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Rationnel 

Une première partie abordera les généralités concernant l'oncologie endocrinienne et les 

contributions de la médecine nucléaire dans le diagnostic et le traitement des cancers. Ce chapitre 

comprend deux parties : la première traitera des cancers endocriniens en abordant quelques 

généralités sur le cancer et les tumeurs neuroendocrines ainsi que le rôle de la Médecine Nucléaire 

dans le traitement de cette pathologie. Une seconde partie la technique de Radiothérapie Interne 

Vectorisée (RIV), de son utilisation actuelle en clinique, les aspects de Physique et de Radiobiologie, 

jusqu'aux choix stratégiques d'optimisation qui sont au cœur de ce travail. Les techniques de 

radiomarquage et les contrôles associés seront décrits, de même que l'influence du choix du 

radionucléide et des rayonnements sur l'efficacité théorique du traitement. Les principes de 

l'expérimentation de ce traitement de RIV sur un modèle animal seront explicités avec ses enjeux et 

les solutions développées pour l'optimisation antitumorale in vivo du radiopharmaceutique. 

 

A. Oncologie endocrinienne 
 

A.1. Généralités 
 

Le cancer est souvent décrit comme l'une des principales causes de décès dans les pays développés 

d'Amérique du Nord et d'Europe [1,2]. 

Le cancer, ou plutôt "les" cancers, sont maintenant compris comme un dysfonctionnement du contrôle 

de la régulation du cycle cellulaire. Schématiquement, lors de la division d'une cellule au cours de son 

cycle de vie, des erreurs de réplication de son matériel génétique, l'ADN, peuvent survenir. Plusieurs 

contrôles ont lieu entre chaque phase du cycle, et la plupart du temps ces anomalies sont corrigées. 

Cependant, il peut survenir qu'une ou plusieurs mutations persistent et s'accumulent au cours des 

cycles de reproduction. Cette accumulation mène alors à la perte de certaines fonctions de régulation 

de la cellule qui conduisent à une prolifération anarchique de cellules qui échappent à tous 

mécanismes de régulations et acquièrent des compétences supplémentaires leur donnant un avantage 

prolifératif par rapport aux cellules saines, ce qui leur permet de coloniser l’organisme (métastases) et 

d’entrainer la mort [3].  

L'apparition d'un cancer n'est pas le résultat d'un élément unique, mais la conséquence d'une 

association de plusieurs évènements (fig. 1). 
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Les grandes étapes du processus de cancérisation ont été récemment proposées [4].  

L'initiation, consiste en la création d'une lésion de l'ADN par un stress génotoxique endogène ou 

exogène (virus, alcool, tabac, radiation ionisante).  

La promotion, si cette lésion n’est pas réparée (soit par défaut des systèmes de réparation, soit parce 

que le nombre de lésions à réparer excède les capacités de réparation), et si cette lésion est compatible 

avec la survie cellulaire, alors cette cellule va se diviser et générer d’autre cellules porteuses de cette 

lésion. Cette phase dépend de l'influence de facteurs de croissances telles que les hormones, ou ceux 

produit lors d’infections chroniques.  

Instabilité génétique : de division cellulaire en division cellulaire, le génome devient instable avec des 

transferts de matériel chromosomique qui entrainent soit des pertes de fonctions (perte de gène 

suppresseur de tumeur par exemple), soit des gains de fonction (activation d’oncogène). Le gain de 

fonctions est nécessaire et parfois suffisant à un développement tumoral. C’est durant cette phase que 

la cellule acquiert ses compétences nouvelles.  

Puis intervient la phase d’invasion, lorsque ces cellules échappent aux contrôles du système 

immunitaire.

 

Figure 1 - Principales caractéristiques des cancers 

 

Le développement tumoral est en lien étroit avec la formation de nouveaux vaisseaux sanguins venant 

irriguer et alimenter la tumeur en oxygène et nutriments. Ce phénomène appelé angiogénèse est un 

des récents axes de lutte antitumorale.  
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A.1.1. Cancers neuroendocriniens 

 

Les tumeurs neuroendocrines (TNE) sont des affections malignes développées à partir des cellules du 

système neuroendocrinien qui sont présentes principalement dans le tractus digestif et bronchique 

mais également au niveau du pancréas. C'est un groupe très hétérogène de pathologies. 

Les tumeurs peuvent être fonctionnelles, en raison de l'activité endocrine sécrétoire qui est conservée 

pouvant par exemple donner des flushs ou des diarrhées : la découverte de ces tumeurs se fait donc 

dans le cadre de l’exploration de ces symptômes sécrétoires. Dans d’autres cas ces pathologies 

tumorales sont non sécrétantes et évoluent donc à bas bruit, ce qui peut expliquer une découverte 

fortuite ou à un stade localement avancé. 

Ces pathologies tumorales peuvent être sporadiques isolées ou bien associées à d’autres pathologies 

endocriniennes, on parle de Néoplasies Endocriniennes Multiples (NEM). Ces pathologies peuvent 

avoir un mode de transmission héréditaire.  

 

 Phénotype (%) Manifestations cliniques 
Incidence (%) 

[1, 2] 

NEM type I 
Syndrome de 

Wermer 

Gastrinome (pancréas) 
Insulinome (pancréas) 

Adénome pituitaire 
Angiofibrome 

Lipome 
Hyperparathyroïdie 

50 
20 

66* 
64* 
17* 
90 

NEM type 
II 

NEM II A (60) 
Syndrome de 

Sipple 

Cancer médullaire de la thyroïde (CMT) 
Phéochromocytome 
Hyperparathyroïdie 

Notalgia 

100 
8-60 
> 33 
50 

NEM II B (5) 
Syndrome de 

Gorlin 

CMT 
Phéochromocytome 

Morphotype marfanoïde 
Ganglioneuromatose cutanée, sous-muqueuse et 

digestive 

85 
50 
80 

100 

FCMT (35) CMT 100 
* % des patients NEM1 et gastrinome 

Tableau 1 - Phénotypes des néoplasies endocriniennnes multiples [5,6] 

 

L'incidence de ce type de cancer, notamment les tumeurs endocrines (TE) et les cancers gastro-

enteropancréatiques (GEP) a augmenté de façon remarquable au cours des 3 dernières décennies, 

notamment suite à l'évolution des techniques d'imagerie et de diagnostic histopathologies [7]. 

Le pronostic de ces pathologies dépend de l'agressivité des tumeurs qui apparaissent en 

histopathologie selon le grade, le pourcentage de cellules en mitose et des signes d'infiltration locale. 
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D'évolution généralement lente, les tumeurs peuvent être bénignes ou malignes, selon leur grade et 

degré de prolifération  évalués sur l'analyse anatomopathologie et un score de l’OMS [8]. Le pronostic 

de survie est d'ailleurs fortement lié à ces paramètres, puisque la survie à 5 ans atteint 82 % pour les 

cancers neuroendocriniens bien différenciés, et tombe à 38 % pour les carcinomes non-différenciés 

[9]. 

 

A.1.2. Système neuroendocrinien et gastro-intestinal 

 

Les TNE se développent au sein des organes ayant un rôle  glandulaire ou dans un tissu voisin, à partir 

des cellules neuroendocrines. Elles sont disséminées dans le système neuroendocrine diffus, qui est 

composé des glandes neuroendocrines et d'autres tissus tels que les poumons, l'appareil digestif ou 

encore la peau. 

 

A.1.3. Thérapies anticancéreuses 

 

Les techniques de traitement des cancers n'ont cessé d'évoluer au fil du temps, et l'approche 

thérapeutique diffère selon le type de cancer. En effet, les trois principales approches médicales que 

sont la chirurgie, la radiothérapie et les traitements allopathiques permettent aujourd'hui la prise en 

charge de la majorité des cas. Cette dernière catégorie correspond au traitement médicamenteux. Elle 

connait une véritable explosion de stratégie thérapeutique innovante. Les premiers traitements 

apparus sont les chimiothérapies dites classiques, car cytotoxiques, puis sont apparues les thérapies 

ciblées bloquant directement ou indirectement une voie biologique impliquée dans la prolifération 

cellulaire, et puis très récemment, sont apparues des stratégies thérapeutiques qui ne ciblent pas la 

tumeur mais son environnement, comme par exemple la restauration de l’immunité puisque l'on s’est 

aperçu que les cellules tumorales pouvaient soit détourner le système immunitaire à leur profit, soit 

le rendre incompétent. Le principe général est la destruction de la tumeur qui repose souvent sur la 

synergie des traitements : ils sont alors concomitants. La règle est d’adapter le traitement à l’état 

d’avancement de la pathologie. 
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A.1.3.1. Chirurgie 
 

En cancérologie, l'acte chirurgical est réalisé au bloc opératoire, généralement sous anesthésie 

générale, à des fins différentes. Dans la majorité des cas, à l'exception des tumeurs liquides, le 

traitement chirurgical est le seul traitement curatif. La non-résécabilité ou la non-opérabilité conduit 

souvent à des options palliatives. Cette chirurgie curative a pour but de retirer le maximum de tissu 

tumoral du patient, y compris l'atteinte périphérique non-visible et parfois les chaines ganglionnaires 

reliées à la zone opérée (curage ganglionnaire).  

L'intérêt d'associer un traitement concomitant à la chirurgie est le maintien du confort de vie du 

patient traité. La chirurgie peut aussi être réalisée afin de réduire le volume tumoral, et permettre aux 

traitements de chimiothérapie ou de radiothérapie réalisés par la suite de donner de meilleurs 

résultats. 

 

A.1.3.2. Chimiothérapie 
 

La chimiothérapie est réalisée à l'aide d'une ou plusieurs molécules anticancéreuses administrées sur 

un ou plusieurs jours. Les effets sur la maladie sont analysés au fil des phases alternées de traitement 

et de repos, sur plusieurs mois, et le protocole de traitement est adapté en fonction des résultats. La 

chimiosensibilité des cancers et la tolérance du patient conditionnent fortement la réussite et 

l'efficacité du traitement. 

A l'inverse de la chirurgie, l'avantage de la chimiothérapie est qu'elle agit par voie générale sur toutes 

les cellules cancéreuses du corps et celles dont la multiplication est rapide, y compris les cellules non 

détectées et les métastases disséminées. Administrée avant la chirurgie, la chimiothérapie néo-

adjuvante permet une diminution du volume tumoral. Elle peut être utilisée après une opération ou 

bien seule pour traiter les métastases. 

En situation curative, prescrite avant ou juste après la chirurgie, la chimiothérapie a pour but de réduire 

les risques de récidive ou d'évolution métastatique. En situation métastatique, situation palliative le 

plus souvent, les traitements synergétiques ont pour objectif de ralentir la progression de la maladie. 
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A.1.3.3. Radiothérapie 
 

La radiothérapie regroupe toute les techniques développées dès le début du siècle dernier à la suite 

de la découverte des effets de la radioactivité, et qui utilisent des rayonnements ionisants pour traiter 

les tumeurs. L'irradiation ciblée délivrée au patient permet de détruire les cellules tumorales et de 

bloquer la progression du cancer, tout en préservant les tissus sains environnants. Durant le parcours 

de soin, plus de la moitié des patients atteints de cancer bénéficient d'une technique de radiothérapie. 

Comme la chimiothérapie, l'irradiation peut être néo-adjuvante, adjuvante ou bien exclusive si la 

localisation le permet. 

 

Trois modalités de radiothérapie existent : 

- en radiothérapie externe, le faisceau d'irradiation provient d'un dispositif médical, 

l'accélérateur de particule, situé hors du patient. Plusieurs évolutions de la radiothérapie 

classique "conformationnelle 3D" équipent les services de soin, comme la radiothérapie avec 

modulation d'intensité, l'arcthérapie, la tomothérapie, la radiothérapie stéréotaxique, le 

Cyberknife®, le GammaKnife®, la protonthérapie. Chacune de ces évolutions apporte une plus 

grande précision et ou une meilleure efficacité au traitement, au bénéfice du patient. 

 

- la curiethérapie utilise des sources radioactives scellées d'iridium, d'iode ou de césium sous 

forme de grains ou de fils, positionnées de façon temporaire ou définitive au sein même de la 

zone à traiter. Selon la localisation tumorale, elle peut être endocavitaire (vagin, utérus), 

endoluminale (œsophage, trachée) ou interstitielle (prostate, sein, muscle) et permet 

l'irradiation très localisée des tissus. Ce positionnement particulier des sources permet 

l'utilisation de doses de radiation élevées en épargnant les tissus sains. 

 
- la radiothérapie interne vectorisée ou "métabolique" consiste en l'administration d'une 

molécule radioactive qui se fixe en théorie sélectivement sur les cellules tumorales afin de les 

irradier. Cette technique est au cœur de ce travail de thèse et sera détaillée ci-dessous. 
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A.2. TNE et expression hormonale 
 

Comme vu précédemment, les tumeurs neuroendocrines conservent leur activité sécrétoire et 

produisent diverses hormones qui se retrouvent dans la circulation sanguine. Ces hormones sont 

utilisées par l'organisme pour contrôler une multitude de fonctions, comme la croissance, la tension 

artérielle, la production d'urine, de lait, la digestion, la reproduction, etc. [10,11]. Lorsque les cellules 

neuroendocrines deviennent tumorales, la sécrétion n'est plus régulée et des symptômes liés 

apparaissent. Nous ne détaillerons pas ici toutes les hormones rattachées au système 

neuroendocrinien, nous décrirons brièvement la somatostatine et la cholécystokinine qui sont au 

centre des développements de notre travail. 

 

A.2.1. Somatostatine 

 

La somatostatine (SST), aussi appelée GHIH (growth hormone-inhibiting hormone), est une hormone 

peptidique naturellement présente dans le corps humain. Elle existe sous deux formes actives de 14 

et 28 acides aminés, et est sécrétée par les cellules de l'hypothalamus mais aussi de l'estomac, de 

l'intestin et du pancréas (fig. 2). 

 

Figure 2 – Structure des somatostatines de 14 et 18 acides aminés 

 

La somatostatine a une fonction de régulation du système endocrinien, et joue un rôle dans la 

neurotransmission et la prolifération cellulaire. Elle inhibe notamment le largage de plusieurs 
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hormones secondaires, telles que l'hormone de croissance (GH), l'hormone thyréotrope (TSH), la 

gastrine, la cholécystokinine (CCK), la sécrétine, la motiline, ou encore l'insuline et le glucagon au 

niveau pancréatique. 

Pour jouer son rôle d'inhibition, la somatostatine se fixe sur 5 récepteurs membranaires nommés 

SSTR1 à SSTR5 [12].  Ces dernières années, de nombreux analogues de la somatostatine ont été 

développés afin de cibler ces récepteurs membranaires dans un but thérapeutique. Logiquement, 

puisque l'efficacité du médicament repose sur le ciblage d'un récepteur, on a donc utilisé une molécule 

dérivée de ce principe actif pour vectoriser des isotopes et cibler des cellules tumorales comme outil 

diagnostique dans le cadre de l'imagerie diagnostique en médecine nucléaire [13] et plus récemment 

comme agent thérapeutique en radiothérapie interne vectorisée [14]. Les plus étudiés de ces 

analogues, l'octreotate et l'octreotide (ou sandostatine) ont été synthétisés au début des années 1980, 

et plus récemment les lanréotides [15]. L'octreotide radiomarqué à l'indium 111, ou Octreoscan®, 

bénéficie d'une autorisation de mise sur le marché (AMM) pour l'imagerie non-invasive des tumeurs 

neuroendocrines surexprimant les récepteurs à la somatostatine et est utilisé en routine clinique. Les 

récepteurs à la somatostatine sont surexprimés à la surface de certaines tumeurs neuroendocrines, 

mais sont aussi exprimés par les tissus sains. Cet aspect est une des limitations des traitements utilisant 

les analogues à la somatostatine, et sera abordé plus en détail par la suite. Le problème est qu'au cours 

de leur évolution, ces tumeurs deviennent plus agressives et perdent leur capacité à exprimer ces 

récepteurs (dédifférenciation). Cette stratégie de ciblage n'est donc plus opérante en cas de tumeur 

dédifférenciée, d'où l'intérêt de rechercher d'autres cibles. 

 

A.2.2. Cholécystokinine/Gastrine 

 

La cholécystokinine (anciennement pancréozymine) est une hormone sécrétée par le duodénum, le 

premier segment de l'intestin grêle, relarguée dans la circulation sanguine, et qui joue un rôle dans la 

digestion des graisses et des protéines par la libération d'enzymes digestives et de bile, mais aussi dans 

la sensation de satiété de de douleur. Le gène CCK régulant son expression est situé sur le 3ème 

chromosome du génome humain. La cholécystokinine est un polypeptide composé d'un nombre 

variable d'acides aminés (4, 5, 8, 22, 33,…), dont les différentes formes issues du précurseur pré-

procholécystokinine, sont produites au sein de cellules issues aussi bien d'un tissu gastro-intestinal 

qu'extra-gastro-intestinal [16] (fig. 3). 
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Figure 3 - Structure d'acides aminés de la cholécystokinine 22 

 

Chacune des formes de cholécystokinine est présente en majorité dans un tissu et y apporte une 

fonction précise : CCK-8 pour une sécrétion pancréatique exocrine, CCK-4 pour une sécrétion 

pancréatique endocrine, par exemple. Le dénominateur commun à ces multiples formes de 

cholécystokinine sont les 4 acides aminés identiques de la chaine C-terminale (-Trp-Met-Asp-Phe-NH2) 

et qui assurent sa fonctionnalité sur les récepteurs membranaires [17]. Elle est de ce fait très similaire 

en termes de structure à la gastrine, une hormone sécrétée dans l'estomac, et qui possède elle aussi 

ces 4 acides aminés C-terminaux. Cet aspect versatile du groupe "cholécystokinine/gastrine" permet à 

cette hormone de réguler ses cibles de manière efficace. 

L'intérêt d'utiliser les différentes formes de cholécystokinine réside dans l'expression des récepteurs 

membranaires associés RCCK1 et RCCK2 seulement dans les tissus endocriniens tumoraux. Cet aspect 

sera abordé plus en détail par la suite. 

 

A.2.3. Contribution de la médecine nucléaire à la démarche diagnostique et 

thérapeutique 

 

La médecine nucléaire est une spécialité médicale diagnostique et thérapeutique qui repose sur 

l'administration de médicaments radiopharmaceutiques (MRP). Selon l'isotope transporté, il est 

possible de faire de l'imagerie monophotonique, biphotonique ou bien de la radiothérapie interne 

vectorisée. Le nombre de médicaments radio-pharmaceutiques (MRP) utilisés est relativement 

important : dérivés technétiés, iode 123, thallium 201, gallium 68, indium 111, etc., ainsi que les 

radiotraceurs associés. 

Les techniques d'imagerie de tomographie par émission monophotonique (TEMP-TDM) et de 

tomographie par émission de positron (TEP-TDM) couplées à un tomodensitomètre sont réalisées afin 

d'examiner le métabolisme des tissus : en vérifier la structure, le fonctionnement et détecter une 
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affection fonctionnelle. En cancérologie, ces techniques s'intègrent dans une démarche diagnostique 

à la recherche de lésions tumorales supposées, faisant suite à un examen médical initial. 

L'administration d'un MRP dont la nature (molécule, anticorps, hormone, peptide, cellule, 

neurotransmetteur, etc.) est spécifique de l'organe à explorer permet aux équipes soignantes d'établir 

des diagnostics, de dresser des bilans d'extension tumorale (métastases) et de poser un pronostic. En 

effet, ces MRP vont intégrer le métabolisme du tissu ou de l'organe ciblé et émettre un rayonnement 

ionisant pouvant être détecté à l'extérieur du patient. Cette technique offre la possibilité de localiser 

avec une précision relative la ou les régions à partir desquelles sont émis les photons de désintégration 

de l'atome radioactif. Ainsi une image de fixation est établie à partie de laquelle il est possible de 

quantifier la radioactivité "métabolisée". 

 

L'imagerie fonctionnelle représente aujourd'hui la majorité (95 %) des actes réalisés en médecine 

nucléaire. Les techniques utilisées donnent des informations importantes et complémentaires aux 

imageries de tomodensitométrie et IRM mais ne les remplacent pas. 

 

A.2.3.1. Tomographie d'Émission Mono-Photonique (TEMP-TDM) 
 

La TEMP est une technique dont le principe a émergé au milieu du XXème siècle à l'Institut Curie, et qui 

a évolué jusqu'à aujourd'hui pour devenir une modalité d'imagerie fonctionnelle aux applications 

multiples. La fixation du traceur radioactif est imagée à l'aide de plusieurs détecteurs en rotation 

autour du patient. Ces détecteurs, qui équipent les TEMP-TDM, sont composés d'un scintillateur 

uniquement sensible aux photons : le dispositif peut imager un nombre important d'isotopes, à la seule 

condition qu'ils soient émetteurs de photons γ. Ces photons γ d'énergie élevée sont transformés en 

photons lumineux peu énergétiques au sein du cristal de scintillation, eux-mêmes transformés en 

électrons par une photocathode,  et amplifiés par un tube photomultiplicateur pour obtenir en sortie 

un signal électrique interprétable. De nombreuses évolutions ont été apportées à la technique ces 

dernières années notamment le couplage quasi-systématique, sur les modèles récents, d'un 

tomodensitomètre (TDM) aux caméras à scintillation. L'examen métabolique est dès lors complété par 

une scanographie de la zone explorée : l'apport diagnostique est indéniable puisque la TEMP-TDM 

permet ainsi de quantifier et de localiser plus précisément les fixations pathologiques de l'isotope 

administré [18]. 
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A.2.3.2. Tomographie par Emission de Positons (TEP-TDM) 
 

La TEP est la seconde modalités d'imagerie nucléaire utilisant les détecteurs à scintillation. A l'inverse 

de la gamma caméra, les détecteurs de la TEP sont disposés en couronne autour du patient. Ceci est 

lié à la spécificité de ce type d'imagerie qui est l'utilisation exclusive d'émetteurs de positons 

(radioactivité β+). Lors de ce type de désintégration, le positon éjecté du noyau s'annihile avec un 

électron avoisinant et deux photons de 511 keV sont émis à 180° l'un de l'autre. Les détecteurs 

disposés en couronne autour du patient permettent de capter ces deux photons dans un laps de temps 

très court – de l'ordre de la nanoseconde – pour obtenir un signal "de coïncidence". Une fois un 

nombre suffisant de coïncidences détectées, l'image peut être reconstruite informatiquement. Le 

radionucléide émetteur β+ le plus couramment utilisé en TEP est le fluor 18, mais d'autres isotopes à 

durée de vie courte ouvrent le champ des possibilités d'imagerie, comme le carbone 11, l'azote 13, 

l'oxygène 15 ou encore le gallium 68. Ces isotopes sont couplés à des vecteurs permettant l'exploration 

de différents métabolismes.  

A l'instar de la TEMP-TDM, la TEP est couplée avec un scanner afin d'améliorer la localisation des 

fixations imagées (résolution spatiale TEP de 5 mm et scanner de 1 mm) dans un but d'amélioration 

diagnostique. De plus, lorsque les hyperfixations du traceur sont neurologiques, les images obtenues 

en TEP peuvent être fusionnées avec des images issues d'un examen IRM afin d'obtenir des 

informations morphologiques et structurelles plus précises. 

 

A.2.4. Démarche thérapeutique de l'imagerie 

 

L'imagerie fonctionnelle dans le cadre thérapeutique est principalement basée sur le suivi de 

traitement et son évaluation. Le pilotage du traitement, c’est-à-dire sa modification, son arrêt ou son 

prolongement, est guidé par les images obtenues. Elles sont réalisées de manière chronique aux étapes 

clés du traitement. L'imagerie TEP est notamment utilisée pour le suivi de chimiothérapies et 

radiothérapies et dans le cadre d'une recherche de récidive chez les patients déjà traités. 

Plusieurs molécules sont utilisées en routine clinique, à savoir le 111In-DTPA-octreotide (Octreoscan™) 

pour l'imagerie TEMP, ainsi que le 18F-DOPA et le 68Ga-DOTANOC pour l'imagerie TEP. 
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B. Radiothérapie interne vectorisée : considérations générales et applications aux TE 
 

Comme vu précédemment, les cancers neuroendocriniens, par le rôle sécrétoire, expriment des 

récepteurs membranaires peu ou pas présents dans les cellules saines. En routine clinique, cette 

spécificité permet l'irradiation des tissus tumoraux par plusieurs techniques de radiothérapie interne, 

vectorisée ou non-vectorisée. 

 

B.1. Bases de physique particulaire et rayonnements ionisants 
  

Un rayonnement ionisant (RI) est un flux de particules dont l'énergie est suffisante pour ioniser la 

matière qu'il rencontre et traverse : ce flux y dépose une quantité d'énergie suffisante pour arracher 

des électrons au cortège électronique de l'atome qui s'ionise en se chargeant positivement. Ce type 

de rayonnement existe à l'état naturel (rayonnement cosmique, tellurique), et peut être obtenu de 

manière artificielle en centrale nucléaire, à l'aide d'accélérateurs de particules (de type cyclotron) ou 

de tubes à rayons X. Les rayonnements ionisants sont dits "pénétrants" et peuvent altérer la nature de 

la matière en profondeur, en fonction de leur nature et de l'énergie qu'ils transportent. Les divers 

effets de cette altération induisent des dégâts aux tissus biologiques irradiés, et qui sont la base des 

traitements de radiothérapie. 

