies d'abord chirurgicales : voie ouverte rétropubienne, périnéale,
laparoscopique ou laparoscopique assistée par robot. Aucune voie d'abord n'a fait preuve d'une

supériorité par rapport a une autre en termes de controle carcinologique.

Les principaux effets secondaires sont 1’incontinence urinaire, la dysfonction érectile,

I’infertilité et anéjaculation et la st€énose de 'anastomose vésico-urétrale (rare et évaluée a 1 %).

d. Radiothérapie externe

La radiothérapie consiste en l'irradiation guidée par I'image de la loge prostatique par une dose de
76-78 Gy. Il s'agit aussi d'un traitement curateur. Elle est aujourd’hui utilisée selon une
technique conformationnelle tridimensionnelle, et a pour but de diminuer les effets secondaires

liés a l'irradiation des organes adjacents.

Les effets secondaires de la radiothérapie sont la cystite radique, la dysfonction érectile (majorée
en cas d'utilisation concomitante d'hormonothérapie), la rectite radique, la sténose urétrale, les

tumeurs radio-induites avec un risque relatif de 1,5 pour le cancer du rectum ou de la vessie.
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Les contre-indications regroupent les antécédents d'irradiation pelvienne antérieure ou de maladie

inflammatoire rectale.

La radiothérapie peut étre associée a une hormonothérapie de courte durée (de 6 mois) pour les
cancers a risque intermédiaire ou de longue durée (de 3 ans) pour les cancers a haut risque de

progression.

e. Curiethérapie

La curiethérapie interstitielle de la prostate consiste en la mise en place de radioéléments dans la
prostate par voie transpérinéale sous controle échographique (sonde endorectale) et sous

anesthésie générale. Le plus souvent, il s'agit de 1'implantation de grains d'iode-125.

L'indication a ce jour de la curiethérapie est essentiellement le cancer de la prostate localisé et de

faible risque de D'Amico, avec patient ayant une espérance de vie de plus de 10 ans.

La curiethérapie n'est pas indiquée pour les patients dont le volume de prostate est volumineux (>
50 mL), ou ayant un lobe médian, ou ayant un antécédent de résection endoscopique de prostate,

ou ayant des troubles urinaires du bas appareil.

Les risques sont les mémes que ceux de l'irradiation externe, mais le risque de trouble érectile est

bien inférieur, ce qui explique le développement de cette technique.

f. Hormonothérapie (HT)

Les CaP font partie des cancers hormonodépendants : leur croissance, comme celle de la glande

prostatique, est stimulée par la testostérone. Le principe de 'HT est d’obtenir une chute de la
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testostérone circulante, ou « castration », par différents mécanismes : suppression de la sécrétion
androgénique testiculaire ou inhibition des récepteurs des androgénes. La combinaison de ces

deux mécanismes s’appelle « blocage androgénique complet » (58).

Une castration est considérée comme efficace lorsqu’elle permet d’obtenir une concentration de

testostérone circulante < 50 ng/dL (59).

Il existe 3 grandes classes thérapeutiques : agonistes de la LHRH () ; antagonistes de la LHRH ;

anti-androgenes.

Les agonistes de la LHRH peuvent provoquer un effet flare-up. Il convient donc d’y associer des

anti-androgenes afin de prévenir cet effet.

Les antagonistes de la LHRH n’ont pas cet effet néfaste, toutefois leur durée d’action est

relativement courte, nécessitant au moins une injection mensuelle.

Aucune différence d’efficacité carcinologique n’a €té prouvée entre les antagonistes et les

agonistes de la LHRH.

Les anti-androgeénes sont uniquement utilisés pour prévenir 1’effet flare-up et ne sont pas utiles
en monothérapie puisqu’ils n’apporteraient pas de bénéfice en termes de survie globale et de

survie sans progression.

Les traitements hormonaux sont associés a des effets secondaires et entrainent une altération de
la qualité de vie des patients : bouffées de chaleur, dysfonction érectile, asthénie, syndrome
dépressif, insulinorésistance, perte de la masse maigre et augmentation de la masse grasse et donc

surrisque cardio-vasculaire et de diabete, ostéopénie.

De plus, si environ 70 a 80 % des patients ont une réponse clinique au traitement hormonal,
I’hormonorésistance s’installe en moyenne entre 18 et 36 mois apres I’introduction du traitement

(60).
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L’enjeu des thérapeutiques actuelles est de retarder au maximum I’introduction de I'HT de

maniere a prolonger la survie du patient.

En cas d’hormonorésistance, on peut avoir recours a une HT de seconde génération. Son

meécanisme est d’mhiber la CYP17 ou le MDV3100 qui régulent la synthése des androgenes.

g. Chimiothérapie

La chimiothérapie a une place reconnue dans le cancer de la prostate métastatique résistant a la
castration et symptomatique. La molécule de 1°® intention est le docétaxel (Taxotere®) associé a
de la prednisone, molécule appartenant a la famille des inhibiteurs des microtubules. En 2°™ ligne
et pour les malades ayant eu une bonne réponse premiere au docétaxel, le cabazitaxel (Jevtana®)
est une nouvelle chimiothérapie en cours d'obtention dAMM. Il s'agit d'une taxane semi-

synthétique ayant montré récemment une amélioration de la survie globale (6).

Toutefois cette situation d’emblée métastatique résistant a la castration et symptomatique est peu
fréquente en cas d’une découverte initiale d’une tumeur prostatique de nos jours, ainsi 1’initiation

d’une chimiothérapie devant la découverte d’un CaP reste exceptionnelle.

1.7 Surveillance apreés traitement d’un CaP localisé

Il s'agit d'une surveillance pendant 10 ans au moins. Elle est initialement rapprochée tous les 6

mois pendant 5 ans, puis tous les ans.

Cette fréquence est a adapter en fonction du stade et de la gravité de la maladie. L'objectif est de
détecter une éventuelle récidive mais aussi d'évaluer les séquelles des traitements pour mieux les

prendre en charge.
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Ce suivi est :

+ Clinique : signes d'extension locale ou générale ;

+ Biologique : dosage du PSA qui doit étre inférieur a 0,2 ng/mL apres chirurgie, ou inférieur
au PSA nadir (PSA le plus bas observé apres radiothérapie) + 2 ng/mL apres curiethérapie
ou radiothérapie, ou avoir une concentration la plus bas possible et stable sous les autres
modalités thérapeutiques. Si le patient est sous traitement antihormonal, la testostéronémie
doit étre < a 0,5 ng/mL ;

« Surveillance des effets secondaires des traitements prescrits.

IT Généralités sur la tomographie par émission de positon (TEP)

La TEP fait partie des techniques d'imagerie fonctionnelle. Cette derniere est définie en
opposition par rapport a l'imagerie conventionnelle appelée anatomique, qui comprend la
radiographie, la tomodensitométrie (TDM), I'échographie et I'IRM. En effet, ces techniques
sont destinées a obtenir des informations sur la structure, la forme, les limites des organes, avec

généralement une tres bonne résolution spatiale.

En revanche, les techniques d'imagerie fonctionnelle visent a explorer le fonctionnement des
organes, des tissus ou des cellules, c'est-a-dire leurs propriétés métaboliques ou biologiques.
La médecine nucléaire possede la majorité de ces techniques. En effet, elles nécessitent
I'utilisation de sources radioactives non scellées, ce qui oblige a ce qu’elles soient réalisées au

sein d’un service de médecine nucléaire.

Les techniques d’imagerie fonctionnelle permettent de mettre en évidence de maniére non
invasive les phénomenes biologiques au niveau moléculaire dans l'organisme et d’en suivre

I’évolution dans le temps chez I'homme et/ou 1'animal.
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Actuellement, nous sommes a I’heure de I’tmagerie hybride. En effet, I’'imagerie fonctionnelle
est combinée a 1'imagerie morphologique permettant de localiser précisément le phénomene
étudié.

Dans ce domaine, on cite notamment la tomographie par émission monophotonique (TEMP)

(SPECT en anglais) ou la tomographie par émission de positons (TEP) (PET en anglais).

En oncologie, I'imagerie fonctionnelle en médecine nucléaire vise a caractériser, in vivo et de
facon non invasive, les tumeurs solides en utilisant des radiotraceurs. Ceux-ci servent a mettre
en évidence des anomalies ou troubles métaboliques que les tumeurs entrainent ou bien a
évaluer une réponse thérapeutique de maniere précoce et précise, ainsi contribuant

efficacement a la prise en charge des patients.

I1.1 La radioactivité

La réalisation des scintigraphies ou des TEP nécessite I’emploi de sources radioactives non
scellées. Nous rappellerons quelques notions fondamentales.

Un radionucléide est un atome instable se transformant dans le temps en une autre entité, stable
ou instable, en émettant des particules ou des rayonnements ionisants.

Il existe trois types de rayonnements ionisants issus de radionucléides

Les particules a sont des noyaux d’hélium. Ils ne parcourent que quelques centimetres dans
’air et une simple feuille de papier suffit a les arréter ; ils sont donc inutilisables pour I’imagerie
diagnostique, mais sont utiles a des fins thérapeutiques.

Il existe deux types de particules B, I’électron « classique » béta moins (B-) et I’électron
positif ou positon (B+). Ils peuvent traverser quelques dizaines de centimetres de matiere . Les
rayons béta moins sont inutilisables pour I’'imagerie diagnostique, mais adaptés a la

radiothérapie interne vectorisée, avec une distance
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d’action plus grande que les rayons alpha.

Le rayonnement vy, constitué de photons tout comme les rayons X, est bien plus pénétrant que
les autres types de rayonnements. En fonction de son énergie, il peut parcourir plusieurs
centaines de metres dans l’air et son parcours dans la matiére permet, pour des énergies
suffisantes, la détection de ce signal par des capteurs externes au patient. Il entraine également
moins d’effets biologiques que les rayonnements a et P et est ainsi utilisable pour 1’imagerie
diagnostique non invasive. Une énergie adaptée pour cette indication est de I’ordre de la

centaine de keV.

Le cas du positon présente une particularité : le positon est I’antimatiere de ’¢lectron et il se
produit nécessairement, apreés son apparition, un phénomene d’annihilation ou ces matieres
disparaissent en produisant deux photons de dématérialisation de 511 keV, émis de direction

opposée. Ce sont ces deux photons qu’on détecte pour faire I’imagerie TEP.

L’unité de radioactivité est le Becquerel (Bq), qui est définie par la désintégration d’un atome

du radionucléide par seconde.

Compte tenu des quantités habituelles de radioactivité émises par ces substances pour les
applications médicales, on rencontre généralement des multiples de cette unité et plus

particulierement le mégabecquerel (1 MBq = 10° Bq).

Le caractere radioactif s’accompagne toujours du phénomeéne de décroissance, qui correspond
a la réduction dans le temps de la quantité de rayonnement émis. La période (ou demi-vie, T%2)
détermine le temps au bout duquel la moitié des radionucléides s’est transformée en un autre

nucléide, stable ou radioactif.

Un radiotraceur est composé d’une molécule organique ou biologique a laquelle est greffé un
radionucléide. Le radiotraceur est administré au sujet (par injection intraveineuse, ingestion,
inhalation...) et s’accumule dans un tissu biologique ou un ensemble d’organes qu’il reconnait

sélectivement et qui le concentre. Un radiotraceur est dit radiopharmaceutique lorsqu’il est
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administré a I’homme, en tant que médicament expérimental ou médicament ayant obtenu

I’autorisation de mise sur le marché (AMM).

Le terme radiotraceur implique a la fois la notion de tres faibles quantités de matiere utilisées,
d’ou le terme traces, et I’avantage du franc signal radioactif permettant de suivre de facon non
invasive la distribution de la molécule dans 1’organisme. Le choix du radionucléide, basé sur la
nature du rayonnement ionisant émis, ses propriétés physiques, énergie et période, et ses
propriétés chimiques, est lié¢ au mode d’utilisation du radiotraceur : soit pour en visualiser les
sites d’accumulation dans 1’organisme (imagerie diagnostique), soit pour détruire des cellules

cibles (radiothérapie ciblée).

I1.2 Les radionucléides utilisés en imagerie nucléaire diagnostique

La plupart des radionucléides sont produits par des cyclotrons qui sont des accélérateurs de

particules.

En France, les cyclotrons appartiennent surtout aux industriels pour produire des radionucléides

a usage médical afin de les commercialiser.

D'autres radionucléides proviennent de générateurs installés dans la radiopharmacie au sein d’un
service de médecine nucléaire. Ainsi le générateur est une méthode alternative pour fournir
quotidiennement des produits radiopharmaceutiques préts a l'emploi pour les patients. Ils
réduisent les coits et permettent une plus grande flexibilité dans les pratiques d'imagerie

nucléaire en routine, mais nécessitent I’expertise du radiopharmacien local.

Les radionucléides émetteurs de rayonnements gamma (y) utilisés en médecine nucléaire

diagnostique ont des énergies d’émission situées entre 100 et 300 kiloélectronvolts (keV).

Nous présentons quelques radionucléides couramment utilisés en médecine nucléaire. Pour les

radionucléides émetteurs de y en monophotonique, nous citons le technétium-99m et I’'indium-
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111

Le plus utilisé est le technétium-99m du fait de son faible colt de production, de sa facilité
d’obtention (par générateur) et de son émission y pure a 140 keV. Sa période de 6 heures est
suffisamment longue pour permettre de suivre les processus physiologiques d'intérét, mais assez

courte pour limiter la radioexposition du patient.

L’indium-111 est un radiométal émetteur gamma d’intérét pour le marquage de peptides. Sa
double émission de photons y (171 et 245 keV) lors de sa décroissance par capture €lectronique
et sa période de 2,8 jours en font un radionucléide particulierement adapté pour I’é¢tude de

processus biologiques lents.

Les radionucléides émetteurs de positons B+ d’intérét médical présentent deux classes :

- les radionucléides non métalliques incorporables a des molécules vectrices par une liaison
covalente simple et stable dans le temps. Certains sont des éléments chimiques légers et
abondants dans la matiere vivante (oxygene-15 T2 = 2 min, carbone-11 T2 = 20 min, azote-
13 T%2 = 2 min, etc...) mais leur période extrémement courte nécessite une production et un
radiomarquage sur site pour une injection rapide, ce qui limite leur utilisation en clinique.
D’autres sont des halogenes, le plus utilisé étant le fluor-18 T%2 = 110min dont la demi-vie
permet le radiomarquage en amont par un industriel fournissant le radiotraceur ou
radiopharmaceutique livré prét a I’emploi.

- les radionucléides métalliques (°®Ga, ®*Cu, ...) incorporables via des agents chélatants a des
molécules par formation de liaisons de coordination.

Citons I’exemple du gallium-68 qui est, tout comme I’indium-111, un cation métallique trivalent.
Il est utilis€é dans nombreuses études précliniques et cliniques ces dernieres années. La

particularité du 58Ga, émetteur de positons de demi-vie relativement courte (T%2 =68 min), réside
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dans le fait qu’il peut s’associer a des peptides grace a une « cage » chélatante (NOTA, DOTA,

NODAGA).

Concernant le radiomarquage, contrairement aux molécules marquées au fluor qui peuvent
bénéficier d’une commercialisation large, la plupart des radiotraceurs peptidiques, nécessite pour
leur fabrication, la méthode indirecte qui emploie un chélate bifonctionnel. Il consiste a lier le

radionucléide a une extrémité et la molécule biologiquement active a I’autre.
Ces traceurs radioactifs spécifiques se composent généralement de quatre parties (figure 7) :

- Radionucléides cationiques métalliques : Ses caractéristiques physiques (période, nature et
énergie du rayonnement €mis, etc.) doivent étre adaptées aux besoins (applications
diagnostiques ou thérapeutiques), et son cycle physique doit étre cohérent avec la
pharmacocinétique du traceur et la durée du phénomene biologique observé, tout en minimisant

la radioexposition du patient en imagerie diagnostique.

- Un agent chélatant bifonctionnel, qui est une molécule qui posséde a la fois un groupe
fonctionnel permettant des liaisons covalentes stables avec les biomolécules et un site de

coordination destiné pour les radionucléides métalliques.

- Ligands d'intérét qui permettent un ciblage spécifique des récepteurs ou des structures
surexprimées dans les tissus pathologiques (cibles). Il est important que les ligands possedent

une affinité élevée et une spécificité €levée pour leurs cibles.

-Groupe d'espacement chimique, appelé "linker or spacer”. Cela permet d'éliminer les chélates
et les radionucléides du ligand, évitant ainsi les obstacles stériques et empéchant les
radiotraceurs de se lier a leurs cibles biologiques (61). Il peut également réguler la cinétique
d'excrétion des radiotraceurs en minimisant I'absorption d'organes non cibles (tels que 'organe
responsable de son élimination) pour optimiser la relation entre 1'activité tumorale et le bruit de

fond.
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Figure 7 : Illustration d’un radiotraceur, basé sur un chélate bifonctionnel conjugué a une

biomolécule vectrice d’intérét (source internet)

II.3 Introduction de la TEP

a. Historique
Le principe de la TEP en imagerie médicale été présenté par Kuhl et Edwards vers la fin des
année 1950 (62).
La premiere machine a été construite au Laboratoire de recherche en physique au Massachusetts
General Hospital, utilisée dans le cadre de la localisation de tumeurs cérébrales en 1963,
montrant qu’il est possible de détecter les photons du positron en voie d'extinction. Il s’agit de

deux caméras flash liées électroniquement (63).

C’est seulement en 1973 que la premiere TEP telle qu’on connait actuellement voit le jour. En
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effet Phelps et al. menaient des études a I'Université de Washington a St. Louis, créant ainsi le
premier prototype de TEP proprement parlé (64).

Puis les premiers modeles commerciaux a anneaux furent développés avec par exemple

I'ECATI d'ORTEC en 1978.
A partir des années 2000, la TEP connait un développement fulgurant grace a I’association
systématique des TDM permettant une vraie approche multimodale.

Actuellement, les 3 grands constructeurs (Philips, Siemens et GE) partagent le marché de TEP

TDM mondial.

b. Rationnel

La TEP repose sur I’injection au patient d’un radiotraceur émetteur de positons +. Une fois
dans I’organisme, celui-ci est accumulé dans certains organes ou structures pathologiques,
selon les propriétés de la molécule vectrice, et le radionucléide s’y désintegre.

Apres avoir traversé quelques millimetres de matiere, le positon émis lors de la désintégration
rencontre son antimatiere, un électron (e-), entrainant un phénomene d’annihilation. Deux
photons de 511 keV sont alors émis en coincidence (sensiblement a 180° 1'un de I’autre)

(figure 8)
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Figure 8 : phénomene d’annihilation

Des détecteurs sous forme de cristaux disposés en couronne autour du patient détectent en
coincidence les arrivées de ces deux photons ce qui permet de déterminer des « lignes de
réponse » sur lesquelles se trouvent les organes ou structures anormales ayant fixé le

radiotraceur. (Figure 9)

Figure 9 : détection des coincidences (cours UV3 Saclay 2013, INSTN)
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L’enregistrement de millions de coincidences est nécessaire pour reconstruire une image TEP
tridimensionnelle. Ainsi, 1’émission en coincidence de deux photons provenant d’une seule
désintégration permet d’injecter une activité plus faible de radiotraceur, en comparaison avec
la TEMP car il est possible de se passer de collimateur. La TEP est donc en général une modalité
plus sensible et plus résolue que la TEMP (65). Cependant, I’image obtenue comporte un
certain flou car le point d’annihilation ne correspond pas au point émission du positon. La TEP
clinique présente une résolution spatiale de 1’ordre de 3-4 mm mais les reperes anatomiques
que procure la biodistribution du radiotraceur sont en général insuffisants pour préciser
distinctement I’organe ou la structure anormale ol est accumulée la radioactivité, ce qui a
justifié I’association désormais systématique a une modalité d’imagerie anatomique, TDM ou

IRM.

I11. Ciblage biologique et moléculaire potentiel dans le CaP

IT1.1 Choline

La choline est un composant des phospholipides qui fait partie des constituants essentiels de la
membrane cellulaire (figure 10). En effet, toutes les cellules utilisent la choline comme précurseur

pour la biosynthese des phospholipides.

HiC
HaC
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Figure 10 : formule chimique de la choline

Dans la cellule, la choline peut étre phosphorylée, oxydée ou acétylée. La phosphorylation de la
choline est catalysée par I'enzyme choline kinase (66). La phosphorylcholine représente ainsi un
pool de stockage intracellulaire de choline et peut étre aussi incorporé dans phosphatidylcholine

(Iécithine), un phospholipide majeur de toutes les membranes.

La choline est un excellent biomarqueur pour I’imagerie de la prolifération cellulaire. En effet, la
carcinogenese est caractérisée par une prolifération cellulaire accrue. Il a été¢ démontré que la
transformation maligne des cellules est souvent associée a une augmentation d’activité de la

choline kinase entrainant a son tour une €élévation de production de phosphorylcholine (67).

La modification du métabolisme de la choline a été rapportée dans de nombreuses néoplasies dont
le CaP puisque ce sont des tumeurs connues pour avoir une grande quantité de phospholipides, en
particulier la phosphatidylcholine. Ainsi une augmentation de captation, de transport
intracellulaire et de métabolisme de choline reflete directement la prolifération des cellules
cancéreuses dans le CaP (68). En 1997- 1998, la ['!C] choline a été introduite comme traceur
potentiel de 1'image du cancer du cerveau et de la prostate (68). Et dire un mot de I’évolution vers

la F choline et son utilisation actuelle en routine

I11.2 Antigene membranaire spécifique de la prostate (PSMA)

Au cours des dernieres années, la PSMA a gagné une attention particuliere en tant qu'une
excellente cible pour le CaP, a la fois sur le plan diagnostique et sur le plan thérapeutique.
Il est aussi connu sous le nom de glutamate carboxypeptidase II. Il s’agit d’une enzyme qui, chez

I'homme, est codée par le géne FOLHI. Il contient 750 acides aminés et pese environ 84 kDa

(figure 11).
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Figure 11 : Illustration de PSMA (source Internet)

Il possede par ailleurs une fonction enzymatique de glutamate carboxypeptidase dont la

signification physiopathologique n’est pas connue.