 

B.1.1. Rayonnements directement ionisants et indirectement ionisants 

 

Le caractère ionisant d'un rayonnement se distingue en deux catégories selon le processus 

d'interaction qui a lieu lors de sa traversée de la matière. Lorsque le rayonnement ionise la matière 

par l'intermédiaire de particules ionisantes secondaires qu'il a précédemment mis en mouvement, il 

est qualifié de rayonnement "indirectement ionisant" : c'est le cas des neutrons et les photons X et γ, 

qui sont électriquement non-chargés. Ces derniers cèdent leur énergie aux électrons du milieu, mais 

ne sont pas responsables de la création d'ions tout au long du parcours dans la matière : dans un 

premier temps, la particule secondaire chargée est libérée dans le milieu (électron libéré par un photon 

ou proton libéré par un neutron). Dans un second temps, la particule chargée libérée dépose son 

énergie au fil des interactions coulombiennes avec la matière sur son trajet. 

A l'inverse, les rayonnements de particules électriquement chargées sont qualifiés de "directement 

ionisants" : électrons, positrons, protons, ions et particule α. Ils déposent une énergie suffisante pour 
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ioniser la matière en arrachant les électrons sur leur trajet. Ces rayonnements induisent des 

modifications chimiques ou physico-chimiques transitoires ou permanentes pouvant détruire la 

structure des molécules. 

 

B.1.2. Rayonnements électromagnétiques X et γ 

 

Les rayonnements électromagnétiques sont à la fois une onde et un flux de photons, dont la 

dénomination X ou γ est donnée en fonction de leur provenance : les rayons X sont produits au sein 

du nuage électronique des atomes, alors que les photons γ sont produits au sein du noyau lors de la 

conversion des nucléons. Wilhelm Conrad Röntgen découvre le phénomène de rayonnement X en 

1896 [19], et il reçoit le prix Nobel de physique en 1901. La mise en évidence du rayonnement γ est 

quant à elle attribuée au physicien français Paul Villard en 1900.  

Les rayonnements photoniques ionisants peuvent interagir avec la matière qu'ils traversent par trois 

phénomènes différents et dépendant de l'énergie du faisceau incident : l'effet photoélectrique, la 

diffusion Compton et la création de paires. Les deux premiers ont lieu pour toutes les énergies 

permettant l'ionisation d'un atome, auxquels vient s'ajouter la production de paires au-delà de 

1022 keV, et leur prédominance est fonction du numéro atomique de la cible et de l'énergie du photon 

incident (fig. 4 et 5). 

 

 

Figure 4 - Prédominance des interactions photon-matière [20]  
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Figure 5 - Phénomènes d'interaction photon-matière : ionisation par effet photoélectrique (A), ionisation par diffusion 

Compton (B), création de paires e-/e+ et annihilation du positron (C) 

 

B.1.3. Rayonnements particulaires α et β 

 

Les rayonnements α et β sont des rayonnements de particules massiques, issus de deux phénomènes 

distincts de désintégration radioactive de la matière mis en évidence par Rutherford en 1899 [21]. 

Dans les deux cas, la structure du noyau de l'élément "père" subit une modification et une particule 

chargée est éjectée du noyau. 
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La carte des nucléides, développée et mise à jour par l'IAEA (International Atomic Energy Agency [22], 

présente les modes de désintégration des différents éléments radioactifs naturels et synthétisés 

connus à ce jour (fig. 6).  

 

Figure 6 - Carte des nucléides et leur mode de désintégration [22] 

Les désintégrations α (jaune) correspondent à un excès de nucléons, les désintégrations β+ (rose) sont 

liées à un excès de protons et les β− (bleu) à un excès de neutrons. Ainsi, les désintégrations successives 

de ces radionucléides mènent à la création d'éléments stables, représentés en noir, et qui constituent 

ce que les physiciens appellent la "vallée de la stabilité". Cette dénomination provient du fait que 

l'énergie de liaison des noyaux est plus élevée pour ces éléments stables. 

Le premier de ces phénomènes, la radioactivité α, consiste en l'éjection de deux nucléons et deux 

protons du noyau "père", composant ainsi la particule alpha et qui correspond à un noyau d'Hélium. 

X�� →	 Y���
��	 + H�	 e	 

Cette particule massique, chargée positivement, est éjectée avec une énergie cinétique importante, 

de l'ordre de quelques millions d'électronvolts (MeV). Ces trois caractéristiques donnent à la particule 

α un fort potentiel ionisant lors de ses interactions avec la matière traversée. Les éléments se 

désintégrant de cette façon ont une période de demi-vie d'autant plus courte que l'énergie disponible 

et transférée à la particule α est grande. 
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Le second phénomène, la désintégration β, correspond à l'éjection d'un électron ou d'un positron à 

partir du noyau. L'excès de proton conduit à l'éjection d'un électron et d'un antineutrino afin de 

respecter la conservation du nombre leptonique et de la charge électrique du noyau : 

X�� →	 Y�
�
� + �� + �̅�  

Un neutron (udd) se transforme en proton (uud) par le passage d'un quark "down" à un quark "up", 

suivi de l'émission des deux autres particules : 

� →	�
 + �� + �̅�  

L'opération inverse a lieu lors de la désintégration β+ puisqu'un proton se transforme en neutron en 

éjectant un positron et un neutrino du noyau : 

�
 → 	� + �
 + �� 

L'équation finale pour cette désintégration est alors : 

X�� →	 Y���
� + �
 + ��  

 

B.1.3.1. Interaction des électrons par collision inélastique 
 

L'interaction entre le rayonnement incident et le nuage électronique se produit par collision "à 

distance". Ce sont les champs coulombiens des deux particules qui entrent en contact. Si l'énergie 

déposée est inférieure à l'énergie de liaison de l'électron cible, ce dernier est excité et revient dans son 

état d'énergie le plus stable en émettant un photon de fluorescence. Le cas échéant, l'électron cible 

est éjecté à l'instar d'une diffusion Compton, et la lacune créée est comblée par un électron d'une 

couche supérieure. S'en suit l'émission d'un photon X de fluorescence ou bien d'un électron Auger. De 

ce fait, le spectre d'émission de ces photons est un spectre "de raies" d'énergie spécifiques bien 

définies. 

 

B.1.3.2. Interaction des électrons par rayonnement de freinage 
 

L'interaction d'un électron avec un noyau atomique de Z élevé est aussi une interaction inélastique. Le 

champ électrique du noyau accélère (positivement ou négativement) l'électron incident qui va perdre 

une partie de son énergie en émettant des photons de freinage (ou rayonnement Bremsstrahlung) lors 
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de sa déviation. Cette perte d'énergie est importante pour les électrons de très haute énergie. La 

probabilité d'interaction par rayonnement de freinage croît avec l'énergie cinétique de l'électron 

incident ainsi qu'avec le numéro atomique de la cible de manière quadratique. Le spectre d'énergie du 

rayonnement de freinage s'étend de 0 eV jusqu'à l'énergie maximale du rayonnement incident. 

 

Figure 7 - Interactions électron-matière : rayonnement de freinage (gauche) et collision inélastique (droite) 

 

En définitive, le pouvoir de ralentissement total des électrons dans la matière est donné par la somme 

des pouvoirs d'arrêt par collision et par rayonnement de freinage :  
��
�� = �

��
������� + �

��
������ 

 

B.1.4. Notion de parcours 

 

Le pouvoir pénétrant des rayonnements ionisants dans la matière est une caractéristique qui varie 

selon plusieurs paramètres : l'énergie et la nature des particules émises ainsi que la densité du milieu 

traversé (numéro atomique Z). Ce pouvoir pénétrant est représenté par le parcours moyen R du 

projectile, et qui correspond à la distance moyenne que peut franchir la particule avant d'être 

totalement stoppée et d'avoir transférée toute son énergie au milieu. 

Les interactions entre les photons énergétiques et la matière ont un caractère aléatoire et non-

obligatoire : le rayonnement est atténué, et non pas stoppé par la matière traversée. Par conséquent, 

le nombre de photons N(x) n'ayant pas interagit en fonction de la distance traversée x suit une loi de 

décroissance exponentielle qui dépend d'un coefficient d'atténuation linéique µ :  !"# =  $. ��&�. Ce 
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coefficient d'atténuation est dépendant de l'énergie du rayonnement ainsi que de la densité du milieu 

traversé (fig. 8). 

 

Figure 8 - Coefficient d'atténuation des photons (gauche) et parcours des photons dans l'eau (droite). 

Données NIST (physics.nist.gov) : µeau(1000 keV) = 0,07072 cm-1 et µeau(300 keV) = 0,1186 cm-1 

 

Les particules chargées les plus lourdes (protons, ions, particules α) ont un parcours moyen 

sensiblement égal à la longueur de leur trajectoire : les interactions successives n'ont que peu d'effet 

de déviation [23].  

La figure 14 ci-dessous présente le parcours (en traits pleins) ainsi que le pouvoir linéique de 

ralentissement de ces particules (en pointillés) dans différents matériaux en fonction de la quantité de 

mouvement p (GeV.c-1), c’est-à-dire de l'énergie cinétique. La dépendance en énergie est identique 

pour chacune des particules représentées, faisant fortement varier la distance parcourue dans le 

milieu. Il est intéressant de noter que plus la particule chargée est lourde, plus la quantité de 

mouvement qu'elle doit posséder pour atteindre un parcours moyen donné est élevée. L'exemple le 

plus parlant est la particule α qui, pour atteindre 10 g.cm-2 dans le plomb nécessite une quantité de 

mouvement d'environ 1400 MeV.c-1 en comparaison du proton qui nécessite approximativement 

360 MeV.c-1. Ceci est confirmé par un pouvoir de ralentissement de la particule α bien plus important 

que les autres particules massiques. 

Cette notion de parcours dans la matière, lié à l'énergie du rayonnement, est d'une grande importance 

dans le cadre des traitements par radiations ionisantes. Le choix des radionucléides dans l'optimisation 

de la RIV, selon l'énergie de leur rayonnement, est conditionné par la localisation et la taille des tissus 

à traiter. 
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La trajectoire des particules lourdes dans la matière est rectiligne. En effet, les déviations que ces 

particules subissent lors des différentes collisions sont minimes de par leur masse et leur taille vis-à-

vis des électrons de la matière qu'elles mettent en mouvement. Le parcours moyen de ces particules 

lourdes est sensiblement égal à la longueur de leur trajectoire. Leur profil de dépôt d'énergie dans la 

matière est représenté par une courbe de Bragg (ou pic de Bragg) (fig. 9) : au fur et à mesure de leur 

traversée de la matière, les particules ralentissent et déposent de plus en plus d'énergie à chaque 

interaction, jusqu'à l'arrêt total. 

 

Figure 9 - Courbe de Bragg de protons dans l'eau (gauche) et relation TEL/énergie pour les électrons et les protons (droite) 

[ICRU Report 16 – 1970] 

 

Les électrons ayant quant à eux une masse bien inférieure aux structures avec lesquels ils interagissent 

par chocs élastiques, ils sont fortement déviés sur leur parcours. La trajectoire qui en résulte, 

notamment aux faibles énergies, est un schéma en tronçons. De ce fait, le parcours moyen des 

électrons dans la matière est long, mais reste très inférieur à la longueur de leur trajectoire et l'on 

admet généralement la relation entre parcours moyen et énergie maximale du 

rayonnement : '(�)�*	!+. ,-��# = �	!.�/#
� . 

 

 

Figure 10 - Parcours des particules chargées en rapport au diamètre cellulaire (exemple de la RIT) [24] 
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Selon la nature du rayonnement, la distribution du transfert d'énergie dans la matière peut être très 

différente, notamment dans le cas de rayonnement particulaire chargé utilisé en RIV (fig. 10). L'énergie 

des particules β- a un fort impact sur le volume cellulaire irradié. 

 

B.2. Radiobiologie des rayonnements ionisants 
 

B.2.1. Transfert linéique d'énergie 

 

Afin de les caractériser selon leur effet dans la matière, les différents rayonnements ionisants sont 

classés en fonction de l'énergie moyenne transférée localement tout au long de leur parcours : le 

transfert d'énergie linéique (TEL). Ce paramètre physique, généralement exprimé en keV.µm-1, a été 

défini en 1976 par l'International Commission on Radiological Units (ICRU) comme le rapport 
��
��  où dE 

est l'énergie moyenne localement transmise au milieu par une particule chargée d'énergie spécifique 

sur la distance dl. Il varie selon la masse, la charge et l'énergie de la particule ionisante et représente 

le dépôt d'énergie par ralentissement progressif ou par atténuation des particules dans la matière par 

unité de longueur parcourue. Un TEL élevé reflète une grande quantité d'énergie déposée et donc des 

dégâts biologiques potentiellement importants. Ce paramètre résulte des travaux expérimentaux de 

Hans Bethe corrigés par Felix Bloch en 1932 [25].  Les interactions des photons avec la matière ayant 

un caractère aléatoire, leur TEL proche de 1 n'est pas réellement caractéristique mais comparatif vis-

à-vis des interactions à caractère obligatoire des particules massiques (neutrons, protons, électrons, 

positons, particule α).  

 

Rayonnement TEL (keV.µm-1) 

Rayons-X de 60Co 0,2 

Rayons-X 250 kV 2,0 

Protons 10 MeV 4,7 

Protons 150 MeV 0,5 

Electrons β- de 90Y 0,2 

Electrons β- de 177Lu 1 

Electrons Auger 10 - 25 

Neutrons 14 MeV 100 

Particule α 2,5 MeV 166 

 

Figure 11 - Valeurs typiques de TEL pour plusieurs particules [26,27] 
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De manière générale, le TEL des rayonnements électroniques β est relativement faible (fig. 11). Leur 

long parcours permet l'irradiation d'un grand nombre de cellules autour de la cible (phénomène de 

crossfire ou feu croisé), augmentant ainsi le potentiel de destruction tumorale des traitements 

vectorisés. 

Les électrons Auger (émis suite à une fluorescence X) ont un TEL intermédiaire dû à leur faible énergie. 

Cependant, si leur rayonnement est émis à proximité directe des molécules d'ADN, leur efficacité 

biologique est élevée et les courbes de survie cellulaires correspondent à celles obtenues avec des 

particules α à TEL élevé. Le cas échéant (source Auger dans le cytoplasme), l'effet biologique est 

similaire aux électrons β  [28]. 

Les particules α, à fort TEL déposent leur énergie très localement, typiquement dans les 100 premiers 

micromètres de tissu. Leur TEL élevé avoisinant les 100 keVµm-1 est susceptible d'induire des dégâts 

biologiques élevés sur un nombre restreint de cellules, sans irradier les tissus sains distants. Les études 

précliniques et cliniques ayant mis en ayant démontré l'intérêt de ces nucléides font des émetteurs α, 

tels que l'actinium-225, l'astate-211 ou encore le bismuth-213, des candidats de choix pour le 

traitement des tumeurs de petite taille, les métastases et les cancers disséminés [29–31]. 

 

Figure 12 - Schéma de l'effet d'une irradiation à faible TEL (électrons) et fort TEL (protons) sur une population cellulaire. 

adapté de [32] 

 

B.2.2. Efficacité biologique relative (EBR) 

 

Connaitre le TEL d'un rayonnement est un point essentiel dans l'étude des dégâts causés par la 

radiothérapie. En effet, la même dose déposée par des rayonnements de TEL différents dans un tissu 

biologique induit des effets radiobiologiques différents. Cette capacité des rayonnements à TEL 

différents à produire des dégâts biologiques équivalents dans des conditions identiques est 

caractérisée par l'Efficacité Biologique Relative (EBR). De manière pratique, l'EBR traduit le potentiel 

d'un rayonnement à induire des dommages aux tissus biologiques en comparaison à un rayonnement 

de photons "de référence". Historiquement, cette référence est un rayonnement de photons X de 250 
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keV, qui tend à être remplacée, selon les recommandations de l'ICRP, par un rayonnement photonique 

de 60Co (Eγ1 = 1,33, Eγ2 = 1,17 MeV, Eβ = 318 keV) [33]. 

 

L'EBR est calculé selon le formalisme suivant : 

01' = 234�	2�	5é7é5��,�	8�ℎ3:3�4	250	>�?	3@	 A3
B$ C!DE#

234�	2@	5FE3���-��:	!DE# 	�3@5	G�	-ê-�	�77�:	IJ3G3+JK@� 

 

 

Figure 13 - Variation de l'EBR en fonction du TEL. Les courbes 1,2 et 3 correspondent respectivement à des niveaux de survie 

cellulaire de 80%, 10% et 1%. L'EBR est aussi dépendant des données de survie cellulaire, et donc de la dose absorbée [38] 

 

La relation entre l'EBR et le TEL varie selon les particules pénétrant les tissus, leur énergie, mais aussi 

leur cytotoxicité (fig. 13). Pour les rayonnements à TEL faible ou modéré (photons X et γ, électrons 

Auger et β, protons de faible énergie), l'efficacité biologique est relativement faible – le parcours des 

particules entre deux ionisations est encore relativement élevé vis-à-vis de la densité tissulaire – et 

croît exponentiellement entre 10 et 100 keV.µm-1. L'EBR atteint une valeur maximale lorsque le TEL 

est égal à 100 keV.µm-1 : à cette valeur de densité d'ionisation, la distance qui sépare deux évènements 

ionisants est environ égale au diamètre de la double-hélice de la molécule d'ADN. En conséquence, la 
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probabilité pour le rayonnement de causer des cassures double-brin fortement cytotoxiques est 

maximale en regard de la l'énergie déposée. Au-delà de 100 keV.µm-1, l'EBR diminue à nouveau à cause 

d'un dépôt de dose inutilement trop élevé dans une même cellule, on parle alors d'overkill [34].

  

 

B.2.3. Effets des rayonnements ionisants sur les tissus biologiques 

 

Les effets biologiques des radiations sont usuellement classés dans deux catégories : les effets 

déterministes (obligatoires et non-aléatoires), et les effets stochastiques (probabilistes et aléatoires). 

Les effets déterministes sont causés par la délivrance d'une forte dose absorbée, supérieure à un 

certain seuil, et qui dépend notamment de la nature du tissu ainsi que de sa radiosensibilité. Pour un 

même organe, la valeur de seuil dépend du fractionnement et de l'étalement de la dose dans le temps : 

lorsqu'elle est délivrée sur un temps court, le seuil déterministe est plus faible que lorsque la délivrance 

est étalée. Quand des tissus radiosensibles tels que les tissus hématopoïétiques, les gonades, la peau 

et les intestins sont touchés, les effets déterministes peuvent être réversibles à condition que les 

cellules souches présentes dans ces tissus soient suffisamment nombreuses et intactes pour 

reconstruire les lésions. Certains effets déterministes tardifs peuvent quant à eux être irréversibles 

(cataracte, infertilité, lésions cutanées par exemple) [35].  

Les effets stochastiques n'ont pas d'effet de seuil : leur occurrence est proportionnelle à la dose 

absorbée. De plus, ils se distinguent des effets déterministes par une sévérité de l'atteinte 

indépendante de la dose. Les mutations radio-induites engendrées peuvent persister au fil des 

divisions successives et les conséquences apparaître des années après sous différentes formes 

(affections héréditaires, cancers) [36]. Du fait que l'apparition de cancers primaires est la conséquence 

d'effets stochastiques multifactoriels, établir un lien entre ces lésions et l'apparition de cancers radio-

induits n'est pas aisé et nécessite des études épidémiologiques [37]. Des suivis sur plusieurs décennies 

estiment l'apparition de ces cancers secondaires chez 5 à 20 % des patients ayant subis une 

radiothérapie [38,39].   

 

 

 

 

B.2.3.1. Lésions à l'ADN et phénomènes de réparation 
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L'action des rayonnements ionisants sur la molécule d'ADN provoque des dégâts de plusieurs types : 

altération des bases puriques ou pyrimidiques, pontage ADN-ADN ou ADN-protéines, les cassures 

simple-brin (SSB) et double-brin (DSB) de la chaîne polynucléotidique. 

Outre l'activité métabolique normale des cellules, l'exposition à une dose de 1 Gy produit environ 2000 

dommages de bases, 1000 cassures simple-brin, 150 pontages ADN-protéine, 40 cassures double-brin 

et 30 pontages ADN-ADN par cellule. Les cassures double-brin sont les plus difficiles à réparer et une 

seule DSB non réparée suffit à induire la mort cellulaire [40]. En outre, les particules à fort TEL créant 

des grappes d'ionisations sur une faible distance induit l'accumulation de lésions élémentaires (SSB, 

altération des bases, pontages) sur environ un tour d'hélice de l'ADN. La réparation de ces lésions 

multiples localisées est lente et souvent infidèle, ce qui leur confère un fort pouvoir létal [41].  

Les systèmes développés par les cellules eucaryotes pour réparer ces dommages impliquent un grand 

nombre d'acteurs en relation avec les points de contrôle du cycle cellulaire. Les deux voies de 

réparation les plus importantes sont : 

- la réparation par excision-resynthèse qui comprend l'excision de base (base excision repair, 

BER) et l'excision de nucléotide (nucleotide excision repair, NER) qui prennent en charge les 

altérations de base et les cassures simple-brin, mais aussi la réparation des mésappariements 

de bases ou mismatch repair, qui apparaissent sur les erreurs de réplication de l'ADN [41].

  

 

- Les mécanismes de réparation des cassures double-brin qui comprend la recombinaison 

homologue (HR), pour laquelle la DSB sur un chromosome est réparée par l'utilisation du 

chromosome homologue non-lésé en tant que matrice pour une réparation sans erreur 

génétique, ainsi que la suture non-homologue (non-homologous end-joining, NHEJ) pouvant 

produire une perte d'information génétique [42]. 

 

Aussi, schématiquement, on peut retenir que la survie cellulaire après une exposition aux 

rayonnements ionisants va dépendre du rapport entre le nombre et la complexité des lésions 

supplémentaires crées et les capacités de réparation cellulaire qui sont déclenchées. 

 

B.2.3.2. Chronologie d'une irradiation cellulaire 
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Les mécanismes d'action des radiations ionisantes dans l'organisme se distinguent selon 4 phases 

successives : physique, chimique, cellulaire et tissulaire (fig.20). 

Phase physique (de 10-18 à 10-13 secondes) : il s'agit de la phase d'ionisation ou d'excitation des atomes 

du milieu par le flux de particules incidentes. 

Phase physicochimique (de 10-13 à 1 seconde) : les réarrangements atomiques et moléculaires de la 

phase physique entrainent des réactions chimiques pouvant durer jusqu'à une seconde (lésions 

directes). Ces réactions chimiques induisent de nombreuses ruptures de liaisons covalentes et scissions 

dans les molécules irradiées qui finissent par former des radicaux libres. Ces fragments moléculaires, 

notés A• ou R•, portent un ou plusieurs électrons libres non-appariés sur les couches externes. Cela 

leur confère une réactivité chimique importante menant à des ruptures ou pontages moléculaires, 

notamment au niveau des structures vitales de la cellule comme l'ADN, les membranes cellulaires 

(peroxydation lipidique), les ribosomes et les mitochondries. Les dommages indirects causés par la 

radiolyse de l'eau sont responsables d'environ deux tiers des effets des rayonnements ionisants dans 

les tissus. 

Le mécanisme lésionnel principal repose sur la réaction radiochimique à partir de la production 

d'espèces radicalaires issues de la radiolyse de l'eau. Celles-ci vont interagir avec les molécules 

environnantes et altérer le fonctionnement et amener à des dégâts cellulaires. Lors de l'irradiation des 

tissus biologiques (lésions indirectes), la radiolyse de l'eau présente dans les cellules conduit à la 

formation de deux radicaux libres fortement réactifs : l'oxydant hydroxyle HO•, le réducteur hydrogène 

H•, l'électron aqueux e-
aq, le superoxyde O2

•-. D'autres espèces réactives de l'oxygène, non radicalaires 

comme le peroxyde d'hydrogène H2O2, sont formées lors de la radiolyse de l'eau et entrent en jeu dans 

l'altération du matériel génétique. 

Phase cellulaire ou biochimique (quelques heures après l'irradiation) : la molécule d'ADN est lésée et 

les processus de réparation entrent en jeu. Lorsque la réparation est complète, la cellule poursuit son 

cycle de division cellulaire normalement. Lorsque la réparation est "fautive", les mutations du génome 

engendrées peuvent ou non inhiber la réplication cellulaire. Si la mutation échappe aux contrôles et 

aux systèmes d'élimination (apoptose, immunité, elle peut être responsable de conséquences 

héréditaires ou de cancers secondaires (effet stochastique). 

 

Si la réparation du matériel génétique est impossible, la mort cellulaire survient soit : 

- par mort mitotique différée : la cellule perd la capacité à se diviser infiniment et meurt après 

mitose. Le délai entre l'irradiation et la diminution du volume tumoral est relié au nombre de 
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divisions avant l'apparition d'un clone abortif. La mort mitotique est le mécanisme majoritaire 

dans l'arrêt de la prolifération suite à une irradiation.  

 

- par apoptose : programmée et régie par l'activité des mitochondries et les récepteurs de mort 

[43], l'apoptose radio-induite est initiée par la voie du gène p53 dans les premières heures 

après l'irradiation. Ce processus d'autodestruction est plus ou moins efficace selon la nature 

de la tumeur et la mutation ou non de la voie p53. 

 

- par mort immédiate : cette mort nécrotique survient à la suite de fortes doses d'irradiation ou 

lorsque les lésions à l'ADN sont directement létales. 

 

Phase tissulaire ou biologique (plusieurs jours à plusieurs années) : la cible principale est l'ADN du 

tissu. Les conséquences des lésions cellulaires de la phase biochimique sont soit des effets tissulaires 

précoces pour les tissus et organes à renouvellement rapide, soit des effets tissulaires tardifs qui 

correspondent à un déficit cellulaire qui se révèle longtemps après l'irradiation, pour des tissus à 

renouvellement lent. La majorité des tumeurs malignes sont assimilées à des tissus à fort 

renouvellement, sur lesquels les dommages radiologiques sont rapidement perceptibles. 

 

B.2.3.3. Effet Bystander 
 

L'effet de proximité, aussi appelé effet Bystander, est l'ensemble des conséquences biologiques qui 

surviennent, suite à l'irradiation d'une cellule, au sein des cellules voisines non-irradiées. Le mécanisme 

d'action de l'effet de proximité est basé sur la communication entre la cellule exposée et ses voisines 

qu'elles soient au contact ou à distance (fig. 14). La transmission d'espèces oxygénées et azotées 

réactives ROS/RNS (reactive oxygen/nitrogen species), tels que des radicaux libres, et de cytokines par 

la cellule irradiée à ses voisines via les gap-junction et le milieu extracellulaire induisent chez ces 

dernières des réactions similaires. Ces composés activent des voies de signalisation (NF-κB, JAK-STAT3, 

MAPK) dans les cellules Bystander qui, tout en subissant des dégâts conséquents, produisent à leur 

tour des cytokines, des espèces radicalaires ROS/RNS, et les transmettent en entrainant ainsi une 

nouvelle cascade de dommages cellulaires [44]. L'intervention de macrophages sur le site d'irradiation 

participe aussi à la formation de cytokines, propageant l'effet Bystander. 
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Figure 14 - Mécanismes d'action par effet Bystander au voisinage d'une cellule irradiée [45] 

 

Bien défini en radiothérapie externe, en radiothérapie interne vectorisée l'importance de l'effet 

Bystander sur la radiosensibilité tumorale n'est pas clairement décrite [46] et les études suggèrent une 

différence d'efficacité selon le TEL des particules irradiantes utilisées [47]. Cependant, Mairs et Boyd 

ont récemment montré que l'effet Bystander est prépondérant en RIV en comparaison avec la 

radiothérapie externe [48,49]. 

 

B.2.3.4. Effet abscopal 
 

Comme l'effet Bystander, l'effet abscopal est un phénomène reliant une irradiation locale avec une 

régression tumorale à distance du site ciblé. Cet effet a été démontré dans plusieurs types de cancers, 

notamment le mélanome, le lymphome et le carcinome du rein [50–52]. Bien que partiellement décrit, 

l'effet abscopal est une conséquence de l'activation du système immunitaire par la radiothérapie 

[53,54].  
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De récentes études mettent en avant une synergie entre le premier temps de traitement, la 

radiothérapie, et l'activation dans un second temps d'une réponse immunitaire, lorsque les patients 

sont traités afin d'augmenter l'effet antitumoral [55]. 

Le mécanisme de l'effet abscopal débute par l'activation d'un signal "danger" via les protéines Hsp70 

Heat-shock protein 70) et HMGB1, et le relargage de motifs moléculaires associés aux dégâts (DAMP) 

par les cellules irradiées (fig. 15). Le recrutement de cellules présentatrices d'antigènes (APC) qui suit 

permet la maturation de cellules dendritiques indispensables à l'activation des lymphocytes T 

cytotoxiques [56,57]. Bien que ces mécanismes soient connus, la compréhension des réactions 

immunitaires liées aux effets d'irradiation sur le microenvironnement tumoral reste floue. 

 

 

Figure 15 - Effets primaires et secondaires d'une irradiation, d'après [58] 

 

B.2.3.5. Courbes de survie cellulaire 
 

Les courbes de survie cellulaire décrivent la relation qui existe entre les doses délivrées et la proportion 

de cellules irradiées ayant survécu. La définition de la survie cellulaire diffère selon le contexte et la 

nature des cellules : pour les cellules différentiées qui ne prolifèrent pas, la perte d'une fonction 

spécifique est une caractéristique de mort ; pour les cellules prolifératives telles que les cellules 
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hématopoïétiques, la mort cellulaire peut être définie par la perte de la capacité de reproduction 

normale. Ainsi, des cellules irradiées et continuant le cycle mitotique une à deux fois, tout en 

produisant des protéines peut tout de même être considérée comme morte si elle ne peut plus 

proliférer. Ces définitions sont d'autant plus vraies pour la radiothérapie des cellules tumorales, 

puisque le but recherché est bien l'arrêt de la prolifération et l'induction de la mort mitotique ou de 

l'apoptose. 

Les courbes de survie sont obtenues lors d'expérimentations in vitro sur des lignées cellulaires 

spécifiques. La cytotoxicité d'une irradiation est évaluée par la survie relative (SR), qui dépend elle-

même de l'efficacité de clonage (EC) des colonies de cellules inoculées en culture : 

L' = ,3G3�J�4	,3-�:é�4
,�GG@G�4	��4�-��,é�4	 × !0A 100#⁄  

avec 

0A = �3-I5�	2�	,3G3�J�4	,3-�:é�4
�3-I5�	2�	,�GG@G�4	��4�-��,é�4 	FPF�:	:5FJ:�-��: 

L'estimation de l'efficacité de clonage des colonies permet de s'affranchir des perturbations de la 

pousse cellulaire : qualité du milieu de culture, incertitude de comptage, impact du décollement par la 

trypsine et de la manipulation. Elle est calculée à l'aide d'une unique plaque témoin ne subissant pas 

le traitement d'irradiation. 

La représentation des courbes est linéaire pour la dose, et logarithmique pour la survie. De manière 

quantitative, l'irradiation à faible dose par un rayonnement de faible TEL est représentée par une 

droite linéaire ce qui correspond à un effet exponentiel. Lorsque les doses augmentent, la courbe de 

survie se courbe et une relation quadratique existe entre la dose et le logarithme de la survie cellulaire, 

pour continuer sur une nouvelle relation linéaire à très forte dose. 

 

Figure 16 - Modèle linéaire-quadratique de la survie cellulaire, d'après [26] 
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Le modèle linéaire-quadratique couramment utilisé pour représenter l'effet d'irradiation implique qu'il 

existe deux composants de la mort cellulaire par irradiation, le premier étant proportionnel à la dose 

et le second proportionnel à la dose au carré. De ce fait, l'expression de la survie cellulaire est définie 

par le formalisme linéaire-quadratique suivant [59] : 

L = ��!QR
SRT# 

où S est la fraction de cellules ayant survécu à la dose D, α et β sont les probabilités de lésions 

respectivement directement létales (cassures double-brin non réparées) et sublétales du rayonnement 

(fig. 16). L'accumulation des lésions sublétales de l'ADN conduit à la saturation des systèmes de 

réparation et à la mort cellulaire. Les deux contributions de cette mort cellulaire sont égales lorsque 

UV = WV�, c’est-à-dire quand V = U W⁄ . L'information de dose donnée par le rapport U W⁄  permet de 

comparer les effets de deux rayonnements différents sur une même lignée cellulaire. 

L'effet des particules à fort TEL est très majoritairement directement létal (nombreuses cassures 

double-brin) et apparait donc linéairement sur les courbes de survie : la relation avec la dose est 

purement exponentielle, ne faisant intervenir que le paramètre α. A forte dose, la comparaison faite 

entre les effets comparables des rayonnements de faible et fort TEL conduisent à l'étude de nouveaux 

modèles de survie cellulaire faisant intervenir un troisième paramètre linéaire, les modèles linéaires-

quadratiques-linéaires (LQL) [60,61]. 

 

B.2.3.6. Facteurs d'influence l'effet des radiations 
 

Radiosensibilité intrinsèque 

Les cellules, selon leur nature et leur profil génomique, n'ont pas le même comportement face aux 

irradiations. La capacité qu'a une cellule à réparer efficacement conditionne sa radiorésistance 

(réparations efficaces) ou sa radiosensibilité (réparations incomplètes). Chaque tumeur et chaque tissu 

possède sa propre radiosensibilité intrinsèque. De manière générale, les cellules les plus radiosensibles 

sont issues des tissus compartimentaux et comprennent les cellules tumorales hématologiques, les 

cellules souches, les cellules fonctionnelles (vessie, intestin, yeux) et celles liées aux organes sexuels. 

A l'inverse, les tissus non-compartimentaux, les mélanomes et les sarcomes se trouvent parmi les plus 

radiorésistants. 

 

 



31 
 

Position des cellules dans leur cycle 

Le cycle de multiplication des cellules de mammifères se décompose en 4 phases successives : la phase 

G1, la synthèse d'ADN (S) et la phase G2 et la mitose (M) (fig. 17). La phase G1 ou "gap 1" correspond à 

l'accumulation du matériel nécessaire à la division cellulaire, comme les nucléotides. Lors de la phase 

de synthèse S, la molécule d'ADN est décompactée puis répliquée. La phase G2 ou "gap 2" est une 

préparation à l'entrée en mitose, et permet la synthèse des protéines enzymatiques qui vont 

permettre la séparation des chromosomes pour donner naissance à deux cellules filles. Ce cycle se 

perpétue jusqu'à la mort cellulaire. 

L'état et la conformation de la molécule d'ADN, cible privilégiée des rayonnements ionisants, font 

varier la radiosensibilité des cellules. Ainsi, les phases G2 et M sont dites radiosensibles à l'inverse du 

début de la phase G1 et de la fin de la phase S où la réparation des cassures double-brin est la plus 

efficace [62,63]. En outre, l'occurrence des réparations non-homologues concorde avec les phases 

radiosensibles du cycle, et celle des réparations homologues, bien plus fidèles, avec les phases 

radiorésistantes. 

De plus, l'administration d'une dose de rayonnement provoque un ralentissement de la synthèse de 

l'ADN et un allongement de la phase S avec un blocage des cellules en phase G2. Le retard que cela 

provoque à la phase de mitose synchronise le cycle des cellules irradiées. Le fait d'administrer 

quotidiennement une dose perturbe ce cycle et permet l'irradiation des tumeurs dans une phase de 

radiosensibilité. 

 

 

Figure 17 - Cycle cellulaire : phases et points de contrôle 

 



32 
 

Effet oxygène 

La structure des tumeurs solides consiste de manière générale en un réseau plus ou moins anarchiques 

de vaisseaux sanguins, irrigant les cellules tumorales périphériques, au centre desquelles se trouve un 

cœur nécrotique de cellules hypoxiques. Le faible apport d'oxygène aux cellules du cœur leur confère 

une forte radiorésistance. Comme vu précédemment, la radiolyse de l'eau provoque la création 

d'espèces oxygénées et de radicaux libres à proximité des structures vitales de la cellule, comme l'ADN. 

L'effet oxygène a un rôle important sur le rendement de production des radicaux libres : si la 

concentration en O2 augmente au sein des cellules, la production d'espèces oxygénées comme H2O2 

augmente. Ces espèces très réactives vont, à l'instar des dégâts directs, infliger des dommages de type 

cassure simple brin et cassure double brin au matériel génétique. Par conséquent, l'oxygène présent 

dans les cellules périphériques va permettre au rayonnement d'avoir une efficacité maximale. Une fois 

les cellules périphériques détruites l'apport en oxygène aux cellules du centre de la tumeur augmente, 

elles deviennent dès lors plus radiosensibles. Ce phénomène est un des facteurs renforçant le plus 

l'effet radiobiologique des rayonnements ionisants. Récemment, un nombre croissant d'études 

proposent des solutions pharmacologiques afin d'augmenter l'oxygénation des tissus tumoraux [64] 

ou d'agir directement sur les voies de signalisation cellulaires liées à l'hypoxie, comme le facteur de 

transcription HIF-1 qui régule l'angiogénèse et augmente la survie ainsi que la formation de métastases 

[65]. 

 

Facteur temps (fractionnement / étalement) 

En radiothérapie, l'étalement (temps qui séparer la première irradiation de la dernière) et le 

fractionnement (nombre de séances et dose par séance) sont deux notions clés de la réussite du 

traitement. Un temps de traitement court et une dose par séance importante sont la source de 

complications aigües et tardives pour les tissus sains. A l'inverse, un étalement trop important et une 

dose par séance faible laisse le temps aux tumeurs de se réparer et empêche le control local de 

l'affection (SFRO/INCa – 2016). 

Les capacités de réparation des cellules tumorales étant plus faibles que pour les cellules saines, le 

fractionnement du traitement permet une bonne récupération des tissus sains et une destruction des 

tissus tumoraux qui mettent plus de temps à se réparer : c'est l'effet différentiel. La mort des cellules 

périphériques permet la réoxygénation du centre de la tumeur au fur et à mesure des irradiations. 

Ainsi, la répétition des cycles de réoxygénation/irradiation induit l'accumulation de lésions fortement 

létales dans la cellule qui, submergée dans son processus de réparation, finit par mourir (fig. 18).  
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Figure 18 – Courbe de survie (gauche) et effet de la réoxygénation par fractionnement (droite), d'après [26] 

 

L'intérêt du fractionnement de la dose en RIV a été démontré lors de l'utilisation d'anticorps 

radiomarqués (RIT) par une hétérogénéité de fixation diminuée, et une réduction de la toxicité rénale 

par rapport à l'administration d'une dose unique [66]. Ce fractionnement en trois à cinq doses permet 

une augmentation de la dose totale et un contrôle tumoral plus efficace tout en conservant une 

toxicité identique [67]. 

Quelques études portent aujourd'hui sur l'application aux traitements radiopeptidiques d'une 

stratégie de fractionnement similaire, pour lesquels la dose est délivrée par cycle, et qui tendrait vers 

des résultats prometteurs pour le développement de ces traitements [68,69]. 

 

Maîtrise du fractionnement : les 5 R 

Le fractionnement d'un traitement est conditionné par 5 processus liés à la réaction des cellules aux 

irradiations, qu'elle soit saines ou tumorales. La réparation est la première raison du fractionnement. 

Comme vu précédemment, la capacité de réparation d'une cellule dépend de sa capacité à reconnaitre 

les lésions, activer les voies de réparation et arrêter le cycle cellulaire. Ces voies de réparations sont le 

plus souvent absentes des cellules tumorales, par une mutation ou une inhibition du gène p53, les 

empêchant de subir une réparation efficace. Les voies de réparations des cellules saines intactes leur 
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permettent de réparer les lésions sublétales entre deux irradiations. Cependant, il est important de 

tenir compte de la grande variabilité des temps de réparation pour chaque tissu sain. La redistribution 

est liées aux phases du cycle cellulaire : lors de l'irradiation, les cellules les plus sensibles (i.e. en phase 

G2 et M) sont susceptibles d'être directement tuées, le reste de la population tumorale étant alors en 

phase de radiorésistance (S ou G1). Une synchronisation apparait durant la réparation lorsque les 

cellules bloquent leur progression dans le cycle aux transitions en G1 et G2-M. Ce blocage a pour but 

d'éviter la reproduction du génome lorsque les dégâts à l'ADN sont potentiellement létaux. Lors de 

l'irradiation suivante, les survivantes seront la plupart en phase de radiosensibilité où elles subiront 

des dégâts important. La redistribution apparait notamment lors des irradiations à faible dose. 

L'hypoxie des cellules, décrite précédemment dans le phénomène de réoxygénation, peut être 

chronique (cellule éloignée des vaisseaux, typiquement 150 µm) ou bien aigüe lorsque les vaisseaux 

sanguins à proximité sont transitoirement fermés, rendant les cellules radiorésistantes. La fermeture 

des vaisseaux pouvant être relativement courte, le fractionnement de la dose augmente les chances 

de traiter les cellules sur une période d'oxygénation [70]. Le phénomène de repopulation est 

l'augmentation de la division cellulaire entre deux fractions de traitement, aussi bien pour les tissus 

sains que tumoraux. Les observations cliniques décrivent une accélération de la prolifération tumorale 

en réaction aux irradiations autour de la quatrième semaine de traitement, notamment pour les 

carcinomes de la tête et du cou. Pour obtenir un contrôle local, il est alors nécessaire d'augmenter la 

dose totale, au détriment du tissu sain sujet aux effets secondaires et tardifs [71]. 

L'hyperfractionnement des doses (plusieurs séances par jour) et le développement de techniques de 

radiothérapie toujours plus conformationnelles pallie en partie l'effet de repopulation. Le cinquième 

'R' correspond à la radiosensibilité présentée précédemment. 

La maitrise de ces 5 facteurs influençant la radiosensibilité des cellules conditionne fortement la 

réussite d'un traitement de radiothérapie. 

 

B.2.4. Irradiation à bas débit de dose par les MRP 

 

A la différence de la radiothérapie externe qui utilise des rayonnements photoniques ou électroniques 

produits par des accélérateurs, la RIV est une technique basée des rayonnements particulaires émis 

lors des processus de désintégration radioactive des radioisotopes administrés aux patients sous forme 

de MRP. En radiothérapie externe, la dose est délivrée par une irradiation à fort débit de dose (de 

l'ordre du Gy/minute) en plusieurs fractions et selon un étalement dans le temps prédéfini. En RIV, il 

n'y a pas de fractionnement car l'irradiation est délivrée de manière permanente, selon la période 
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effective Teff du MRP (issue des périodes physique Tphys de l'isotope, et biologique Tbiol du vecteur : 1/Teff 

= 1/Tphys + 1/Tbiol). Les protocoles thérapeutiques reposent le plus souvent sur des injections répétées 

en fonction de la cinétique et de la toxicité : de 2 à 4 injections en 6 à 8 semaines. Le flux de particules 

émises par le MRP étant très faible, le débit de dose en RIV est particulièrement bas, bien différent de 

celui d'un accélérateur de particules. Ainsi, chaque injection provoque une irradiation prolongée à très 

bas débit, avec des conséquences sur les mécanismes de mort et de réparation cellulaire [72]. 

En RIV, la posologie n'est pas définie selon l'unité de dose absorbée prescrite, le gray : 1 Gy = 1 J.kg-1, 

mais selon la quantité de MRP injectée rapportée ou non au poids ou à la surface corporelle du patient. 

Les quantités massiques du vecteur sont très faibles. De ce fait, il n'y a pas d'effet pharmacologique de 

la molécule vectrice (mis à part pour le mIBG). Lorsque les rendements de marquages (ou puretés de 

marquage) proches de 100 % permettent d'exprimée les posologies non pas en dose absorbée, mais 

en fonction de l'activité radiologique exprimée en becquerels (1 Bq = 1 désintégration par seconde). 

En RTE, la dose absorbée dans la cible dépend schématiquement de la géométrie et de la balistique du 

faisceau, et l'index thérapeutique dépend de l'effet différentiel entre les tissus sains et tumoraux induit 

par le fractionnement et l'étalement de l'irradiation. Dans le cas de la RIV, la dose absorbée dépend de 

plusieurs paramètres : 

- la captation initiale du MRP, qui peut être estimée par l'imagerie diagnostique 

- la concentration du MRP dans la cible en fonction du temps, liée à la période effective Teff 

- la distribution spatiale du rayonnement et les effets de "tirs croisé" 

Ce troisième paramètre est lié à l'homogénéité de la biodistribution du MRP dans la cible, qui est 

d'autant moins grande que la tumeur est volumineuse. Dans ce cas, les isotopes émettant les 

rayonnements les plus pénétrants montrent leur intérêt, puisque les particules émises se croisent à 

une multitude d'endroits dans la tumeur, tout en irradiant plus fortement les tissus sains environnants. 

C'est ce que l'on observe en comparant les toxicités et efficacités des MRP à l'90Y et au 177Lu. 

L'efficacité thérapeutique de la RIV repose sur les mécanismes théoriques et propriétés suivantes : 

- la possibilité de délivrer localement plusieurs centaines de Gray sans irradier significativement 

les tissus environnants (si le ciblage est spécifique), du fait du très faible parcours dans la 

matière des particules émises : un tel ratio est inenvisageable avec un faisceau externe de RTE, 

- un blocage du cycle cellulaire sous l'effet des lésions radio-induites, 

- une altération de la microvascularisation exercée par les MRP fixés à la périphérie des 

vaisseaux sanguins, 

- la sur-irradiation locale dans la tumeur par effet de "feux croisés" (fig. 19), 
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- une activation de l'immunité anticorps dépendante (antibody-dependant cellular cytotoxicity 

(ADCC)), et un effet Bystander plus marqué à bas débit de dose [73], 

- l'apoptose serait un mécanisme de mort cellulaire post-irradiation particulièrement important 

dans le cas d'une irradiation à bas débit de dose. 

 

 

Figure 19 - Principe de l'effet de "feux croisés" : des rayonnements émis à partir de cellules ayant fixé de MRP peuvent 

atteindre des cellules ne l'ayant pas capté. Une même cellule peut être irradiée par des rayonnements issus de plusieurs 

points d'émission [74]. 

 

Plusieurs inconnues existent encore à propos de la radiobiologie à bas débit de dose. Les lignées 

cellulaires étudiées et qui ont permis de poser les bases de radiobiologie en radiothérapie n'ont pas 

spécifiquement concerné les pathologies faisant l'objet de possibilités en RIV, notamment les lignées 

endocrines. De plus, les conditions expérimentales pour reproduire la RIV sont difficiles à réaliser en 

culture cellulaire. La dosimétrie personnalisée qui permettra d'adapter les posologies à chaque patient 

et de prédire l'efficacité et la toxicité par l'imagerie diagnostique est encore en développement, et sa 

mise en œuvre clinique est complexe. 

L'expérience acquise en RIT ainsi que sur le traitement des goitres a permis de montrer que ce mode 

d'irradiation est probablement peu adapté aux tumeurs rapidement évolutives [75,76]. En effet, 

l'irradiation à bas débit de dose laisse plus de possibilités pour la réparation des dommages sublétaux, 

ce qui peut réduire l'efficacité radiobiologique par rapport à la RTE, au même titre des phénomènes 

de repopulation tumorale entre chaque injection de MRP.  

 

B.2.5. Evaluation de la dose absorbée 
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Dose absorbée en gray (Gy) : elle correspond à la quantité d'énergie en joules d'un rayonnement 

ionisant absorbée par unité de masse d'un milieu homogène : 1 Gy = 1 J.kg-1. Il ne faut pas confondre 

la dose absorbée et le kerma (kinetic energy released per unit mass), exprimé en gray, qui lui 

représente l'énergie "transférée" par ionisation dans le volume d'intérêt : les particules secondaires 

créées pouvant aller déposer toute ou partie de leur énergie cinétique en dehors du volume défini. La 

dose absorbée est utilisée dans un but de prédiction des effets déterministes et stochastiques des 

irradiations.  
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B.3. Traitements en RIV 
 

B.3.1. Radioimmunothérapie : anticorps monoclonaux 

 

L'utilisation d'anticorps couplés à des radionucléides ou "radioimmunothérapie" est une branche de 

l'immunothérapie oncologique. Le marquage de ces anticorps monoclonaux à l'aide de radionucléides 

émetteurs de rayonnements ionisants α et β augmentent notablement l'effet antitumoral de ces 

anticorps. Ainsi deux anticorps anti-CD20 radiomarqués ont été proposés dans le traitement des 

lymphomes : l'ibritumomab tiuxétan (le chélateur tiuxétan est dérivé du DTPA (diethylenetriamine 

pentaacetic acid)) et le tositumomab. Lorsqu'il est conjugué avec un atome de 90Y (nom commercial de 

la molécule : Zevalin™) ou de 131I (Bexxar™), il permet l'administration d'un rayonnement cytotoxique 

au plus près du matériel cellulaire cancéreux. D'autres anticorps radiomarqués sont à l'étude afin 

d'élargir le champ d'action de la radioimmunothérapie, notamment les anti-CD33, anti-CD45 ou anti-

CD66 pour la leucémie myéloïde aigüe (LMA) couplés avec des émetteurs a tels que le bismuth 213 et 

l'astate 211. 

Ces dernières années, de nouveaux médicaments ont été développés, utilisant les antigènes comme 

porte d'entrée de la cellule cancéreuse [77]. Les anticorps utilisés aujourd'hui en routine clinique sont 

nombreux, et spécifiques de la cible tumorale : anti-HER2 pour le cancer du sein (trastuzumab), anti-

VEGF dans les cancers colorectaux et pulmonaires (bevacizumab), ou encore anti-CD20 (rituximab). Ce 

dernier cible la protéine antigène CD20 surexprimée par les lymphocytes B et peut être utilisé dans le 

traitement de certains lymphomes non-Hodgkiniens, des leucémies lymphoïdes chroniques et certains 

mélanomes [78]. C'est une technique qui n'a pas connu les résultats attendus alors qu'on assiste à un 

développement formidable de l'immunothérapie en oncologie. Cette évolution permet d'espérer le 

développement d'anticorps plus efficaces pour la RIT. 