Le PSMA présente comme avantages un emplacement transmembranaire et une activité

enzymatique propre, ce qui permet le développement d’inhibiteurs spécifiques.

C’est un antigene qui est significativement surexprimé dans les cellules cancéreuses de la
prostate (69). Toutefois, malgré son nom, le PSMA n'est pas spécifique a la prostate. Il existe
également dans les glandes lacrymales, muqueuse nasale, glandes salivaires, la glotte, la rate, le
foie, les reins et les parties proximales de I'intestin gréle et dans certaines parties du colon (70).

De meéme il n’est pas spécifique du CaP car d’autres tumeurs présentant une angiogenese accrue
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peuvent le surexprimer également (71), notamment le cancer colo-rectal ou rénal.

Le développement de ligand de PSMA permet de réaliser d’imagerie de récepteurs spécifiques

dans le CaP, applicables par I’'imagerie TEP.

III.3 Intégrine

Les intégrines constituent une famille importante de glycoprotéines transmembranaires
responsables des interactions cellule-cellule, cellule-matrice extracellulaire et cellule-agent
pathogene.

Elles sont composées de sous-unités a et B qui forment un hétérodimére non covalent.

Elles sont impliquées dans le transfert de signaux a travers la membrane plasmique et régulent
de nombreuses fonctions dont la différenciation cellulaire, la migration cellulaire ou la
cicatrisation. En effet, 1l s’agit de récepteurs cellulaires capables de se lier au cytosquelette

d’actine et permettant a la cellule d’interagir avec son environnement.

La prolifération de vaisseaux néoformés, appelée aussi la néoangiogenese, est impliquée dans de
nombreuses pathologies et participe activement au développement des processus néoplasiques.
Les intégrines jouent un role clé dans I’angiogenese tumorale, participant ainsi a la croissance et
a la dissémination des cancers. En effet, les cellules endothéliales qui constituent ces vaisseaux
en formation surexpriment certains marqueurs spécifiques notamment 1’intégrine avp3 (figure
12). Plusieurs études ont montré sa surexpression dans le CaP (72,73).

Cette protéine reconnait de maniere spécifique le motif peptidique RGD (-Arg-Gly-Asp-) ainsi
un ligand avec une séquence RGD est actuellement le modele peptidique de base pour une variété
de molécules congues pour une liaison préférentielle a I'intégrine avp3 et a d’autres intégrines.
L’autre intéret potentiel d’imagerie pour la néoangiogenese réside dans le fait qu’il peut servir

d’évaluation thérapeutique pour d’éventuels traitement anti-angiogéniques.
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La mise au point d’un radioligand spécifique de I'intégrine avp3, utilisable en imagerie non
invasive des tumeurs, pourrait permettre d’atteindre le double objectif de surveiller le

développement tumoral et de prédire I’efficacite de traitements anti-angiogéniques.

Integrin avfy3

Formation of Podosomes
and actin ring

Figure 12 : Structure de I'intégrine avp3 (source Internet)

II1.4 Bombésine

La bombésine est un peptide neuroendocrine de 14 acides aminés isolé en 1971 chez les
amphibiens de la peau de la grenouille Bombina Bombina (74). L équivalent de la bombésine
chez les mammiferes a été isolé de 1’estomac de porc. Il a été nommé peptide libérant de la

gastrine ou « gastrin-releasing peptide » (GRP) puisqu’il permet une libération abondante de la
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gastrine dans ce tissu (75).

Le GRP humain est un peptide de 27 acides aminés et est présent dans la paroi du tube digestif,

en particulier au niveau du colon et de I’estomac et dans le systeme nerveux central.

Il exerce des effets variés: il peut réguler la satiété, la thermorégulation, les sécrétions
endocrines digestives (gastrine, cholécystokinine, entéroglucagon), la sécrétion exocrine
pancréatique, et la motricité digestive (76).

Les récepteurs de la famille de la bombésine se divisent en quatre sous-types : BB1, BB2, BB3

et BB4 (77). Chez I’homme 3 sous-types ont été découverts jusqu’a ce jour :

- le récepteur de la neuromédine B (NMBR) ou BB1 humain se retrouve dans la muqueuse

musculaire de 1’cesophage

- le récepteur du GRPr ou BB2 humain qui contient 384 acides aminés. On trouve leur
présence dans le pancréas, le tube digestif, et aussi dans le systeme nerveux central et les

glandes surrénales.

- le récepteur de type 3 humain de la bombésine (BB3) qui est présent dans les cellules

pulmonaires et testiculaires

Ils appartiennent a la famille des récepteurs a sept domaines transmembranaires, couplés aux

protéines G hétérotrimériques, essentiellement du type Gag/11 (78).

Lorsqu'elle est exprimée de maniere aberrante en tant que protéine fonctionnelle dans les cellules
cancéreuses, 'activation du GRPr régule la morphologie, la différenciation et la prolifération des
cellules tumorales. Dans les tissus normaux et les cellules tumorales, la densité de GRPr peut

varier de 6000 fois.

Le GRP existe dans un grand nombre de tumeurs et secrété par la tumeur elle-méme et donc
fonctionnent, dans de nombreux cas, comme des facteurs de croissance autocrine, interagissant

avec leurs propres récepteurs sur la tumeur (76). A titre d’exemple, les carcinomes pulmonaires
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a petites cellules expriment a la fois du GRP et son récepteur le GRPr activant une boucle

autocrine qui augmente la prolifération et la survie des cellules tumorales (Figure 13).

Le GRPr est surexprimé dans une grande variét€¢ de cancers (79) et particulierement dans les
cancers de la prostate. Une ¢tude d’autoradiographie réalisée par Markwalder et Reub1 en 1999
arévélé que le GRPr était détecté dans tous les types de cancer de la prostate, méme a un stade

précoce de la carcinogénese, alors qu’il n’était pas détecté dans le tissu sain adjacent (80).
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Figure 13 : Illustration d’une régulation autocrine et paracrine du GRP impliquant la voie de

PN

transduction du signal hedgehog (Shh) dans les carcinomes pulmonaires a petites cellules (81)

III.5 Neurotensine

La neurotensine a été purifiée a partir d'hypothalami bovins en 1973, d’ou I’origine du terme «
neurotensine » qui est inspiré de sa localisation neuronale initialement décrite et de sa capacité

a induire une hypotension aigue chez le rat anesthésié (82).

Il s’agit d’un peptide composé de 13 acides aminés (82) classé dans la famille des neuropeptides

(Figure 14). Chez les vertébrés, la neurotensine est présente dans le systéme nerveux central au
61



niveau des corps cellulaires et/ou des terminaisons nerveuses des neurones ou elle agit comme
un neuromodulateur de la transmission dopaminergique et de la sécrétion des hormones de
I’hypophyse antérieure (83). En périphérie, la neurotensine est présente principalement au niveau
du tractus gastro-intestinal, au niveau du jéjunum et de l'iléon (84) mais également dans

I'ensemble du systeme cardiovasculaire (85).
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Figure 14 : formule chimique de la neurotensine

Il existe trois récepteurs a la neurotensine grace auxquels elle exerce principalement ses effets.
I1 est a noter que le récepteur de type 1 (NTR1) possede une haute affinité contrairement aux

deux autres (86).

La neurotensine joue un role dans I’oncogenese, intervenant dans la prolifération cellulaire, les
effets anti-apoptotiques, la propagation métastatique (87). Le NTR1 a été le plus étudié. Impliqué
des les premiers stades de progression tumorale, on le considére comme marqueur diagnostique

et de mauvais pronostic dans divers cancers (88).

Dans le CaP, il a été¢ démontré que 1’activation du NTR1 conduit a la prolifération cellulaire par
la voie de signalisation c-Src/StatSb (89) et cet effet peut étre bloqué par le Meclinertant

(également connu sous le nom de SR48692), un inhibiteur de NTR1 (90).
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Il a également été démontré qu’une privation en androgeénes conduit a une surexpression de
NTRI1 et de la NT ce qui permettrait d’assurer la survie autocrine de cellules tumorales (91). Par
ailleurs, I’expression de NTR1 varie selon le stade de différenciation tumorale, cette expression

étant plus importante dans les adénocarcinomes qu’au sein des adénomes prostatiques (92).
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Partie I RESULTATS

IV : Etat des lieux de la place de la TEP et de 'IRM en pratique clinique dans la récidive
biologique de cancer de prostate (article préparé en vue de soumission au journal « Diagnostic

and Interventional Imaging »).
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Abstract:

The use of imaging and particularly MR imaging and PET scanner is increasing in the detection of
recurrence after treatment. The mainstays of therapy are radiation and surgery which are being
supplemented by novel therapy methods as cryotherapy, electroporation, laser therapy... The
biochemical recurrence after primary treatment in prostate cancer is relatively common. A rising
serum prostate-specific antigen level represents a first sign of disease relapse. At this time of lower
disease burden, imaging is essential to determine the localization of the recurrence, which may be
local, in lymph nodes, and/or metastatic. The early detection of disease recurrence often allows to

offer an adapted salvage treatment.

This review provides an analysis of the recent literature on diagnosis and treatment of biochemical
recurrence after radical prostatectomy or radiation therapy in prostate cancer. Especially, the
performances of MRI and PET in these settings and different treatment options according to the last

European recommendation are described.

Introduction

Prostate cancer (PCa) is the most common cancer in men with more than 50 thousand new cases per
year in France, ranking the fifth death cause among two sexes . In patients treated by local curative
therapies for PCa, the measurement of prostate-specific antigen (PSA) is a key component in follow-
up because a rising serum PSA level is a first sign of relapse. This so-called biochemical recurrence
(BCR) almost always precedes clinical recurrence 23. It is relatively common, happening in
approximately 50% of patients within 10 years, depending on the type of primary therapy and stage of
the primary tumour #3. It is a quite challenging issue for physicians because on the one hand not all
BCR have the same clinical value as they have different thresholds regarding to previous treatments;
on the other hand, a measurable PSA may not necessarily lead to clinically apparent metastatic disease

¢, It is important to determine, whether the recurrence has developed at local or distant sites and to find



a balance between delaying the onset of metastatic disease and avoiding overtreating patients whose

disease may never affect their overall survival (OS) or quality of life (QoL)®.

Imaging is a staple tool for discovering the site(s) of recurrence. Technical improvements of prostatic
magnetic resonance imaging (MRI) and in particular the development of multiparametric (mp) and
functional imaging now allow early detection of local recurrence after radical treatments (radical
prostatectomy, radiation therapy). Positron emission tomography (PET) has become the reference in
detecting metastases in the skeleton, in distant lymph nodes and in the viscera. Indeed, the key
question in case of BCR is to know whether the PSA elevation represents locally limited recurrence or
is a result of metastatic condition. Proper identification is vital for subsequent treatment decisions
because, in local recurrence or locoregional lymph node (LN) metastasis, curative local treatments can
still be feasible, while in distant metastasis, we should consider systemic treatments. Nonetheless,
imaging is just of really worth if it leads to a treatment change and thus to a better outcome. It is
crucial to choose the right one at the right moment. Furthermore, the timing and treatment modality for

PSA-only recurrences remain a matter of controversy based on the limited evidence .

This review has intent to address the current practice of diagnosis and treatment of BCR in PCa.

BCR AFTER RADICAL PROSTATECTOMY

Radical prostatectomy:

Radical prostatectomy (RP) is one of the reference treatments for localized PCa, which offers the best
guarantee of long-term cancer control . The objective of RP is the eradication of cancer, while
whenever possible, preserving continence and potency **. The procedure involves removing the entire
prostate with its capsule intact and seminal vesicles, followed by undertaking vesico-urethral
anastomosis. ®. It can be performed by laparotomy or laparoscopy with robotic assistance. LN
dissection could be associated and provides non-substitutable information for the extension assessment

and for the prognosis °.

Definition of BCR

After RP, the PSA must be undetectable within six weeks when there is no residual cancer '°. A post-
operative PSA> 0.1 ng / mL shows incomplete resection and indicates salvage treatment ''. Indeed, the
residual peri-urethral glands have negligible PSA production. The lowest PSA value obtained after
treatment is called "nadir" and once the nadir is obtained, follow-up is mainly based on the PSA

dosage.

When the PSA reelevates and reaches a threshold of 0.2 ng / mL, twice consecutively after surgery,
the BCR is confirmed '*-'4.



Some authors recently suggested the cut point of 0.4 ng/mL because it reflects the threshold at which
the PSA increase becomes durable and shows the strongest correlation with subsequent systemic

progression 5.

Predictors of local and distant recurrences

Some clinico-pathological features and characteristics of PSA recurrence represent important variables

when trying to distinguish between a local and distant recurrence.

Indeed, seminal vesicles involvement or pelvic LNs invasion at the time of surgery, a Gleason score
(GS) greater than 7 '® or positive margin status after the surgery '’ seem to be correlated with distant

recurrences.

Similarly, a BCR occuring within 6 months of RP is a strong indicator of metastases'®. On the

contrary, an interval of >1-2 years between BCR and RP suggests the relapse is more likely to be local

16,19,20

Partin et al. showed that local relapse was more probable with a low PSA velocity which was <0.75
ng/mL/year 2!. Patel et al. showed that a PSA doubling time (PSAdt) of >12months correlates with a
local relapse ** while Trapasso et al. found that PSAdt <3 months was significantly associated with the

progression to distant metastases %.

Management of BCR after PR

The options for treatment of recurrence after RP are, according to the European Association of
Urology (EAU), radiotherapy (RT) at least to the prostatic fossa, continuous or intermittent hormonal

therapy (HT), or simple monitoring [6].
Simple Monitoring

Monitoring can be proposed when there is no abnormality detected on imaging and in patients with
good prognostic factors, suggesting only local recurrence, such as: recurrence time> 3 years, PSAdt >
12 months, < pT3a and Gleason score <7. And it is applicable for patients who do not wish to undergo

second-line curative options **%°.
Salvage radiotherapy (SRT)

The goal of SRT is to obtain local control and to prevent or delay metastases with the subsequent risk

of death.

Early SRT provides the possibility of cure as Boorjian et al. reported a 75% reduced risk of systemic

progression with SRT, when comparing 856 SRT patients with 1801 non-SRT patients 6.



The PSA level at BCR was shown to be prognostic. More than 60% of patients who were treated
before the threshold of PSA > 0.5 ng/mL would achieve an undetectable PSA level 2728,

corresponding to an 80% chance of being progression-free five years later 2.

The optimal SRT dose has not been well defined. It should be at least 66 Gy to the prostatic fossa
(plus/minus the base of the seminal vesicles) 283°. The irradiation of pelvic LNs can also be discussed

depending on initial tumor characteristics and LNs invasion.

The addition of androgen deprivation therapy (from 6 months to 2 years depending on the study)
would also provide a benefit in terms of survival for high-risk forms (short PSAdt, high Gleason

Score, PSA level = 0,7 ng/ mL), as shown in two recent trials: RTOG 9601 and GETUG 16 3%,

Hormonal Therapy (HT)

The HT is the standard treatment in metastatic prostate disease. Its objective should be to improve OS,
postpone distant metastases, and improve QoL. But it could be harmful for older patients and those
with comorbidities as its side-effects may even decrease life expectancy; in particular, cardiovascular

risk factors which need to be evaluated 3.

The HT can be proposed in the setting of BCR, but data supporting this use are source of controversy.

HT can be continuous or intermittent and no data were found on the effectiveness of different types of

HT ©. The intermittent HT consists of an induction phase combining a luteinizing hormone -releasing

hormone analog with a nonsteroidal antiandrogen which can select good responders. Treatment could
be stopped when the PSA has decreased after 6 months of treatment (ideally <0.2 ng/ mL), and the
patient has become asymptomatic. Retreatment is decided on the onset of symptoms or the increase in
PSA above a threshold empirically set at 10—20 ng / mL for metastatic patients. This scheme can be

continued until castration resistance.
Salvage lymph node dissection

In the particular case of pelvic LN recurrence, the surgical management could be proposed . It
consists of an ilio-obturator and pelvic lymphadenectomy and may delay the onset of the HT, with
acceptable morbidity. Novel imaging modalities improve the early detection of nodal metastases *°.
The majority of treated patients showed clinical recurrence-free and CSS ten-year survival over 70%
337 Addition of RT to the lymphatic template after salvage LN dissection may improve the outcome,
with 5-year relapse-free rate 70.7 % (vs 26.3 % if without) 3. The real efficacy of this salvage

procedure remains unproven, as is its impact on survival *,

Role of multiparametric magnetic resonance imaging (mp MRI)

Mp-MRI joins anatomic and biological information together thanks to the combination of



morphological imaging such as T2-weighted imaging (T2WI) and functional techniques such as

dynamic contrast-enhanced imaging (DCE), and diffusion weighted imaging (DWI).

It can detect local recurrences in the prostatic bed after RP but its indication in this setting hasn’t been

validated ...

Local recurrence usually presents as a nodular, semi circumferential to ill-defined soft-tissue mass of
intermediate T2-weighted signal intensity with associated diffusion restriction and rapid, early

enhancement on dynamic contrast-enhanced imaging *°.

The most common site of local recurrence after RP is the vesico urethral anastomosis, but recurrent
masses can occur anywhere in the prostatectomy bed including the retrovesical space, the bladder

wall, near the seminal vesicles bed, or adjacent to the vas deferent. 4!,

The performance of MRI in this indication has been extensively evaluated. Linder et al. showed in
their study of 132 patients with a median PSA of 0.59 ng/mL (range = 0.1-13.1), that local recurrence
was identified by mpMRI in 124 patients (94%). The median lesion size on MRI was 1 cm with se, sp,
PPV and NPV respectively of 91%, 45%, 85%, and 60%. For patients with a PSA < 0.4 ng/mL the
sensitivity of MRI has been shown to be 86%. ** and in recurrence was seen in 37% of men with

PSA >0.3 ng/mL vs 13% if PSA <0.3 ng/mL*.

Two meta-analysis evaluated the performance of mpMRI for the detection of local recurrence after
RP and showed similar results with pooled sensitivities and specificities of 82% and 87%, **, and

849% and 85%, respectively *.

The distorted anatomy and postoperative fibrosis could hamper analysis and the functional sequences

plays a pivotal role, especially the diffusion-weighted MRI (DWI-MRI) .

DCE MRI has long been considered as the most useful sequence in this indication. Indeed,
Panebianco et al **found a sensitivity and specificity of 98% and 94% for the detection of a local
recurrence for an average PSA of 1.3 ng/ mL (0.5-1.7 ng / mL) and an average size of 5 + 0.6 mm (4
to 8 mm). However, the performance of diffusion imaging has been recently evaluated and showed
good results , especially with the use of values of “high b at 3 Tesla" (greater than 1000 s / mm2 and
up to 3000 s / mm2 at 3 Tesla) *.

If the mpMRI is mainly used to detect the local recurrence, the whole-body (WB) MRI could play a
role at assessment of metastases. Barchetti et al. evaluated the performance of unenhanced WB MRI
for the detection of lesions in the setting of BCR in 152 patients. If we consider the choline PET/CT as
gold standard, WB MRI detected LLNs metastases with a sensitivity, specificity, positive predictive
value, negative predictive value, and accuracy of 98%, 99%, 97%, 98%, and 98%, and for osseous

metastases the respective results were 99%, 98%, 98%. 96%, and 98% *’. In an another study carried



on by Eiber et al., the authors concluded that WB MRI is technically robust in patients with recurrent
prostate cancer . However, little is known regarding the accuracy of WB MRI in this setting and its

role remains to be assessed °.

Role of Positron emission tomography (PET) imaging

[18F] Fluorodeoxyglucose (FDG) and [18F] Sodium fluoride (FNA) PET imaging

[18F] FDG is the most commonly used PET agent for clinical oncologic imaging but has very limited

clinical utility for in the setting of BCR.

In PCa, it only has a limited role in case of poorly-differentiated tumors and in staging or monitoring

response to castrate-resistant metastatic involvement #°.

[18F] ENA is more performant compared to 99mTc-labelled diphosphonatesbone scan because it
offers shorter scanning times, higher spatial resolution, and better image quality *° . The main
limitation of [18F] FNA is the lack of soft tissue evaluation, also it suffered from a lack of specificity

for detection of bone metastases °'.
In clinical practice, these two radiotracers have no place in BCR.
Choline-based radiotracers PET imaging

Choline, a component of cell membrane phospholipids, has been shown to be a good biomarker for
cell proliferation imaging. A change in the metabolism of choline has been reported in many
neoplasias including PCa, reflecting an increase in its availability to proliferating cancer cells, due to

an increase intracellular transport of choline and the activity of the enzyme choline kinase 2.

Compared to 99mTc-labelled diphosphonates bone scan, Choline PET/CT is more performant because

it may detect more bone metastases than bone scan 3

and has higher specificity with fewer false
positive and indeterminate findings . Detection of LNs metastases remains limited by the relatively

poor sensitivity of the technique, especially for those measuring less than 7 mm ¢,

In spite of an overall good performance in two different meta-analyses which showed the combined
sensitivities and specificities of Choline PET/CT for all sites of recurrence in patients with BCR were
86-89% and 89-93%, respectively 378, Choline PET/CT sensitivity is strongly influenced by PSA
level and kinetics. It drops to sub-optimal values in patients with a low PSA %°. Indeed, its detection
rates are only 5-24% when the PSA level is < 1 ng/mL, but rises to 67-100% when the PSA level is >
5 ng/mL %% For detection of local recurrence, Choline PET/CT is less sensitive than mpMRI when

the PSA level is < 1 ng/mL .

Despite its limitations, Choline PET/CT may change medical management in up to 47% of patients

with BCR after primary treatment ©'.



Choline PET/CT should only be recommended in patients fit enough for curative loco-regional
salvage treatment ® and the PSA cut-off level for choline PET/CT analysis is proposed between 1 and
2 ng/mL %,

Fluciclovine PET imaging

[18F] fluciclovine (FACBC) targets the LAT1 and ACST2 transmembrane transporters, both of them

being overexpressed in prostate cancer cells 2.