 

B.3.2. Radiopeptidothérapie : ligands peptidiques 

 

A l'instar des anticorps, les thérapies aux peptides radiomarqués (PRRT) font partie des techniques 

innovantes ayant fait l'objet d'une multitude d'études et de recherches dans le traitement des 

affections tumorales. Un peptide est un assemblage d'un nombre variable d'acides aminés liés par 

leurs fonctions carboxy-terminale (COOH) et amino-terminale (NH2) (fig. 20). 
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Figure 20 - Liaison peptidique entre deux acides aminés 

 

 

B.3.2.1. Avantages des radiopeptides 
 

En comparaison aux anticorps radiomarqués et aux autres techniques de radiothérapie "métabolique", 

les analogues peptidiques utilisés en RIV présentent des avantages non négligeables. Leur structure en 

assemblages d'acides aminés est aisément modifiable afin de présenter des caractéristiques 

innovantes. Leur taille relativement faible et leur longue durée de vie biologique donnent une 

pharmacocinétique efficace et une forte fixation tumorale grâce à l'internalisation du 

radiopharmaceutique, dans le cas d'un agoniste. De plus, leur activité immunogénique est moindre 

vis-à-vis des anticorps. De ce fait, l'activité radiologique est concentrée à l'intérieur des cellules 

tumorales et la cytotoxicité est augmentée.  

 

L'intérêt porté à ces molécules vient de la capacité qu'ont certains peptides à se lier avec des 

récepteurs membranaires spécifiques que l'on retrouve à la surface des cellules cancéreuses. 

Naturellement, les peptides du corps humain ont une très grande affinité pour leurs récepteurs 

membranaires mais une demi-vie biologique relativement courte et ne sont donc pas utilisables 

comme vecteur. Au cours des trois dernières décennies, la communauté scientifique a donc développé 

des peptides de synthèse pouvant à la fois être marqués à l'aide d'atomes radioactifs tout en 

conservant le rôle de vecteur auprès des récepteurs membranaires avec une plus grande demi-vie. Les 

premiers analogues peptidiques qui ont été mis au point sont des analogues à la somatostatine (cf. 

partie A.2.1), dont les récepteurs membranaires sont surexprimés à la surface de certains cancers 

neuroendocriniens. Il existe un nombre conséquent de récepteurs membranaires exprimés par les 

cellules tumorales, et autant d'analogues hormonaux tels que la bombésine, la gastrine, le RGD 

(tripeptide Arg-Gly-Asp), la neurotensine ou encore la cholécystokinine font aujourd'hui l'objet de 

recherches pré-cliniques et cliniques en vue d'étoffer l'arsenal diagnostique et thérapeutique (fig. 21) 

[79]. Les récepteurs internalisent le plus souvent la molécule une fois celle-ci liée au site, le temps de 

rétention à l'intérieur de la cellule ciblée augmente alors la cytotoxicité du radioligand [80]. 
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Figure 21 - Analogues peptidiques développés pour différentes localisations tumorales [79] 

 

La structure des peptides radiomarqués se décompose en trois parties distinctes, chacune jouant un 

rôle précis (cf. fig. 22) : 

- Le ligand : il s'agit de l'analogue peptidique synthétisé qui assure la vectorisation de la 

molécule jusqu'à la cible et sa reconnaissance (récepteur membranaire spécifique de 

la cellule cible). Si ce ligand est un agoniste du récepteur membranaire, alors le 

complexe ligand-récepteur peut être internalisé dans la cellule.   

 

- Le chélateur (du grec ancien χηλή (khêlê) : pince) : lié à une extrémité du ligand, le 

chélateur est une cage possédant un site pouvant accueillir un métal, ici radioactif, et 

d'en assurer la complexation stable in vivo (conditions de pH et de température). 

 

- Le radioisotope : il s'agit de l'élément actif de la molécule. Cet atome radioactif 

complexé par le chélateur se désintègre en émettant un rayonnement ionisant. 
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Figure 22 - Structure moléculaire du 111In-Pentetreotide (Octreoscan™) : le ligand analogue de la SST (bleu) est lié au 

complexe chélateur DTPA (vert) - isotope radioactif 111In (jaune) (National Institude of Health – 2016) 

 

Comme les anticorps radiomarqués, ces trois structures combinées permettent au 

radiopharmaceutique administré par voie veineuse au patient d'entrer en contact avec les cellules 

tumorales cibles, qu'elles soient métastatiques ou non, et ainsi de délivrer une irradiation de la cible. 

En 1993, le pentétréotide radiomarqué à l'indium 111 (111In-DTPA-octreotide, nom commercial 

Octréoscan™, Mallinckrodt, Irlande) est le premier radiopeptide à obtenir une autorisation de mise sur 

le marché (AMM) pour une utilisation diagnostique en scintigraphie monophotonique des tumeurs 

endocrines. Depuis, son utilisation expérimentale en thérapie à la suite d'une imagerie diagnostique 

positive est devenue possible grâce à une augmentation des activités injectées [14]. 

 

B.3.2.2. Amélioration de la PRRT 
 

Les évolutions de ces radiopeptides ont porté en premier lieu sur les ligands. Afin de multiplier les 

portes d'entrée dans la cellule tumorale, de limiter l'accumulation dans les tissus sains, les séquences 

d'acide aminés des analogues peptidiques ont évolué au fil des années. L'exemple de la somatostatine 

a permis la mise au point de plusieurs analogues expérimentés en clinique (fig. 23) : octreotide "TOC" 

(D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr(OH)), octreotate "TATE" (D-Phe-Cy-Ty-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr), 

octreotide "NOC" (D-Phe-Cys-Nal-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr(OH )) [81]. 



42 
 

 

Figure 23 - Evolutions de l'octreotide, analogue de la somatostatine. 

Les changements apportés apparaissent sur les sections colorées [82] 

 

Les mêmes évolutions ont eu lieu sur les autres ligands mis au point, par des modifications de 

l'agencement ou de la longueur des chaines peptidiques, pour déterminer les espèces les plus efficaces 

[83,84]. 

Parmi les chélateurs expérimentés en médecine nucléaire, l'acide diéthylène-triamine-penta-acétique 

(DTPA) est notamment utilisé pour le radiomarquage à l'indium 111 de l'Octréoscan, et le marquage 

du technétium 99 métastable – tous deux émetteurs de photons γ – pour certaines explorations 

pulmonaires. D'autres structures chélatantes comme le DOTA (acide 1,4,7,10-tetraazacyclododecane-

1,4,7,10-tetraacétique) ou le NOTA (acide 1,4,7-triazacyclononane-triacétique) (fig. 24) permettent la 

complexation d'autres radioisotopes tels que l'yttrium 90 ou le lutétium 177, émetteurs β-. Ainsi de 

nouvelles molécules utilisables à la fois en diagnostic et en thérapie sont en cours de développement 

afin d'assurer une stabilité maximale du complexe dans son parcours vers les cellules cibles : l'intérêt 

d'une telle utilisation est d'obtenir une pharmacocinétique identique à chaque étape pour d'une part 

s'assurer de l'efficacité du traitement mais aussi permettre une évaluation dosimétrique la plus exacte 

possible. 
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Figure 24 - 4 exemples de chélateurs macrocycliques de métaux radioactifs 

 

 

B.3.2.3. Limitations de la PRRT des tumeurs neuroendocrines 
 

L'inconvénient majeur des traitements par peptides radiomarqués, notamment des analogues à la 

somatostatine, est une néphrotoxicité non-négligeable. La pharmacocinétique propre à ces molécules 

cause une accumulation rénale de la radioactivité et la dose absorbée par les reins limite alors l'activité 

initiale injectée. Les peptides ne sont pas éliminés lors de l'étape de filtration glomérulaire, la majorité 

de l'activité étant concentrée dans le tubule contourné proximal (TCP) et non pas dans le glomérule 

ou le tubule contourné distal [85]. Deux protéines transmembranaires, la mégaline (gp330) et la 

cubuline (gp280) ont été décrites comme responsables de la réabsorption de protéines (certaines 

vitamines) et de peptides [86] dans le TCP par endocytose. En 2005, de Jong et al. ont montré le rôle 

essentiel que joue la mégaline dans la réabsorption dans le TCP du radiopeptide [111In-DTPA]-

octreotide (Octreoscan™) et l'intérêt d'étudier ce processus [87]. 

Le phénomène de réabsorption et de rétention est aujourd'hui mieux connu et des solutions font 

l'objet d'études cliniques dans le but d'augmenter les doses injectées ainsi que l'effet antitumoral, tout 

en limitant la toxicité rénale. 

D'autres stratégies axées sur l'optimisation des ligands, notamment les analogues à la 

cholécystokinine/gastrine, ont permis de mettre en avant certaines structures peptidiques moins 

susceptibles d'être réabsorbées dans le TCP et d'y déposer une dose néfaste. L'étude de différentes 

structures et enchainements d'acides aminés, ainsi que de ligands de différentes tailles, ont permis de 

mettre en avant certains analogues offrant une bonne fixation tumorale et une faible rétention rénale, 

comme l'analogue minigastrine "PP-F11" [88] et l'analogue de la cholécystokinine "CCK4" [89]. 

En parallèle, le développement de la dosimétrie personnalisée à l'aide d'imagerie scintigraphique 

ouvre la possibilité d'évaluer la toxicité rénale en plus de l'efficacité des traitements [90]. 
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C. Optimisation de l'efficacité du traitement en RIV 

 

L'optimisation de la RIV concerne trois aspects du traitement: la cible membranaire, l'analogue 

peptidique, et l'effet des rayonnements ionisants.  

 

C.1. Index thérapeutique 

La RIV étant un traitement cytotoxique, on peut faire l'analogie avec la notion d'index thérapeutique 

des médicaments. En pharmacologie, l'index thérapeutique est une donnée quantitative reflétant 

l'efficience d'une substance médicamenteuse. Il est défini comme le rapport entre la dose 

thérapeutiquement efficace chez 50 % des individus et la dose létale provoquant une toxicité notable 

chez 50 % des individus : 

XY = VZ[$V0[$
 

Plus l'index thérapeutique est élevé, plus la dose efficace est éloignée de la dose létale. A l'inverse, un 

index thérapeutique faible est la caractéristique d'une molécule dangereuse nécessitant une certaine 

maîtrise dans l'administration aux patients de par le faible écart entre efficacité et toxicité. 

 

Figure 25 -  Index thérapeutique en fonction des critères pharmacologiques 

d'après [91] 

 

De ce fait, l'intérêt dans la conception et l'étude d'un médicament est l'augmentation d'un index 

thérapeutique élevé. Lorsque l'IT est faible, des techniques de suivi thérapeutique pharmacologique 
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(STP) permettent la surveillance des taux sanguins de médicament à l'aide d'essais cliniques préalables, 

ou bien directement par une étude de la pharmacocinétique. 

Dans le contexte de la radiothérapie, l'index thérapeutique est représenté par l'effet différentiel qui 

existe entre les effets délétères aux tissus tumoraux (contrôle tumoral) et les complications du tissu 

sain. L'évolution des techniques de radiothérapie ont permis d'augmenter de plus en plus l'index 

thérapeutique des irradiations en diminuant la proportion de tissu sain exposé (fig. 26, en vert) tout 

en conservant un contrôle local de la tumeur. L'amélioration des techniques de radiothérapie interne 

en termes toxicité aux tissus sains conduisent à un IT élevé équivalent à celui observé en curiethérapie. 

Dans le cas de la RIV, l'index thérapeutique dépend de plusieurs facteurs : présence de la cible à la 

surface des cellules tumorales, affinité du vecteur pour cette dernière, fixation non-spécifique des 

ligands, mais aussi des phénomènes de réparation cellulaire, du fractionnement du traitement et des 

co-traitements.  

 

 

Figure 26 - Index thérapeutique et précision de l'irradiation 

d'après [92] 

 

C.1.1. Dose létale 

Au cours du processus de développement des radiopharmaceutiques, l'étape d'essais pré-cliniques sur 

des modèles animaux fait intervenir le paramètre de dose létale à 50 % (DL50) dans le calcul de l'index 

thérapeutique. Concrètement, le paramètre DL50 est quantifié sans tenir compte des effets toxiques 
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non-létaux. Les essais cliniques réalisés sur l'Homme font intervenir la dose toxique à 50 % (DT50) qui 

caractérise plus spécifiquement les effets toxiques non-désirables. La grande variabilité d'effets 

toxiques implique de préciser à quel effet se réfère la valeur de DT50 obtenue lors du calcul de l'IT : 

XY = VY[$V0[$
 

Autre paramètre utilisé lors d'essais cliniques, la dose maximale tolérée (DMT) permet l'estimation de 

la dose pharmacologique maximale produisant l'effet désiré sans toxicité non-acceptable (mort du 

sujet) [91]. 

 

C.1.2. Dose efficace 

Comme vu précédemment, la dose efficace DE50 ou concentration efficace EC50 est définie comme la 

dose pharmacologique provoquant l'effet désiré dans 50 % de la population traitée. Cependant, 

l'importance de l'effet thérapeutique varie en fonction de la dose (fig. 25), et la EC50 ne correspond pas 

à la dose clinique recommandée qui doit tenir compte de ces besoins thérapeutiques ainsi que de la 

toxicité tolérée. 

 

C.2. Changement de cible 

Les récepteurs peptidiques sont présents à la surface des cellules et permettent la modulation de 

nombreux systèmes physiologiques de l'organisme. Ces récepteurs sont exprimés dans les tissus sains, 

mais certains tissus tumoraux comme les tumeurs neuroendocrines en expriment certains (tableau 4). 

L'utilisation de cette spécificité tumorale dans le développement de nouvelles techniques d'imagerie 

scintigraphique a mené, au fil des années, à élargir l'utilisation des peptides radiomarqués à l'arsenal 

thérapeutique [93,94]. 

Historiquement, la radiopeptido-thérapie a été développée à partir des analogues de la somatostatine 

(SST). Afin de multiplier les voies d'entrée de la cellule tumorale, d'autres récepteurs membranaires 

surexprimés dans de multiples types de cancers ont été étudiés. 

Ainsi des analogues au peptide intestinal vasoactif (VIP), ligand du récepteur le plus représenté dans 

les adénocarcinomes gastro-intestinaux, ont été marqués au 123I et 99mTc et étudiés, mais une 

dégradation précoce dans la circulation sanguine ainsi qu'une nécessité de purifier le radiopeptide 

avant son administration ont eu raison de son développement clinique.  
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Le récepteur GRP (gastrin-releasing peptide) est surexprimé dans de nombreux cancers comme le 

cancer pulmonaire à petites cellules (CPPC), du pancréas, du sein ou encore de la prostate [93]. Des 

analogues de la bombésine (BN) ont été développés dans le but de cibler ces récepteurs GRP avec une 

forte affinité [95]. Les évolutions successives de ces peptides, notamment en termes de fixation rénale 

et intestinale, mais aussi d'internalisation, font de ces molécules des candidats de choix à la fois pour 

le diagnostic et la thérapie [96,97]. 

Les analogues de la neurotensine (NT), eux aussi prometteurs pour les cancers pancréatiques, ont été 

améliorés au fil des études pour pallier les problèmes de dégradation après l'injection au patient. Ainsi, 

de Visser et al. ont démontré l'intérêt in vivo des dernières générations d'analogues à la neurotensine 

marqués à l'indium-111 [98]. 

Des peptides comprenant le motif d'acides aminés Arg-Gly-Asp, ou motif RGD, ont été synthétisés afin 

d'étudier leur affinité avec l'intégrine αVβ3 (récepteur de la matrice extracellulaire). L'utilisation 

diagnostique de ces analogues a été mise en avant dans la visualisation de l'angiogenèse des cancers 

de la prostate et du sein [99]. 

Parmi les peptides développés pour le traitement des tumeurs neuroendocrines, les analogues de la 

gastrine et de la cholécystokinine ciblent les récepteurs RCCK2 exprimés exclusivement dans certains 

cancers, identifiés par Reubi et al. [100]. Ainsi, les cancers médullaires de la thyroïde (CMT) 

surexpriment les récepteurs RCCK2 à 92 %, les cancers pulmonaires à petites cellules (CPPC) à 57 %, 

les astrocytomes à 65 %, les tumeurs stromales ovariennes à 100 % et les cancers 

gastroentéropancréatiques à 22 %. La gastrine et la cholécystokinine ayant une affinité élevée et 

similaire pour le RCCK2, de nombreux analogues des deux peptides sont expérimentés depuis la mise 

au point et l'étude en 1998 par Behr et al. d'un premier dérivé gastrinique radiomarqué à l'iode 131 

dans un but diagnostique et thérapeutique des cancers médullaires de la thyroïde (lignée CMT-TT) 

[101]. 

L'efficacité supérieure de la détection tumorale par scintigraphie d'un dérivé gastrinique radiomarqué 

(111In-DTPA-DGlu1-minigastrin), comparativement à une scintigraphie des récepteurs à la 

somatostatine par l'Octreoscan™ (94,2 % versus 40,7 %) [102] est un des arguments mis en avant dans 

le développement de nouveaux analogues ciblant le RCCK2. 

En 2007, un projet européen du groupement de coopération EuroCOST (European Cooperation in 

Science and Technology) sous la dénomination "COST Action BM0607" a été constitué dans le but 

d'évaluer et de sélectionner les analogues à la cholécystokinine/gastrine les plus efficaces dans le 

ciblage des différentes tumeurs exprimant le récepteur RCCK2. Des groupes de travail distincts se sont 

focalisés sur 5 objectifs scientifiques : identifier les cibles, synthétiser de nouveaux ligands, évaluer les 
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approches dosimétriques de la PRRT, adapter de nouveaux radionucléides et enfin améliorer les 

connaissances en pharmacologie des peptides radiomarqués. Ainsi, les capacités de liaison et 

d'internalisation de 12 ligands analogues de la CCK couplés au chélateur DOTA et radiomarqués au 

111In ont été évaluées par Aloj et al. sur les lignées AR42J et A431-CCK2R exprimant le récepteur RCCK2 

[84]. La stabilité biologique des analogues peptidiques de la CCK est un facteur limitant l'efficacité 

thérapeutique. En effet, une fois la molécule en contact avec le milieu biologique, des sites de clivages 

enzymatiques apparaissent sur les chaînes peptidiques créant des métabolites n'ayant plus la capacité 

de se fixer aux récepteurs membranaires pour être internalisés [83]. De ce fait, la stabilité des 12 

mêmes analogues du groupement COST a été comparée in vitro par le groupe de travail de Ocak M et 

al. et l'analogue de la gastrine radiomarqué 177Lu-PP-F11 (177Lu-DOTA-(DGlu)6-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-

Asp-Phe-NH2) a montré une grande stabilité dans le sérum humain et les homogénats tissulaires. 
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Récepteur peptidique Type de tumeur 

Récepteur de la somatostatine 

Tumeurs neuroendocrines (pancréatique, carcinoïde) 

Cancer pulmonaire à petites cellules 

Cancer médullaire de la thyroïde 

Tumeurs du système nerveux (méningiomes, 
gliomes) 

Lymphome Hodgkinien 

Récepteur au peptide intestinal vasoactif (VIP) 

Adénocarcinomes 

Cancer pulmonaire à petites cellules 

Tumeurs neuroendocrines 

Lymphome 

Récepteur de la cholécystokinine CCK-B (RCCK2) 

Cancer médullaire de la thyroïde 

Cancer pulmonaire à petites cellules 

Cancer stromal ovarien 

Astrocytome 

Cancers gastro-intestinaux 

Adénocarcinomes (estomac, colon, pancréas) 

Récepteur CCK-A (RCCK1) 

Tumeur gastroentéropancréatique 

Méningiome 

Neuroblastome 

Adénocarcinome pancréatique 

Récepteur de la substance-P 

Cancer médullaire de la thyroïde 

Cancer pulmonaire à petites cellules 

Cancer du sein 

Récepteur de la bombésine 

Cancer du pancréas 

Cancer de la prostate 

Cancer pulmonaire à petites cellules 

Cancer du colon 

Glioblastome 

Récepteur de la neurotensine 

Cancer du pancréas 

Cancer de la prostate 

Cancer pulmonaire à petites cellules 

Récepteur GnRH 
Cancer du sein 

Cancer de la prostate 

Récepteur du peptide "glucagon-like" 
Insulinome 

Cancer médullaire de la thyroïde 

 

Tableau 2 -  Récepteurs peptiodiques surexprimés dans les tumeurs humaines, d'après [103] 
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C.2.1. Récepteurs à la somatostatine 

Nous prendrons l'exemple du ciblage peptidique des récepteurs à la somatostatine (SST). Ces 

récepteurs sont au nombre de cinq et identifiés sst1, sst2, sst3, sst4 et sst5. 

C.2.1.1. Expression 

Ces 5 récepteurs sont surexprimés dans un nombre important de tumeurs "SST-positives" référencées 

par Reubi JC et al. (tableau 3) [104]. La surexpression des récepteurs, notamment des récepteurs sst2, 

dans de nombreux types de cancers neuroendocriniens en font des cibles de choix en RIV [93]. 

Tumeurs sst-positives 
Nombre 
de cas 

Type de récepteur 
sst1 sst2 sst3 sst4 sst5 

Prédominance sst2 
Neuroblastomes 8 - +++ - - - 

Méningiomes 6 - +++ - - - 
Médulloblastomes 5 - +++ - - - 

Cancer du sein 31 - +++ - - - 
Lymphome 7 - +++ - - - 

Carcinomes rénaux 7 - +++ - - - 
Paragangliomes 10 - +++ - - - 

Cancer pulmonaire à petites cellules 2 - +++ - - - 
Hépatomes 2 - +++ - - - 

Prédominance sst1 
Carcinomes de la prostate 6 +++ - - - - 

Sarcomes 9 +++ + - + - 
Prédominance sst3 

Adénomes pituitaires inactifs 30 + ++ +++ - + 
Prédominance sst2 + sst5 

Adénomes pituitaires GH 24 - +++ - - ++ 
Prédominance sst2 et/ou sst1 

Tumeurs gastroentéropancréatiques 22 + ++ - - + 
Phéochromocytomes 19 + +++ - - - 

 

Tableau 3 - Motif d'expression sst1-sst5 dans les tumeurs humaines, d'après [104] 

 

Cependant, l'expression de ce même sst2 dans les tissus sains avoisinant les tumeurs (tableau 4) 

implique qu'une partie de l'activité injectée sous forme d'analogues SST est en partie captée et fixée 

par ces tissus. En imagerie, cela perturbe le diagnostic en caractérisant des fixations non-tumorales 

(e.g. faux positifs) et génère un bruit de fond supplémentaire. En thérapie, le problème est plus 

important du fait que ces tissus sains vont eux aussi recevoir la dose de rayonnement destinée aux 

tissus tumoraux et en subir les dommages directs. 
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Tissus sst-positifs 
Nombre 
de cas 

Type de récepteur 
sst1 sst2 sst3 sst4 sst5 

Vaisseaux (veines) 22 - +++ - - - 
Plexus nerveux (myentérique) 7 - +++ - - - 
Îlots pancréatiques 4 - +++ - - - 
Glande médullosurrénale 1 - +++ - - - 
Stroma prostatique 2 - +++ - - - 
Muqueuse gastrique  4 +++ - - - - 
Muqueuse du colon 2 - ++ - - - 
Rate 2 - +++ - - - 
Tissus lymphoïdes 22 - +++ - - - 

 

 Tableau 4 - Motif d'expression sst1-sst5 dans les tissus humains sains, d'après [104] 

  

La surexpression des récepteurs SST dans les tumeurs versus dans les tissus sains est à la base de 

l'imagerie moléculaire et du traitement de ces tumeurs [105,106]. En outre, ces peptides ont une 

élimination hépatique et surtout rénale, qui pose le problème de toxicité par sur-irradiation des reins. 

 

C.2.1.2. Toxicité non-spécifique des traitements aux analogues SST 

 

Il est reconnu qu'une toxicité rénale peut survenir à la suite d'un traitement de radiopeptide-thérapie, 

malgré la faible occurrence d'effets secondaires, et ce parfois plusieurs années après. Comme vu 

précédemment, cette toxicité limite les doses radioactives injectées et plusieurs études ont évalué 

l'atteinte aux reins et les solutions envisagées pour la réduire. Imhof A et al. ont suivi l'évolution des 

effets hématologiques et rénaux après l'administration de plusieurs cycles de [90Y-DOTA]-TOC 

(octreotide, 3,7GBq.m-2) avec injection d'arginine et de lysine avant le traitement afin d'inhiber la 

réabsorption rénale. Ainsi 12,8 % des patients traités ont développé une affection hématologique 

transitoire de grade 3 à 4 et 9,2 % une toxicité rénale permanente de grade 4 à 5 (sévère à létale) selon 

les critères CTCAE v4.0 (Common Terminology Criteria for Adverse Effects) [107]. 

Valkema R et al. ont suivi la clairance de la créatinine chez les patients après traitements par [90Y-

DOTA]-TOC et [177Lu-DOTA]-TATE (octreotate) en mettant en avant une diminution de l'activité rénale 

de 7,3 % par an chez les patients traités au 90Y contre 3,8 % par an pour le 177Lu, malgré l'administration 

de protecteurs rénaux pendant le traitement. Ces données sont comparables aux pertes de clairance 

associée à une insuffisance rénale chronique progressive [87]. Une évaluation à long-terme de Bodei L 

et al. sur la toxicité rénale après une thérapie au [90Y-DOTA]-TOC et au [177Lu-DOTA]-TATE a elle aussi 

permis de montrer une perte de clairance de la créatinine de 5 à 10 % à un an chez 87 % des patients 
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traités au 90Y, associée à une toxicité de grade 1 (30 % des cas), de grade 2 (4 %) ou de grade 3 (4 %). 