An advantage of [18F] FACBC is relatively little urinary excretion of radiotracer, which facilitates the

evaluation of local recurrent disease * .

[18F] FACBC PET/CT have a higher sensitivity than Choline PET/CT in detecting the site of relapse
in BCR . Indeed, this study, comparing the diagnostic performance of [18F] FACBC PET/CT to
[11C]choline-PET/CT, revealed a sensitivity of 37% compared to 32% for [11C]choline and a
specificity of 67% compared to 40% for [11C]choline ®. It may be possible that the [18F]choline-

PET/CT has better performance compared to [11C]choline but there is no direct comparison available.

In a recent multicentre trial evaluating 596 patients with BCR in a mixed population (33.3% after RP,
59.5% after RT + RP, 7.1% other), [ 18F] FACBC PET/CT showed an overall detection rate around
68% and a sensitivity of 62.7% . The detection rate reached 41% in the group of patients with PSA
<0.79 ng/mL .

In the LOCATE trial ®, a prospective, single-arm multicenter trial including 213 patients with BCR
(median PSA level at 1.0 ng/mL), [18F] FACBC PET/CT showed an overall per-patient detection rate
of 57%, correlated with PSA level (50% at a level of 0.5—1.0 ng/mL and decreased to 31% at a level

below 0.5 ng/mL). Its impact on clinical management was observed in around 59% of patients.

A meta-analysis evaluated [ 18F] FACBC PET, including 6 studies and 251 patients for a range of PSA
of and showed the pooled sensitivity and specificity on a per-patient analysis was 87% and 66%,

respectively .

Moreover, Turkbey et al. ®® showed [18F] FACBC can’t reliably differentiate malignant intraprostatic
lesions versus benign prostatic hypertrophy. Furthermore the tumor uptake was rapid but reversible,

which can lead to washout from prostate cancer at later time points after injection %

As for Choline PET/CT, FACBC PET/CT sensitivity is dependent on the PSA level, with a sensitivity
likely inferior to 50% at PSA < 1 ng/mL 6.

It is noteworthy that [ 18F] FACBC has been approved in the US and Europe, and therefore is currently

the only PCa-specific radiotracer widely commercially available in the US ©,

Prostate-specific membrane antigen (PSMA) PET



The PSMA is a well-recognized biological target for addressing PCa. It plays a significant role in
glutamatergic neurotransmission and folate absorption, and is also involved in prostate carcinogenesis
and progression ®. Horoszewicz et al. identified in 1983 the PSMA-positive PCa cell line LNCaP ™
and 111In-labeled 7E11-C5 became the first FDA-approved imaging agent for PCa known as
ProstaScint® 7'

Molecular imaging PSMA ligands have been developed such as [68Ga] PSMA-11, [ I8F]PSMA-1007,
[ I8F]DCEPyl, and [18F]DCFBC, which all bind irreversibly to the extracellular component of PSMA
to make them highly specific tracer in PCa ©.

PSMA PET-positivity rates depends strongly on PSA level. Detection rates of 15-58%, 25-73%, 69-
100% and 71-100% have been reported for PSA ranges of 0.2-0.5 ng/mL, 0.5-1 ng/mL, 1-2 ng/mL

and > 2 ng/mL, respectively *7>7.

In a recent meta-analysis including 43 studies with 5113 patients, Tan et al. analyzed the performance
of PSMA PET for the detection of BCR stratified by PSA level. The pooled detection rate was 70.2%
for the entire cohort, ranging from 44.9% for a PSA level of less than 0.5 ng/mL to 93.9% for a PSA
level of at least 2 ng/mL on stratified subgroup analysis . All the studies showed a maximal detection
rate at a PSA level of at least 2 ng/mL., with rates of around 90%, as is consistent with the fact that
around 5%—10% of PCa do not overexpress PSMA and are thus PSMA-negative 7.

In the systematic review carried by De Visschere et al. including 98 studies in patients with recurrent
PCa, PSMA PET had higher detection rates than any other imaging modality, especially for low PSA
values. Indeed, the detection rates ranged from 11.3% to 58.3% at PSA levels <0.2 ng/ml; from 11.0%
to 65.0% at PSA levels <0.5 ng/ml, respectively 5.

In the study of Rauscher et al. similar findings were reported with PSMA PET for detection of
recurrent disease after RP: the rate was 55% at very low PSA (0.2-0.5ng/ml) and 74% (102/138) at
low PSA (>0.5-1.0ng/ml), respectively .

A faster PSA velocity seems associated with higher PSMA PET positivity rates 52,

The results regarding an association between higher Gleason scores and PSMA PET positive findings

are contradictory %334 as well as regarding to an ongoing HT 8083,

PSMA PET/CT seems substantially more sensitive than choline PET/CT, especially for PSA levels <
1 ng/mL 785 and also than FACBC PET/CT, in a small prospective study of 10 patients with BCR #¢.

Different authors tried to define an optimal PSA threshold to undergo PSMA PET. For Sanli et al. it
was 0.67 ng/mL "? and Hope et al. suggested 1.5 ng/mL ¥, Nerveless, some other authors suggested

values as high as 2 ng/ml in order to have a likelihood of a positive scan of 80—100% 80-83.89,



Farolfi et al. highlighted the potential role of PSMA PET/CT especially for the identification of distant

metastases, even at PSA levels < 0.5 ng/mL %.

A limitation of the currently most widely used PET tracer [68Ga]PSMA-11, is its urinary excretion
and high activity within the urinary bladder °'. The [18F]PSMA-1007 as a novel tracer, which is
predominantly excreted via the hepatobiliary route, could thus improve the evaluation for locoregional

recurrence and small pelvic LNs near the ureter.
PET-MRI

PET-MRI combines the functional and molecular information of PET with morphological information
of MRI. Choline or PSMA are the two main radiotracers utilized. The advantages of PET-MRI over
PET-CT include the better anatomical correlation of intraprostatic and bone marrow lesions, both of
which being not well explored when using CT. The disadvantages of PET-MRI are its limited

availability, and a scan time significantly longer, about 1 hour compared to.

For choline PET, Eiber et al. *? performed a prospective comparison of [11C] choline PET-MRI and
[11C] choline PET-CT in 75 patients (57 RP, 13 RT, 5 HT) and showed that the local recurrence
detection rate of PET-MRI was higher than that of PET-CT, for patients with PSA <2 ng/ml .

Regarding PSMA PET, Kranzbuhler et al. * highlighted that [68Ga] PSMA-11 PET-MRI is a
promising powerful tool for 56 PCa patients with early BCR at low PSA values. Indeed, the detection
rate was 60% for PSA between 0.2 and 0.5 ng/ml.

In another study performed by Grubmiiller et al. *, in 71 PCa patients with BCR PSMA PET/MRI
showed detection rates of 65% for a PSA value of 0.2 to <0.5 ng/ml, 85.7% for 0.5 to <1, 85.7% for 1

to <2 and 100% for =2, respectively.

BCR after external beam radiation therapy:
External Beam Radiation therapy (EBRT)

Intensity-modulated radiotherapy (IMRT), with or without image-guided radiotherapy (IGRT), is the
gold standard for EBRT .

In clinical practice, a minimum dose of 74 Gy is recommended. The initial target volume includes the
total prostate era and it has to be extended to the seminal vesicles, in particular for the intermediate
and high-risk groups. Irradiation of the LLNs is recommended in the case of the high-risk prognostic
group ’, even if there is no obvious evidence of the benefit provided by this prophylactic pelvic

irradiation %.



EBRT should be combined with HT in patients in high or intermediate risk groups (D*Amico 2008). It
should be short for intermediate risk group (4 to 6 months) and prolonged (2 to 3 years) in high-risk

group ..

EBRT is contraindicated in cases of previous pelvic irradiation, active rectal inflammatory disease and
scleroderma. Surgical treatment of prostate adenoma may be recommended before initiating EBRT to

avoid any risk of urinary retention 7.
Definition of BCR

After treatment with EBRT, the Phoenix criteria defines the threshold for BCR at a PSA value =

Nadir + 2 ng / mL %97, Among several proposed definitions, this definition was chosen because it
allowed the best compromise of sensitivity and specificity, taking into account possible rebound

phenomena %. It predicts clinical recurrences with an accuracy of about 80% .

The 8-year estimates rate of BCR after RT is around 22% for the low risk patients and 35% for the

intermediate risk patients 3. In this setting, it is crucial to differentiate patients with local recurrence

versus those with distant recurrence.
Predictors of local and distant recurrences

After definitive RT, factors that signal a high risk of metastases and PCa-specific mortality are similar
to those after RP: a PSAdt of <3 months, clinical stage cT3b—T4, biopsy Gleason score 8—10, or BCR
within 3 years of RT %11 An uncertainty for higher risk also exists, when the patient’s PSAdt is

between 3 and 15 months ',
Management of BCR after radiation therapy

Therapeutic options in these patients, according to EAU, are continuous or intermittent HT, local
procedures such as salvage RP, cryotherapy, brachytherapy, high-intensity focused ultrasound, or
simple monitoring. To date, no specific recommendation exists as to the choice of the reference
method due to a lack of comparative studies. Meanwhile, recommendations emphasize the need to
treat only on histologically proven, localized recurrences in selected patients and in specialized
centers. Non-surgical treatment modalities seem promising but should be compared in terms of

efficacy in long term and tolerance °.
Salvage radical prostatectomy (SRP)
It has the best likelihood of achieving local control relative to other salvage treatments.

In general, SRP should be considered only for patients with low comorbidity, a life expectancy of at

least ten years, a pre-SRP PSA < 10 ng/mL and biopsy ISUP grade < 2/3, no LN involvement or



evidence of distant metastatic disease pre-SRP, and those whose initial clinical staging was T1 or T2

6,102

Salvage cryoablation of the prostate

Salvage cryotherapy may be an alternative to SRP. Despite improvements in complication rates 9,

especially with the use of third-generation technology ', this procedure shows disappointing results
in terms of survival because the five-year OS was significantly higher in the SRP group compared to
cryoablation group (95% vs. 85%) ', In general, it should be considered only for patients with low

comorbidity, a life expectancy of at least ten years, an initial organ-confined PCa cTlc to cT2, initial

ISUP grade < 2/3, a pre-salvage PSAdt > sixteen months and a pre-salvage PSA < 10 ng/mL .
Salvage brachytherapy for radiotherapy failure

Salvage brachytherapy remains a treatment option for selected patients with histologically proven
local recurrence after RT . Indeed, the five-year BCR free rate was 51% ', 69% '°7 and 54% '*®
respectively. However, the published series are relatively small and consequently this treatment should
be offered in experienced centers only, especially in order to keep the rate of severe side-effects

acceptable.
Salvage high-intensity focused ultrasound (HIFU)

Salvage HIFU has more recently emerged as an alternative of thermal ablation option for radiation-
recurrent PCa. Available data are therefore from shorter-term studies and were generated by one high-
volume center '%. There is a lack of quality data which prohibits any recommendation regarding the

indications for salvage HIFU ©.
Hormonal Therapy

It is as yet unclear under what circumstances HT should be used in a salvage setting. Salvage HT
(typically for =2 years for patients with high-risk disease) for post- RT BCR has been associated with
significantly better metastases- free survival and disease-specific survival at 7 years’ follow-up versus
observation but only for patients with a PSAdt of <6 months ''°. And limited data is available for the

optimal timing of salvage HT.

Role of mpRMI

The role of imaging is to identify patients with pure local recurrence and to guide prostate biopsies as
it prepares a mapping for salvage treatments by surgery or focal therapy. There is no indication to

perform imaging outside the context of biochemical or clinical recurrence.

Currently, unlike in the BCR post PR setting, mpRMI is a well validated tool for patients without

distant metastases and fit for local salvage therapy ©.



Functional sequences are particularly important after RT because the morphological sequences are
difficult to interpret. The sensitivity and specificity of the association T2 weighted and DW1 imagings
are, respectively, 94% and 75%, for the detection of recurrences> 0.4 cm? ''! | Also in the studies by
Donati et al. and Akin et al., DWI and dynamic contrast-enhanced imagings have been shown to
accurately identify local recurrence in the irradiated prostate ''">!'3, Luzurier et al. found that T2
W+DWI+DCE significantly improved the sensitivity for junior readers and their interreader
agreement. But the addition of DCE imaging did not significantly improve accuracy in recurrent PCa

detection after radiotherapy, whatever the level of experience of the readers "%,

There is little paper in the literature showing the mpMRI exclusively in the early recurrence setting
after RT, we can cite only the meta-analysis lead by Wu et al., the pooled sensitivities and specificities

after radiation therapy were 82% and 74%, respectively

It is well known that, in patients with BCR after RT, biopsy status is a major predictor of outcome,
provided the biopsies are obtained 18-24 months after treatment. Moreover, given the morbidity of
local salvage options, it is needful to have histological proof of the local recurrence before treating the

patient &!'3

So far, EAU recommended mpMRI as the best technique to assess local recurrence and guide targeted

biopsies ©
PET MRI

The only study which included a significant number of patients in this setting was lead by Hope et al.
8 Indeed, this study enrolled 41 patients which had BCR post-RT (versus post-RP 43 patients). In
those patients previously treated with RT, the average PSA was 9.9 + 14.6 ng/ml. However, only
overall detections were depicted: 58.3% for PSA <0.2 ng/ml; 61.5% for 0.2 < PSA <0.5 ng/ml;
63.6% for 0.5 < PSA <1 ng/ml; and 78.3% for 1 < PSA <2 ng/ml, respectively. The authors also

found a major changes in management occurred more frequently with patients previously treated with

RT than those treated with PR .

Role of Positon emission tomography (PET) imaging

[18F] Fluorodeoxyglucose (FDG) and [18F] Sodium fluoride (FNA) PET imaging

Like in the setting of post-PR BCR, [18F] FDG and [18F] FNA has little utility and there is no study

in the literature considering or suggesting their use in PCa in the setting of post-RT BCR.

Choline-based radiotracers PET imaging

There are several studies carried in the setting of exclusively post-PR BCR in the literature.



Ceci et al. found a detection rate of 87.8 % of [11C]choline PET in patients with a mean serum PSA
level of 9.08 ng/mL (median 5.1 ng/mL, range 2 - 60 ng/mL) 6. In the study carried on by
Breeuwsma et al. [ 11C]choline PET had a sensitivity of 81% in patients with a mean serum PSA level
of 12.3 ng/mL and a median serum PSA level of 9.1 ng/mL ', And similarly in their study, Johnson
et al. reported a sensitivity of 74% for [18F]choline PET in patients with a mean serum PSA level of
6.05 (0.24-104.59) ng/mL ''®. At last, Chondrogiannis et al. also had similar results of an overall
detection rate of 80.4% for [18F]choline PET in patients with a mean serum PSA level of 6.5 ng/ml
(range 1.1-49.4 ng/m1)'*°.

In a large retrospective study by Samper Ots et al. evaluating the diagnostic performance of
[18F]choline PET in staging and restaging PCa, the tumor detection rate was 91% in patients with a

mean serum PSA level of 5,85 ng/mL!%,

Despite good overall detection rate or sensitivity, these studies had in common the PSA level

relatively high and it cannot be qualified as an early BCR.

Fluciclovine PET imaging

There is no study considering or suggesting their use in PCa in the setting of post-RT BCR.
Prostate-specific membrane antigen (PSMA) PET

Like in the setting of post-PR BCR, PSMA PET displays excellent performance.

In a relatively large cohort of 264, Raveenthiran et al. found retrospectively an overall detection rate of

86.3% with in patients with a median serum PSA level 3.60 ng/mL %.

In the study lead by Einspieler et al., 118 patients were included and 90.7% of them showed
pathologic findings indicative for tumor recurrence in [68Ga]PSMA PET. The detection rates were

81.8% (36/44), 95.3% (41/43), and 96.8% (30/31) for PSA of 2 to <5, 5 to <10, and =10 ng/mL¥.

The other main studies had a mixture of patients who were initially treated with RP or RT, and

concluded for the subgroup of RT.

Gupta et al. found a detection rate of 91% of [68Ga]PSMA PET in patients with a median serum PSA
level of 7.40 ng/ml (range 0.02-81.7 ng/mL)*. And similarly in the study lead by Hruby et al. in 48
patients, a detection rate of 100 % of [68Ga]PSMA PET was reported, with a mean serum PSA level
of 5 ng/mL (range 2.04 to 39 ng/mL)"!. In the study carried on by Meredith et al., [68Ga]PSMA PET
had a detection rate of 33.3% for PSA 0.01 to <0.5 ng/mL., 71.4% for PSA 0.5 to <1 ng/mL, 93.3% for
PSA 1 to <2 ng/mL and 100% for PSA =2 ng/mL '*.



Summary and recommendation of imaging for BCR after PR and RT

The EAU 2019 guideline recommended :

- For BCR after PR

Perform PSMA PET/CT if the PSA level is > 0.2 ng/mL and if the results will influence subsequent

treatment decisions (level of evidence: 2b; Strength rating: weak).

In case PSMA PET/CT is not available, and the PSA level is > 1 ng/mL, perform FACBC PET/CT or
choline PET/CT imaging if the results will influence subsequent treatment decisions (Strength rating:

weak).

- For BCR after RT

Perform prostate mpMRI to localize abnormal areas and guide biopsies in patients fit for local salvage

therapy (level of evidence: 3; Strength rating: strong).

Perform PSMA PET/CT (if available) or FACBC PET/CT or choline PET/CT in patients fit for

curative salvage treatment (level of evidence: 2b; Strength rating: strong).

CONCLUSION

In the era of personalized medicine, each patient suffering from PCa deserves a most suitable
treatment. How best to treat a BCR after primary treatment remains an important clinical question.
Beside better assessing the risk of metastases by clinic-biological prognostic factors, improved
imaging allows us to better identify the targets in order to choose adapted therapies. Indeed, early
detection of metastases in a BCR could be clinically highly relevant, either after RP or after RT. In the
recent year, the notion of “oligometastatic” becomes famous. It means the number of metastases is
limited and it opens the way to a targeted therapy (in particular stereotactic radiotherapy) on the few

secondary lesions. This approach makes possible delaying the onset of HT for some patients.

Currently, mpMRI with functional sequences is the reference technique for accessing local recurrences
after RT, whereas PET imagings, especially PSMA PET represents a revolutionary tool for distant
metastases. However, more further studies are desirable to compare prospectively PSMA PET/CT

with other in large cohort of patients to confirm its superiority.




Fig 1. A local recurrence shown in mpMRI

63-year-old man with serum PSA = 0,8 ng/mL after radical prostatectomy: T2W MRI (A axial) and (B
sagittal).

Fig 2. A local recurrence shown in FCH PET/CT and mpMRI
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81-year-old man with serum PSA = 2 ng/mL after radical prostatectomy: Axial T2W (A), DCE (B),
diffusion (C) ADC map (D) and FCH PET/CT fused (E). It shows a local recurrence with tissue
infiltration: hypervascular and restrictive around vesico uretrral anatosmosis, under the bladder and in
front of the rectum, circumferential: 18 mm left edge, 16 mm right edge. Persistence of seminal

vesicle, without any suspicious aspect at this level

Fig 3: A local recurrence shown in FCH PET/CT and mpMRI and a distant lymph node metastasis

depicted by FCH PET/CT
R
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- -
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70-year-old man with serum PSA = 2 ng/mL after external radiation therapy: Axial T2W (A), DCE
(B), ADC map (C), diffusion (D) and FCH PET/CT fused (E and F). It shows a lesion at sector 8p 10p
with a diameter of 10 mm, suggestive of local recurrence. Clear asymmetry of the left neurovascular
bundle that should suggest an extension at this level. This lesion has significant uptake by FCH. A left
sub-clavicular of 8mm lymph node was discovered by the FCH PET/CT suggestive of distant lymph

node metastasis.

Fig 4. A local recurrence shown in PMSA and FCH PET/CT and mpMRI

74-year-old man with serum PSA = 0.8 ng/mL after radical prostatectomy: Axial T2W (A), DCE (B),
ADC map (C), diffusion (D) and FCH PET/CT fused (E) and PSMA PET/CT fused (F). It shows a
nodule of 11 mm x 11 mm, on the anterior surface of the rectum, behind the bladder neck on the upper
and right lateral part of the urethro-bladder anastomosis, restrictive and enhanced after injection,
suggestive of local recurrence. Absence of adenopathy. This lesion has high uptake both by PSMA
and FCH (PSMA more important than FCH).



Fig 5: extensive local recurrence shown in PMSA and FCH PET/CT and mpMRI

D E F

77-year-old man with serum PSA = 0.12 ng/mL after external radiation therapy and under
hormonotherapy: Axial T2W (A), DCE (B), ADC map (C), diffusion (D) and PSMA PET/CT fused
(E) and FCH PET/CT fused (F). It shows an extensive lesion of local suggestive. This lesion has high
uptake both by PSMA and FCH (PSMA more important than FCH).



Fig 6 Proposal of imaging for different PSA cut-off in the setting of BCR after RP




Fig 7 Proposal of imaging for different PSA cut-off in the setting of BCR after RT

Biochemical recurrence

After External Radiotherapy

/ multiparametric magnetic \

resonance imaging with functional
sequences

Localize abnormal areas and guide
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Table 1: Definition of BCR

PSMA PET/CT

in patients fit for curative salvage
therapy

If PSMA PET/CT not available

Fluciclovine or choline PET/CT

After RP

After RT

The PSA must be undetectable within six weeks
when there is no residual cancer.

When the PSA reelevates and reaches a
threshold of 0.2 ng/ mL, twice consecutively

after surgery, the BCR is confirmed.