Aucune toxicité n'a été observée chez les patients traités au 177Lu malgré une perte de clairance de 5 

à 10 % [108]. 

Bergsma et al. ont mis en avant l'intérêt d'estimer la dose absorbée par les reins au cours d'une 

radiopeptide-thérapie au [177Lu-DOTA]-TATE, pour si besoin diminuer les doses injectées au fil des 

cycles de traitement sans dépasser 28 Gy aux reins. Le résultat est une absence de toxicité rénale de 

grade 3 ou 4 dans la cohorte de patients, et aucune diminution de la fonction rénale au-delà de 20 % 

[109,110]. Conjointement, Svensson J et al. ont corrélé la faible fonction rénale avec l'augmentation 

de la dose absorbée au rein et de la toxicité hématologique au cours du traitement, renforçant encore 

l'intérêt de la dosimétrie personnalisée [111]. 

Limiter ainsi la dose aux reins permet de préserver au mieux la fonction rénale, mais cette stratégie 

présente l'inconvénient majeur de limiter aussi la dose absorbée par le tissu ciblé et le contrôle local 

de la tumeur. Sur ce point, la différence notable de toxicité aux tissus sains entre le 90Y et le 177Lu est 

un paramètre important lors du choix thérapeutique. 

A l'heure actuelle, de nombreux essais thérapeutiques de PRRT sont proposés dans certains centres 

de soin. Outre l'utilisation de l'Octreoscan en deux temps (diagnostic puis thérapie), présenté dans 

plusieurs études citées, les premiers résultats cliniques de traitements utilisant le [177Lu-DOTA(0),Tyr3]-

octreotate (Lutathera, Advance Accelerator Application) sont présentés. Crespo-Jara et al. ont 

notamment mis en avant une réduction métastatique de plus de 50 % chez une patiente de 36 ans 

dont le sarcome synovial poplité a entrainé l'apparition de ces métastases dans les poumons. Malgré 

la résistance à 6 stratégies de traitement, la patiente a bénéficié de deux injections de 177Lu-octreotate 

Lutathera (5,55 GBq et 7,4 GBq espacées de 2 mois). Les bénéfices cliniques importants qui ont suivi 

montrent l'intérêt des radiopeptides marqués au 177Lu et à leur optimisation [112]. 
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C.2.2. Récepteurs à la cholécystokinine 

La cholécystokinine (CCK) et la gastrine (G) sont les deux ligands endogènes agonistes des récepteurs 

RCCK1 et RCCK2 (anciennement RCCK-A et RCCK-B). La forte affinité de ces ligands avec le récepteur 

RCCK2 en fait une cible privilégiée des analogues CCK/G radiomarqués. 

 

C.2.2.1. Intérêt du ciblage de RCCK2 en cancérologie 

 

L'étude de Reubi JC et al. a porté sur 406 tumeurs humaines autoradiographiées à l'iode 125 : les 

récepteurs RCCK2 sont surexprimés dans un nombre important de cellules tumorales (tableau 5). A 

l'inverse, les récepteurs RCCK1 sont peu ou pas exprimés dans ces types de cancers, mis à part 

certaines tumeurs gastroentéropancréatiques, méningiomes et neuroblastomes [100]. L'expression 

tumorale de ces récepteurs constitue une opportunité parfaite dans le cadre diagnostique et 

thérapeutique des tumeurs neuroendocrines en oncologie, grâce le fait que les tissus sains avoisinants 

n'expriment pas ou très peu ces mêmes récepteurs. L'irradiation néfaste qui a été montrée dans les 

traitements par analogues à la somatostatine est potentiellement plus faible avec des analogues 

ciblant le RCCK2. 

De plus, des affections comme le cancer médullaire de thyroïde (CMT) surexpriment fortement le 

RCCK2 (92 %) à l'opposé des cancers thyroïdiens différenciés et des adénomes parathyroïdiens qui ne 

l'expriment pas : un diagnostic différentiel est alors réalisable. Ces résultats constituent un point 

d'appui intéressant dans le développement de nouvelles solutions utilisant le ciblage des récepteurs 

RCCK2 par des analogues à la cholécystokinine et à la gastrine dans le but d'identifier et localiser les 

tumeurs pour, par la suite, les traiter en RIV chez les patients pour lesquels les traitements existants 

ne sont pas efficaces. 
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Type de tumeur Récepteurs CCK-2 Récepteurs CCK-1 

Tumeurs neuroendocrines   
Carcinomes médullaires de la thyroïde 22 sur 24 (92 %) 2 sur 24 (8 %) 
Cancers pulmonaires à petites cellules 8 sur 14 (57 %) 0 sur 14 (0 %) 
Tumeurs gastroentéropancréatiques 7 sur 32 (22 %) 12 sur 32 (38 %) 
Adénomes à hormone de croissance  0 sur 9 (0 %) 0 sur 9 (0 %) 
Adénomes pituitaires inactifs 0 sur 10 (0 %) 0 sur 10 (0 %) 
Phéochromocytomes 0 sur 10 (0 %) 0 sur 10 (0 %) 
Paragangliomes 0 sur 10 (0 %) 0 sur 10 (0 %) 
Neuroblastomes 1 sur 16 (6 %) 3 sur 16 (19 %) 
Adénomes parathyroïdiens 0 sur 4 (0 %) 0 sur 4 (0 %) 

Tumeurs du système nerveux   
Astrocytomes 11 sur 17 (65 %) 0 sur 17 (0 %) 
Méningiomes 1 sur 27 (4 %) 8 sur 27 (30 %) 
Schwannomes 0 sur 13 (0 %) 0 sur 13 (0 %) 
Glioblastomes 0 sur 10 (0 %) 0 sur 10 (0 %) 

Tumeurs du système de reproduction   
Cancer du sein 5 sur 65 (8 %) 2 sur 65 (3 %) 
Carcinomes de l'endomètre 2 sur 16 (13 %) 0 sur 16 (0 %) 
Cancers ovariens   

Tumeurs épithéliales 4 sur 28 (14 %) 0 sur 28 (0 %) 
Tumeurs stromales 3 sur 3 (100 %) 0 sur 3 (0 %) 

Carcinomes de la prostate 1 sur 15 (7 %) 0 sur 15 (0 %) 
Carcinomes colorectaux 0 sur 22 (0 %) 0 sur 22 (0 %) 
Cancers pulmonaires non-à petites cellules 1 sur 14 (7 %) 0 sur 14 (0 %) 
Cancers thyroïdiens différenciés 0 sur 11 (0 %) 0 sur 11 (0 %) 
Cancers rénaux 0 sur 14 (0 %) 0 sur 14 (0 %) 
Lymphomes non-Hodgkiniens 0 sur 22 (0 %) 0 sur 22 (0 %) 

 

Tableau 5 - Incidence des récepteurs CCK dans 406 tumeurs humaines, traduit de [100] 

 

C.2.2.2. Récepteurs RCCK1 et RCCK2 

 

Les deux types de récepteurs n'ont pas la même affinité de fixation avec les différents peptides. RCCK1 

possède une forte affinité avec les ligands CCK sulfatés 500 à 1000 fois plus importante qu'avec la 

gastrine ou les ligands CCK non-sulfatés [100,113]. RCCK2 quant à lui possède une forte affinité pour 

les composés de la gastrine et de la cholécystokinine, notamment dans leur forme sulfatée. Les dérivés 

CCK ayant la séquence de 5 acides aminés C-terminaux en commun (Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH2) 

possèdent une forte affinité pour ce récepteur mais ce critère n'est pas exclusif et l'agoniste CCK4 dans 

lequel la glycine est absente possède lui aussi une forte affinité avec RCCK2 (fig. 27). Il est de ce fait le 

plus petit peptide CCK activant ce récepteur [114]. 
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Récepteur CCK1 : activité relative et affinités de fixation 

CCK-58 ≥ CCK-8>>> CCK-8 desulfate > gastrine-17, CCK-4 

CCK-58 et CCK-8 fixent approximativement aux valeurs Ki de 0,6 à 1 nM, avec une désulfatation de 
CCK-8 menant à une réduction d'affinité d'un facteur 500, et gastrine et CCK-4 une réduction d'un 
facteur 1000 à 10000. 

Récepteur CCK2 : activité relative et affinités de fixation 

CCK-8, CCK-58 ≥ gastrine-17, CCK-8 desulfate> CCK-4 

CCK-8, CCK-58, gastrine, et CCK-8 desulfate fixent aux valeurs Ki de 0,3 à 1 nM, avec une perte 
d'affinité d'ordre 10 pour CCK-4. 

Figure 27 - Relation structure-affinité des ligands naturels CCK et gastrine avec les récepteurs RCCK1 et RCCK2 

traduit de [115] 

 

C.2.2.3. Expression, structure et régulation du récepteur RCCK2 

L'expression des récepteurs RCCK1 se fait en grande partie dans de nombreuses zones cérébrales 

(hypothalamus, cortex temporal, système olfactif, amygdales) et certains systèmes périphériques 

(vésicule biliaire, pancréas, muqueuse gastrique) [116]. Les récepteurs RCCK2 sont aussi présents dans 

le système nerveux central, notamment au niveau cérébral, mais aussi dans l'estomac, le pancréas, et 

le nerf vague [116].  

Dans le cadre de ce travail, la cible d'intérêt est le récepteur RCCK2 (fig. 28). Ce récepteur possède 7 

domaines transmembranaires distincts connectés par des boucles intracellulaires et extracellulaires. 

Les différences qui existent entre le RCCK1 et le RCCK2 se trouvent notamment sur ces boucles ainsi 

qu'en bout de chaîne sur les secteurs C-terminaux et N-terminaux. 

 

Figure 28 - Structure du récepteur RCCK2 chez le rat [117] 

La régulation des récepteurs membranaires RCCK2 se fait en fonction de la stimulation de ce dernier. 

L'activation du site de réception par un analogue agoniste provoque une endocytose rapide du 
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récepteur vers les sous-compartiments cellulaires auprès desquels il va relarguer son contenu, c'est-à-

dire l'analogue qui y est fixé (fig. 29). Une fois internalisé, le récepteur est majoritairement recyclé vers 

la membrane cellulaire ou dégradé par les lysosomes. A la suite de ce processus, de nouveaux 

récepteurs membranaires sont créés à la surface des cellules via l'appareil de Golgi [118]. 

 

Figure 29 - Internalisation des peptides radiomarqués 

traduit de [119] 

 

 

C.3. Augmentation de l'affinité pour le récepteur ciblé  

 

C.3.1. Affinité du ciblage 

En RIV, l'affinité du ciblage est définie comme le taux de fixation du radiopeptide sur les récepteurs 

ciblés lorsqu'ils entrent en contact [120]. L'affinité de liaison des ligands avec les récepteurs 

membranaire est estimée en imagerie scintigraphique [121] mais aussi à l'aide d'informations 

directement quantitative comme les constantes de dissociation Kd,  Ki ou la concentration efficace EC50 

[122]. Ces paramètres expriment les concentrations moléculaires nécessaires à l'activation des 

récepteurs membranaires afin d'obtenir par exemple une action d'internalisation du complexe. 
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En diagnostic, l'affinité conditionne l'efficacité de détection des affections. Ainsi, des études ont permis 

de mettre au point des protocoles diagnostiques utilisant les radioligands en comparant les affinités 

et spécificités pour la détection des tumeurs neuroendocrines [123,124]. 

 

C.3.2. Spécificité du ciblage  

 

Les traitements de radiothérapie interne, qu'ils soient non-vectorisées, à base d'anticorps 

monoclonaux ou de peptides radiomarqués, ne sont pas administrés de manière localisée comme peut 

l'être la radioembolisation dans les traitements hépatiques par exemple. L'injection des radiopeptides 

se fait par voie veineuse et c'est la structure moléculaire caractéristique de la molécule qui va lui 

permettre de cibler les cellules tumorales au cours de son trajet dans la circulation sanguine. La 

spécificité du ciblage des radiopeptides se définit par leur capacité à se fixer exclusivement sur le 

récepteur ciblé et sur aucun autre.  

La problématique d'adressage des peptides vers les cellules tumorales concerne surtout la partie 

"ligand" de la molécule, puisque c'est elle qui va, par le biais du site de réception, permettre 

l'internalisation. 

Dans le cas des radiotraceurs, une faible spécificité de marquage entraine une faible accumulation 

dans les cellules ciblées et une plus forte accumulation dans les autres tissus, ce qui rend l'imagerie 

diagnostique impossible, l'effet thérapeutique insuffisant et de potentiels effets indésirables. 

En définitive, la maîtrise de la biodistribution de l'agent thérapeutique est un des principaux critères 

de réussite du ciblage mais aussi un moyen de vérifier à la fois l'affinité et la spécificité (e.g. imagerie 

scintigraphie post-injection). 
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C.4. Accessibilité de la cible : choix des vecteurs  

 

C.4.1. Ciblage tumoral du RCCK2 

La prise en charge des tumeurs neuroendocrines tend à utiliser les techniques vectorisées grâce à leur 

fort développement au cours des dernières années. La forte expression des récepteurs RCCK2 dans les 

cancers médullaires de la thyroïde (CMT) et les cancers pulmonaires à petites cellules (CPPC) permet 

d'envisager une solution thérapeutique lorsque ces derniers développent des métastases, deviennent 

inopérables ou bien pour lesquels les seules possibilités de soin sont palliatives. 

5 à 10 % des cancers thyroïdiens sont des CMT, qui se développent à partir des cellules C 

parafolliculaires responsables de la production de calcitonine (CT). Les tumeurs conservent ce rôle 

sécrétoire, ce qui permet aux équipes soignantes de diagnostiquer et de suivre leur évolution par 

dosage de ce marqueur biologique. Le diagnostic de CMT est confirmé lorsque les dosages basal et 

sous stimulation par la pentagastrine sont respectivement supérieurs ou égaux à 30 pg.mL-1 et 200 

pg.mL-1, avec une sensibilité de 90 % et une spécificité de 80 % [125]. Avec le développement des 

analogues radiomarqués de la cholécystokinine/gastrine, une confirmation de ce diagnostic devient 

possible avec par exemple une scintigraphie à l'indium 111. Cet examen complémentaire possède 

l'avantage non-négligeable de localiser les atteintes tumorales, mais aussi de visualiser les métastases 

éventuelles dans le but d'adapter la prise en charge des patients. Les solutions de chimiothérapies 

existantes n'ont pas montré d'efficacité significative ni de bénéfice sur la survie des patients [126–

128], à l'instar des traitements d'immunothérapie (anticorps inhibiteurs de la tyrosine kinase sorafenib, 

cabozantinib, vandetanib) dont les effets sont encourageant sans pourtant apporter de réelle avancée 

dans la prise en charge [129,130]. 

Lorsque les atteintes métastatiques sont peu nombreuses et localisées, elles sont traitées par 

radioembolisation (administration locale d'un agent irradiant), radiofréquence ou par chirurgie 

palliative [131–133]. Cependant, la survie à 10 ans pour ces cancers métastatiques atteint seulement 

30 % des patients, bien moins que les taux de survie des autres formes de cancers thyroïdiens 

différenciés. 

C'est dans ce contexte en manque de solutions thérapeutiques curatives, notamment pour les CMT et 

les CPPC qui n'expriment pas les récepteurs SST, que s'inscrivent l'intérêt et le développement des 

analogues à la cholécystokinine. La synergie avec les traitements actuels de chimiothérapie et ceux 

précédemment cités pourrait mener à une réelle efficacité diagnostique et thérapeutique sur 

l'affection primitive et les potentielles métastases. 
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C.4.2. Dérivés de la cholécystokinine/gastrine 

La cholécystokinine est issue du précurseur pré-procholécystokinine composé de 115 acides aminés. 

Les dérivés biologiquement actifs de la CCK sont nombreux : CCK-58, CCK-39, CCK-33, CCK-22, CCK-9, 

CCK-5, CCK-4, etc. [134]. Toutes ces formes de cholécystokinine possèdent la même structure d'acides 

aminés terminale Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH2 (Trp-Met-Asp-Phe-NH2 pour CCK-4). 

En 2011, avec l'appui du groupement COST BM0607, plusieurs études publiées ont mis en avant une 

douzaine d'analogues ciblant le récepteurs RCCK2. Une étude d'Aloj et al. sur la fixation et 

l'internalisation des peptides montre une haute affinité avec le récepteur et des propriétés 

d'internalisation satisfaisantes pour tous les analogues expérimentés [84]. 

Ocak et al. expérimentent la stabilité et le métabolisme des composés. Les résultats montrent des 

stabilités différentes avec des demi-vies variant de 4,5 ± 0,1 heures à 198 ± 0,1 heures. Cette étude a 

permis de mettre en avant des sites de clivage sur tous les dérivés de minigastrine, situés entre les 

acides aminés Asp et Phe-NH2 C-terminaux [83]. 

L'équipe de Laverman étudie in vivo la biodistribution des 12 analogues. 3 peptides sortent du lot, à 

savoir l'analogue de la minigastrine PP-F11 (DOTA-(DGlu)6-minigastrine), l'analogue bivalent MGD5 

[135] et le peptide cyclique cyclo-MG1. Ces trois combinent une forte fixation tumorale et une faible 

rétention rénale [88]. 

 

C.4.2.1. Essais et optimisation de l'analogue CCK8 

 

Parmi les nombreux analogues de la cholécystokinine, les équipes de de Jong et Reubi se sont en 

premier lieu intéressé au développement de radiopeptides CCK8 dans le cadre du groupement 

EuroCOST. Ainsi, en 1998, ils ont mis au point plusieurs analogues CCK8 non-sulfatés reliés aux 

chélateurs DOTA et DTPA et ont testé leur affinité dans des tumeurs humaines exprimant les 

récepteurs RCCK2. Deux composés ont montré les meilleurs résultats, à savoir le DTPA-[Nle28,31]-CCK8 

dénommé MP2286 et le DTPA-[DAsp26,Nle28,31]-CCK8 dénommé MP2288, avec une affinité IC50 de 1,5 

nM. A titre comparatif, les composés CCK8 C-terminaux ont une affinité supérieure à 100 nM, et le plus 

performant des analogues couplés au DOTA (DOTA-[DAsp26,Nle28,31]-CCK8 présente une IC50 égale à 3,9 

nM. Autre point positif, l'affinité de ces analogues avec le récepteur RCCK1 est faible. Les études in 

vivo sur les rats ont montré une clairance et une fixation majoritairement rénale, mais qui restent tout 

de même plus rapide et moins toxique que pour les dérivés gastriniques [121]. 
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En 1999, de Jong et al. ont expérimenté in vitro et in vivo les capacités diagnostiques du [111In-DOTA]-

CCK8 versus 125I-CCK10 et 125I-gastrine sur lignée cellulaire pancréatique de rat CA20948. Des résultats 

préliminaires ont montré une internalisation spécifique du complexe [111In-DOTA]-CCK8 sur la lignée 

de tumeur pancréatique de rat AR42J. Les essais in vivo sur des rats ont eux aussi montré une clairance 

plus rapide et une meilleure biodistribution pour les dérivés [111In-DOTA]-CCK8 et [111In-DTPA]-CCK8 

(tableau 6) [136]. 

 

 
Temps après 

administration du 
[111In-DOTA]-CCK8 

 Temps après 
administration du 
[111In-DTPA]-CCK8 

Tissu 1 h 4 h 24 h  24 h 
Sang 0,099 (0,010) 0,018 (0,002) 0,005 (0,001)  0,005 (0,001) 
Rate 0,041 (0,004) 0,034 (0,004) 0,033 (0,003)  0,023 (0,003) 

Pancréas 0,037 (0,002) 0,013 (0,001) 0,011 (0,000)  0,012 (0,000) 
Surrénales 0,066 (0,016) 0,017 (0,002) 0,019 (0,000)  0,018 (0,000) 

Reins 0,706 (0,110) 0,439 (0,061) 0,379 (0,050)  0,322 (0,030) 

Foie 0,040 (0,011) 0,027 (0,004) 0,026 (0,006)  0,045 (0,007) 
Estomac 0,060 (0,020) 0,044 (0,004) 0,028 (0,006)  0,035 (0,007) 

Colon 0,041 (0,013) 0,013 (0,003) 0,037 (0,006)  0,010 (0,001) 
Muscle 0,012 (0,001) 0,003 (0,000) 0,003 (0,000)  0,003 (0,000) 
Fémur 0,035 (0,002) 0,014 (0,001) 0,012 (0,001)  0,012 (0,001) 

Hypophyse 0,012 (0,002) 0,004 (0,001) 0,003 (0,000)  - 
Tumeur 0,160 (0,021) 0,130 (0,020) 0,082 (0,011)  0,094 (0,020) 

La fixation de radioactivité est exprimée en pourcentage de dose injectée (%ID/g), n ≥ 4 
 

Tableau 6 - Biodistribution des analogues CCK8 pour les organes et tumeurs CA20948 de rats 

traduit de [136] 

 

Une étude clinique a été réalisée en 2000 par Kwekkeboom et al. sur 7 patients présentant un CMT. 

Une scintigraphie au [111In-DTPA]-CCK8 a permis la détection de quelques lésions chez deux patients, 

sans pour autant les visualiser toutes. 48 heures après l'injection, la radioactivité dans la tumeur est 

toujours visible malgré une faible fixation dans la tumeur et l'estomac (exprimant fortement le RCCK2). 

Des produits de dégradation du peptide sont présents dans le sérum et l'urine 1 heure après l'injection. 

Ces résultats prouvent dès lors la nécessité d'optimiser à la fois la fixation et la stabilité de cet analogue 

CCK8 pour en améliorer la sensibilité et la spécificité de détection scintigraphique [137]. 

En 2002, l'équipe d'Aloj a expérimenté une modification de l'analogue DTPA-CCK8 en y ajoutant un 

bras espaceur de glycine (DTPA-Glu-G-CCK8) et un espaceur cystéine-glycine-

diphenylphosphinopropionyl (PhosGC-CCK8) pour respectivement marquer du 111In et du 99mTc. Les 

deux composés ont montré des affinités pour le RCCK2 similaires (Kd = 20-40 nM), une internalisation 

après interaction avec le récepteur et des temps de rétention intracellulaire élevés. Le dérivé 111In-
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DTPAGlu-G-CCK8 a montré un meilleur ratio de fixation cible-tissus, mais une élimination rapide à 

travers les reins. Le dérivé technétié, plus stable mais éliminé par voie hépatobiliaire, entraine un bruit 

de fond élevé dans l'intestin [138]. 

D'autres études ont expérimenté l'imagerie scintigraphique des récepteurs RCCK2 avec des analogues 

CCK8 radiomarqués au 99mTc sans pour autant parvenir à un résultat concluant [139,140]. 

 

C.4.2.2. Analogue CCK4 

 

Comme nous venons de le voir, le développement des analogues de la cholécystokinine est en plein 

évolution, et plusieurs stratégies sont mises en places par les équipes de recherche. C'est dans ce 

contexte de que notre équipe a décidé à partir de 2007 de développer un analogue CCK novateur, à 

partir du dérivé CCK4. Comme vu précédemment, les études in vivo utilisant les dérivés gastriniques 

montrent une forte fixation tumorale, mais aussi une néphrotoxicité élevée, limitant le potentiel 

thérapeutique des dérivés. Parallèlement, les analogues CCK8 possèdent une fixation rénale plus faible 

que la gastrine, mais une fixation tumorale aussi plus faible. Le CCK4 quant à lui est le plus petit 

analogue possédant à la fois une sélectivité et une forte affinité (de l'ordre du nanomolaire) pour le 

récepteur RCCK2 [141]. Cette petite taille permet notamment de diminuer le risque de dégradation du 

peptide dans l'organisme.  

A l'inverse des études citées auparavant qui ont en majorité modifié pas à pas les différents dérivés 

CCK/gastrine pour leur conférer de meilleures propriétés d'internalisation, de stabilité ou de toxicité 

supérieure (méthode dite de "screening"), l'analogue CCK4 présenté ici a été développé in silico, c’est-

à-dire après modélisation numérique de la structure du récepteur peptidique (fig. 30) [142,143]. En 

effet, les précédentes études notamment réalisées par Silvente-Poirot et al. sur la structure du RCCK2 

a apporté les connaissances et le modèle nécessaire à la réalisation d'un unique analogue original CCK4 

[117,144]. Jusque-là, ce dérivé n'avait jamais été étudié dans un cadre d'imagerie ou de thérapie 

métabolique. 
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Figure 30 – A gauche : modèle bi-dimensionnel du site de réception du RCCK2 (en rouge) liant l'analogue CCK9 (en noir) 

A droite : modèle tri-dimensionnel du RCCK2 [143,145] 

 

En 2007, Brillouet S et al. ont évalué précliniquement plusieurs radioligands analogues CCK sur un 

modèle de cancer médullaire de la thyroïde (CMT-TT) et une lignée de fibroblastes exprimant une 

mutant tumorigénique du récepteur RCCK2 actif (NIH-3T3-E151A-RCCK2), xénogreffés chez la souris 

nude. Ce type de souris possède un système immunitaire diminué permettant la prise de greffe de 

lignées tumorales. Les deux ligands testés sont le [111In-CHX-A''-DTPA]-CCK8 noté 111In-DTPA-CCK8, et 

le [111In-CHX-A''-DTPA]-(Ahx)2-CCK4 noté 111In-DTPA-CCK-derivative (fig. 31) [146]. Elément 

d'optimisation supplémentaire, l'ajout d'un bras espaceur -(Ahx)2- (Ahx : 6-aminohexanoic acid) à la 

structure du ligand permet d'éloigner la partie CCK4 du groupement chélateur-radionucléide pour que 

ce dernier ne déforme pas le site de liaison du RCCK2 lors de sa fixation. Les conditions du 

radiomarquage pour cette étude sont similaires à celles utilisées pour l'Octreoscan® afin d'obtenir une 

pureté radiochimique (PRC) supérieure ou égale à 95 %, seul médicament radiopharmaceutique 

commercialisé et utilisé dans le centre. 
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Figure 31 - Scintigraphie de souris xénogreffée CMT-TT 24 heures après injection [146] 

 

Le dosage des IP3, les inositols triphosphates mis au point dans l'équipe a permis de caractériser la 

forte affinité des ligands CCK4 mis au point avec le RCCK2, similaire à la référence CCK8 et à la gastrine. 