After treatment with EBRT, the Phoenix criteria
defines the threshold for BCR at a PSA value =

Nadir + 2 ng / mL




Table 2 protocols of prostate mpMRI

Magnetic Endorectal | Sequences thickness | Diffusion temporal resolution for injected
fields antenna imaging dynamic acquisition
amplitude
1.5Tor3T | Possible Tl1, T2, 3 mm b = 1400 s/mm? | < 15 s (ideally < 7 s)
diffusion, (ideally 2000
dynamic s/mm?)
acquisition

Table 3 protocols of [18F] FCH, [18F] FACBC, [68Ga] PSMA PET/CTs

Radiopharmaceutiques | Half-life Injected Timing of Field of acquisition
activity acquisition
[18F] FCH 110 minutes | 3MBq/kg 20 minutes Possibility of dynamic acquisition at
post-injection | pelvic region
Whole body acquisition
[18F] FACBC 110 minutes | 370 MBq for | Immediately | Whole body acquisition starting at
all patients post-injection | pelvic region
[68Ga] PSMA 68 minutes 2 MBqg/kg 60 minutes Possibility of dynamic acquisition at

post-injection

pelvic region

Whole body acquisition
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IV.1 Introduction/Rationnel

Malgré un traitement radical a visée curative du CaP localisé, la récidive biologique (RB) est
relativement courante, survenant chez jusqu'a 50% des patients dans les 10 ans, selon le type de
traitement primaire et le stade de la tumeur primaire (2,93,94). Elle est généralement suspectée
devant une augmentation de la concentration sérique de PSA. Sa définition dépend du traitement
initial utilisé. Apres prostatectomie radicale (PR), elle est définie par une valeur sérique de PSA
supérieure a un seuil de 0,2 ng / mL (95), confirmé par deux mesures consécutives. Apres
radiothérapie (RT), la RB est définie selon le critere de Phoenix comme une augmentation de la
valeur de PSA de 2 ng / mL au-dessus du nadir (la valeur de PSA post-traitement la plus basse)
(96,97). La RB précede 1’évolution métastatique symptomatique d’environ 7 a 8 ans en moyenne

(98).

La question cl¢ devant une RB est de savoir s1 I’élévation du PSA refléte une récidive locale ou
au contraire une évolution métastatique. Une distinction correcte et précise est essentielle pour la
planification du traitement. En effet, en cas de récidive locale ou d’atteinte ganglionnaire
locorégionale, on peut proposer un traitement de rattrapage a visée curative, alors qu’en cas de

meétastases, un traitement systématique souvent de nature palliative doit étre envisageé.

Le nouveau paradigme de « maladie oligo-métastatique » renforce d’autant plus cette
problématique. En effet, on entend par « oligo-métastatique » des lésions métastatiques limitées
en nombre et en localisation, et qui peuvent étre traitées par des traitements ciblés (99). L intérét
majeur de cette définition réside dans le fait qu’il est possible de classer un certain nombre de
patients, présentant une charge tumorale métastatique relativement faible, comme étant dans la
catégorie potentiellement curable. Dans le cas précis du CaP, I'initiation d’un traitement

systémique, représenté majoritairement par I’introduction d’une HT, entrainerait inexorablement
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quelques années plus tard une hormono-résistance, tournant dans I’évolution de la maladie et

assombrissant le pronostic.

De plus, il y a actuellement un intérét croissant pour le développement des traitements ciblés en
vue de prise en charge des oligométastases, en particulier la radiothérapie stéréotaxique. Pour cela,

il est primordial de connaitre le nombre exact et la localisation de ces lésions métastatiques (100).

Le dosage de PSA, bien que simple a utiliser et sensible, ne permet pas de distinguer une récidive
locale versus une métastase. Bien qu’il existe des parametres permettant de prédire la localisation
potentielle de récidive néoplasique, tels que le temps de doublement de PSA (PSAdt), le score de
Gleason ou le stade TNM, ils ne sont restés qu’hypothétiques et ne permettant pas de localiser
precisément les 1€sions, contrairement a I’imagerie, dont le réle premier est de mettre en évidence
I’existence d’une lésion et/ou de délimiter son extension de la maladie qui conditionnera I’attitude

thérapeutique.

Actuellement, nous pouvons citer quelques techniques d’imagerie en pratique clinique et qui sont
considérées depuis des années comme des standards dans le RB, toutefois présentant des
performances médiocres par rapport aux nouvelles techniques. Il s’agit de la scintigraphie osseuse
au 99mTc-bisphosphonate et de la tomodensitométrie abdomino-pelvienne. Cependant, le
rendement diagnostique de ces techniques est faible ce qui a pour conséquence que l'imagerie
conventionnelle ne parvient souvent pas a visualiser le site exact de la maladie récurrente, en
particulier chez les patients asymptomatiques (21) : la probabilit€¢ de détecter une récidive
osseuse en scintigraphie osseuse est de moins de 5% en cas de PSA <7 ng/mL (101) et seuls 11

a 14% des patients traités par PR ont une TDM TAP positive en cas de récidive biologique (102).

Par conséquent une RB peut précéder une anomalie morphologique détectable par ces techniques,

sur une période de plusieurs mois voire plusieurs années et cette pratique clinique actuelle entraine
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que le choix d’un traitement local ou systémique se base uniquement sur une estimation de

probabilité.

Avec une bonne performance des traitements de rattrapage, le diagnostic de récidive tumorale
locale au le stade le plus précoce possible est devenu pertinent car un traitement réussi est souvent
étroitement lié a la valeur de PSA au moment d’initiation du traitement. En effet, un traitement de
rattrapage par radiothérapie (RT) apres que la prostatectomie radicale peut atteindre une bonne
réponse durable lorsque le PSA reste inférieur a 0,5 ng / ml qui serait encore meilleure si le PSA

est voisin de 0,2 ng / ml (103).

La difficulté de détection par des imageries classiques est liée au faible volume tumoral de la
récidive au moment de la rechute précoce a ces faibles valeurs de PSA. On estime qu’apres une
PR, une valeur de PSA de 3,5 ng/ ml correspondrait a 1 cm? du volume tumoral, contenant 10° de

cellules tumorales (104).

Les techniques d'imagerie ont beaucoup évolué dans les 15 dernieres années, avec 'avenement de
la TEP et I’imagerie par résonance magnétique multiparamétrique (mpMRI) et IRM du corps
entier (WwbMRI), qui a ouvert de nouvelles perspectives pour détecter les métastases a faible
volume correspondant aux faibles niveaux de PSA. Des recommandations concernant leurs
utilisations se sont progressivement développées par des sociétés savantes, en vue d’une

pertinence d’emploi.

L'objectif de ce travail est d’adresser un état des lieux actuel des roles d'imagerie IRM et TEP, en

cas de RB du CaP avec un PSA restant faible.

IV 2 : Principaux résultats

a. Imagerie des récidives locales
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La conduite a tenir différe en fonction du traitement initial.

Apres PR, une RT de rattrapage peut étre entreprise sans preuve radiologique ou histologique de
la récidive. En effet, la sensibilité des biopsies de la zone d’anastomose est faible, notamment
pour des valeurs de PSA < 0,5 ng/mL. De méme, si 'IRM multiparamétrique est I’examen de
choix pour détecter les récidives locales chez ces patients, sa sensibilité n’est pas optimale pour
des faibles valeurs de PSA (105,106). Elle peut jouer un role pour guider la biopsie et le
traitement, mais a ce jour, la radiothérapie stéréotaxique du site de récidive aprés PR n’a pas
démontre d’impact pronostique (21). Elle est supérieure a la TEP Choline en termes de sensibilité
et de spécificité, notamment sur les petites 1€sions et les faibles valeurs de PSA (107). Toutefois
il est a noter que les recommandations francaises ou européennes ne préconisent pas son emploi
dans cette indication précise de post-PR. Les données de la littérature concernant les
performances de la TEP aux ligands du PSMA pour les récidives locales sont peu nombreuses,
et ne distinguent pas les différents types de traitement initial (21).

Apres RT, une preuve histologique de la récidive locale est nécessaire compte tenu de la
morbidité associée aux traitements de rattrapage. L’examen de référence est I'IRM
multiparamétrique (105,108). Si la TEP Choline semble détecter fréquemment des récidives
locales, ses performances chez les patients avec prostate en place restent peu étudiées. Certains
articles ont étudié les performances de la combinaison des deux modalités, suggérant une

application potentielle en imagerie hybride TEP/IRM (109,110).

b. Imagerie des récidives ganglionnaires pelviennes et métastatiques

TEP/TDM a la "®F-FCholine

C’est actuellement I’imagerie de référence pour la détection des récidives extra-locales (21).
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Deux méta-analyses ont évalué les performances de la TEP Choline dans les récidives de CaP,
tous sites confondus (111,112). Les études les plus anciennes évaluaient la TEP a la choline
marquée au carbone 11 et les plus récentes la TEP FCH : cette derniere serait plus sensible (91,8 %

vs 81,8 %), mais globalement aussi spécifique (95,6% vs 91,4%, respectivement).

TEP/TDM '3F-FNa

La TEP FNa est plus sensible que la scintigraphie osseuse aux bisphosphonates technétiés pour
la détection des métastases osseuses, mais elle est limitée par une faible spécificité mais une
scintigraphie osseuse avec un lecteur entrainé, une moins bonne disponibilité, et I’évaluation

exclusive de I’atteinte osseuse.

TEP/TDM !'8F-Fluciclovine

La fluciclovine (Anti-1-Amino-3-'8F-fluorocyclobutane-1-carboxylique acide = FACBC) est
un analogue de synthese d’acide aminé glutamine (Transporteurs LATI et ASCT 2). La
syntheése protéique accrue observée dans les cancers est associée a une surexpression des

transporteurs d’acides aminés ubiquitaires sodium-dépendants.

La TEP Fluciclovine serait plus sensible que la TEP FCH pour la détection des sites de récidive
dans les situations de récidive biologique, notamment pour des valeurs de PSA < 1 ng/mL (113).
Elle possede une AMM en France depuis 2017 et a été intégrée trées récemment dans les
recommandations européennes dans cette indication. Une étude multicentrique sur 596 patients
(33.3% apres PR, 59.5% apres RTE + PR) a calculé un taux de détection de 67,7%, une
sensibilité de 62,7% (IC95% : 56-69%), résultats au niveau des 1ésions (114). Comme pour la
TEP Fcholine, les performances de la TEP Fluciclovine dépendent de la valeur du PSA et

probablement de sa cinétique.
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TEP/TDM des ligands du PSMA

Plusieurs radiotraceurs ligands du PSMA ont été étudiés en TEPpour la détection des récidives
de CaP. Le plus étudié des radiotraceurs TEP est le PSMA-11 marqué au Gallium 68.

La TEP au ®Ga-PSMA-11 présente I’avantage d’étre plus spécifique et plus sensible que la
TEP BF-/''C-Choline pour la détection des récidives a des faibles valeurs de PSA, notamment
< 1 ng/mL(115-118). En permettant de rendre éligible un plus grand nombre de patients a un
traitement de rattrapage, la TEP au ®®Ga-PSMA-11 promet un impact significatif sur la prise
en charge (119). Toutefois, la majorité des études publiées sont pour la plupart rétrospectives
et rapportent des taux de détection et non des performances, donc difficilement exploitables et
extrapolables. Ainsi des etudes prospectives €valuant les performances d’un ligand du PSMA
marqué au '®F ou ®®Ga sont nécessaires pour consolider ces résultats.

Les traceurs fluorés sont en cours d’évaluation. Ils présentent notamment comme avantages par
rapport aux ceux marqués au gallium 68 : une demie vie plus longue (110 vs 68 min) ; une
meilleure résolution d’énergie (2,3 vs 0,6 MeV) et une production industrielle centralisée
possible. Par ailleurs, certains présentent des modes d’élimination favorables puisque le '8F-
PSMA-1007 est connu pour avoir une excrétion rénale retardée, ainsi présentant moins
d’artéfacts liés 1’élimination urinaire et facilitant la recherche de récidive locale (120).

Par ailleurs, il existe un nombre non négligeable de TEP PSMA négatives dans la situation de
RB du CaP : son taux de négativité est de 50% pour le PSA < 1 ng/mL ; de 25 % pour le PSA

compris entre 1 et 2 ng/mL et de 10% pour le PSA > 2 ng/mL (121).

IRM corps entier

Barchetti et al. ont évalué sa performance pour la détection des 1ésions dans le cadre de la RCB
chez 152 patients. Si 'on considere la TEP a la choline comme 1'étalon de vérité, I'RM corps

entier a détecté les métastases ganglionnaires pelviennes avec une sensibilité, une spécificité, une
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valeur prédictive positive, une valeur prédictive négative de 98 %, 99 %, 97 % et 98 %
respectivement ; et pour les métastases osseuses, de 99 %, 98 %, 98 % et 96 % (122). Dans une
autre étude menée par Eiber et al. les auteurs ont conclu que I'IRM de la BM est techniquement
robuste (123). Cependant, il y a encore trop peu de données sur la performance réelle de I'lRM

corps entier dans ce contexte. Ainsi leur role reste a déterminer dans les suspicions de récidive.
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IV 3 : Conclusion

Le role de I'imagerie dans le cadre de RB précoce est de mettre en évidence la localisation de la
rechute. Elle peut étre locale, régionale (les ganglions lymphatiques) ou métastatique a distance.
Les taux de détection dépendent fortement du niveau de PSA au moment de I'imagerie. Les TDM
TAP et SO sont traditionnellement utilisés, mais ils ne sont pas suffisamment sensibles pour
localiser la récurrence, en particulier a des valeurs de PSA faibles. Apres une PR, il n’y a pas de
place pour I'IRM multiparamétrique mais elle peut étre un précieux outil pour la détection de
récidive locale apres une RT pour guider la biopsie et en cas d’absence de métastase a distance.
Des techniques plus récentes telles que wbMRI, TEP-IRM ou TEP aux radiotraceurs
spécifiquement dédiés au CaP, en particulier avec les traceurs dirigés par le PSMA, permettent
une approche plus performante, méme a des valeurs de PSA tres faibles. L'apport de I’imagerie est
d’autant plus précieux si le résultat influence les décisions thérapeutiques. Il existe néanmoins un
nombre non négligeable d’examens TEP PSMA négatifs. L’enjeu est de répondre a cette

problématique clinique.
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was performed sequentially and the uptake characteristics compared to one other. NTSR1 and PSMA expression
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some lesions. Continuing efforts have thus been made to evaluate other radiotracers. Our preclinical results sug-
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cals for diagnostic or therapy in cases of PSMA-negative PCa.
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1. Introduction

Histologically, most prostate cancers (PCas) are adenocarcinomas
characterized by the glandular formation and expression of luminal
differentiation biomarkers such as the androgen receptor (AR).
Such cancers are thus initially androgen-dependent and can be
treated by androgen deprivation therapy (ADT) if the disease is lo-
cally advanced or metastatic [1]. Despite a good clinical response
after radical prostatectomy, PCa recurs in 20-50% of cases [2], typi-
cally revealed by an increase of the prostate specific antigen (PSA)
level in serum [2]. Once recurrence is suspected, the discrimination
between local and distant relapse is essential in choosing the best
treatment strategy. Nevertheless, conventional imaging
(e.g., magnetic resonance imaging (MRI), computed tomography,
bone scintigraphy) is often non-conclusive [3]. Molecular imaging
using positron emission tomography/computed tomography (PET/
CT) radiotracers provide opportunities to locate PCa recurrence and
to deliver personalized medicine.

[*®F]fluorocholine ([ '®F]FCH) is currently used in Europe for the
PET imaging of PCa at initial staging or at biochemical recurrence
since its diagnostic performance is superior to that of ['®F]
fluorodeoxyglucose (['®F]FDG) in this indication [4]. However, the
detection rate of PCa using FCH PET remains limited, as it currently
concerns only 55% of patients with biochemical recurrence and a
PSA serum level between 1 and 2 ng/mL [5]. For this reason, continu-
ing efforts have been made to evaluate other radiopharmaceuticals
for the PET imaging of PCa.

Prostate-specific membrane antigen (PSMA), a transmembrane pro-
tein, is overexpressed in PCa cells and whose expression is further in-
creased in poorly differentiated, metastatic, and hormone-refractory
carcinomas. Peptide-based imaging agents targeting PSMA and cur-
rently in late stages of clinical development thus represent a major
progress. Among them, the PSMA antagonist, [%8Ga]Ga-PSMA-11 can
accurately detect 91-100% of primary prostatic lesions [6] or biochemi-
cal recurrence [7]. However, it lacks sensitivity at very low serum PSA
levels, in case of biochemical recurrence, with detection rate only
reaching 26% to 51% for PSA level between 0.5 and 1 ng/mL [8]. In addi-
tion, as PSMA expression is also downregulated in tumour cells with
neuroendocrine differentiation (NED) [9], [*®Ga]Ga-PSMA-11provides
false negative results in lesions with NED largely negative for PSMA
and AR[10].

Integrin awvf33 receptors were found to be overexpressed in human
neoplastic prostate cells. They have been identified as promising targets
to inhibit tumour invasion, neoangiogenesis and metastasis formation
involved in PCa progression [11]. Another relevant target for the diag-
nostic imaging of PCa is gastrin releasing peptide receptor (GRPr),
which is expressed in earlier stages of PCa [12]. Similarly, expression
levels of neurotensin type 1 receptor (NTSR1) are increased in malig-
nant compared to non-malignant prostate samples [13]. Consequently,
these targets have become potentially important components of PCa
treatment strategies and neurotensin analogues are currently emerging
as promising PET imaging agents.

To date, few published studies have directly cross-compared the
above PET tracers. The aim of this work was to compare the perfor-
mance of peptide-based imaging agents available in our preclinical
imaging centre with established metabolic tracers for assessing PCa
using PET ['®F]FDG and ['®F]FCH, [®®Ga]Ga-PSMA-11, [*®Ga]Ga-
AMBA, an agonist ligand of GRPr, [®®Ga]Ga-NODAGA-RGD, a mono-
meric arginine-glycine-aspartic (RGD) peptide and [%¥Ga]Ga-
DOTA-NT-20.3, an agonist ligand of NTSR1. These radiotracers were
injected to the same animals, using sequential administration,
under standardized conditions. The mice all presented tumours in
both shoulders, obtained after injection of two PCa cell lines with dif-
ferentbiologic patterns: 22Rv1, which is an AR-positive cell line that
expresses PSMA and PC3, an AR-negative cell line known not to ex-
press PSMA [14].

2. Materials and methods
2.1. Cell culture

The human PC3 cell line was purchased from the American Type Cul-
ture Collection (ATCC, Rockville, MD) and is derived from bone metasta-
ses of an adenocarcinoma grade IV [15]. CWR22Rv1 (22Rv1) isa human
PCa epithelial cell line derived from a xenograft that was serially propa-
gated in mice after castration-induced regression and relapse of the pa-
rental, androgen-dependent CWR22 xenograft (generous gift from Pr.
Cussenot, Sorbonne Université) [16]. Cells were grown in RPMI-1640
medium (Sigma), enriched with 10% foetal bovine serum, 5% L-
glutamine and 5% penicillin-streptomycin and cultured at37 °Cin a hu-
midified atmosphere containing 5% CO,.

2.2. PET imaging agents

['8F]FDG (PetNet Solutions, Lisses France) and ['®F]FCH (AAA, Saint
Cloud, France) were industrially produced and obtained from the depart-
ment of nuclear medicine from Tenon Hospital. Radiolabelling of [®®Ga]
Ga-PSMA-11was performed using Gaia module Elysia Raytest® and
SCX kits from ABX (Radeberg Germany) for %3Ga labelling peptides.
Briefly, 10 pg (10.5 nmol) of PSMA-11 (Glu-NH-CO-NH-Lys-(Ahx)-
HBED-CC, IASON GmbH) in 3 mL of acetate buffer were heated at 95 °C
for 10 min after addition of 500-1000 MBq of ®®Ga®*, ®®Ga was obtained
from a generator (GalliaPharm®, Eckert & Ziegler, Berlin, Germany) and
purified before labelling via an SCX cartridge. After labelling, the product
was trapped onto a C18 cartridge, eluted with 1.5 mL of ethanol in water
(60% v/v), diluted with 8.6 mL of isotonic saline 0.9% and sterile filtered.

Peptides DOTA-NT-20.3 (Sorbonne University, IBPS), DOTA-AMBA
(Bracco) and NODAGA-RGD (c(RGDfK); Pichem) were suspended in
trace select water (Sigma) at a final concentration of 1 mg/mL. The elu-
ate from the ®8Ge/%8Ga generator (1.5 mL, 150-300 MBq) was adjusted
to pH = 3-3.5 with sodium acetate (0.8 mol/L). The ®3Ga-labellings of
DOTA-NT-20.3 (15 nmol), DOTA-AMBA (8 nmol) and NODAGA-RGD
(7.8 nmol) peptides were performed using a R&D Synchrom module
(Raytest, Germany) at LIMP laboratory as previously described [17-19].

The radiochemical purity (RP) was determined by reverse phase
high-performance liquid chromatography (HPLC) for PET imaging
agents produced by LIMP laboratory or via instant thin layer chromatog-
raphy using iTLC-SG paper for [58Ga]Ga-PSMA-11. The HPLC mobile
phase was a mixture of H,0 0.1% TFA (A) and acetonitrile 0.1% TFA
(B) and the iTLC mobile phase was methanol/isotonic saline 0.9% (1:5
v/v). Molar activity was calculated from the decay-corrected added ac-
tivity of ®3Ga divided by the amount of peptide ligand.

2 3. Animal models

All animal experiments were conducted in compliance with the
French laws, in application of the directive 2010/63/EU and were ap-
proved by the “Charles Darwin” Institutional Animal Care and Use Com-
mittee of Sorbonne University, #11055. Four male swiss nude mice
(Charles River, France) (5-6 weeks old) were used to perform the
study analyses. The xenografted tumours were developed by subcuta-
neous (s.c.) injection of 4.5 x 10 [6] 22Rv1 cells on the left shoulder
and 4.5 x 10 [6] PC3 cells on the right shoulder of the same mouse, in
a 1:1 mixture of PBS and matrigel (BD Biosciences), under the control
of 1.5% isoflurane in oxygen (Minerve). The resulting tumours were
measured twice a week with a calliper. The two perpendicular diame-
ters were recorded. Tumour volume was calculated using the formula:
V=m/6=1+w]|2], in which| = length and w = width, and was
expressed as mean + SEM in cm®. The mice were subjected to PET im-
aging studies when the tumours were palpable in both sides and the
volume reached 200 mm? for PC3 and 800-900 mm? for 22Rv1
(4 weeks after cells implantation).
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Fig. 1. Experimental study design.

2.4. Small-animal PET imaging

Double xenografted PC3/22Rv1 tumour-bearing mice were each in-
travenously injected via the retro-orbitary sinus under the control of
1.5% isoflurane in oxygen (Minerve) then awake between injection of
tracer and PET imaging. All mice were injected with one tracer per day.
The first week, they were sequentially injected with 2.5 MBq of [ '2F]
FDG (after a fasting period of 12 h), 4.6 MBq of ['®F]FCH, and 4 MBq of
[®8Ga]Ga-PSMA-11. The following week, the sequence of injections
was: 5.2 MBq of [®®Ga]Ga-AMBA, then 3.1 MBq of [*®Ga]Ga-DOTA-NT-
20.3, and lastly 2.6 MBq of [*Ga]Ga-NODAGA-RGD (n = 4). Since the bi-
ological processes of tumour targeting are quite different for each radio-
tracer, image acquisitions were performed at different times after
injection: 1 h for ['®F]FDG, 20 min for ['®F]FCH, and 45 min for all other
radiotracers (Fig. 1 and Table 1). Static acquisitions were performed for
10 min on a small-animal PET system (Mosaic, Philips Medical systems,
Cleveland, OH, USA) under isoflurane anaesthesia. All sinograms were re-
constructed in 3D Standardized Uptake Value (SUV) images and visual-
ized as Maximum Intensity Projection (MIP) or axial slices.

2.5. Imaging analysis

Processing of reconstructed images was performed with Syntegra-
Philips software (PETView; Philips Medical Systems). For each mouse,
3D volumes of interest (VOIs) were drawn manually over the tumour
on whole-body decay-corrected coronal images. Tracer uptake was
quantified using mean standardized uptake value (SUVmean, g/mL).
SUVmean values were reported as the mean + standard deviation
(SD) at each time point for the tumour and the background. The back-
ground was defined as the area close to the tumour in axial images.
The uptake ratio of tumour to background (T/B) SUVmean was calcu-
lated. Two readers not blinded to agent independently performed PET
image analysis: a nuclear medicine physician with five years of experi-
ence and a 3rd grade veterinary student.

2.6. Histochemistry
NTSR1 and PSMA expression were analysed by immunohistochem-

istry in 22Rv1 and PC3 cell line derived prostate tumours. All tumours
were fixed in 10% neutral-buffered formalin and embedded in paraffin

according to standard procedures. Hematoxylin phloxine saffron
(HPS) staining was performed for evaluating tissue appearance.
Deparaffinized tissue sections (4 pum) were subjected to heat-induced
epitope retrieval in citrate buffer (pH 6.0). The sections were incubated
at room temperature for 1 h with anti-NTSR1 (1:100; SC-7596, Santa
Cruz Biotechnology®) or for 30 min with Epitopics' Rabbit monoclonal
anti-Human PSMA, clone EP192 (1:100 dilution). The sections were
then incubated with biotinylated anti-goat IgG (Vector laboratories,
Inc. and kit 127 for Ventana BenchMark XT). The antigen-antibody com-
plex was revealed with avidin-biotin-peroxidase complex, according to
the manufacturer's instructions (Vectastain ABC Kit, Vector laboratories,
Inc.). NTSR1 staining was done with diamino-benzidine tetrahydrochlo-
ride. All slides were counterstained with hematoxylin and then
analysed by a pathologist (EC). The immunohistochemical staining
was evaluated as follows: the subcellular localization of the staining
was noted (cytoplasmic, membranous, nuclear), and the mean of the
percentage of significantly stained cells (0 to 100%) (moderate and
strong) was noted and reported as the mean + standard deviation (SD).

2.7. Statistics

Mean comparison was evaluated using Student's t-test. A p-value
<0.05 was considered as statistically significant.

3. Results
3.1. %8Ga radiolabelling and quality control

The mean duration of the entire labelling procedures was approxi-
mately 30 min, including the evaporation step. Radiochemical purity
after purification of the reaction mixtures was verified to be >298% using
analytical HPLC and >95% using iTLC. Retention times (Rt) were
5.8 min, 6.1 min and 10.9 min for [%®Ga]Ga-AMBA, [®®Ga]Ga-DOTA-NT-
2023 and [*®Ga]Ga-NODAGA-RGD, respectively (Fig. 2). The main charac-
teristics of the analysed radiotracers are reported in Table 1. The overall
decay-corrected radiochemical yields were over 95%. Molar activity of
49, 8.2, 13.7 and 17 MBq/nmol was achieved for [®8Ga]Ga-PSMA-11,
[58Ga]Ga-AMBA, [*®Ga]Ga-DOTA-NT-20.3 and [*®Ga]Ga-NODAGA-RGD,
respectively. Injected activity per mouse ranged from 1.9 to 6.6 MBq,
which corresponded to a maximum injected quantity of 470 pmol.

Table 1
Radiolabeling and in vivo characteristics of reported PET radiotracers.
Radionuclide Radiotracer Target Radiolabelling Injections
Molar activity (MBq/nmol) Activity (MBq) pmol
[*®FJ FDG Glucose metabolism NA 25402 NA
FCH Membrane lipid metabolism NA 46 + 1.2 NA
[®Gal- Ga-PSMA-11 PSMA 49.0 40+ 03 160 + 30
Ga-NODAGA-RGD Integrin c33 17.0 52+ 14 410 + 60
Ga-DOTA-NT-20.3 Neurotensin receptor (NTSR1) 13.7 31+02 270 + 40
AMBA Bombesin receptor (GRPr) 82 26+ 07 400 =+ 30
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Fig. 2. HPLC analysis of PET radiotracers produced at LIMP: [®Ga]Ga-AMBA (Rt = 5.8 min), [®Ga]Ga-DOTA-NT-20.3 (Rt = 6.1 min), [58Ga]Ga-NODAGA-RGD (Rt = 10.9 min). The HPLC
gradient was as follows: 0-20 min 60% A, 40% B, (flow 2 mL/min), 0-20 min 20% A, 80% B, (flow 2 mL/min) and 0-16 min 40% A, 60% B, (flow 1 mL/min) for [*®Ga]Ga-AMBA, [**Ga]Ga-
DOTA-NT-20.3 and [ ¥Ga]Ga-NODAGA-RGD, respectively, HPLC: high performance liquid chromatography; PET: positron emission tomography ; IMP: Laboratoire d Tmagerie Moléculaire

Positonique; Rt: retention time.

3.2. PETimaging

At the beginning of PET imaging sessions (day 26), the mean tumour
volume was smaller for PC3 than for 22Rv1 but not significantly (0.21 +
0.02 cm? vs 0.88 + 0.27 cm?; p = 0.08).

At the end of the first week of PET imaging sessions (day 28), the
mean tumour volume reached (0.26 + 0.02 cm? for PC3 vs 1.03 +
0.28 cm? for 22Rv1; p = 0.07). The following week, the mean tumour
volume reached 0.54 + 0.15 cm?® for PC3 which was significantly
<1.37 + 027 cm? for 22Rv1 (day 32) (p = 0.04).

MIP Axial MIP

['FIFDG

Axial

Fig. 3 shows representative MIP and axial slice from small-animal
PET images of mice bearing double PCa subcutaneous xenografts. The
six tracers showed renal accumulation and urinary excretion. [%8Ga]
Ga-NODAGA-RGD showed marked abdominal distribution, with both
renal and hepatobiliary clearance routes involved (Fig. 3c). ['®F]FCH ad-
ditionally showed liver and spleen uptake (Fig. 3a) and an important re-
tention of [*®Ga]Ga-PSMA-11 was observed in kidneys (Fig, 3d).

SUVmean and tumour-to-background (T/B) ratios for each tracer are
given in Table 2. A very low T/B uptake ratio was observed in both tu-
mour types with ['®F]FCH (0.73 + 0.18 and 0.56 =+ 0.27 for PC3 and

APC3
W22Rv1

Uptake ratio (T/B)
B e b G

-

(=]
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["Ga]Ga- [“Ga)Ga- [FGa]Ga- [FGa]Ga-
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Fig. 3. MIP and axial in vivo PET imaging obtained 20 min after injection of ['*FJFCH (a), 1 h after injection of [**F]FDG (b) and 45 min afterinjection of [*Ga]Ga-NODAGA-RGD (c), [**Ga]
Ga-PSMA-11 (d), [*Ga]Ga-AMBA (e) and [*®Ga]Ga- DOTA-NT-20.3 (f) in a PC-3 (blue arrow and blue dotted circle) and 22Rv1 (yellow arrow and yellow dotted circle) tumour bearing
model. Background close to the tumour (green dotted circle). The uptake ratio of tumour-to-background (T/B) was summarized (g). Data are mean uptake ratio (T/B) £ 5D (n = 4). Note:

* = p<0.05. Bl: bladder; K: kidney; L: liver; Ur: urinary contamination; IP: injection point.
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Table 2
PET imaging analysis (SUVmean in tumours and uptake ratio (T/B)) of reported radio-
tracers. p values between PC3 and 22Rv1 uptake ratio (T/B).

Radiotracer SUVmean SUVmean Uptake Uptake ratio p-Values

PC3 22Rv1 ratio (T/B)  (T/B) 22Rv1
PC3

[*®F]JFCH 0.30 025 0.73 0.56 + 027 0353
+005 +014 4018

[*®FIFDG 0.93 1.04 1.63 1.85 + 033 0.146
+012  +012 + 0.19

[®Ga]

Ga-NODAGA-RGD0.38 + 0.030.32 + 0.15128 + 0.171.08 + 0.09
0.096[%%Ga]Ga-PSMA-110.16 + 0.020.80 + 0.151.00 + 0.015.06 + 1.71
0.018*[*Ga]Ga-AMBAO.81 + 0.110.40 + 0.063.30 + 1.361.60 + 0.61
0.082[%8Ga]Ga-DOTA-NT-20.30.76 + 0.06022 + 0.05439 + 1.161.25 + 0.22
0.011*Data are mean + SD.

* p<0.05.

22Rv1 derived tumours, respectively; p = 0.35), indicating poor con-
trast between tumour and background (Fig. 3a). Conversely, both xeno-
graft tumours were dearly visible on ['®F]FDG PET images, with T/B
uptake ratios higher than ['®F]FCH (p < 0.005), and easy to differentiate
from non-tumoural tissues (Fig. 3b). Transversal slice analysis found no
significant difference in [ '®F]FDG T/B uptake ratio between PC3 and
22Rv1 derived tumours (1.63 + 0.19 vs. 1.85 + 0.33, respectively;
p = 0.15) (Fig. 3g and Table 2). [*Ga]Ga-NODAGA-RGD PET images
were difficult to analyse as, with this compound, heterogeneous and
very low contrast images were obtained (Fig. 3c), with comparable T/
B uptake ratio for both tumours (p = 0.10) (Table 2).
[®Ga]Ga-PSMA-11 PET showed nearly no uptake in PC3 derived tu-
mour, but high uptake in 22Rv1 derived tumours (Fig. 3d). Transversal
slice analysis resulted in a T/B uptake ratio significantly lower for PC3
derived tumour compared to the 22Rv1 one (1.00 4+ 0.01 vs 5.06 +
1.71, p = 0.018). [®Ga]Ga-AMBA PET imaging showed high uptake in
PC3 derived tumour and slight uptake in 22Rv1 derived tumour
(Fig. 3e), but the corresponding T/B uptake ratio (3.30 4 1.36 and.
1.60 + 0.61, respectively) still allowed detection of both tumours. Sim-
ilarly, [®8Ga]Ga-DOTA-NT-20.3 PET imaging showed high uptake in PC3
derived tumour and very low uptake in 22Rv1 derived tumour (Fig. 3f),
with T/B uptake ratio of 439 + 1.16 and. 1.25 + 0.22, respectively

(Table 2). We found that the T/B uptake ratio was significantly higher
in PC3 derived tumour compared to 22Rv1 one, for [%8Ga]Ga-DOTA-
NT-20.3 (p = 0.011) and and was higher by trend but without signifi-
cance for [%3Ga]Ga-AMBA (p = 0.082) (Fig. 3g). For all these three im-
aging agents, the background was low compare to the tumour uptake,
especially for [*®Ga]Ga-DOTA-NT-20.3, resulting in a relatively high T/
B uptake ratio.

3.3. Histopathological features

Hematoxylin phloxine saffron (HPS) staining (Fig. 4a and d) re-
vealed different morphological features of prostatic adenocarcinoma
with cancerous glands recapitulating the morphologic features of nor-
mal prostatic glands/ducts, and tumour cells forming glandular struc-
tures/prostatic small cell neuroendocrine carcinoma with high-grade
neuroendocrine morphology (in both or in PC3) including diffuse,
solid growth pattern, high nucleus/cytoplasm ratio, fine nudear chro-
matin pattern, and frequent mitotic figures.

3.4. Immunohistochemistry staining

Immunohistochemistry analysis showed localization in the cyto-
plasm with membrane reinforcement for both cell lines. The mean of
the percentage of significantly stained cells was obtained from one
field of view of four slices for each group.

It was found that 87% + 5.8% of the PC3 cells were strongly or mod-
erately NTSR1-positive, while only 7.5% + 2.1% of the 22Rv1 showed
strongly or moderately positive results based on the criteria discussed
above, There was a significant difference between these two lines
(p <0.0001). Fig. 4b and e show the representative NTSR1 immunohis-
tochemistry staining images of PC3 and 22Rv1 cell lines tumour tissue
section.

It was found that 71.3% 4 11.1% of the 22Rv1 cells were strongly or
moderately PSMA-positive, while only 3.7% + 2.2% of the PC3 showed
strongly or moderately positive results. There was a significant differ-
ence between these two lines (p < 0.0001). Fig. 4c and f show the repre-
sentative PSMA immunohistochemistry staining images of PC3 and
22Rv1 tissue sections.

Fig. 4. Representative histological sections of 22Rv1 (a, b, ¢) and PC3 (d, e, f) prostate tumours fixed in 10% neutral-buffered formalin, paraffin embedded, and stained with HPS,
magnification %20 (panel a and d), NTSR1 immunohistochemistry of 22Rv1 (b) and PC3 (e) prostate tumours, magnification X40 PSMA immunchistochemistry of 22Rv1 (c) and PC3

(f) prostate tumours, magnification x40,
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4. Discussion

In this work, we investigated the uptake characteristics of six meta-
bolic and peptide-based imaging PET tracers in a dual tumour
xenografted mouse model: 22Rv1, a PSMA-positive, and PC3, a PSMA-
negative prostate cancer cell line [14].

['8F]FDG, the most commonly used radiotracer for routine imaging
of all types of cancer, yielded low but sufficient for imaging uptake in
22Rv1 and PC3 derived tumours, suggesting poor glucose metabolism,
as previously reported by others [20] and without any differences be-
tween these two PCa models.

Only few PET imaging studies have been performed to date with '8F
radiolabelled choline analogues in PCa-bearing mice, without any con-
sensus having been reached on the optimal scanning protocol. Based
on previously published dynamic data [21], we performed PET scans
for 10 min, starting 20 min after injection of ['®F]FCH. We found that
the T/B ratios of ['®F]FCH in PC3 and 22Rv1 derived tumours was lower
than ['8F]FDG. This result is in agreement with a previous study that re-
ported lower efficacy of [*®F]FCH PET imaging compared to [ "®*F]FDG for
tumour detection in hormone-dependent and hormone-independent
PCa xenograft models [22]. Noteworthy and in contrast to xenograft
data however, PET in patients with PCa consistently showed higher up-
take of ['®F]FCH relative to ['®F]FDG in primary and metastatic sites,
This species difference in uptake of [ "®F]FCH highlights the limitations
in the murine xenograft model for representing the pathophysiology of
human PCa in vivo. To explain this difference, Kukuk et al. raised the hy-
pothesis that radiolabelled choline and choline analogues compete with
a high concentration of the precursor dimethylaminoethanol, resulting
in reduced uptake in small-rodent tumour models.

In this study, the tumour uptake of [*®Ga]Ga-NODAGA-RGD ap-
peared to be low, and notably, showing lower T/B ratios than ['3F]
FDG, which suggested poor angiogenesis in the PCa tumour models or
low binding affinity and tumour retention of this monomeric RGD
radioligand. More recently, multimeric RGD peptides were introduced
with superior in vivo pharmacokinetics than most existing monomeric
RGD peptides. For example, ['8F]F-Alfatide PET was used as a molecular
imaging tool to follow anti-angiogenic drug therapy in PC3 and [ '8F]F-
Alfatide I PET was recently performed in patients with bone metastases
[23]. However, the use of integrin ligands still has great potential in PCa
therapeutics [24] and monomeric RGD based imaging agent might be
valuable in patient screening and monitoring of avj33-targeted thera-
pies. To improve tumour-targeting efficacy, other studies proposed
bombesin-RGD heterodimer [25] or heterotrimer [26] radiotracers
using dual integrin av33 and GRPr recognition, with a recent clinical
first-in-human application [27].

PSMA has obviously emerged in the past decade as one of the most
favourable targets for PET imaging and radionuclide based therapy
[28]. As expected and already reported using PSMA-based radioligands
in PCa models, the tumour uptake of [®®Ga]Ga-PSMA-11 was high in
22Rv1 derived tumour and negative in PC3 one, well correlated with
PSMA expression [29]. Similarly to Wang et al. [29], we found elevated
uptake and undesired retention of [®#8Ga]Ga-PSMA-11 in kidneys, in
good agreement with the substantial PSMA expression observed in
this organ in mice and in humans [30]. Despite [3Ga]Ga-PSMA-11
PET/CT being currently widely used in patients for the management of
all stages of PCa, potential pitfalls therefore still exist in PSMA-based im-
aging approaches, especially due to the lack of PSMA overexpression in
some primary tumours as well as the loss of PSMA expression in poorly
differentiated tumour with NED [10,31].

Peptide based imaging agents targeting GRPr are currently in devel-
opment. Schroeder et al. showed [®8Ga]Ga-AMBA superiority over [ '5F]
FCH for in vivo PET imaging of human PCa xenografts, using two GRPr-
expressing cell lines, PC3 which is AR-negative and does not express
PSMA, and VCaP which is AR-positive and expresses PSMA [21]. In agree-
ment with their results, we observed a high uptake in PC3 derived tu-
mours and a slight uptake in 22Rvl derived tumours, with the

advantage that [*®Ga]Ga-AMBA had much lower uptake than [ '®F]JFCH
in most non-targeted (GRPr-negative) organs, except in pancreas. These
results suggest the feasibility of GRPr PET imaging for different types of
PCa tumours, whether or not they express PSMA, with high contrast
and a more tissue-specific targeting than ['®F]FDG or [ *®F]FCH. Moreover,
GRPr agonists have strong side effects in patients and the use of an antag-
onist such as those based on bombesin analogies should thus be pre-
ferred. Data are encouraging regarding the potential of GRPr antagonist
for the initial diagnosis of PCa [32-36), for the assessment of biochemical
recurrence [32,33,35-37], and for the theragnostic approach [38]. The
lack of salivary or lacrimal gland uptake and the low hepatobiliary clear-
ance give them an advantage. The high pancreatic uptake may however
be of concern as it would impede the theranostic approach.

The association between GRPr expression and tumour grade and
stage is not clear. Some previous studies [12,39] showed that GRPr ex-
pression is low in high Gleason-rated prostate cancer and is only highly
expressed in 40% of prostate metastases. However, it has been proposed
that imaging with GRPrand PSMA ligands could be complementary [40]
. In future studies, it would be interesting to continue to investigate the
targeting performance of GRPr antagonists particularly for PET imaging
of PSMA negative PCa [37,41].

Neurotensin type 1 receptor (NTSR1) may also be an interesting tar-
get for the imaging of PCa. The NTSR1 protein was found to be expressed
in prostate cancer cell lines, but not in normal prostate epithelial ones
[42]. The level of NTSR1 expression was associated with tumour differ-
entiation [13]. In our study, we analysed the uptake characteristics of
tracers in the PC3 cell line, an androgen independent cell line derived
from a bone metastasis of a high-grade prostate adenocarcinoma,
which turned out to be PSMA negative. In this cell line, we demon-
strated prominent tumour uptake and high T/B contrast using [*Ga]
Ga-AMBA and [®%8Ga]Ga-DOTA-NT-20.3, which thus makes these com-
pounds promising alternatives to 8Ga-PSMA PET. These results were
backed by Wang et al. [43] who proposed a fluorine-neurotensin PET
agent (['®F]F-AIF-NOTA-NT) also investigated in PC3 model and con-
firmed tumour accumulation of the tracer 1 h post injection.

NTS and neurotensin receptors has been reported to be involved in
an alternative growth pathway developed by advanced PCa deprived
of androgens [44] and to have a role in the development of castration-
resistant prostate cancer with NED. Inhibiting NTSR1 pathway was
even identified as a possible strategy to prevent this onset [45].

In another very recent study [46], He et al. evaluated the expression
profile of NTSR1, PSMA and GRPr in patient tissues: NTSR1 showed high
or moderate expression in 91.8% of PCa tissue, compared with PSMA
(86.7%) and GRPr (65.3%). All examined PSMA-negative tissues showed
positive NTSR1 expression, suggesting the potential complementary
role of NTSR1 targeted imaging or therapy.

These results altogether provide an even stronger rationale for the
development of NTSR1 targeted agents in PCa especially for PSMA
negative.

5. Conclusions

In the androgen independent cell line PC3, derived from a bone me-
tastasis of a high-grade PCa, we obtained good tumour uptake and high
tumour-to-background contrast using [%8Ga]Ga-AMBA and [*8Ga]Ga-
DOTA-NT-20.3. These agents thus appeared to be promising alternatives
to [58Ga]Ga-PSMA-11. This work therefore demonstrates that GRPr and
especially NTSR1 could represent viable alternative target for diagnostic
or therapeutic applications for PCa with limited PSMA expression levels.
More predinical and clinical studies will follow to explore this potental.
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V 1 : Introduction et rationnel

Une bonne prise en charge de la RB du CaP nécessite d’identifier au plus tot d’éventuelles cibles

afin de proposer un traitement adéquat.