La complexation avec l'indium 111 augmente la valeur d'EC50, tout en restant de l'ordre du 

nanomolaire. 

Ligands non-complexés complexés 

 Gastrine 
CHX-A"-
DTPA-
CCK8 

CHX-A"-
DTPA-
CCK4 

CHX-A"-DTPA-(Ahx)2-
CCK4 

111In-CHX-
A"-DTPA-

CCK8 

111In-CHX-
A"-DTPA-

CCK4 

111In-CHX-A"-
DTPA-(Ahx)2-

CCK4 
EC50 (nM) 0,407 ± 

0,09 
0,430 ± 

0,37 
0,496 ± 

0,10 

0,455 ± 0,20 1,136 ± 0,67 1,095 ± 0,68 1,010 ± 0,18 

Emax (%) 100 100 100 100 100 100 100 
 

Tableau 7 - Dosage des inositols triphosphates des ligands non-marqués et marqués au 111In [147] 

 

Ces travaux ont permis, via l'évaluation du dérivé CCK4, de confirmer les conditions de radiomarquage 

de ces analogues marqués à l'indium 111, mais aussi de montrer qu'à l'aide de la modélisation 

moléculaire effectuée en amont, l'efficacité de ciblage du RCCK2 en imagerie est améliorée par 

l'utilisation de ce dérivé. La mise au point de l'imagerie in vivo sur le petit animal est établie, prouvant 

que la fixation tumorale élevée et la biodistribution satisfaisante sont propices à une utilisation 

diagnostique et thérapeutique et poussent l'équipe à poursuivre le développement de ce radioligand. 

Suite à ces travaux, un nouveau radioligand CCK4 est expérimenté in vitro et in vivo en 2010 par 

l'équipe, le 111In-BPCA-(Ahx)2-CCK4. Le chélateur original BPCA a été synthétisé à partir de 
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groupements amino-carboxylates et d'un chromophore bipyridine modifié afin de complexer plusieurs 

métaux dont le 111In, le 86Y (imagerie TEP), le 90Y (RIV), le Gd (IRM) et des lanthanides de fluorescence 

(europium ou terbium). La modélisation moléculaire a été une nouvelle fois utilisée pour caractériser 

l'encombrement stérique de l'analogue sur le RCCK2 (fig. 32). 

 

Figure 32 - Vue tridimensionnelle du complexe 111In-BPCA-(Ahx)2-CCK4-RCCK2 [89] 

 

Les résultats de biodistribution sur les souris xénogreffées (lignée NIH-3T3-E151A) obtenus avec ce 

nouveau ligand sont présentés sur la figure 38. 

 

Figure 33 - Biodistribution des conjugués CCK expérimentés sur souris xénogreffées NIH-3T3-E151A (n=6) [89] 
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La fixation tumorale avec le complexe "BPCA-CCK4" est supérieure à celle des deux complexes "DTPA-

CCK8" et "DPTA-CCK4" testés. De plus, la rétention rénale est aussi plus faible. Ce résultat est confirmé 

par l'imagerie scintigraphique à 24 heures, et qui montre un plus fort ratio de fixation tumeur/muscle 

pour le ligand 111In-BPCA-(Ahx)2-CCK4 (fig. 34). 

 

Figure 34 - Scintigraphie à 24 heures post-injection pour 3 ligands sur souris xénogreffées NIH-3T3-E151A [89] 

 

En outre, l'utilisation du chélateur BPCA permet une complexation rapide (15 minutes) à température 

ambiante, avec une stabilité du radioligand supérieure à 24 heures et un phénomène de transchélation 

par les protéines du plasma diminué vis-à-vis du DTPA. La captation tumorale et le ratio tumeur/muscle 

du 111In-BPCA-(Ahx)2-CCK4 sont 3 à 4 fois supérieurs à ceux du ligand CCK8 de référence. La fixation 

rénale mesurée est inférieure à 0,5 %ID/g, ce qui mène à un ratio tumeur/rein 7 fois plus élevé que 

celui du 111In-CHX-A"-DTPA-CCK8. 

En définitive, les études d'optimisation réalisées depuis plusieurs années ont mené notre équipe à 

synthétiser un ligand présentant des propriétés améliorées qui en font un candidat de choix pour la 

radiothérapie interne vectorisée. 

 

C.5. Diminution de la fixation non-spécifique 

 

La dose de rayonnements absorbée par les tissus sains, due à la fixation des vecteurs radioactifs dans 

les cellules non-tumorales, est un des phénomènes limitants l'efficacité des traitements. Lors de 

l'injection d'anticorps radiomarqués, ces derniers ne sont pas strictement spécifiques de la tumeur. Un 

prétraitement du patient avec une dose d'anticorps "froids", c’est-à-dire non-radioactifs, de même 
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spécificité, permet de saturer en partie les sites antigéniques présents dans les tissus sains, notamment 

le foie, tout en préservant un effet antitumoral sur les cellules cancéreuses surexprimant l'antigène 

ciblé [148]. 

Dans le cadre des traitements de thérapie peptidique, l'administration en prétraitement d'acides 

aminés positivement chargés tels que la L-lysine et la L-arginine a permis d'inhiber l'accumulation 

rénale chez l'animal et chez l'Homme, en concurrençant directement la fixation aux sites négativement 

chargés à la surface des cellules épithéliales des tubules proximaux [149–151], et est devenue un 

standard de protection rénale. D'autres molécules, comme l'amifostine ou l'α-microglobuline, se fixent 

sur ces sites de réabsorption et permettent de limiter les dégâts radiologiques aux reins lors de 

traitements par analogues de somatostatine radiomarqué [152]. 

 

C.6. Augmentation de l'efficacité radiobiologique 

Enfin, le troisième volet d'optimisation de la RIV passe par le renforcement de son potentiel de 

destruction tumorale, c'est-à-dire l'efficacité radiobiologique. L'adéquation du rayonnement ionisant, 

selon la nature du radionucléide ainsi que les potentiels traitements concomitants sont deux 

paramètres sur lesquels cette optimisation est réalisable. 

 

 

 

 

C.6.1. Choix des radionucléides 

 

La taille des tumeurs neuroendocrines est un facteur variable auquel il est nécessaire d'adapter la 

stratégie de traitement vis-à-vis de l'énergie du rayonnement β-. Outre l'irradiation de ces tumeurs, un 

des intérêts de la vectorisation de l'irradiation réside dans le traitement des métastases de petite taille 

disséminées dans le patient. Les deux radionucléides couramment employés en PRRT, à savoir le 90Y et 

le 177Lu déposent leur énergie plus ou moins localement, et ne sont donc pas adaptés aux mêmes types 

de tumeurs (tableau 8).  

 

 111In 90Y 177Lu 
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Méthode de production Cyclotron  
(p, 2n) 

Générateur Réacteur 
(p) 

Cible 112Cd 90Sr 176Lu 
Produit de désintégration 111Cd 90Zr 177Hf 

Constantes physiques 

t1/2 (jours) 2,83 2,71 6,65 
Emission particulaire utile γ β- β- / γ 
Energie des particules Eγ1 = 171 keV (90 %) 

Eγ2 = 245 keV (94 %) 
Eβmax = 2280 keV 
Eβmoy = 933 keV 

Eβmax = 497 keV 
Eβmoy = 133 keV 

Eγ1 = 113 keV (6,4 
%) 

Eγ2 = 208 keV (11 %) 
Parcours maximal dans les 
tissus (mm) 

- 12,0 2,1 

 

Tableau 8 - Caractéristiques physiques des nucléides considérés, d'après [87,153] 

 

Les traitements au 111In (émetteur γ et d'électrons Auger) existent, mais ils ne présentent pas le 

potentiel thérapeutique des traitements au 90Y et 177Lu et ne seront pas décrits par la suite [154]. 

 

Diamètre de sphère (mm) 
Energie absorbée (%) 

90Y 177Lu 
50 95 100 
30 91 99,6 
10 66 97 
5 41 93 
3 26 88 
1 9 67 

0,1 1 15 
Tableau 9 - Energie absorbée des particules β du 90Y et 177Lu dans des sphères, d'après [155] 

 

Synergie des rayonnements 

 

Récemment, une étude de de Jong M et al. a permis de comparer l'efficacité d'un traitement 

synergistique sur modèle animal, en utilisant une combinaison de [90Y-DOTA]-TOC et [177Lu-DOTA]-

TATE versus le traitement de [90Y-DOTA]-TOC seul. Les auteurs concluent sur une efficacité supérieure 

du point de vue de la survie médiane (>150 jours avec 90Y + 177Lu versus 75 jours avec 90Y ou 177Lu), mais 

aussi sur une survie globale plus importante pour tous les traitements lorsque les doses sont 

administrées en deux injections éloignées d'une semaine, avec toujours une meilleure efficacité pour 

le traitement synergistique [87]. Les deux radionucléides conviennent pour les traitements de PRRT, 
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mais ils diffèrent par leur effet sur différentes tailles de tumeurs. Ainsi, le rayonnement de 90Y avec un 

parcours maximal de 12 mm est optimalement efficace sur des tumeurs de 34 mm, et le 177Lu sur des 

tumeurs de 2 mm pour un parcours maximal de 2,1 mm (fig. 35) [156]. De ce fait, l'utilisation de 90Y sur 

des tumeurs de petite taille peut entrainer une forte irradiation des tissus sains environnants, et donc 

une potentielle toxicité. A l'inverse, l'emploi exclusif de 177Lu est moins toxique pour les tissus sains, 

mais la capacité de stérilisation des tumeurs décroît rapidement avec l'augmentation de la taille et le 

développement de cellules tumorales clonogéniques. 

Une étude clinique sur une cohorte de 486 patients présentant des cancers neuroendocrines 

métastatiques a été réalisée par Villard L et al. en 2012. Une combinaison de [90Y-DOTA]-TOC et de 

[177Lu-DOTA]-TOC administrée en moyenne en 3,7 fois a permis une survie supérieure en comparaison 

avec un traitement de [90Y-DOTA]-TOC administré en 3,9 fois, tout en conservant une toxicité rénale 

identique [157]. Malgré l'ajout de 177Lu au traitement de 90Y, le vecteur DOTA-TOC employé s'accumule 

dans les tubules proximaux et le plus faible parcours des particules β- associées ne leur permet pas 

d'atteindre des glomérules radiosensibles du cortex rénal [158]. 

 

Figure 35 - Parcours des émission β- des isotopes 90Y et 177Lu dans les tissus, d'après [159] 

 

Comme vu précédemment, l'optimisation des analogues radiomarqués – notamment du dérivé CCK4 

développé dans l'équipe – passe aussi par la complexation de nouveaux nucléides dédiés à la thérapie, 

tels que l'yttrium 90 et le lutétium 177. Aussi, une partie du travail présenté en seconde partie du 

manuscrit consistera en l'étude de radiomarquage de ces nucléides par différents complexes 

chélateur-CCK4 à disposition dans le but d'adapter les futurs traitements à un grand nombre 

d'affections tumorales. 
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C.6.2. Association thérapeutique  

 

 

De nombreux traitements font aujourd'hui intervenir des solutions concomitantes de 

"radiochimiothérapie". Cette association permet de renforcer l'action antitumorale synergique de 

chacun des traitements de chimiothérapie et de radiothérapie, et parfois de curiethérapie. Le but 

recherché est multiple : augmentation des lésions à l'ADN, blocage des phénomènes de réparation, ou 

encore augmentation du taux d'expression de la cible.   

La radiochimiothérapie est évaluée dans plusieurs types de cancers, comme le cancer du col de l'utérus 

(cisplatine + curiethérapie) (fig. 36), le cancer de l'œsophage, ou encore l'astrocytome anaplasique et 

le glioblastome (temodal + radiothérapie externe). 

 

Figure 36 - Protocole de radiochimiothérapie concomitante utilisée dans le cancer du col de l'utérus (INCa – 2016) 

 

 

C.6.2.1. Exemple du mIBG / Topotecan 

 

Dans le traitement de certains neuroblastomes, l'utilisation conjointe de mIBG et de topotecan 

(inhibiteur de l'ADN topoisomérase) améliore la survie des patients, versus les composés administrés 

seuls. En plus de l'effet toxique du topotecan, des études montrent qu'il induit une augmentation de 

la fixation du mIBG, et donc de la dose absorbée par la tumeur [160,161]. 

D'autres associations n'ont pas l'effet escompté, comme l'ont notamment montré Courbon et al. sur 

le co-traitement par l'iode 131 et l'acide rétinoïque des carcinomes thyroïdiens métastatiques agressifs 

[162]. 

 

C.6.2.2. Radiopeptide thérapie / DDA  

 

C.6.2.2.1. Dendrogénine A 
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La dendrogénine A (DDA) est un métabolite du cholestérol, découvert dans l'équipe dans différents 

tissuschez les mammifères, incluant l'Homme [163]. Sa production est diminuée dans les cellules 

tumorales ou les tumeurs du sein comparé au tissu normal adjacent (fig. 37). Outre sa toxicité sur les 

cellules tumorales, ses propriétés de re-différenciation en cellules fonctionnelles à faibles doses ont 

été montrées in vitro et in vivo dans certains modèles de cancer [163,166] (fig. 38). 

 

 

Figure 37 - Métabolisme du 5,6α-EC dans les tissus sains et tumoraux [167] 
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Figure 38 - Effet de la DDA sur cellules tumorales [163,167] 

 

 

Les propriétés biologiques de la DDA, dont l'expression diminue dans les cellules tumorales, suggèrent 

une fonction physiologique de maintien de l'intégrité et de la différenciation cellulaire. En parallèle, de 

nombreuses études décrivent le rôle de la voie de signalisation Notch dans la différentiation des 

cellules tumorales myéloïdes [168] ou les cellules-T, notamment du thymus (thymocytes) [169]. 

Ainsi, une partie de ces travaux de thèse présentée plus en détail par la suite a consisté en l'évaluation 

des effets potentiels de la DDA sur la voie de signalisation Notch pour les lignées CMT-TT et NIH-3T3-

E151A exprimant le RCCK2, dans le but de proposer une association RIV / dendrogénine A. 

 

C.6.2.2.2. Voies de signalisation Notch dans les CMT 

 

De nombreuses études ont été réalisées sur le rôle de la voie de signalisation Notch en cancérologie. 

Selon les lignées de cancers étudiées, un rôle oncogène ou suppresseur de tumeur est associé à 

l'activité de la voie Notch (fig. 39) [170,171]. Au sein d'un même organe, l'atteinte tumorale et son lien 

avec l'activité Notch varie : dans 3 types de tumeurs pulmonaires sur 4, le rôle de cette voie de 

signalisation est promoteur de tumeur, mis à part pour les cancers pulmonaires à petites cellules 

(CPPC). En effet dans ce type de cancer, qui exprime le RCCK2 à  57 % [100], la surexpression de 

NOTCH1 ou NOTCH2 conduit à un arrêt de la pousse tumorale [172]. 
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Figure 39 - Rôles multiples de la signalisation Notch dans les tumeurs solides [170] 

 

Le récepteur transmembranaire Notch se décline, chez l'Homme, en 4 sous-types de Notch-1 à Notch-

4.  

La cascade de signalisation de la voie Notch est complexe, et l'effet protumoral ou antitumoral est un 

équilibre entre plusieurs phénomènes et interactions autour de cette voie. Le clivage du NICD (Notch 

intra-cellular domain) initie une cascade qui interagit à plusieurs niveaux avec des voies de signalisation 

parallèles (fig. 40) : 

- Notch régule négativement l'expression de PTEN via l'induction de HES1, menant à l'activation 

de la voie pro-survie PI3K-ATK (effet protumoral) 

- l'activation des récepteurs de tyrosine kinase RTK induit l'expression de facteurs de croissance 

EGFR et PDGFR qui conduisent à l'activation de gènes de prolifération cellulaire (effet 

protumoral) 

- l'inhibition des ligands WNT à travers l'induction d'HES1 entrave de ce fait les effets 

tumorigéniques de la voie WNT (effet antitumoral) 

- le gène JAG1 est transcrit par l'activation de la voie TGFβ (transforming growth factor-β) et la 

protéine associée va activer la voie Notch d'une cellule adjacente. Les deux voies activées 

induisent la production de l'inhibiteur p21 permettant l'arrêt du cycle cellulaire (effet 

antitumoral) [170]. 
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Figure 40 - Phénomènes oncogèniques ou supresseurs de tumeurs de la voie Notch [170] 

 

Récemment, plusieurs études ont aussi mis en avant l'effet suppresseur de tumeur de l'activation de 

Notch dans les CMT. La voie de signalisation Notch1 est absente dans ce type de cancer, et son 

activation a montré une diminution in vitro de la pousse et des marqueurs tumoraux ASCL1 (achaete-

scute complex-like 1) et CgA (chromogranine A) [173]. 

En 2011, Jaskula-Sztul R et al. ont étudié l'effet de l'activation in vivo de Notch1 sur une lignée de CMT-

TT inductible par traitement à la doxycycline. Afin d'identifier l'activité Notch1 suite à ce traitement et 

de confirmer les résultats obtenus précédemment, une expérience de Western Blot a été réalisée in 

vitro, qui montre une expression endogène des marqueurs tumoraux pour l'échantillon contrôle, et 

une diminution avec effet-dose de ces mêmes marqueurs pour les échantillons traités (fig. 41) : une 

dose de 1 µg.mL-1 augmente fortement l'expression de NICD1 et diminue très fortement l'expression 

ASCL1 et CgA [174]. 
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Figure 41 - Réduction des marqueurs tumoraux par activation de Notch1 (NICD1) sur cellules CMT-TT in vitro (à gauche) 

et in vivo (à droite) [174] 

 

Le suivi de la taille tumorale sur les souris xénogreffées CMT-TT Notch1-inductible et traitées à la 

doxycycline montre une forte diminution de la pousse (fig. 42) ainsi qu'une réduction de la masse 

tumorale d'environ 57 % (p < 0,05) par rapport au groupe contrôle à 28 jours de traitement, corrélé 

avec les niveaux d'expression des ARN messagers de ASCL1 (fig. 43). 

 

Figure 42  - Suivi de pousse tumorale de CMT-TT chez la souris avec ou sans activité Notch1 [174] 

 

Une fois la voie Notch1 activée, la protéine Notch1 se lie au complexe CBF-1 et régule positivement 

l'expression de HES-1, qui à son tour se lie au promoteur de ASCL1 et régule négativement l'ARN 

messager de ASCL1 [175]. De plus, Notch1 peut se lier directement à la protéine ASCL1 et induire une 

dégradation rapide de cette dernière indépendamment de HES-1 [176]. 
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Figure 43 - Taille tumorale (à gauche) et expression ASCL1 (à droite) avec et sans induction Notch1 [174] 

 

Cette étude montre l'intérêt de la voie Notch1 dans la prise en charge et le traitement optimisés des 

CMT dont les affections métastatiques agressives touchant le foie, les poumons, les os et le médiastin 

sont source de nombreuses rechutes [177,178]. 

En 2013, Tesfazgui S et al. ont étudié les effets d'un autre composé, la thiocoraline. Les résultats 

mettent en évidence un effet direct du traitement sur l'arrêt du cycle cellulaire en phase G1, et la 

réduction des marqueurs tumoraux vus précédemment, en activant les récepteurs Notch1 et Notch2 

(fig. 44) [179]. En parallèle, l'augmentation de l'expression de p21 et p27 dont l'effet suppresseur de 

la pousse tumorale a été démontré [180], ainsi que la diminution de l'expression des cyclines B1 et D1 

semblent confirmer l'arrêt cellulaire comme mécanisme d'inhibition de la pousse tumorale. 

 

Figure 44 - Effet du traitement de thiocoraline sur le cycle cellulaire des lignées CMT-TT [179] 

Parmi les autres études de cette même équipe, Jaskula-Sztul R et al. se sont intéressés au rôle du 

récepteur Notch3, dans les CMT (lignées TT et MZ-CRC-1). Le traitement évalué est un composé AB3, 

inhibiteur de HDAC (histone deacetylase) de classe 1, qui induit spécialement la voie Notch3 [181]. Des 

résultats similaires à ceux présentés ci-dessus sont retrouvés in vitro et in vivo avec l'activation de 
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Notch3, à savoir une diminution de la pousse tumorale et une réduction de l'expression des marqueurs 

tumoraux (ASCL1, CGA, SYP et calcitonine) via la médiation de CBF-1 et le changement transcriptionnel 

des gènes HES et HEY [182]. De plus, le traitement promeut un phénomène d'accumulation d'ADN sub-

G1 dans les cellules, non-observé dans le groupe contrôle, et corrélé à une population croissante de 

cellules en phase apoptotique ainsi qu'à une forte expression de la protéine p27 et de PARP clivée 

(poly(ADP-Ribose) polymerase), toutes deux reliées au phénomène d'apoptose [183] (fig. 45). 

 

 

Figure 45 - Expression des récepteurs Notch1-3 (A), effet d'apoptose sur lignées CMT-TT (B) et CMT-MZ-CRC-1 (C) 

par traitement AB3 [182] 

 

Les résultats présentés ci-dessus sur l'activation de la voie Notch via ses récepteurs membranaires 

mettent en avant une nouvelle approche de traitement concomitant dans le cadre de la RIV, en 

induisant le ralentissement de la pousse ou la diminution de la taille des tumeurs et des métastases 

dans les CMT. C'est dans ce contexte que nous avons expérimenté l'activation de la voie Notch sur une 

lignée de CMT-TT à l'aide de la DDA, identifiée et caractérisée sur d'autres types de cancer au sein de 

notre équipe par les Dr. Poirot et Dr. Silvente-Poirot. 
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D. Radiomarquage des analogues peptidiques CCK4  

 

D.1. Objectifs du travail 

Le radiomarquage est une étape cruciale de la mise en place de traitements vectorisés. Il conditionne 

la qualité thérapeutique à plusieurs niveaux, de la justesse de l'activité injectée à la dosimétrie en 

passant par la stabilité, la biodistribution et la durée de vie dans les différents compartiments 

(circulation sanguine, organe, clairance). En outre, la complexation du radionucléide doit se faire sans 

déformer la structure moléculaire, c'est-à-dire sans altérer la spécificité de reconnaissance du vecteur 

employé. 

Un radiomarquage de qualité est caractérisé par un critère objectif obtenu en calculant le rapport de 

comptage entre les nucléides complexés et non-complexés. Ce rapport, exprimé en pourcentage du 

nombre de désintégrations total correspond à la pureté radiochimique (PRC) du marquage : 

\'A	!%# = 2é4J�:é+5F:J3�4	2�4	�@,GéJ2�4	,3-�G�"é4	:3:FG	2�4	2é4J�:é+5F:J3�4 ∙ 100 

 

La pureté radiochimique (PRC) est le paramètre qualitatif du marquage des radiopharmaceutiques. 

Lors de l'administration des médicaments radiopharmaceutiques (MRP), les bonnes pratiques 

cliniques et les recommandations des autorités sanitaires (ANSM, HAS) impliquent une PRC supérieure 

à ou égale à 95 % [184]. 

Les études menées ces dernières années sur les analogues de la somatostatine ont porté sur 

l'utilisation dans un but thérapeutique, à l'aide d'émetteurs β- tels que le 90Y et le 177Lu. Au sein de 

notre équipe, Brillouet et al. ont démontré l'intérêt des analogues à la cholécystokinine dans le cadre 

de l'optimisation des analogues peptidiques [89,146]. Ces travaux ont notamment permis le marquage 

d'analogues CCK4 novateurs au 111In, pour une utilisation diagnostique in vitro et in vivo. 

La finalité de mon travail est donc de réussir le radiomarquage d'un seul et même ligand conjugué avec 

les isotopes proposés : 111In, 90Y et 177Lu. En effet, l'optimisation du traitement de RIV passe par la 

nécessité de connaitre et identifier le meilleur ligand possible, c'est-à-dire celui qui peut complexer le 

plus efficacement un grand nombre d'isotopes différents. L'hypothèse faite sur l'utilisation d'un même 

vecteur dès l'étape de diagnostic et jusqu'au dernier cycle de thérapie pourrait permettre de définir 

une biodistribution et une dosimétrie au plus proche de la réalité radiobiologique. 

Pour répondre à cette problématique, les objectifs de cette étude sont multiples : 
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- adapter et confirmer un protocole de radiomarquage des ligands selon celui défini par 

l'équipe sur le marquage au 111In. 

- mettre au point et valider le radiomarquage de différents analogues CCK4 à l'aide des 

émetteurs β- spécifiques à la thérapie (90Y et 177Lu), et évaluer la pureté radiochimique 

de ces radiopharmaceutiques. 