Cette étude concerne |’utilisation de la TEP avec 6 traceurs différents pour l'identification de cibles

dans le cancer de la prostate.

La TEP est un examen performant de la médecine nucléaire. En clinique, le traceur utilisé pour le
diagnostic du CaP est la '8F-FCH, cependant de récentes études indiquent que la sensibilité et la
spécificité de cet examen sont limitées (124). Pour pallier cette limitation d'autres radiotraceurs
ont été développés, le *Ga-PSMA par exemple, qui est déja utilisé en clinique et permet de
détecter des tumeurs chez des patients présentant une RB non détectée par d'autres techniques
d'imagerie telles que I'IRM ou la TEP ®F-FCH (125). Si la réussite des radiotraceurs des ligands
de PSMA est indéniable, il existe encore des cas (estimé entre 15% et 20% pour un PSA > 1 ng/ml)
ou la TEP PSMA ne permet pas d’identifier les cibles. Le but de cette étude est de déterminer si
d'autres radiotraceurs disponibles dans des études précliniques (notamment les analogues du
récepteur GRPr et du récepteur de la neurotensine) pourraient détecter des tumeurs négatives en
TEP a la '8F-FCH ou au ®Ga-PSMA et pourraient ainsi étre proposés ultérieurement dans une

étude clinique a des patients.

Pour cela nous souhaitons utiliser 2 lignées cellulaires provenant de profils différents de tumeurs
de patients, les greffer sur 5 souris méles « nudes » et imager sur plusieurs semaines les animaux
avec 6 traceurs différents. Ainsi nous pourrons apporter des réponses sur les profils tumoraux de
cancer de la prostate vis-a-vis des différents traceurs et donner une preuve de concept que les

récidives pourraient étre visualisées par ces traceurs et ainsi €tre prises en charge plus précocement.

V 2. Matériels et méthodes
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a. Radiotraceurs :

Parmi les 6 radiotraceurs utilisés, 3 sont en provenance du service de médecine nucléaire de
I’hopital Tenon, situé a proximité du Laboratoire d'Imagerie Moléculaire Positonique (LIMP). Il
s’agit de '8F-FDG, '8F-FCH et ®®Ga-PSMA.. Ces traceurs sont utilisés en routine clinique dans le
service et nous récupérons leurs résidus mis en décroissance et trait€és comme déchets, toutefois

de quantité suffisante pour réaliser des images TEP sur les souris.

Les trois autres traceurs ont ét€ synthétisés et/ou marqués sur place au LIMP. Pour cela il faut deux
étapes préalables : obtention du radionucléide gallium-68 puis radiomarquage des molécules au

gallium-68.

Le choix de gallium-68 réside dans ses propriétés chimiques et nucléaires que nous allons présenter
brievement : ¢’est un des radionucléides du gallium. Il est obtenu a partir du germanium-68 qui se
désintegre par capture électronique (CE) en gallium-68 qui lui-méme se désintégre par émission

de positons (a plus de 89%) en zinc-68, un élément stable (Figure 15)

270.8)

68
SzGe

CE (100 %

68
302N
Figure 15 : Décroissance du gallium-68 et de son élément pere le germanium-68 (source Internet)
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Sa période physique est compatible avec les propriétés pharmacocinétiques des vecteurs avec
lesquels il est associ€ : €léments de faible poids moléculaire tels que des peptides ou des fragments
d'anticorps. De plus, 1a chimie de coordination du gallium sous forme de cation métallique trivalent

68Ga3+ est simple et relativement bien connue, facilitant le radiomarquage.

Le LIMP dispose d’un générateur *Ge/**Ga (de marque Eckert & Ziegler, ayant une AMM)
permettant d’obtenir le galllum-68. Schématiquement c¢’est un systéme contenant le radionucléide
parent le germanium-68, de période physique longue (270 jours), qui se désintegre en son
radionucléide de filiation, le gallium-68, de période plus courte (68 min). Les deux radionucléides
sont adsorbés sur une colonne échangeuse d’ion, composés ici d’une matrice inorganique
métallique d’oxyde de titane TiO2. Une élution par une solution d’acide chlorhydrique 0,1 mol/L
permet de recueillir le gallium-68 et fournit un éluat composé de gallium-68 sous forme ionique

en solution aqueuse : le *Ga3+.

Ensuite on améliore la qualité du gallium-68 en diminuant la concentration en ions H + grice ala
méthode de fractionnement et en éliminant les impuretés métalliques comme le fer ou le zinc par

des pré-élutions.

En ce qui concerne les radiomarquages, on préfere un module de marquage automatique. En effet,
il garantit la radioprotection du personnel car il est contr6lé par un logiciel qui permet de piloter a
distance la séquence d'opérations nécessaires au marquage. De plus, il permet une plus grande
reproductibilité, notamment au niveau des €tapes critiques du marquage comme 1’élution du
générateur ou les étapes de purification. Au LIMP, les marquages ont été réalisés grice a un
module automatisé contr6lé par le logiciel Gina star (SYNCROM Gallium, R&D, Raytest,

Allemagne)
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Les modules possedent une partie mécanique, composée notamment de pompes, de sondes, de

tubulures et une partie gérant les produits chimiques notamment les gaz de poussée, les solvants

(figure 16).

Figure 16 : Module Synchrom R&D de Raytest

Un radiomarquage efficace est nécessaire compte tenu de la durée de vie relativement courte du
radionucléide (68 min), en particulier on vise a obtenir une complexation tres rapide et simple.

Pour cela il faut disposer :

- d’une bonne quantité de peptide ayant une concentration minimum de 14 nmol de peptides dans
la solution réactionnelle. En effet, un générateur utilisé en préclinique élue environ 100-300 MBq,
équivalent approximativement a 1 a 3 pmol de %Ga3+ dans 1,5 mL de solution. Des chélateurs
hautement efficaces sont nécessaires pour complexer de si faibles concentrations d'ions
métalliques tout en utilisant de faibles concentrations de conjugué chélateur-peptide. Par exemple,
le ®8Ga3+ et le DOTA se fixant dans un rapport 1 pour 1, la quantité de peptide utilisée et sa
concentration dans la solution réactionnelle influencent le rendement de marquage. Pour la

chélation au DOTA, plusieurs auteurs proposent une quantité minimum de 14 nmol de peptides.
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Pour des quantités inférieures, le phénomene d’adsorption des molécules sur le verre devient trop

important. Dans ce cas, les rendements de marquages sont de 75-95 %.

- de tampons réactionnels assurant un pH compris entre 3 et 3,5, ce qui permet un marquage
optimal. En effet, le gallium ne se fixe que sous forme ®3Ga3+ et cette forme n’existe qu’a des pH
acides. Au-dela de pH 3, on commence a observer des formes hydroxylées de gallium qui ne
peuvent pas se fixer au niveau du chélatant. Le pH de la réaction de complexation est donc un
parametre crucial a controler. Il impacte le rendement de marquage et I’activité spécifique du
produit. Et 2 un pH supérieur, le ®*Ga3+ a tendance a former des colloides oxo- et hydroxogallium
empechant la réaction de marquage, tandis qu’a un pH plus faible, le rendement de marquage est
moindre. Des tampons sont donc utilisés pour conserver un pH constant lors d’un apport faible
d’acide ou de base. L’acétate de sodium a €té proposé pour sa parfaite innocuité chez ’'Homme.
Mais les ions sodium peuvent entrer en compétition avec le Ga3+ pour former des complexes avec

le chélate DOTA, diminuant ainsi fortement le rendement de marquage.

- un chauffage adéquat pour une température cible comprise entre 80 et 100°C. En effet, il s’agit
d’un facteur limitant qui est indispensable pour catalyser la réaction de complexation entre le
chélate et le Ga3+ et augmenter le rendement de marquage. Pour éviter la dénaturation du peptide,

une température inférieure a 100°C est préconisée.

Les différents peptides ont ét€ obtenus selon différentes sources :

- DOTA-NT-20.3 (analogue de la neurotensine): reproduite par la plateforme de synthese
peptidique de Sorbonne Université (126): 15nmol

- DOTA-AMBA (analogue de la bombésine): Société Bracco : 8nmol
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- NODAGA-RGD (analogue de I’intégrine avf3): Société Pichem : 7,8 nmol
IIs ont ét¢ marqués avec un €luat de 150-300 MBq de gallium-68. Il s’ensuit une étape de

purification et controle de qualité.

Apres D’étape de radiomarquage, le milieu réactionnel est transféré sur une colonne de
chromatographie d’extraction (colonne type Sep-Pak® C18) pour étre purifié ; un rincage permet
I’élimination des formes ioniques de galllum-68, germanium-68 et les impuretés métalliques qui
n’ont pas réagi. Les peptides marqués, fixés sur la colonne, sont ensuite €lués par de 1’éthanol. Afin
de diminuer au maximum la présence d’éthanol dans le produit final pour injection a I’animal, la
solution est chauffée de nouveau et évaporée sous un flux d’argon avant d’étre diluée dans un petit
volume de NaCl 9 g/L permettant une activité volumique la plus élevée possible dans le plus petit

volume possible, injectable en intraveineux a I’animal, soit 100 a 200 L pour une souris.

La mesure de la pureté radiochimique est réalisée par une chromatographie liquide haute

performance (HPLC) couplée a un détecteur de radioactivité.
Enfin deux mesures importantes permettent de déterminer l'efficacité d’un radio-marquage :

-le rendement de marquage qui est égal au rapport de ’activité du produit marqué a I’activité

totale mise en jeu.

-P’activité spécifique qui mesure la radioactivité d'une substance par unité de masse de ’ensemble
de la substance radiomarquée ou non. Elle est exprimée en becquerels par mole (Bg/mol). L'activité

spécifique décroit avec la période radioactive du radionucléide.

La détection d’une cible exprimeée sur une tumeur dépend fortement de la densité de cette cible.
Dans le cas des récepteurs peptidiques, bien que ceux-ci soient surexprimés par rapport aux tissus
normaux, la densité n'est pas tres élevée, de l'ordre de 10%, par rapport a la densité des antigénes sur

les cellules de I’ordre de 10° a 10°.

116



L’activité en MBq d’un produit radioactif final n’est donc pas le seul parameétre a prendre en
considération pour prédire son efficacité pour la détection d’une cible, ’activité spécifique du
produit est également capitale. En effet, le radio-marquage ne permet pas a la fin de séparer le bio-
conjugué marqué du bio-conjugué non marque, on peut s’attendre a ce que le ligand froid entre en
compétition avec le ligand radioactif pour sa liaison au récepteur, pouvant conduire a la saturation

des récepteurs cibles in vivo.

b. Lignées tumorales

Parmi une quinzaine de lignées cellulaires de CaP humaines actuellement disponibles, nous en
avons choisi deux. Le faible nombre de lignées disponibles s’explique par le fait que I’obtention
de lignées cellulaires humaines d’adénocarcinome a un taux de succes d’environ 1% pour les
lignées cellulaires susceptibles d’étre viables in vitro et d’environ 5% pour I’obtention de

xénogreffes sur I’animal (127).

Ces deux lignées possedent des caractéristiques bien distinctes. En effet les lignées sont classées
selon leurs origines ou bien selon leur sensibilit€ aux androgenes. Il s’agit d’une part de la lignée

22Rv1 et d’autre part de la lignée PC3.

22Rv1 est une lignée androgéno-sensible, provenant de cellules épithéliales humaines du CaP. Elle
a été obtenue a partir d’une xénogreffe de CaP hormono-dépendant implantée chez la souris nude,
athymique castrée (CWR22R). Cette xénogreffe est issue d’un CaP primaire (Gleason 9 avec des
métastases osseuses). Cette lignée exprime le PSA, le AR et les CKs 8 et 18 et constitue un bon
modele pour I’étude du processus métastatique. Elle est caractérisée notamment par 1’expression
de récepteurs aux androgenes et de la protéine p53 mutée mais fonctionnelle ainsi que par une

faible activation/expression de la voie Wnt (128).
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La lignée PC3 est obtenue a partir d'une métastase vertébrale d'un patient de 62 ans porteur d'un
cancer résistant a la castration. C’est une lignée aneuploide a 60 chromosomes dont les
chromosomes 2, 3, 5, 15 et Y sont absents. Le temps de dédoublement de cette lignée est rapide
(de 33h). Elle n’exprime pas le PSMA ni le AR mais exprime le facteur de croissance TGF-a, les
récepteurs de 'EGF (epidermal growth factor), 'GF-1 (insulin-like growth factor 1). On note son
caractere tumorigénique extrémement agressif in vivo. D’elle dérivent diverses lignées filles

également agressives (129).

En résumé, la lignée tumorale 22Rv1 est androgéno-sensible et moins agressive, contrairement a
la lignée PC3 qui est androgéno-indépendante avec un profil plus agressif. Par ailleurs, comme
PC3 est connue pour ne pas surexprimer le PSMA, elle constituait un bon témoin négatif qui

permettait d’explorer d’autres radiotraceurs potentiellement intéressants.

Les lignées ont été obtenues gracieusement de la part de I’association a but non lucratif CeRePP,
dont 1’objet est de participer au développement de I’activité clinique et de la recherche sur les
pathologies en urologie, associée au groupe de recherche clinique (GRC) 5 Oncotype et dirigée

par le Pr. Cussenot et la Dr. Cancel-Tassin.

c. Modeles animaux

Nous utilisons des souris Nudes dgées de 8 semaines. Ce choix se justifie car pour une étude du
cancer et de son développement il est obligatoire que les cellules cancéreuses puissent se
développer dans un organisme ; elles interagissent fortement avec cet organisme, elles se modifient,
s’adaptent, se diffusent. Le modele murin partage 91% de ses genes avec I’Homme, et le modele
murin est un vertébré fortement disponible en raison d’une reproduction facile. Sa manipulation
est aisée griace a sa petite taille, et ce modele est a faible coit. Le choix de souris Nude,

immunodéficiente athymique, dépourvue de lymphocytes T permet une meilleure prise de greffe
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tumorale sans rejet. Enfin, étant donné que nous travaillerons sur le CaP, nous choisissons de
travailler sur des méles pour avoir un modele plus proche de I'homme et s'affranchir des différentes

variations dues aux hormones.

Apres leur arrivée, nous leur laissons dans notre animalerie un temps d'acclimatation de 2 semaines
minimum avant d'entrer en procédure. Au moment des manipulations, elles ont un poids voisin de

25g.

Les conditions d'hébergement sont les suivantes :

- Hébergement en portoirs ventilés en pression positive

- Salle d’hébergement en surpression

- Hygrométrie de 55% (+/- 10%)

- Température comprise entre 20°C et 24°C

- Change litiere/abreuvement/nourriture 1 fois par semaine + vérification quotidienne

- Enrichissement du milieu : coton de nidification ou maison rouge (Techniplast).

Ces conditions d’hébergement des animaux sont conformes a la réglementation, les animaux
disposent de nourriture et d’eau ad libitum. Le milieu est enrichi a 1’aide de coton de nidification.

Tous sont destinés a garantir le bien-étre des animaux.

Nous avons réalisé une double xénogreffe : en sous cutané au niveau du flanc gauche pour 22Rv1

et au niveau du flanc droit pour PC3.
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L’objectif de greffer des cellules cancéreuses humaines sur un modele murin est de créer une
condition réelle de tumeur permettant d’observer son metabolisme, sa croissance, de suivre son

évolution dans le temps.

Lors de la greffe, on utilise un protocole anesthésique bien défini : les souris sont anesthésiées par
un systeme utilisant 2% d'isoflurane associé a un débit d’oxygene de 2 L/minute, dans une boite a
induction. L’évaluation de la profondeur de I’anesthésie est controlée par I'absence de reflexe de
retrait suite au pincement des coussinets plantaires. Tout au long de cette procédure les animaux

sont surveillés visuellement, en particulier la respiration.

On procede ensuite a I’injection en sous cutané de cellules de CaP. La souris est placée sur un tapis
chauffant (37°C) afin d’éviter I’hypothermie possiblement induite par I’anesthésie. L’injection se
fait a ’aide d’une aiguille hypodermique: 27G %2 po. Le volume d’injection maximal est de 0,5
mL. On veille a injecter puis retirer lentement 1’aiguille du site d’injection afin d’éviter un éventuel

reflux.

L'évolution des tumeurs était suivie quotidiennement et mesurée au pied a coulisse deux fois par
semaine. Il était prévu que lorsque les tumeurs auraient atteint un volume de 0,25 cm?, on

réaliserait des images TEP des souris avec différents traceurs.
Nous avons également défini des points limites garantissant le bien-€tre des animaux :

- Souffrance ou détresse de I’animal caractérisée par une réduction de la mobilité, une prostration,

des vocalisations, des difficultés respiratoires.
- Perte de poids dépassant 20% du poids du corps d’un animal normal

- Ulcération/infection a I’emplacement de la tumeur
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- Quand le volume de la tumeur atteint 10% du poids de I’animal, soit un diametre de 17 mm pour

une souris de 25 g ou 9mm en cas de double xénogreffe.

Au cours de 1’étude, une souris présentant une croissance tumorale trop importante a di étre

sacrifiée précocement afin de respecter les regles éthiques animales.

d. Acquisition des images TEP

Quatre semaines apres xénogreffe, on débute I’imagerie TEP de facon séquentielle : toutes les
souris sont imagées pour un type de radiotraceur pendant un jour, a un intervalle de plus de 24h
pour éviter toute interférence entre les différents radiotraceurs. L’ensemble de la partie
« imagerie » a eu lieu sur 9 jours pour éviter une différence trop importante de volume tumoral

entre le début et la fin, qui serait susceptible d’interférer avec les captations du radiotraceur.
L’ordre chronologique d’utilisation des différents radiotraceurs est :

- Pour la premiére semaine : le '8F-FDG puis le '®F-FCH puis le ®®Ga-RGD

- Pour la deuxiéme semaine : le ®®Ga-PSMA puis le ®*Ga-AMBA enfin le ®*Ga-NT20.3

Ce choix chronologique est influencé par la disponibilit¢ du radiotraceur au sein du service de
médecine nucléaire puisque la '®F-FCH et le ®®Ga-PSMA ne sont pas disponibles tous les jours, en

particulier le ®Ga-PSMA qui n’est disponible qu’un jour par semaine.

Le protocole anesthésique est quasiment identique a celui utilisé lors de la xénogreffe, la seule
différence €tant I’utilisation de 1,5 % d'isoflurane (au lieu de 2%), ce qui aboutit a une profondeur
d’anesthésie moindre. Si I’animal présente des signes de résistance a I’anesthésiant ou de réveil
lors de I'injection, la quantité d’isoflurane sera légeérement augmentée jusqu’au rendormissement
de I’animal. Si une injection est ratée I’animal sera repositionné immediatement dans sa cage pour

analyser son comportement.
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L’injection du radiotraceur est réalisée par voie intraveineuse au niveau du sinus rétro-orbitaire,
apreés injection il existe un deélai avant de realiser 1’acquisition des images, en fonction des
différents radiotraceurs. Ce temps est basé sur des données de la littérature évaluant la bio-
distribution de différents radiotraceurs. Il est de 1h pour le "*F-FDG, 20 minutes pour le '*F-FCH

et 45 minutes pour les quatre autres traceurs.

Apres I’administration du radiotraceur, on diminue le débit de gaz anesthésique permettant un
réveil progressif des souris. Apres le délai nécessaire de captation des différents radiotraceurs, on

recommence la procédure anesthésique afin de réaliser les images.

Les images sont réalisées sur la micro TEP (Philips) (Fig 17), le protocole d’acquisition est de 10

min/image.

Figure 17: photo de la microTEP

Les souris anesthésiées au masque dans la machine TEP sont installées en décubitus ventral
L’acquisition des images durel0 minutes. Une fois I’acquisition terminée, on vérifie la qualité des

images puis les souris sont replacées dans leur cage pour un réveil progressif spontané.
122



Apres I’imagerie, on proceéde aux sacrifices des souris. Au moment du sacrifice, les animaux sont
anesthésiés par inhalation d’isoflurane 1,5% dans la boite a induction puis ils sont euthanasiés par
dislocation cervicale. La mort de I'animal sera vérifiée par 1’absence de tout reflexe, I’arrét

respiratoire et cardiaque (constatation par auscultation), et la rigidité cadavérique.

On préléve rapidement les différentes tumeurs en vue d’examens anatomopathologiques.

V. 3 : Résultats
a. Qualité des radio-marquages

La durée moyenne du radiomarquage était d'environ 30 minutes. La pureté radiochimique apres
purification des mélanges réactionnels a été vérifiée en utilisant une HPLC analytique et elle est

de > 98%.

Les temps de rétention étaient respectivement de 5,8 min, 6,1 min et 10,9 min pour %8Ga-AMBA,

88Ga-DOTA-NT-20.3 et *Ga-NODAGA-RGD.

Les rendements radiochimiques globaux, corrigés de la décroissance, étaient supérieurs a 95%.
Apres le radio-marquage, une activité molaire de 8,2, 13,7 et 17 MBq / nmol a été obtenue pour

8Ga-AMBA, %Ga-DOTA-NT-20.3 et *Ga-NODAGA-RGD, respectivement.

L'activité injectée par souris variait de 1,9 a 6,6 MBq et était respectivement 2,5 + 0,2 MBq pour
le "*F-FDG : 4,6 + 1,2 MBq pour la '®F-FCH ; 5.2 + 1.4 MBq pour le ®*Ga-NODAGA-RGD ; 4,0
+ 0,3 MBq pour le 68Ga-PSMA : 3,1 +0,2 MBq pour le 68Ga-DOTA-NT-20.3 et 2,6 + 0.7 MBq

pour le ®*Ga-AMBA.
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b. Croissance tumorale
Les deux diametres perpendiculaires de la tumeur ont été enregistrés.