- évaluer la stabilité chimique des analogues radiomarqués dans des conditions 

environnementales et de température physiologiques. 

 

D.2. Matériel & Méthodes 

Les complexes de ligands peptidiques expérimentés dans cette étude sont au nombre de trois. 

Synthétisés au laboratoire SPCMIB par les Dr. Picard et Dr. Mestre-Voegtlé (CNRS UMR 5068, 

Université Paul Sabatier, Toulouse), ils diffèrent par la nature du chélateur lié à l'analogue CCK par le 

biais d'un bras espaceur (Ahx)2 (deux groupements d'acide amino-6-hexanoïque, fig. 51). Ce bras 

permet d'éloigner la partie ligand de la partie chélateur-nucléide afin de ne pas déformer le site de 

réception du RCCK2. 

 

Figure 46 - Bras espaceur Ahx (acide amino-6-hexanoïque) 

 

Le premier chélateur, DOTA (acide tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetraacetique) a été longtemps 

étudié dans de nombreuses études similaires et fait figure de référence bibliographique (fig. 47). Il 

possède la caractéristique principale de pouvoir complexer un nombre important d'ions métalliques 

comme le 111In, ou le 86/90Y. Cependant, il est sensible aux impuretés métalliques et la chélation requiert 

une étape de chauffe pouvant altérer la structure du ligand [89]. Il a été montré que la complexation 

par le DOTA nécessite des températures situées entre 80 et 90°C [185]. 
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Figure 47 - Chélateur DOTA 

 

Outre une limitation de l'utilisation de vecteurs sensibles à la température, cette étape complexifie et 

allonge le temps de préparation des RPM. Les développements actuels portent sur des chélateurs 

complexant à température ambiante de manière rapide et stable les radionucléides. C'est dans ce 

contexte, avec pour but d'améliorer la complexation du nucléide durant le marquage tout en assurant 

une meilleure stabilité durant le transport dans la tumeur, que notre équipe a développé un ligand 

CCK4 couplé au chélateur BPCA. 

Le chélateur BPCA (bipyridine chelating agent) est basé sur des unités aminocarboxylates et un 

chromophore 2,2'-bipyridine modifié (fig. 48) Il possède deux sites fonctionnels : le premier est un site 

de chélation acyclique pouvant complexer efficacement des lanthanides (atomes de la famille des 

terres rares) et ions métalliques ; le second est un site réactif permettant la bioconjugaison du BPCA 

avec l'analogue CCK4 [186]. Outre les radionucléides de diagnostic et de thérapie, le BPCA permet la 

chélation d'autres atomes d'intérêt comme le gadolinium en l'imagerie par résonance magnétique 

(IRM) ou l'europium et le terbium, fluorophores naturels utilisables en imagerie optique et en 

spectroscopie de fluorescence [187]. 

 

Figure 48 - Structure du chélateur BPCA synthétisé [89] 

 

Le troisième conjugué CCK4 inclue le chélateur PCTA (acide 3,6,9,15-tetraazabicyclo[9.3.1]pentadeca-

1(15),11,13-triène-3,6,9-triacétique) (fig. 49). Des études récentes portant sur ce chélateur macro-

cyclique ont mis en avant ses propriétés de marquage aussi efficaces en rendement et en stabilité que 
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pour le NOTA et le DOTA [188,189]. Alors que ce dernier nécessite une chauffe du milieu de réaction 

pour atteindre un rendement de marquage satisfaisant, le PCTA présente l'avantage de complexer les 

nucléides à température ambiante et plus rapidement que le DOTA, notamment pour le 177Lu [190,191] 

et le 68Ga [188]. 

 

Figure 49 - Chélateur PCTA 

 

D.2.1. Réalisation du marquage 

Les trois radionucléides de cette étude sont utilisés à une activité calibrée au jour du marquage sous 

leur forme chlorée, 111InCl3 (Mallinckrodt Medical, Pays-Bas), 90YCl3 et 177LuCl3 (PerkinElmer, USA). 

Chaque condition est évaluée par un échantillon distinct correspondant à une unité de radiomarquage. 

Pour chaque unité de radiomarquage, 31 µL de solution tampon sont déposés dans un flacon en verre 

hermétiquement fermé (Macherey-Nagel, France), puis 4 µL de solution de ligand conjugué DOTA-

(Ahx)2-CCK4, BPCA-(Ahx)2-CCK4 ou PCTA-(Ahx)2-CCK4 à 1,2 mM (laboratoire SPCMIB, Université 

Toulouse 3) ainsi que 5 µL de solution contenant le radionucléide. Pour le marquage du 111In, une 

solution tampon de citrate de sodium 0,1 M et pH = 5 est utilisée, et d'acétate de sodium 0,1 M et pH 

= 5 pour le 90Y et le 177Lu. Afin de prévenir la complexation de contaminants métalliques présents à 

l'état de trace dans les composants, typiquement des ions Fe(III) Ca(II) Cu(II) et Zn(II), et pouvant 

diminuer le rendement de marquage, un prétraitement des solutions de ligands conjugués et des 

solutions tampon est réalisé. Ainsi, chaque solution est mélangée avec 50 mg.mL-1 de résine chélatante 

Chelex 100 (100-200 mesh, Bio-Rad Laboratories, USA) et agitée pendant une heure. Après 

centrifugation à 1200 tr/min pendant 10 minutes, la solution surnageante purifiée est utilisée pour le 

radiomarquage. Le volume total de l'unité de radiomarquage de 40 µL est maintenu constant tout au 

long de l'expérience. 

 

 



81 
 

Afin de comparer les capacités de chélation des trois ligands conjugués en fonction de la température 

du milieu de réaction, deux conditions d'incubation sont expérimentées pour chaque échantillon : 

- une heure à température ambiante : 25°C dans le laboratoire de radiomarquage 

- une heure à 90°C dans un bain-marie sec (ThermoFischer, USA) 

Un contrôle de la qualité du radiomarquage par chromatographie sur couche mince est effectué à 

différents temps après le début de l'incubation : 15, 30 et 60 minutes pour chaque condition. 

 

D.2.2. Contrôle qualité par chromatographie sur couche mince  

 

La pureté radiochimique du radiomarquage des peptides (PRC) est évaluée par une technique de 

chromatographie sur couche mince sur bandelettes iTLC-SG (instant thin-layer chromatography silica 

gel, Agilent Technologies, USA). A chaque temps intermédiaire, un dépôt de 2 µL d'échantillon est 

effectué sur une bandelette iTLC-SG (phase stationnaire) déposée dans une solution de tampon de 

citrate de sodium 0,1 M à pH = 5 (phase mobile liquide), afin de permettre la migration 

chromatographique. Au cours de cette migration, la structure particulière des microfibres de verre du 

support permet la séparation des différents composants de la solution-échantillon en fonction de leur 

taille. Ainsi les plus petits éléments, notamment les nucléides non-complexés, migrent rapidement 

avec le front de l'éluant, tandis que les éléments les plus gros comme les ligands conjugués resteront 

autour de la zone de dépôt. 

Par la suite, une détection de la radioactivité par un radiochromatographe miniGITA (Raytest, USA) 

permet de localiser les pics d'activité sur un radiochromatogramme (fig. 50). Ainsi, l'activité mesurée 

au dépôt de l'échantillon correspond aux nucléides complexés par le ligand conjugué (en vert sur les 

radiochromatogrammes). L'activité mesurée au front de migration (en rouge) correspond aux atomes 

libres non-radiomarqués. 
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Figure 50 - Radiochromatogramme d'un échantillon de [BPCA-90Y]-(Ahx)2-CCK4 

en vert : pic d'activité au dépôt ; en rouge : pic d'activité au front de migration 

 

 

D.2.2.1. Pureté radiochimique du marquage  

 

Un contrôle qualité de la migration du radionucléide "libre", est réalisé : 5 µL de la solution de 

radionucléide est ajoutée à 31 µL de solution tampon. Une migration iTCL-SG de 2 µL de cette solution 

sans ligand conjugué est effectuée à l'aide de la phase mobile de citrate de sodium. Cette étape permet 

de vérifier que les pics du nucléide complexé et du nucléide libre sont bien distincts, et que ce dernier 

est bien présent dans sa totalité au front de migration. 

Les solutions de radionucléides étant fortement acides, le pH des préparations est contrôlé à l'aide de 

papier pH-Fix 0-14 (Fisher Scientific, USA), afin que le milieu de réaction soit à pH = 5. Effectivement, 

un pH trop acide ou basique aurait un effet délétère lors de l'injection à un organisme vivant. De plus, 

ce paramètre peut faire fortement varier la capacité des molécules à migrer à travers le support iTLC-

SG et donc perturber l'analyse des résultats de comptage. 

Les radiochromatogrammes obtenus sont ensuite exportés sur le logiciel GINA Star TLC (Raytest, USA) 

pour analyse. Après avoir retiré le bruit de fond, délimité les zones de dépôt et le front de migration 

sur les chromatogrammes, la mesure de l'aire sous la courbe de chacun des pics relevés permet de 

calculer le rapport de comptage entre les nucléides complexés et non-complexés, c’est-à-dire la PRC. 
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D.2.2.2. Stabilité du marquage 

La stabilité du marquage au cours du temps est évaluée afin de s'assurer de l'intégrité du marquage 

durant la vectorisation du radionucléide vers la cible. Cette stabilité est estimée en conditions 

physiologiques à la suite du contrôle qualité des échantillons de radiomarquage, sur ceux ayant donné 

les meilleurs résultats de PRC pour chaque condition après une heure d'incubation. Un volume de 10 

µL d'échantillon est ajouté à un volume de 30 µL de sérum de veau fœtal (SVF) (Dominique Dutscher, 

France) contenant 3,1.10-5 M de transferrine humaine (Sigma-Aldrich, USA). La solution obtenue est 

incubée à 37°C et plusieurs contrôles de PRC sont effectués au cours du temps. 

La transferrine est une protéine sérique naturelle, présentant deux sites de captation du fer et 

responsable de son transport dans le corps humain. Elle est aussi le principal concurrent direct des 

chélateurs de synthèse pour la complexation de l'indium 111, via un phénomène de transchélation 

(passage d'un chélateur à un autre) [192]. De ce fait, la mesure de la PRC au cours de l'incubation, dans 

un milieu protéolytique contenant des enzymes pouvant dégrader le ligand et le chélateur, permet de 

connaitre la durée de vie du MRP dans des conditions proches de celles rencontrées lors d'une injection 

au patient. 

Dans le cas où les ligands seraient dégradés par la transferrine ou les composants du SVF, les pics de 

comptage mesurés sur les radiochromatogrammes seraient divisés en autant de pics que d'espèces 

dégradées présentes dans le milieu de réaction. La PRC se trouverai dès lors diminuée puisque calculée 

à l'aide du premier pic situé au dépôt. 

 

D.3. Résultats 

Afin d'obtenir des résultats significatifs sur l'ensemble des conditions expérimentées, les 

radiomarquages des trois ligands conjugués avec les trois radionucléides différents ont été réalisés 

pour n = 3 expérimentations.  

 

D.3.1. Marquage au 111In 

Le potentiel hydrogène de la solution de 111InCl3 est mesurée à pH = 1, et celui de la solution finale est 

maintenu à pH = 5 grâce à la solution tampon de citrate de sodium. 

La première étape consiste au contrôle qualité de la migration de l'indium libre (fig. 51). La totalité de 

l'activité déposée sur le repère 20 mm de la bandelette a migré vers le front de migration en un pic fin 

situé entre 110 et 120 mm (pic rouge).  
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 Figure 51 - Radiochromatogramme du 111In libre + citrate de sodium 0,1 M pH = 5  

 

Cette étape permet de distinguer les pics de nucléides non-marqués et marqués par le complexe 

ligand-chélateur. La migration en présence du ligand conjugué PCTA-(Ahx)2-CCK4 change le profil du 

radiochromatogramme, avec un pic d'activité à proximité du dépôt d'échantillon (fig. 52). 

 

Figure 52 - Radiochromatogramme du 111In + PCTA-(Ahx)2-CCK4. 

A 15 minutes à température ambiante, la PRC mesurée est de 97,6 % 

 

Le graphique ci-dessous présente les PRC obtenues pour chaque échantillon, selon les deux conditions 

d'incubation du milieu de réaction (fig. 53). Le seuil de PRC = 95 % est représenté par un trait pointillé 

rouge. 
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Figure 53 - Pureté radiochimique des marquages au 111In pour les 3 ligands 

à température ambiante (partie gauche) et à 90°C pendant une heure (partie droite) 

 

Sur les trois expériences, la complexation à température ambiante par le ligand DOTA-(Ahx)2-CCK4 n'a 

pas atteint une PRC supérieure à 66 % en une heure d'incubation. Ce résultat est conforme aux attentes 

puisque ce chélateur nécessite une température élevée pour fonctionner. En chauffe à 90°C, la PRC 

atteint 99 % (PRCmoy = 86,5 %, N = 3) dès 15 minutes. 

Les trois expériences réalisées à température ambiante donnent une PRC maximale de 78 % à 15 min, 

qui atteint 84 % à 60 minutes. En chauffe, la PRC maximale atteint une valeur de 96,5 % dès 15 minutes 

mais n'est pas reproductible à N = 3 (PRCmoy = 72,6 %, N = 3). La complexation du 111In par le ligand 

PCTA-(Ahx)2-CCK4 mène à une PRC de 97,6 % (PRCmoy = 91,5 %, N = 3) en 15 minutes à température 

ambiante (fig. 53). Ce résultat présente l'avantage pour le ligand PCTA-(Ahx)2-CCK4 de complexer 

rapidement et à froid ce radionucléide.  
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Figure 54 - Stabilité du radiomarquage au 111In dans le SVF + transferrine humaine 

 

La stabilité des radiomarquages est réalisée sur les échantillons ayant donné les meilleurs résultats : 

les PRC de départ (T0) sont les PRC maximales obtenues au même jour d'expérimentation (fig. 54). La 

pureté radiochimique est constante sur les 60 minutes d'incubation dans le mélange sérique pour les 

trois radioligands. 

 

D.3.2. Marquage au 90Y 

Le protocole de marquage de l'yttrium 90 est identique à celui de l'indium 111 à la différence que la 

solution tampon utilisée pour la complexation est de l'acétate de sodium 0,1 M à pH = 5. Sur la figure 

55 ci-dessous, nous montrons que l'utilisation de citrate de sodium en tant que phase mobile de 

migration permet de distinguer très clairement l'activité de l'yttrium libre au front de migration 

(graphique A). Le graphique B montre que l'utilisation d'acétate de sodium en tant que phase mobile 

ne permet pas d'obtenir deux pics distincts suite au radiomarquage, et sera uniquement employé en 

tant que solution tampon. Enfin, le graphique C montre que l'utilisation de citrate de sodium en 

support de la réaction ne permet pas le radiomarquage, puisque la totalité de l'activité se retrouve au 

front de migration. En définitive, le radiomarquage des ligands peptidiques par le 90Y est réalisé à l'aide 

d'une solution tampon d'acétate de sodium 0,1 M à pH = 5, et la migration sur bandelette TLC est 

réalisée à l'aide d'une phase mobile de citrate de sodium 0,1 M à pH = 5.  
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Figure 55 - à gauche : migration de 90Y pur, phase mobile de citrate de sodium  

au centre : migration de 90Y + PCTA-(Ahx)2-CCK4, phase mobile d'acétate de sodium 

à droite : migration de 90Y + PCTA-(Ahx)2-CCK4, solution tampon et phase mobile de citrate de sodium 

 

Le pH du milieu de réaction est mesuré et égal à 5. La figure 56 présente les résultats de PRC des 

radiochromatogrammes obtenus pour les trois ligands conjugués, et pour les deux conditions de 

température. 

A température ambiante, le ligand DOTA-(Ahx)2-CCK4 complexe le 90Y avec une pureté maximale de 34 

% à 15 minutes (PRCmoy = 25,7 %, N = 3), atteignant 59,4 % à 60 minutes (PRCmoy = 48,4 %, N = 3). 

Chauffé à 90°C, la PRC moyenne obtenue est de 73,6 % à 15 minutes puis 89,3 % à 60 minutes. Il est 

ici nécessaire de chauffer pour obtenir un marquage satisfaisant. 

Le ligand BPCA-(Ahx)2-CCK4 complexe le 90Y à hauteur de 49 % à 15 minutes et 66,9 % au bout d'une 

heure à température ambiante. Cependant, lorsque le milieu de réaction est incubé à 90°C, la PRC 

atteint 95,9 % dès 15 minutes et 99,2 % à 60 minutes. Ce marquage présente l'avantage d'être rapide 

malgré la nécessité de chauffer le milieu réactionnel. 

Enfin, à température ambiante, 94,5 % de l'yttrium libre est complexé par le PCTA-(Ahx)2-CCK4 dès 15 

minutes, et 96,1 % à 30 minutes. Il en est de même pour le marquage en chauffe, qui atteint 97,2 % en 

15 minutes. Le chélateur PCTA présente ici le double avantage de complexer efficacement le 90Y 

rapidement et sans chauffe. 

A B C 
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Figure 56 - Pureté radiochimique des marquages au 90Y pour les 3 ligands 

à température ambiante (partie gauche) et à 90°C pendant une heure (partie droite) 

 

L'expérience de stabilité est effectuée sur le ligand PCTA-(Ahx)2-CCK4. Avec un temps de demi-vie 

physique de 64 heures (2,7 jours), l'emploi de l'yttrium 90 en thérapie implique qu'il délivre une dose 

de rayonnement pendant une durée relativement longue, et ce au plus près de la cible (fig. 57). Ainsi, 

outre les temps de contrôle à 15, 30 et 60 minutes, la stabilité du MRP est évaluée à 2h30 et 5h30 

après le démarrage de la réaction : la PRC est stable jusqu'à 2h30 (97,3 %) et présente une relative 

diminution à 93,6 % au bout de 5h30. 

 

Figure 57 - Pureté radiochimique du [90Y-PCTA]-(Ahx)2-CCK4 + SVF et transferrine humaine, incubation à 37°C 
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D.3.3. Marquage au 177Lu 

Au même titre que pour le marquage de l'yttrium 90, le marquage au lutétium 177 nécessite 

l'utilisation d'acétate de sodium en tant que solution tampon. La phase mobile liquide de migration 

sur bandelette iTLC-SG reste du citrate de sodium 0,1 M à pH = 5. Le pH de la solution de marquage 

est égal à 5. 

 

Figure 58 - Pureté radiochimique des marquages au 177Lu pour les 3 ligands 

à température ambiante (partie gauche) et à 90°C pendant une heure (partie droite) 

 

Le ligand conjugué DOTA-(Ahx)2-CCK4 complexe 22,1 % du 177Lu disponible 60 minutes après le début 

du marquage à température ambiante. Lorsque le milieu est chauffé, la PRC atteint 87,4 % en 15 

minutes et 89,8 % à une heure (fig. 58). 

Pour le marquage du BPCA-(Ahx)2-CCK4, la pureté radiochimique croît de 31,6 % à 15 minutes, puis 

48,1 % à 30 minutes et 66,4 % à une heure, à température ambiante. Lors de la chauffe, le marquage 

est efficace dès 15 minutes avec une PRC de 98,1 %, constante sur la durée d'incubation. 

Enfin, à température ambiante le PCTA-(Ahx)2-CCK4 complexe 90,7 % du 177Lu en 15 minutes, puis 95,7 

% en 30 minutes. Pour la condition de chauffe à 90°C, le marquage est efficace à 96,1 % dès 15 minutes. 
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Figure 59 - Pureté radiochimique des 3 ligands + SVF et transferrine humaine, incubation à 37°C 

 

Au même titre que pour l'utilisation du 90Y en RIV, la stabilité de la complexation du 177Lu par les 3 

ligands est une nécessité pour la réussite de l'irradiation. Pour rappel, le 177Lu a un temps de demi-vie 

relativement long de 6,7 jours. Ainsi les résultats de stabilité sont constants pour a minima 5h30 

d'incubation à 37°C avec la solution de SVF + transferrine humaine (fig. 59).  
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D.4. Discussion 

L'objet de cette étude était la réalisation du radiomarquage des ligands CCK4 novateurs par des 

radionucléides de diagnostic d'une part avec le 111In, et de thérapie d'autre part avec le 90Y et le 177Lu. 

Ainsi, le ligand DOTA-(Ahx)2-CCK4, dont le chélateur DOTA a été à de nombreuses reprises étudié dans 

la littérature, a servi de référence comparative. Pour ce ligand, la complexation des isotopes n'a été 

élevée que lors de l'incubation du milieu de réaction à 90°C pendant une heure. Cependant les puretés 

radiochimiques obtenues n'atteignent pas les 95 % recommandés avec N = 3 expériences de 

marquage : les PRC entre 85 % et 90 % sont tout de même satisfaisantes. Dès lors, il est nécessaire de 

mettre en place une purification a posteriori par migration de la solution de marquage à travers un 

système comprenant une colonne de chromatographie liquide, permettant de séparer physiquement 

les composants de tailles différentes, comme peuvent l'être le radioligand et le nucléide libre. Les 

colonnes ou "cartouches" utilisées sont généralement à phase stationnaire solide, modulant la vitesse 

de transit des molécules. La migration des espèces de petite taille, comme les nucléides non-

complexés, est rapide et permet leur élimination en sortie, tandis que les espèces de grande taille 

ayant complexé les nucléides nécessitent une élution postérieure de la colonne pour être collectées. 

Maus et al. ont récemment détaillé une méthode de purification similaire pour le marquage de 

peptides DOTA-TATE au 177Lu, pour lesquels les puretés radiochimiques obtenues après incubation à 

80°C varient de sont inférieures à 95 % [193]. 

Les résultats obtenus avec le BPCA-(Ahx)2-CCK4 montrent ici un marquage possible des trois isotopes 

de l'étude, suffisant sous certaines conditions. L'incubation d'une heure à température ambiante de le 

ligand 111In du BPCA-(Ahx)2-CCK4 permet d'atteindre des PRC de l'ordre de 75 %. Ceci est lié à une 

mauvaise conservation des peptides avant radiomarquage, conduisant à une dégradation de ces 

derniers et une PRC non-conforme aux résultats obtenus précédemment. Lorsque le milieu de réaction 

est incubé à haute température, le marquage est supérieur à 95 %  pour le 90Y et le 177Lu lors des 3 

expériences, comme pour le 111In. Afin de rendre injectable la solution de [BPCA]-(Ahx)2-CCK4 ayant 

complexé un de ces isotopes, deux solutions sont donc possibles : effectuer une purification a 

posteriori de la solution de marquage incubée à température ambiante en tenant compte de l'activité 

perdue lors de cette opération, ou chauffer la solution à 90°C pendant une heure. 

Pour le PCTA-(Ahx)2-CCK4, la complexation est efficace dès 15 minutes à température ambiante pour 

le 111In et le 90Y, et dès 30 minutes pour le 177Lu. La chauffe d'une heure à 90°C n'apporte pas 

d'amélioration notable à la PRC, allant jusqu'à donner de moins bons résultats pour le 111In. De fait, 

l'utilisation de ce peptide pour le marquage des trois nucléides de cette étude permet de s'affranchir 
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de l'étape d'incubation à 90°C ainsi que de la purification pour obtenir une PRC supérieure à 95 %, 

deux processus allongeant la durée du marquage et nécessitant des précautions supplémentaires. 

Enfin, la stabilité des trois ligands radiomarqués et notamment du PCTA-(Ahx)2-CCK4 ne montre pas 

de dégradation de la structure du peptide dans un environnement physiologique. La taille réduite de 

l'analogue CCK4 vis-à-vis des autres analogues de la cholécystokinine sont une des raisons de sa grande 

stabilité, puisque le nombre de sites de clivages possibles de la chaine peptidique est réduit, 

notamment vis-à-vis des analogues CCK8 et minigastrine étudiés par le groupement EuroCOST. Ces 

résultats sont à confronter à de futures données in vivo sur des échantillons d'urine et de sang lors 

d'expérimentation animales. A la vue des résultats de stabilité, le phénomène de transchélation de 

l'indium 111 dans le SVF en présence de transferrine n'a pas eu lieu. Cependant, il est aussi possible 

qu'une partie du nucléide ait été complexé par cette molécule et que sa détection en CCM la confonde 

avec le pic correspondant au ligand conjugué. Il est possible de statuer sur cette hypothèse en 

effectuant un contrôle par chromatographie liquide haute-performance (HPLC), qui distingue les 

composés d'un mélange par leur temps de rétention dans une colonne de migration, proportionnel au 

poids moléculaire. 

Au même titre que l'optimisation de la longueur de sa chaine peptidique, l'ajout du double bras 

espaceur –(Ahx)2– validé par Brillouet et al. ne dégrade pas l'intégrité de cet analogue CCK4 [146], et 

participe aussi à sa stabilité. En effet, le fait d'éloigner la partie chélateur de la partie ligand aurait pu 

introduire une zone de fragilité supplémentaire dans la structure de la molécule, plus sensible aux 

interactions avec le milieu sérique comme l'ont montré Ocak et al. pour différents analogues 

CCK/gastrine [83]. Le bras espaceur –(Ahx)2– n'étant pas une structure peptidique, cette fragilité 

n'existe pas. De plus, comme l'ont montré de Jong et al., la combinaison synergétique du 90Y et du 177Lu 

dans un même protocole thérapeutique apporte un effet antitumoral supérieur à l'utilisation exclusive 

de ces radionucléides, tout en diminuant la toxicité aux tissus sains, et ce pour le traitement de 

tumeurs hétérogènes et de tailles différentes [87].  