Le volume de la tumeur a été calculé en utilisant la formule : Volume =/ 6 x largeur x longueur,
et a été exprimé en moyenne + écart-type en cm’. Les souris ont été soumises a des études
d'imagerie TEP lorsque les tumeurs étaient palpables des deux cotés et que le volume atteignait

200 mm?® pour PC3 et 800-900 mm?> pour 22Rv1 (4 semaines apres la xénogreffe).

Juste avant la session imagerie, le volume tumoral moyen était plus petit pour PC3 que pour 22Rv1
mais pas de maniere significative en utilisant le test de student (0,21 + 0,02 cm? vs 0,88 + 0,27
cm? : p =0,08) et a la fin de cette session, le volume tumoral moyen était de 0,26 + 0,02 cm? pour

PC3 vs 1,03 +£0.28 cm’ pour 22Rv1 ; p = 0,07).

c. Analyse des images TEP

Le traitement des images reconstruites a été réalisé sur station dédiée a I’aide du logiciel Syntegra

— Philips (PET View; Philips Medical Systems).

Pour chaque souris, des volumes 3D d'intérét (VOI) ont été dessinés manuellement sur la tumeur

sur des images axiales.

La captation du traceur a été quantifiée a 'aide de Standardized Uptake Value (SUV), il est défini
comme le rapport de la fixation d'un traceur par l'activité injectée au sujet rapportée a la masse du

sujet.

Le SUVmoyen a été utilisé pour mieux caractériser la distribution du radiotraceur dans une région
d’intéret. On s’intéresse notamment au parametre de ratio « SUVmoy tumeur par rapport a

SUVmoy bruit de fond » (T/B). Le bruit de fond a ét€¢ défini comme la zone a proximité immédiate
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de la tumeur sur les images axiales, souvent située dans les parties molle ou musculaires. Les

valeurs moyenne + écart-type de ce ratio ont été rapportées.

Deux lecteurs ont effectué une analyse d'images TEP de maniere indépendante. En cas de

discordance de valeur, une relecture commune permettait d’obtenir la valeur définitive.

Ainsi pour chaque radiotraceur cette valeur est présentée sous forme de tableau avec une

comparaison entre les deux lignées par un test statistique non paramétriques (tableau 3):

Radiotraceurs Ratio (T/B) PC3 Ratio (T/B) 22Rv1 P
BE_.FCH 0.73 +£0.18 0.56 +0.27 0.353
BE_FDG 1.63+0.19 1.85 +0.33 0.146
%8Ga-NODAGA-RGD [1.28 +0.17 1.08 + 0.09 0.096
%Ga-PSMA-11 1.00 +0.01 5.06+1.71 0.018*
8Ga-AMBA 3.30 £ 1.36 1.60 + 0.61 0.082
%Ga-DOTA-NT-20.3 [4.39+1.16 1.25 +0.22 0.011*

Tableau 3 : ratio « SUVmoy tumeur par rapport a SUVmoy bruit de fond » pour les deux lignées

cellulaires et leur comparaison

Pour illustrer ce résultat, les images de TEP sont présentées dans les figures 18 et 19
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Figure 18 : MIP, coupes transversale et coronale de la TEP "®F-FCH (a), '*F-FDG (b) et ®Ga-

NODAGA-RGD (c)

PI : point d’injection ; Bl : vessie ; L : foie ; R : rein
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Figure 19 : MIP, coupes transversale et coronale de la TEP %3Ga-PSMA-11(a), ®Ga-AMBA (b) et

%8Ga-DOTA-NT-20.3 (c)

PI : point d’injection ; Bl : vessie ; L : foie ; R : rein

Grice au tableau et aux figures, on constate que :
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- 1a captation est trés faible par la '®F-FCH dans les deux types de tumeurs (fig 18a), sans différence
significative entre les ratios : 0,73 +/- 0,18 et 0,56 +/- 0,27 pour les tumeurs dérivées de PC3 et

22Rvl, respectivement ; p = 0,35.

- la captation du 18 F-FDG est plus forte que celle de la '®F-FCH dans les deux types de tumeurs,
sans différence significative non plus entre les ratios : 1,63 +/- 0,19 vs 1,85 +/- 0,33 pour les
tumeurs dérivées de PC3 et 22Rvl1, respectivement ; p = 0,15. Toutefois la captation était
clairement plus visible sur les images TEP "®F-FDG par rapport a celle de TEP '8F-FCH. Par
ailleurs une comparaison entre les ratios a montré une différence statistiquement significative (p
<0,005) pour les deux lignées. La "®F-FDG est capable de différencier des tumeurs versus des

tissus non tumoraux (fig 18b).

- Comme pour la "®F-FCH, la captation par la ®*Ga-NODAGA-RGD a été décevante car assez
faible. Les ratios étaient de 1,28 +/- 0,17 et 1,08 +/- 0,09 et ils sont comparables pour les deux
tumeurs (p = 0,10). Méme si les ratios sont un peu supérieurs a ceux de 'F-FCH, les tumeurs
restent difficiles a analyser avec ce faible contraste, de plus les images apparaissent plus

hétérogenes (fig 18c¢).

- Comme prévu, la ®8Ga-PSMA-11 n’a montré presque aucune captation par la tumeur dérivée de
la lignée PC3, mais une forte captation dans les tumeurs dérivées de la lignée 22Rv1 (Fig. 19a).
Les ratios sont significativement plus faibles pour la tumeur dérivée de PC3 par rapport a celle du

22Rv1 (1,00 +/- 0,01 vs 5,06 +/- 1,71, p = 0,018).

- La ®®Ga-AMBA a montré une forte captation dans la tumeur dérivée de la lignée PC3 et une
captation modérée dans la tumeur dérivée de 22Rv1 (Fig. 19b). La différence n’était pas
significative lorsqu’on comparait les ratios : (3,30 +/- 1,36 vs 1,60 +/- 0,61, pour les tumeurs

dérivées de PC3 et 22Rvl, respectivement, p = 0,082), mais on peut parler d’une tendance a la

128



signification. La bonne captation globale permettait toutefois une bonne visualisation ainsi une

détection aisée des deux tumeurs.

- Enfin, la ®Ga-DOTA-NT-20.3 a montré une forte captation dans la tumeur dérivée de la lignée
PC3 et une faible absorption dans la tumeur dérivée de 22Rv1 (Fig. 19¢) : 4,39 +/- 1,16 vs 1,25
+/- 0,22, pour les tumeurs dérivées de PC3 et 22Rvl, respectivement. Le ratio était
significativement plus élevé dans la tumeur dérivée de la lignée PC3 par rapport celle de la lignée

22Rvl (p=0,011).

D’un point de vue global, le meilleur ratio obtenu dans la tumeur dérivée de la lignée PC3 provient
de la ®®Ga-DOTA-NT-20.3 alors que celui obtenu dans la tumeur dérivée de la lignée 22Rv1

provient de la ®*Ga-PSMA-11.

d. Corrélation anatomopathologique et immuno-histochimique
En vue d’une analyse histologique, nous avons réalisé les préparations suivantes :

Les tumeurs ont été immergées dans le formol comme liquide fixateur. Apres la déshydratation
dans des bains d’alcool de concentrations croissantes (de 1’alcool dilué a 50° jusqu’a 1’alcool
absolu a 100° en passant par 70° et 90°), I'imprégnation par le toluéne puis ’inclusion dans la
paraffine ont été réalisées. Une fois le bloc obtenu, des coupes fines (d’une épaisseur de 5 pm) et

régulieres ont été réalisées a 1’aide d’un microtome.

Apres le déparaffinage a I’aide d’une plaque chauffante a 60 °C pendant 15 min, une réhydratation
permettant ’élimination de la paraffine intracellulaire a été réalisée, en immergeant les lames dans

des bains d’alcool de degrés décroissant (de 1’alcool a 100° jusqu’a 1’alcool a

50°, en passant par 90° et 70°), puis dans de I’eau distillée.
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Enfin une coloration Hématoxyline Phloxine Safran (HPS) a été réalisée pour une observation au

microscope optique.

Sur la coloration HPS (figure 20): nous avons mis en évidence différentes caractéristiques
morphologiques de l'adénocarcinome prostatique. Des structures normales de cellule prostatique
telles que des structures glandulaires et canalaires coexistaient avec des structures pathologiques
tumorales telles qu’un rapport noyau / cytoplasme élevé, des figures mitotiques fréquentes, des
architectures glandulaires altérées avec présence de stroma entre les glandes voisines. Il existe

quelques aspects de carcinome neuroendocrinien a petites cellules de haut grade, en particulier

dans la tumeur dérivée de la lignée PC3.

Figure 20 : Aspect histologique apres coloration HPS des tumeurs dérivées de la lignée 22Rv1 (a)

et de 1a PC3 (b) (grossissement x 20)

Ensuite nous avons procédé a I'analyse immunohistochimique. Concernant le choix des anticorps,
nous avons choisi volontairement ceux dirigées contre le PSMA et contre le récepteur de la
neurotensine (NTR). En effet, ’analogue de la neurotensine *®Ga-DOTA-NT-20.3 a montré un
bon ratio dans I’étude d’imagerie et 1l est intéressant de vérifier cela au niveau

immunohistochimique, tandis que les anticorps dirigés contre le PSMA permettent de servir de
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« témoins », notamment dans la tumeur dérivée de la lignée PC3 dans laquelle I’expression de

PSMA devrait étre absente.

En effet, on ne peut formellement éliminer une absence d’expression d’un récepteur seulement en
imagerie moléculaire, car son expression peut étre cytoplasmique ou membranaire ou les deux.

Ainsi une validation immunohistochimique est nécessaire.

Préalablement nous avons acquis puis validé les anticorps. Il s’agit de ceux anti-humain NTRI
polyclonal (1:500) provenant de chevre et ceux anti-humain PSMA polyclonal (1:400) provenant

de souris.

Au total, nous avons obtenu huit pieces de tumeur provenant de quatre souris et chaque piece a
contribué aux deux lames ayant chacune un type d’anticorps. Ainsi seize lames ont été analysées.
La lecture a été réalisée par un anatomo-pathologiste ayant une expérience de plus de 20 ans dans
la pathologie tumorale prostatique. Les anticorps ont montré une localisation dans le cytoplasme

avec un renforcement membranaire pour les deux lignées cellulaires.

Nous avons procédé de facon catégorielle, en effet nous avons classé le niveau de positivité aux
récepteurs en quatre catégories, obtenues d’une analyse visuelle: absence, faiblement,
modérément et fortement. Nous avons ensuite noté pour chaque lame, le pourcentage de positivité
aux récepteurs, fortement ou modérément. Enfin nous avons calculé puis comparé la moyenne des

pourcentages avec les écarts types.

I1 a été constaté que 87% +/- 5,8% des cellules PC3 étaient fortement ou modérément positives au
NTSRI, tandis que seulement 63% +/- 2,1% des cellules 22Rv1 présentaient des résultats
fortement ou modérément positifs. I y avait une différence significative entre ces deux lignées (p
<0,0001). Les figures 21a et 21b montrent respectivement les images représentatives de coloration
apres immunohistochimie Ac anti-NTSRI1 des coupes de tissu tumoral des lignées cellulaires

22Rvl et PC3.
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Figure 21 : Aspect immunohistochimique (Ac anti-NTSR1) des tumeurs dérivées de la lignée

22Rv1 (a) et de la PC3 (b) (grossissement x 40)

Il a été constaté que 71,3% +/- 11,1% des cellules 22Rv1 étaient fortement ou modérément
positives au PSMA, tandis que seulement 3,7% +/- 2,2% des PC3 présentaient des résultats
fortement ou modérément positifs. Il y avait également une différence significative entre ces deux
lignes (p <0,0001). Les figures 22a et 22b montrent respectivement les images représentatives de
coloration aprés immunohistochimie Ac anti-PSMA des coupes de tissu tumoral des lignées

cellulaires 22 RV1 et PC3.
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Figure 22 : Aspect immunohistochimique (Ac anti-PSMA) des tumeurs dérivées de la lignée

22Rvl1 (a) et de la PC3 (b) (grossissement x 40)

V. 4 Discussion

Dans ce travail, nous avons étudié la captation de six radiotraceurs TEP par des tumeurs, dans un
modele de souris doublement xénogreffée de deux lignées cellulaires de CaP: la lignée 22Rv1,
celle qui exprime le PSMA, et 1a PC3, celle qui est connue ne pas exprimer le PSMA. Ensuite nous
avons validé les données d’imagerie par une étude anatomopathologique avec des données

immunohistochimiques.

Le 8F-FDG, le radiotraceur le plus couramment utilisé en oncologie, présente une captation faible
par des tumeurs dérivées de 22Rv1 et PC3, non significativement différentes entre elles, suggérant
un métabolisme du glucose médiocre. Ce résultat est concordant avec les données de la littérature

(130).

Peu d’études TEP pré-cliniques ont été réalisées a ce jour avec des analogues de choline
radiomarqués au '8F- ou au ''C- dans les modeles de souris porteuses de CaP. Dans notre étude,
les ratios (T/B) de '8F-FCH dans les tumeurs dérivées de PC3 et 22Rv1 étaient inférieurs a ceux
du 8F-FDG. Il est surprenant de voir que la captation est trés faible dans ces tumeurs, compte tenu
de la performance correcte de la TEP chloline dans I’exploration du CaP chez ’homme, comme
en témoigne son utilisation clinique large. La principale hypotheése avancée rendant compte de ce
résultat est en rapport avec la différence d’especes. En effet chez les petits rongeurs, la
concentration sérique élevée de diméthylaminoéthanol peut entrer éventuellement en compétition
avec la choline, entrainant une diminution de captation des analogues radiomarqués de la choline

(130). Cette méme €tude antérieure rapportait également une efficacité inférieure de I'imagerie
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TEP 8F-FCH par rapport a 1a TEP '8F-FDG pour la détection de tumeurs dans des modeles murins

xénogreffés de CaP hormono-dépendants et hormono-indépendants (131).

Dans notre étude, la captation du 68Ga-NODAGA-RGD a été faible, et notamment, montrant les
ratios T / B plus faibles, de maniere non significative qu’ils sont meéme plus faibles que ceux de
BE_FDG.Cela suggere un processus de néo-angiogenése médiocre dans les modeles de tumeurs
CaP ou une faible affinit¢ de liaison de ce radioligand RGD monomeére aux tumeurs. Plus
récemment, des peptides RGD multimeres ont ét€ introduits avec des parametres
pharmacocinétiques in vivo meilleurs que la plupart des peptides RGD monomeres existants. Pour
améliorer l'efficacité du ciblage des tumeurs, d'autres études ont proposé des radiotraceurs
bombésine-RGD hétérodimere ou hétérotrimere en utilisant la double reconnaissance par
I’intégrine avB3 et le GRPr, avec une application clinique récente chez I'homme (132). Cela
évoque plutdt un ciblage médiocre puisque 1’angiogénese de ces lignées devrait étre plus

importante.

Le PSMA s’impose depuis quelques années comme le radiotraceur le plus performant dans le bilan
de CaP chez ’homme, notamment en cas de RB, modifiant de nombreuses prises en charge.
Comme prévu et déja rapporté dans d’autres etudes utilisant des modeles murins de CaP (133), la
captation tumorale de ®Ga-PSMA-11 était élevée dans la tumeur dérivée de la lignée 22Rv1 et
négative dans celle de PC3, bien corrélée a l'expression du PSMA. Ce résultat est en accord avec
ce qu’on constate en routine clinique : certains patients présentant une RB et ayant un PSA
suffisamment élevé (souvent plus de 1 ng/mL) ont un examen de TEP PSMA négatif. Cela peut
s’expliquer par l'absence de surexpression du PSMA dans certaines tumeurs ou bien la perte de

I'expression du PSMA dans une tumeur indifférenciée ayant des composants neuroendocrines

(134).
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Des agents d'imagerie a base de peptides ciblant le GRPr sont actuellement en plein
développement a la fois dans les études en pré-clinique et en clinique. Il a été démontré la
supériorité de ®®Ga-AMBA par rapport au '®F-FCH pour l'imagerie TEP in vivo de xénogreffes
CaP humaines, en utilisant deux lignées cellulaires PC3 et VCaP (une lignée qui exprime le PSMA
comme le 22Rv1) (135). En accord avec ce résultat, nous avons observé une bonne captation dans
les tumeurs dérivées de PC3 et de 22Rv1, plus importante de maniere non significative dans la
lignée dérivée de PC3. Ces résultats suggerent le potentiel intérét de 1'imagerie TEP utilisant les
analogues radiomarqués du GRP pour différents types de tumeurs CaP, qu'elles expriment ou non
le PSMA, avec un rapport signal sur bruit et un ciblage spécifique satisfaisants. D un point de vue
clinique, les données sont encourageantes concernant le potentiel des analogues radiomarqués
ciblant le GRPr pour le bilan de CaP, que ce soit dans le bilan d’extension initial (136), ou dans la
situation de RB (137) et aussi pour I'approche théranostique (138). Il peut aussi étre intéressant de
focaliser spécifiquement sur la situation de PSMA négatif pour mieux orienter la prise en charge

de ces patients.

Le récepteur de la neurotensine de type 1 (NTSR1) peut également étre une cible intéressante pour
I'imagerie du CaP. Le NTSRI1 est exprimé dans les lignées cellulaires du CaP, mais pas dans les
lignées épithéliales prostatiques normales (139). Le niveau d'expression de NTSR1 semble associé
a la différenciation tumorale (92). Dans notre €étude, nous avons démontré une forte captation du
radiotraceur ®Ga-DOTA-NT-20.3 par la lignée cellulaire PC3, indépendante des androgénes,
dérivée d'une métastase osseuse d'un adénocarcinome prostatique de haut grade, qui n’exprime
pas le PSMA. 11 a été rapporté que les récepteurs de la neurotensine (NTSR) sont impliqués dans
une voie de croissance alternative développée par CaP avancé et indépendant des androgenes (91)
et jouent un role dans le développement de CaP résistant a la castration avec dédifférenciation
neuro-endocrine. L'inhibition de la voie NTSR1 a méme été identifiée comme une stratégie

possible pour prévenir cette apparition (140).
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L’étude anatomopathologique a confirmé ce qui a été observe par I’imagerie TEP : la lignée PC3
surexprime les NTSR1 de facon membranaire, et peu de PSMA alors que la lignée 22Rv1 présente
une surpression de PSMA et peu de NTSR1, ce qui est tout a fait concordant avec le résultat

d’imagerie TEP.

Dans une autre €tude tres récente (141) , He et al. ont évalué le profil d'expression de NTSR1,
PSMA et GRPr dans les tissus des patients: NTSR1 a montré une expression élevée ou modérée
dans 91,8% des tissus CaP, par rapport a PSMA (86,7%) et GRPr (65,3%). Tous les tissus PSMA-
négatifs examinés ont montré une expression positive de NTSRI, suggérant le role
complémentaire potentiel de I'imagerie ou de la thérapie ciblée par NTSR1. Notre étude est en

accord avec ce résultat.

V 5. Conclusion

Dans la lignée cellulaire PC3 indépendante des androgenes, dérivée d'une métastase osseuse d'un
CaP de haut grade, greffée sur le modele murin nude, nous avons obtenu une bonne captation de
la tumeur traduisant un ratio important entre la tumeur et bruit de fond en utilisant ®*Ga-AMBA et

%8Ga-DOTA-NT- 20.3, marquant respectivement GRPr et NTSRI1.
L’étude anatomopathologique 1’a confirmé en évaluant le profil d’expression.

On pense donc que GRPr et en particulier NTSR1 pourraient représenter une cible alternative
intéressante pour des applications diagnostiques de CaP avec des niveaux d'expression de PSMA

limités.
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En termes d’imageries moléculaires, ces agents peuvent devenir comme des alternatives
prometteuses aux TEP utilisant des analogues marqués au PSMA (par exemple Ga68-PSMA-11)

en routine clinique chez des patients dont la tumeur ne surexprime pas le PSMA.

VI Etude anatomo-pathologique en cours et perspective

VII.1 Discussion sur les TEP PSMA négatifs

Une étude translationnelle a toujours pour vocation, en rapport avec son origine de nom de «
transfert », d’établir le lien entre une recherche fondamentale indispensable a tout progres, et une

recherche clinique répondant aux problématiques cliniques, et rendant ainsi service aux patients.

La littérature récente ne laisse aucun doute sur le fait que la TEP PSMA est plus performante que
la TEP a la choline pour la détection des 1€sions, chez les patients atteints de CaP et présentant

une RB.

Cette bonne performance est liée au fait que le PSMA est exprimée par la grande majorité des

1ésions du CaP.

La problématique clinique rencontrée actuellement est la présence d’un nombre non négligeable
de résultat négatif en TEP PSMA, toutefois considérée comme la technique actuelle la plus

avancée en termes d’imagerie moléculaire, dans cette indication.

Comme les publications précédentes ont démontré la corrélation positive entre le PSA et la
positivité de la TEP PSMA (142), les cliniciens adoptent fréquemment une attitude attentiste, en
réitérant cet examen lorsque le PSA devient plus élevé, ce qui augmente la probabilité de
détection. Cependant, cette probabilité n'augmente pas de maniere linéaire, et au-dela d’une
valeur de PSA > 3 ng/ml, il n'y a pas d'augmentation substantielle de la probabilité de détection
(142).
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Il existe tout d’abord une question de seuil a partir duquel la technique d’imagerie TEP n’est plus
capable de détecter la récidive, autrement dit la maladie est au stade « infra-radiologique ». Mais
la détermination de ce seuil est difficile puisqu’il existe bien des cas ol les TEP PSMA sont
positives avec un PSA de 0,2 ng/ml alors qu’elles peuvent étre négatives avec un PSA de 2 ng/

ml.

Une étude préclinique (143) s’intéresse a cette limite de détection. Les auteurs ont essay€ de
déterminer le nombre de cellules tumorales nécessaires pour une positivit€ en TEP. En utilisant

la lignée LNCaP connue pour exprimer le PSMA, ils ont obtenu comme valeur entre 4 x 10° et

1 x 10° cellules pour une estimation en condition clinique réelle. Une tumeur contenant ces
petites quantités de cellules est de loin plus petite (144) que la résolution spatiale du TEP qui est
d’ordre de Smm. Cette impression est confirmée en pratique clinique puisque la TEP PSMA
permet souvent de détecter des ganglions de taille inférieure @ Smm. L’autre point marquant est
que les auteurs suggerent qu’au-dela de 1 x 10° cellules tumorales, c’est la densité des cellules
exprimant le PSMA qui détermine la détectabilité, plus que la taille de la 1ésion tumorale que

constituent ces cellules (143).

Devant cette problématique d’examens TEP PSMA négatifs, ’enjeu est, comme énonce plus haut,
de trouver des alternatives pour cette technique dans cette indication précise. Il n’y a pas
actuellement d’études cliniques publi€es s’y intéressant specifiquement. Seuls quelques rapports

de cas évoquent ce phénomene (145,146).
La négativité de TEP PSMA peut s’expliquer pour plusieurs raisons :

La premiere concerne la bio-distribution du radiotraceur et la technique de TEP, en particulier ses

protocoles d’acquisitions.
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En effet, le PSMA est rapidement excrété dans les voies urinaires, ce qui entraine une radioactivité
importante dans la vessie. Le protocole d’acquisition classique implique une imagerie du corps 60
minutes apres 1’injection pour le PSMA marqué au Gallium 68 ou 120 minutes apres 1’injection
pour le PSMA marqué au Fluor 18. La vessie a eu temps de se remplir d’urine radioactive,

fortement hyperfixant dans I’examen.

Cette accumulation limite beaucoup la détection par la TEP des 1ésions tumorales se développant

a proximité de la vessie, en particulier apres une PR.

Quand la radioactivité intra-vessie est trop importante, il peut exister un artefact en forme de halo

pouvant géner la détection des lésions qui ne sont méme pas au contact de la vessie.

Freitag et al. ont démontré la valeur surajoutée de I’TRMmp pour détecter la récidive locale en cas
de TEP PSMA négatif (147). Certains auteurs proposent d’utiliser une acquisition précoce (de type

dynamique) afin de remédier a ce probleme (148,149).

L’artéfact n’est pas seulement lié a I’urine radioactive, Yakar et al. ont rapporté que les grains d’or
utilisés en radiothérapie ont été responsable de faux négatif de TEP PSMA pour détecter une

récidive locale (145).

Cet aspect ne peut que partiellement expliquer le résultat de TEP PSMA négatif, a fortiori il est
limité pour la récidive locale car la détection des ganglions régionaux ou des métastases ne sont

pas génée par les facteurs locaux.

La seconde raison de négativité de la TEP PSMA pourrait étre une hétérogénéité tumorale. Jusqu'a
présent, assez peu d'attention n’a été accordée aux facteurs biologiques expliquant les TEP PSMA
négatives, bien que des études histologiques antérieures aient montré 'hétérogénéité ou méme

I'absence d'expression du PSMA dans le cancer primaire de la prostate et les métastases (150) . En
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effet, si la TEP PSMA ne permet pas de visualiser la récidive, ce peut étre en raison de 1’absence

d’expression de PSMA sur ces cellules tumorales.

Une hypothese est particulierement étayée sur I’implication du statut neuroendocrine.

CaP neuroendocrine (CaPNE)

Cette entité peut se présenter sous une forme pure (a petites ou a grandes cellules) ou mixte
(associ€ a un contingent adénocarcinomateux). Elle est initialement décrite en 1977 par Wenk et

al.(151).

Sur le plan histologique, elle est définie par une prolifération de petites cellules au cytoplasme peu
abondant dont les bordures sont mal définies, aux noyaux fragiles se moulant les uns aux autres («
molding »), avec une chromatine fine d'aspect « poivre et sel », 'absence de nucléole proéminent,
la présence de phénomenes d'apoptose, un index mitotique €levé et des plages de nécrose tumorale
extensive (152). D’un point de vue immunohistochimique, la synaptophysine, la NSE (Neuro
Specific Enolase) et la chromogranine A sont positives alors que le récepteur aux androgenes est

négatif (153).

Il s’agit d’'un groupe de tumeurs hétérogene. Il existe une classification morphologique,
immunohistochimique et biologique selon Epstein et al. (154). Elle classe les CaPNEs en

catégories suivantes :

- 'adénocarcinome avec différenciation neuro-endocrine type Paneth,

- la tumeur carcinoide,

- le carcinome neuro-endocrine a petites cellules,

- le carcinome neuroendocrine a grandes cellules,
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- le carcinome de type mixte associant adénocarcinome/carcinome neuro-endocrine (a grandes ou

a petites cellules).

Cette classification a €té reprise dans la nouvelle classification de 2016 par I'Organisation
mondiale de la santé¢ (OMS). Toutefois on n’utilise plus la terminologie « carcinoide » mais plutot

« tumeur neuro-endocrine de bas grade ».

Concernant 1’origine cellulaire du sous-type neuro-endocrine du CaP, plusieurs hypotheéses sont

avancées, notamment deux :

- celle de la transdifférenciation ou transition épithélio-neuroendocrine, aussi appelée plasticité de

lignées (155)

- celle via des mécanismes de signalisation paracrine qui transforment les cellules souches

présentes dans la couche basale des glandes prostatiques en CaPNE (156,157).

Quelles que soient les hypotheses, la condition spécifique de « déplétion androgénique » semble
jouer un role essentiel. Les données épidémiologiques et cliniques sont concordantes puisque une
augmentation de sa prévalence s’accompagne de la progression vers des stades plus avancés du
CaP et elle est proportionnellement a la durée d'exposition a la castration ou aux hormonothérapies

de seconde génération (enzalutamide et abiraterone)(158).

L’hypothese liée a ce statut, pour rendre compte de I’absence d’expression de PSMA par les
cellules tumorales dans la RB, présente néanmoins une limite majeure : les carcinomes neuro-
endocrines de novo sont extrémement rares avec une incidence inférieure a 1 %, la présentation
classique se situant généralement tard dans I'histoire naturelle de la maladie apres résistance a la
castration. Or la situation de RB apres un traitement local implique souvent I’absence d’un
traitement HT préalable, en tout cas au long cours. Il est donc difficile d’imaginer que le statut

NE soit la seule cause de perte d’expression de PSMA.
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D’autant plus Bronsert et al. ont rapporté un cas de perte d’expression des lésions tumorales
prostatiques, apreés HT puis chimiothérapie. L’analyse immuno-histochimique a confirmé qu’il
ne s’agit pas de transformation NE, excluant ainsi la perte d’expression liée a une telle

transformation (159).

Quand on s’intéresse a I’expression de PSMA dans le cellules de CaP, I’étude
immunohistochimique menée par Bostwick et al., portant sur 184 cas, a démontré que dans la
lésion primaire de la prostate en moyenne seulement 80% des cellules cancéreuses présentaient

une surexpression du PSMA (160).

L’¢étude menee par Mannweiler et al. (150) est particulierement intéressante puisqu’elle étudie la
corrélation entre la positivité de la TEP PSMA de la tumeur primitive et ses métastases. Les
auteurs ont conclu qu’il n’y a pas de corrélation significative et ont émis comme hypotheése que
les facteurs biologiques locaux et le microenvironnement des cellules tumorales peuvent
considérablement contribuer a la « up » ou « down » régulation de I’expression de PSMA, ce qui
entraine une hétérogénéité des tumeurs. Par ailleurs, la localisation membranaire est une
condition nécessaire pour pouvoir « visualiser » le PSMA par I’imagerie moléculaire TEP, or les
auteurs ont trouve qu’une localisation majoritairement cytoplasmique (mise en évidence par des
colorations en immunohistochimie) sans positivité évidente de la membrane a également été
observée dans une bonne partie des échantillons de tumeurs évalués. Des études antérieures ont
décrit cet aspect de « PSMA cytoplasmique » comme une variante d'épissage (PSM™) qui a perdu

sa capacité a s'intégrer dans la bicouche lipidique en tant que protéine transmembranaire (161).

Cette perte d’expression de PSMA dans des 1ésions métastatiques a été décrites par d’autres

études : En ce qui concerne les métastases osseuses, Silver et al. (162) ont constaté une
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surexpression du PSMA dans seulement 8 des 18 métastases et Noto et al. (146) ont rapporté un

cas de TEP PSMA négatif sur des métastases pulmonaires prouvées histologiquement.

Récemment, 'hétérogénéité de l'expression de PSMA est constatée pour les cellules tumorales

circulantes du CaP (163).

Si Iexistence de cette hétérogénéité ne fait aucun doute, les facteurs influencant 1’expression de
PSMA restent sujet de controverse. L’ une des questions principales est de savoir quel est 1’effet

de dédifférenciation sur I'expression de PSMA.

Dans les études précliniques, une corrélation positive entre des scores de Gleason (GS) plus
€levés, donc les tumeurs plus dédifférenciées, et I'expression de PSMA a été démontrée (164—
166). Alors que dans les études cliniques, ce résultat est controversé. Eiber et al. ont également
retrouvé une corrélation positive (167) alors que deux autres études n’ont retrouve aucune

corrélation (142,168).

Concernant I’effet de 'HT, deux études cliniques ont montré une corrélation positive entre I’'HT
en cours et le taux de détection par la TEP PSMA, suggérant une « up » régulation de son
expression liée au traitement (142,168). Mais une autre étude avec une cohorte plus importante
ne retrouve aucun lien entre eux (167). Ainsi la perte systématique d’expression liée au

traitement HT est discutable.

Enfin il est généralement admis qu’en situation métastatique, il existe un phénomene de
dédifférenciation (169) . La perte d’expression peut s’acquérir a ce moment-1a, sans intervention

extérieure, notamment I’HT ou chimiothérapie.

VII 2. Rationnel de I’étude anatomopathologique en cours.
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I1 s’agit d’un travail en cours de réalisation a 1’hopital Foch, avec 1’aide du Dr Radulescu et du

Pr Lebret.

Ce travail a pour objectif de tester différents anticorps (anti-PSMA, anti-GRPr, anti-NTR1 et

anti-SSR) dans trois groupes de pieces opé€ratoires afin de comparer les profils d’expression :

- un groupe de pieces de prostatectomie radicale (20 pieces) ou les patients ont présenté dans la

suite une RB et qui ont eu une TEP PSMA positive : groupe 1

- un groupe de pieces de prostatectomie radicale (10 pieces) ou les patients ont présenté dans la

suite une RB et qui ont eu une TEP PSMA négative : groupe 2

- un groupe de pieces de métastastectomies (ganglionnaires ou pulmonaires) (10 pieces), ou les
patients ont présenté, apres un traitement local radical, une RB et qui n’ont pas nécessairement

eu une TEP PSMA : groupe 3

Les patients des groupes 1 et 2 ont été choisis de sorte que les principales caractéristiques (Score
de Gleason, valeur de PSA au moment de la RB) soient appariées afin d’améliorer la

comparabilité.

Dans le groupe 3, nous avons volontairement €vité les métastases osseuses, en raison de

difficultés techniques prévisibles, principalement liées a la nécessité de décalcification.

L’1dée est de chercher, parmi les patients ayant une RB et dont la TEP PSMA était négative, s’il
existe déja une perte d’expression de PSMA dans la tumeur primitive. Cela permettra d’évaluer

si cette perte d’expression est native ou acquise lors de I’évolution métastatique.

S’1l existe une perte d’expression dans les tumeurs primitives des le début, ce type de patients ne
sera probablement pas €ligible a une TEP PSMA en cas de RB et doit bénéficier d’autres

radiotraceurs.
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S’1l n’existe pas de perte d’expression dans les tumeurs primitives, la perte d’expression est

probablement acquise.

Le fait de tester les anticorps anti-GRPr, anti-NTR1 et anti-SSR dans ces différentes pieces
permettent d’évaluer I’intérét éventuel d’imagerie moléculaire par ces ligands radiomarqueés dans

diverses situations.

Cette étude est prévue de se réaliser courant 2020 mais la pandémie Covid-19 a bouleversé
toutes les actions prévues, notamment nous avons accuse un retard quant a I’acquisition des Ac
anti-GRPr, en provenance des Etats-Unis (référence : ta316872 commercialisé par la société
Origene). Les travaux devront reprendre au début de ’année 2021, réception des anticorps

prévue en décembre 2020 par le Dr Radulescu (anapathologiste, hopital Foch).

VII 3. Radioligands hétérobivalents ou hétéro-multivalents : une solution d’avenir ?

L’ hétérogénéité tumorale est un état de continuum qu’il serait partiel de caractériser par la
presence ou non d’un récepteur spécifique. Plusieurs récepteurs peuvent co-exister, présents en
proportion différentes, a chaque moment différent d’imagerie. D’ailleurs, 1l est probable que
I’évolution de leur proportion d’expression soit liée en raison des phonemes de

compétition/sélection de clones.

L’enjeu clinique est de repérer les cibles tumorales, quels que soient leurs profils d’expression.

Avec le développement du génie chimique, il devient possible de créer des peptides, ciblant
plusieurs récepteurs a la fois sur une cellule tumorale. Ensuite on les utilise comme vecteur au

sein d’un radioligand.

Ces agents hétérovalents, capables de se lier a deux types de récepteurs différents, présentent une

probabilité globale de liaison a la cible plus élevée en raison du nombre absolu plus élevé de
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récepteurs cibles et donc un taux de visualisation de la tumeur plus élevée, ce qui est
particulierement important dans les cas ou il n'y a qu'une expression modérée des récepteurs sur

le tissu tumoral.

La figure 23 montre une représentation schématique des €léments moléculaires constituant le

peptide hétérobivalent radiomarqué (170).

nierpeptide

Iinker 2

receplor-specific peptide 1

radioisotope branching

unit

interpephde
linker 1

Figure 23 : schéma d’un peptide hétérobivalent radiomarqué (170)

Dans le CaP, plusieurs radioligands ont ét€¢ développés mais restent au stade de concept ou
exclusivement en préclinique. II s’agit tous de radioligands hétérobivalents ciblant le GRPR et le
PSMA (171-173) . La figure 24 montre une illustration graphique des liaison monovalente et
bivalente impliquants les ligands de PSMA et les récepteurs de GRPr sur les cellules tumorales

(174)
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Figure 24 : Illustration d’un peptide hétérobivalent PSMA/GRPr (174)

IIs sont essentiellement utilisés en TEMP, marqué a I’'Indium 111 et aussi a I’Iode 125 (175) et

un seul pour utilisation en TEP, marqué au Cuivre 64 (173).

Initialement on utilise les agonistes des GRPR alors que plus récemment 1 utilisation des

antagonistes est privilégiée pour un meilleur profil pharmacocinétique (176) .

Concernant les chélateurs, HBED-CC (172) NODAGA (173) puis DOTA (177) ont été

successivement utilisés.

Un spacer plus long semble étre préférable, permettant la liaison simultanée des deux récepteurs

(174) et peut augmenter leur affinité aux récepteurs (171).

I1 existe plusieurs difficultés actuelles :

- L’affinité diminuée par chaque radioligand : L’exemple choisi est celui regroupant le PSMA et
I’antagoniste du GRPR RM26, couplés par un chélateur NOTA. L’affinité est diminuee de 5

fois pour celui de PSMA par rapport a un ligand monovalent et diminuée de 10 fois pour celui
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de GRPR (178)
- Le maintien de la stabilité du radioligand (173)
- L’importante accumulation physiologique notamment dans les reins (174)
Mais le progres continue avec probablement 1’apparition prochaine des €tudes cliniques. Nous
pouvons imaginer, dans la suite logique de ce travail de these, la création d’un radioligand
hétérobivalents ciblant le PSMA et le NTR1 ou bien ciblant le GRPR et le NTR1 pour des

patients prouvés ayant une perte d’expression dans les tumeurs primitives.

Pour la suite de cette these, il est prévu de discuter une collaboration avec I’équipe de I’ Institut de
Chimie Moléculaire de 1'Université de Bourgogne (ICMUB) notamment le Dr Valverde Ibai et le
Dr Goncalves Victor qui ont travaillé sur la conception des sondes bimodales comportant des
ligands de NTR1. Le projet serait d’effectuer une ¢tude pré-clinique en utilisant ces sondes

hybrides dans les modeles murins doublement greffés.

Conclusion

En oncologie, la TEP est une technique d’imagerie en constante évolution. Non seulement les
équipements deviennent de plus en plus performants, mais aussi les recherches fondamentales
sur les voies de signalisations des cellules cancéreuses se poursuivent et ouvrent la voie au
développement de nouveaux radiotraceurs. Ces radiotraceurs gagnent en spécificité concernant
le ciblage tumorale, s’inscrivant pleinement dans une démarche de médecine personnalisée. Les
études précliniques sont des outils centraux dans le développement de ces nouveaux
radiotraceurs, dans leur comparaison et la recherche de nouvelles applications. La préclinique a
de surcroit I’avantage de pouvoir associer les résultats qualitatifs et quantitatifs de I’imagerie a la

réalité du ciblage grace a 1’étude des tissus par immunohistochimie.
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Le radioligand ciblant le NTR1, peu exploré dans I’imagerie moléculaire pour le CaP jusqu’a
présent, mérite davantage d’attention. Il peut devenir un jour, un des radiotraceurs principaux

appliqués en clinique, comme ceux ciblant le PSMA ou le GRPr, dans la RB du CaP.

Des travaux ultérieurs sont nécessaires pour affirmer cette hypothese, en particuliers sur le plan

anatomopathologique.

Avec I’avancée de la chimie, nous pouvons imaginer dans un futur proche la création de
nouveaux radioligands ciblant différents récepteurs en méme temps, prenant mieux en compte

I’hétérogénéité tumorale, offrant ainsi le mieux soin aux patients.
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Résumé en Francais

Le cancer de la prostate (CaP) est le cancer le plus fréquent chez I’homme. La récidive biologique (RB)
apres un traitement radical est fréquente et présente de nombreux défis. L.’imagerie y joue un réle important,
en particulier 'imagerie par résonance magnétique (IRM) et la tomographie par émission des positions
(TEP). Ces derniéres années ont vu 1’avénement de la TEP aux ligands de PSMA qui a révolutionné la prise
en charge dans ce domaine, mais qui peut encore s’affiner. Ce travail de thése s’intéresse d’abord a 1’état
de I’art actuel des différentes modalités d’imageries dans la prise en charge de la RB du CaP, avec une
revue de littérature. En routine clinique, la TEP aux ligands de PSMA s’aveére supérieure par rapport aux
d’autres modalités d’imagerie et aussi aux TEP avec d’autres radio-pharmaceutiques. Mais il existe
toutefois un nombre non négligeable d’examens négatifs. Afin d’améliorer ce point, nous avons exploré
des radiotraceurs innovants dans les modeles de souris doublement greffées de deux lignées de tumeurs
dérivées de cancer de prostate : la 22Rv1, connue pour exprimer le PSMA et la PC3, connue pour ne pas
I’exprimer. Pour la lignée PC3, une bonne captation tumorale est observée en utilisant ®*Ga-AMBA et ®3Ga-
DOTA-NT-20.3, marquant respectivement récepteur du gastrin-releasing peptide (GRPr) et récepteur d la
neurotensine de type 1 (NTSR1). L’étude anatomopathologique 1I’a confirmé en évaluant le profil
d’expression. On pense donc que le GRPr et en particulier le NTSR1 pourraient représenter une cible
alternative intéressante pour des applications diagnostiques de CaP avec des niveaux d'expression de PSMA
limités. En termes d’imageries moléculaires, ces agents peuvent devenir comme des alternatives
prometteuses aux TEP utilisant des analogues marqués au PSMA (par exemple Ga68-PSMA-11) en routine
clinique chez des patients dont 1a tumeur ne surexprime pas le PSMA. Pour aller plus loin, un travail centré
sur 1’anatomopathologie explorant les pieces de prostatectomie des patients ayant une TEP aux ligands de
PSMA négative est en cours. Différents anticorps notamment ceux ciblant le GRPr et le NTSR1 seront
utilisés pour savoir si le profil d’expression initial permet de rendre compte la négativité des examens TEP
aux ligands de PSMA.

Mots clés : cancer de la prostate, récidive biologique, IRM, TEP, %*Ga, PSMA, neurotensine

Abstract in English

Prostate cancer is the most common cancer in men. Biochemical recurrence after radical treatment is
common and challenging. Imaging plays an important role, especially magnetic resonance imaging (MRI)
and positron emission tomography (PET). Recently the PSMA PET/CT has revolutionized in this field, but
which can still be refined. This thesis work focuses first on the current state of the art of the different
imaging modalities in the management of biochemical recurrence in prostate cancer, with a review of the
literature. In clinical routine, PSMA PET/CT is superior to other imaging modalities and also to PET with
other radiopharmaceuticals. However, there is a significant number of negative exams. In order to improve
this point, we have explored innovative radiotracers in mouse models double-grafted from two tumour lines
derived from prostate cancer: 22Rv1, known to express PSMA, and PC3, known not to express it. For the
PC3 tumor, good uptake is observed using ®*Ga-AMBA and %¥Ga-DOTA-NT-20.3, respectively labelling
gastrin-releasing peptide receptor (GRPr) and neurotensin receptor type 1 (NTSRI). The
anatomopathological study confirmed this by evaluating the expression profile. It is therefore thought that
GRPr and in particular NTSR1 could represent an interesting alternative target for diagnostic applications
of prostate cancer with limited levels of PSMA expression. In terms of molecular imaging, these agents
may become promising alternatives to PET scans using PSMA-labelled analogues (e.g. Ga68-PSMA-11)
in clinical routine in patients whose tumours do not overexpress PSMA. To go further, work focused on
anatomopathology exploring prostatectomy specimens from patients with negative PSMA PET/CT is
underway. Different antibodies, notably those targeting GRPr and NTSR1, will be used to determine
whether the initial expression profile can account for the negativity of PSMA PET/CT.

Key words: prostate cancer, biochemical recurrence, MRI, PET, %Ga, PSMA, neurotensin
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