En définitive, le ligand PCTA-(Ahx)2-CCK4 conjugué répond à la problématique fixée en introduction, 

qui consistait à réaliser le marquage efficace et stable des radionucléides de diagnostic et de thérapie 

à l'aide d'un seul et même vecteur peptidique CCK. L'utilisation d'un tel ligand est une avancée 

supplémentaire de l'optimisation de la RIV : l'hypothèse d'une biodistribution similaire entre le MRP 

de diagnostic et celui de thérapie, et qui n'a jusqu'ici pas été développée sur les analogues CCK permet 

d'envisager une dosimétrie personnalisée plus précise, dans un contexte de RIV théranostique adaptée 

au patient. 
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E. Optimisation de l'efficacité par association thérapeutique 

 

E.1. Action de la DDA 

Aujourd'hui, outre les protocoles de chirurgie des tumeurs solides, de plus en plus de protocoles 

curatifs utilisent une combinaison de différentes modalités thérapeutiques : chirurgie et radiothérapie 

externe ou interne, chimiothérapie. 

Dans le contexte des tumeurs neuroendocrines, des associations thérapeutiques ont fait l'objet 

d'études récentes afin d'optimiser et augmenter l'effet antitumoral. Ces associations peuvent être un 

ensemble de plusieurs éléments cytotoxiques (rayonnements, drogues) qui activent les mécanismes 

de mort cellulaire, ou bien un élément cytotoxique associé à un élément potentialisateur de l'effet 

antitumoral (inhibition de voies de signalisation, augmentation de la radiosensibilité). 

Ainsi, une combinaison de mIBG (métaiodobenzylguanidine marqué au 131I pour la thérapie) et de 

Topotecan (anticancéreux, antinéoplasique et antimitotique) a été expérimentée dans le traitement 

des neuroblastomes par McCluskey et al. et Kraal et al.. Ces deux molécules cytotoxiques utilisées de 

manière concomitante ont montré des résultats positifs chez les patients traités [160,161]. 

A l'inverse, certaines combinaisons dont les traitements isolés ont montré un intérêt potentiel n'ont 

pas eu l'effet synergétique ou additif attendu lors des essais cliniques. En 2006, Courbon et al. ont 

expérimenté un traitement à l'iode 131 en association avec l'acide rétinoïque (vitamine A) dont l'effet 

potentialisateur sur la réexpression du transporteur NIS et la captation d'iode par les cellules 

thyroïdiennes a été démontré [194]. Les résultats montrent que la combinaison ne permet pas une 

fixation supérieure de 131I dans les cellules thyroïdiennes avec l'acide rétinoïque, et que les bénéfices 

cliniques apportés sont faibles [162]. 

Les recherches de notre équipe sur la dendrogénine A (DDA), un dérivé du cholestérol découvert dans 

l'équipe, ont montré que cette molécule induit la différenciation et la mort de certaines lignées 

tumorales de différentes origines (mélanome, leucémie, cancer du sein,…) et qu'elle inhibe la 

croissance tumorale, in vivo, associée à une différenciation des tumeurs [163,166,195]. La DDA induit 

également la différenciation et la mort des cellules de tumeurs thyroïdiennes différenciées (carcinome 

papillaire) ou peu différenciées (carcinome anaplasique) [196]. Nous avons vu en introduction que la 

radiosensibilité des cancers neuroendocriniens dépend de nombreux paramètres, parmi lesquels 

l'oxygénation des cellules tumorales, est en lien étroit avec la taille des tumeurs (cœurs nécrotiques 

non oxygénés, angiogenèse périphérique) et l'état de différenciation des cellules. 
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Différents travaux montrent que l’induction de la voie Notch (Notch-1 et -3) dans les cellules de cancers 

médullaires de la thyroïde par des agents induisant la différenciation cellulaire ou par sa réexpression 

génique (utilisation de cellules de CMT inductibles par la doxycycline pour induire l’expression de 

protéines Notch) induit une diminution de la croissance des cellules CMT-TT in vitro et une diminution 

des marqueurs neuroendocriniens ainsi qu’une réduction de la croissance de ces tumeurs implantées 

chez la souris, suggérant que Notch1 et 3 pourrait être des suppresseurs de tumeurs dans les CMT 

[174,179,182,197]. Il a été montré que les niveaux de Notch1 sont plus faibles dans les tissus primaires 

de tumeurs de la thyroïde différenciée chez le patient comparé au tissus non-tumoraux et les patients 

ayant de faible taux de Notch1 ont un taux de rechute plus important [198]. De plus, la surexpression 

de Notch3 dans les cellules de CMT peut altérer le phénotype malin neuroendocrine à la fois in vitro 

et in vivo [182]. Ainsi la réexpression de Notch1 et 3 et/ou son activation pourrait être une nouvelle 

stratégie pour traiter les patients ayant un CMT. Le but de cette étude est d'estimer l'effet d'un 

traitement à la dendrogénine A (DDA) sur les lignées exprimant les récepteurs RCCK2. 

Du fait que la DDA induit la différenciation et la mort de cellules tumorales de différentes origines 

incluant les cellules de tumeurs thyroïdiennes différenciées ou non, nous avons émis l’hypothèse que 

cette molécule pouvait être efficace sur des cellules de CMT. Le but de cette étude a été d’étudier 

l’efficacité antitumorale d'un traitement à la DDA sur une lignée cellulaire de CMT exprimant les RCCK2 

(cellules de CMT-TT) et d’utiliser comme contrôle une lignée tumorale bien caractérisée dans l’équipe 

exprimant les RCCK2 (NIH-3T3-E151A) [89,141]. Ce travail expérimental avait trois objectifs : 

- étudier les effets d'un traitement à la DDA sur la différenciation et la mort des lignées CMT-TT 

et NIH-3T3-E151A. 

- étudier l'effet de la DDA sur l'expression des RCCK2, dans le but de tester ultérieurement une 

association thérapeutique de la DDA avec les radioligands développés dans la présente étude, 

et ciblant les RCCK2 : PCTA-(Ahx)2-CCK4, BPCA-(Ahx)2-CCK4 et DOTA-(Ahx)2-CCK4. 

- étudier l'action de la DDA sur la voie Notch, dont des études ont démontré que l'activation a 

un effet antitumoral sur la lignée CMT-TT 

Plusieurs stratégies d'association thérapeutique peuvent être proposées pour améliorer l'efficacité du 

traitement. On peut distinguer deux types d'associations :  

- les traitements visant à augmenter ou restaurer l'expression des cibles du vecteur utilisé en 

RIV 

- les potentialisateurs de dommages radiobiologiques par accroissement du nombre de liaisons 

ou bien altération 
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E.2. Matériel & Méthodes  

 

E.2.1. Culture cellulaire 

Les lignées cellulaires sont cultivées en laboratoire de niveau 2, équipé de postes de sécurités 

microbiologiques (PSM) pour éviter tout type de contamination extérieure. Les cellules sont 

ensemencées dans des flasques de 75 mm² de surface utile (Corning® Falcon®, USA) contenant 12 mL 

d'un milieu nutritif de culture additionné de sérum de veau fœtal (SVF), voir ci-dessous (Dominique 

Dutscher, France). Les flasques sont ensuite incubées à 37°C dans une atmosphère à 5 % de CO2 en 

présence d'humidité. Lorsque le tapis cellulaire atteint environ 90 % de confluence, les cellules sont 

divisées comme décrit ci-dessous. 

Les cellules sont lavées à l'aide d'un tampon phosphate salin (PBS, phosphate buffered saline) (Sigma-

Aldrich, USA) afin de retirer les cellules mortes surnageantes. Une solution de trypsine (Sigma-Aldrich, 

USA) est ajoutée afin de décoller le tapis de cellules adhérentes du fond de la flasque. Une fois 

décollées, la solution de trypsine est retirée, et 5 mL de milieu de culture additionné de SVF sont 

ajoutés. Une succession d'aspirations/refoulements du milieu sur le tapis de cellules décollées permet 

de les récolter et de les individualiser. Un volume de ce milieu contenant les cellules est ensuite 

transféré dans une nouvelle flasque stérile contenant du milieu de culture neuf additionné de SVF. Les 

flasques sont replacées dans les incubateurs jusqu'au prochain passage.  

 

E.2.1.1. Lignée NIH-3T3-E151A-RCCK2 

La lignée NIH-3T3-E151A est une lignée murine modifiée de cellules NIH-3T3 (fibroblastes). La mutation 

E151A-CCK2R (résidu Glu151 remplacé par Ala dans le motif E/DRY) engendre une activation de deux 

enzymes ayant un rôle dans la mitogénèse, la phospholipase C et l'ornithine décarboxylase. L'activité 

de ce mutant est associée à une forte altération de la morphologie des cellules NIH-3T3, ainsi qu'à une 

prolifération et une invasion cellulaires augmentées. La conséquence de ce changement de 

comportement est le développement rapide de tumeurs  de grande taille lors de l'injection de ces 

cellules dans la souris [199]. Ainsi, cette lignée exprimant de façon permanente le récepteur RCCK2 est 

un modèle cellulaire intéressant pour l'étude des peptides analogues de la cholécystokinine comme le 

CCK4 [89]. Le milieu nécessaire à la culture de cette lignée est du DMEM + 10 % SVF. Dans la présente 

étude, cette lignée a servi de lignée contrôle pour ce qui concerne l'expression des récepteurs RCCK2.
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E.2.1.2. Lignée CMT-TT 

La lignée CMT-TT est une lignée humaine de cancer médullaire de la thyroïde. Ces cellules tumorales 

sont une cible de choix pour l'évaluation du traitement de RIV à partir de l'analogue CCK4, puisqu'elles 

surexpriment les récepteurs RCCK2 à 92 % [100]. Le milieu de culture nécessaire à leur développement 

est le Ham's F12-K (Kaighn's modification) + 10 % SVF.  

 

E.2.2. Action de la dendrogénine A : mort cellulaire 

La DDA (Affichem, France), est diluée dans un volume d'éthanol pur (99,7 %) (Sigma-Aldrich, USA). Les 

concentrations finales de DDA contiennent un volume d'éthanol de 1/1000. Ces solutions sont 

conservées à -20°C. 

Pour évaluer l'action de la DDA, les deux lignées cellulaires sont réensemencées dans des boites de 

plaques de 6 puits (3 mL, 9,6 cm²/puits) (Corning® Falcon®, USA). Lorsque la confluence moyenne 

d'environ 60 à 70 % est atteinte, le milieu de culture est changé afin de retirer les cellules mortes, et 

le traitement est réalisé par ajout de 3 µL de solution de DDA dans chaque puits de 3 mL. La dilution 

de 1:1000 obtenue permet de traiter les lignées cellulaires aux concentrations de 0, 1, 2,5, 5 et 10 nM. 

Chaque condition de concentration en DDA est réalisée en duplicate. 24 heures après le traitement, 

les cellules sont récoltées après décollement à la trypsine. 10 µL de chaque échantillon de cellules est 

ajouté à 10 µL de bleu trypan (Life Technologies, USA). Le mélange obtenu est déposé sur une cellule 

de Malassez permettant le comptage des cellules au microscope. Le bleu trypan a pour caractéristique 

de colorer en bleu les cellules mortes devenues perméables après rupture de leur membrane 

plasmique : il est dès lors plus aisé de les distinguer des cellules vivantes lors du comptage sous le 

microscope. Pour chaque échantillon, une centaine de cellules sont comptées et le rapport entre 

cellules mortes et cellules vivantes est calculé, donnant une information sur l'effet de la dose de DDA.

  

 

E.2.3. Expression de protéines : mise au point 

L'identification et la détection de l'expression des RCCK2 d'une part et celles liées à la voie Notch 

d'autre part, dans les lignées cellulaires NIH-3T3-E151A et CMT-TT, est évaluée par la technique 

analytique de Western Blot. Cette technique utilise l'électrophorèse sur gel de polyacrylamide pour 

séparer les protéines d'intérêt d'un échantillon selon leur taille et les mettre en évidence à l'aide 

d'anticorps spécifiques, dirigés contre la protéine d'intérêt, et qui jouent le rôle de sondes. Les 
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protocoles de détection par WB des RCCK2, Notch-1 et Notch-3 ont été adaptés des publications 

publiées dans la littérature [200–203]. 

 

E.2.3.1. Lyse des échantillons 

Les lignées cellulaires sont ensemencées dans des boîtes de pétri de diamètre 100 mm (Corning® 

Falcon®, USA) contenant 7 mL de milieu de culture, et traitées à la DDA comme vu précédemment. 24 

heures après le traitement, les cellules sont lysées avec une solution de PBS, contenant des inhibiteurs 

de protéases et de phosphatases, afin de désintégrer la membrane plasmique et séparer les organites 

et autres composants intracellulaires, dont les protéines. Cette étape de lyse est réalisée dans un 

environnement réfrigéré proche de 0°C afin de stopper les réactions de dégradation enzymatiques qui 

ont lieu au sein de la cellule. 

Le milieu de culture est retiré des boîtes et les cellules sont rincées au PBS froid. Le grattage du tapis 

cellulaire est effectué dans un volume de 3 mL de PBS. La solution recueillie est centrifugée à 1200 

tr/min à 4°C. Le volume surnageant est éliminé et le culot de cellules est transféré dans un tube 

conique (Eppendorf®, Allemagne) de 1 mL de PBS. Une nouvelle centrifugation à 7000 tr/min à 4°C 

permet de purifier la solution de cellules en éliminant le surnageant. L'ajout de 150 µL d'une solution 

de tampon RIPA buffer (Sigma-Aldrich, USA) et d'inhibiteurs de protéases/phosphatases au culot 

permet de débuter la lyse, en laissant agir 30 minutes à 1 heure dans la glace. Après plusieurs agitations 

au vortex, l'étape suivante de sonication (ou ultrasonnation) permet d'amplifier la lyse, de détruire la 

membrane nucléaire et d'accéder aux protéines du noyau. Enfin, une troisième centrifugation à 8000 

tr/min à 4°C permet d'éliminer les débris membranaires du culot en ne conservant que le surnageant 

dans lequel se trouvent les protéines d'intérêt.  

 

E.2.3.2. Dosage des protéines 

Les protéines collectées lors de l'étape de lyse sont dosées selon la méthode BCA (Bicinchoninic acid 

Assay) (Pierce BCA Protein Assay Kit, ThermoFischer Scientific, USA). Une gamme étalon d'albumine 

BSA (bovine serum albumine) (Sigma-Aldrich, USA), de 0 à 20 mg.mL-1, est réalisée afin de déterminer 

la concentration en protéines de chacun des échantillons lysés précédemment. Une analyse de 

l'absorbance des échantillons et de la gamme BSA est mesurée au lecteur de plaques iMark Microplate 

Reader (Bio Rad, USA) à la longueur d'onde 540 nm. 
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E.2.3.3. Préparation des échantillons 

30 µg de protéines pour la détection du RCCK2 et 60 µg pour la détection de Notch est déposé dans un 

tube eppendorf, ainsi qu'un volume de tampon de lyse, un volume de réducteur dilué 10 fois (Novex 

NuPage®, Life Technologies, USA) ou un mélange de bêta-mercaptoéthanol et de dithiothréitol (Sigma-

Aldrich, USA), et enfin un volume de bleu de charge dilué 4 fois (Novex NuPage®, Life Technologies, 

USA). Le réducteur permet de casser les ponts disulfures, le bleu de charge a pour rôle de favoriser 

l'action du réducteur et de diminuer la poussée d'Archimède pour faciliter le dépôt dans les puits ainsi 

que la migration des échantillons. Afin de dénaturer les protéines, les échantillons sont chauffés 10 

minutes à 70°C (pour RCCK2) ou 5 minutes à 95°C (pour Notch). Les protéines sont ainsi dénaturées et 

les sites de reconnaissance des anticorps accessibles.  

 

E.2.3.4. Migration par électrophorèse 

Les gels de polyacrylamide SDS-PAGE 4-12 % Tris-Bis (pour RCCK2) ou SDS-PAGE 3-8 % Tris-Acetate 

(pour Notch) (Novex NuPage®, Life Technologies, USA) sont disposés dans une cuve de migration 

(ThermoFisher Scientific, USA), contenant 400 mL d'une solution de 20 mL de tampon de migration 

MOPS 20X (Life Technologies, USA) dilué 20 fois dans 380 mL d'eau osmosée. Les échantillons sont 

déposés dans les puits du gel correspondant. Un volume de 4 µL de marqueur de taille Precision Plus 

Protein Kaleidoscope (Bio Rad, USA) une mixture de contenant 10 différentes protéines colorées, est 

déposé dans un des puits du gel et sert d'échelle visuelle du poids moléculaire lors des étapes de 

migration, de transfert et de révélation. La cuve est reliée à un générateur délivrant une tension fixe 

de 165 V, pour une durée de migration d'environ 1 heure, jusqu'à ce que le front de migration atteigne 

le bas du gel.  

 

E.2.3.5. Transfert des protéines sur membrane 

Cette étape consiste à transférer les protéines du gel sur une membrane de PVDF (polyfluorure de 

vinylidène) (GE Healthcare, USA) pour les rendre accessibles à la détection par anticorps. La membrane 

est placée face au gel entre deux couches de papier whatman (Whatman plc, UK) dans une cassette 

de transfert immergée dans 400 mL d'une solution de tampon de transfert. Ce tampon est composé 

de 40 mL d'une solution de trishydroxyméthylaminométhane-glycine 10X (Sigma-Aldrich, USA) diluée 

dans 80 mL de méthanol (Sigma-Aldrich, USA) et 280 mL d'eau osmosée. Une tension est appliquée 

entre les deux électrodes de la cassette de transfert, et le courant créé permet le passage des protéines 

d'un support à l'autre. Ce transfert est effectué à 20 V pendant une heure à température ambiante 
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pour la détection de RCCK2, et à 12 V sur la nuit (overnight) à 4°C pour la détection des protéines de 

la voie Notch. 

Une fois les protéines transférées sur la membrane PVDF, les sites d'interaction non-spécifiques entre 

la membrane PVDF et les anticorps utilisés par la suite sont saturés durant une heure à température 

ambiante à l'aide d'une solution de TBS-T (tris-buffered saline, polysorbate (Tween 20)) additionnée de 

lait sans matières grasses (dilué à 5 g pour 100 mL), et préparée au laboratoire. Cette étape permet 

aux anticorps de se fixer sur les sites spécifiques de la protéine-cible, réduisant par la même le bruit 

de fond général lors de la révélation et éliminant les faux positifs. 

 

E.2.3.6. Immunoblot 

Une solution de TBS-T + 5 % lait contenant les anticorps primaires spécifiques aux protéines d'intérêts 

est incubée avec la membrane sous agitation modérée sur la nuit à 4°C. L'anticorps anti-CCKBR 

(ab77077) (Abcam, UK) est utilisé pour caractériser l'expression des récepteurs RCCK2, à la dilution de 

1:2500. Les anticorps primaires Notch 1 C-20 (sc-6014) et Notch 3 (M-20) (sc-7424) (Santa Cruz 

Biotechnology, USA) sont respectivement utilisés pour caractériser l'expression des voies Notch-1 et 

Notch-3 à la dilution de 1:500. 

Une série de trois lavages successifs de 10 minutes par une solution de TBS-T est effectuée sur les 

membranes sondées, sous agitation modérée. Une novuelle solution de TBS-T + 5 % lait additionnée 

d'anticorps secondaires anti-goat dilués à 1:10000 et dirigés contre une portion spécifique des 

anticorps primaires est incubée avec les membranes durant 1 heure sous agitation modérée. Ces 

anticorps secondaires sont liés à une peroxydase de raifort ou une phosphatase alcaline qui, lorsque 

mise en contact avec un agent luminescent, émet une photoluminescence proportionnelle à la 

concentration en protéines (fig. 60). 

 

Figure 60 – Principe de révélation des protéines cibles par les anticorps primaires et secondaires 
traduit de www.bio-rad.com 
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Trois nouveaux rinçages successifs de 10 minutes au TBS-T sont effectués. Les membranes sont 

incubées 5 minutes dans la solution d'agent luminescent ECL Clarity (Bio Rad, USA), et révélées à 

l'imageur PXi piloté par le logiciel GeneSys (Syngene, UK). Le rôle de l'imageur est de collecter le signal 

de photoluminescence, sous la forme de bandes contrastées correspondant aux protéines révélées et 

séparées en fonction de leur poids moléculaire. 

Le procédé est répété pour l'actine, une protéine de structure dont l'expression ne varie pas entre les 

échantillons. Ainsi, le taux de la protéine d'intérêt est rapporté à celui de l'actine afin de normaliser les 

variations dues aux dépôts ou aux variations de transfert sur la membrane. La quantification est 

réalisée sur le logiciel ImageJ (NIH, USA) à l'aide du module Gels préinstallé. 
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E.3. Résultats 

 

E.3.1. Effet de la DDA : mort cellulaire 

Un effet dose-dépendant est visible sur les résultats de mort cellulaire après 24 heures de traitement 

DDA. La dose entrainant 50 % de mort est égale à 5 µM pour la lignée NIH-3T3-E151A (46,3 ± 4 %), et 

à la dose de 2,5 µM pour la lignée CMT-TT (41,5 ± 6 %) (fig. 61). Peu de cellules meurent aux 

concentrations 0 et 1 µM. La concentration de 10 µM entraine la mort de 94 % des cellules NIH-3T3-

E151A, et de 97 % des cellules CMT-TT. 

 

 

Figure 61 - Mort cellulaire des lignées NIH-3T3-E151A et CMT-TT après traitement DDA de 24 heures 

 

Le même effet dose-dépendant est observé sur les résultats après traitement de 48 heures avec la 

DDA. Pour les NIH-3T3-E151A, 2,5 µM de DDA entrainent 37,2 ± 6,5 % de mort et 76,8 ± 1 % à 5 µM. 

Pour les CMT-TT,  59,4 ± 2,1 % des cellules sont tuées par la concentration 2,5 µM. La concentration 

de 5 µM entraine un fort taux de mort des CMT-TT (96,4 ± 2 %), tout comme la dose de 10 µM pour 

94,3 ± 7,2 % des NIH-3T3-E151A et 100 % des CMT-TT (fig. 62). 
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Figure 62 - Mort cellulaire des lignées NIH-3T3-E151A et CMT-TT après traitement DDA de 48 heures 

 

E.3.2. Expression de RCCK2 

J'ai déterminé si la DDA modifiait l'expression du RCCK2 par immunoblot après traitement de 24 heures 

des deux lignées cellulaires étudiées avec des concentrations croissantes en DDA. L'expression du 

RCCK2 dans la lignée NIH-3T3-E151A est visible au poids moléculaire 75 kDa (données du fournisseur). 

Son expression diminue de 25 % environ avec un traitement de 2,5 µM et 5 µM en DDA, comparé au 

contrôle (non-traité) (fig. 63). 

 

  

Figure 63 - Western Blot de l'expression du récepteur RCCK2 dans la lignée NIH-3T3-E151A traitées avec différentes 
concentrations de DDA pendant 24 heures (à gauche), et quantification de l'expression rapportée à l'actine (à droite) 
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Figure 64 - Western Blot de l'expression du récepteur RCCK2 dans la lignée CMT-TT traitées avec différentes concentrations 
de DDA pendant 24 heures (à gauche), et quantification de l'expression rapportée à l'actine (à droite) 

 

 

Cette expérience de Western Blot a été reproduite 3 fois : il n'y a pas de variations majeures sur 

l'expression de RCCK2 avec l'échantillon contrôle pour les concentrations en DDA de 1, 2,5 et 5 µM 

(fig. 65). 

 

 

Figure 65 - Quantification de l'expression de RCCK2 rapportée à l'actine, pour la lignée CMT-TT (N = 3) 
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E.3.3. Expression de Notch-1 et Notch-3 

J’ai ensuite déterminé si la DDA modifiait l’expression des protéines Notch par immunoblot après 

traitement de 24 heures des 2 lignées cellulaires étudiées avec des concentrations croissantes en DDA. 

Notch-1 migre à un poids moléculaire de 120 kDa et Notch-3 à 120 kDa et 280 kDa. Un traitement de 

la lignée NIH-3T3-E151A avec 5 µM de DDA pendant 24 heures induit une forte expression de la 

protéine Notch-1 comparé au contrôle non traité. L'expression de Notch1 n’est pas augmentée aux 

concentrations 1 et 2,5 µM de DDA. À 10 µM, la quasi-totalité des cellules sont mortes (fig. 66).

  

 

 

 

Figure 66 - Western Blot de l'expression de la voie Notch-1 dans la lignée NIH-3T3-E151A traitées avec différentes 
concentrations de DDA pendant 24 heures (à gauche), et quantification de l'expression rapportée à l'actine (à droite) 

 

La même expérience réalisée sur la lignée CMT-TT montre une expression faible de Notch1 sur 

l'échantillon contrôle. Cette expression diminue pour 1 et 2,5 µM, et revient au niveau contrôle pour 

la concentration 5 µM en DDA (fig. 67). 

 

Figure 67 - Western Blot de l'expression de la voie Notch-1 dans la lignée CMT-TT traitées avec différentes concentrations 
de DDA pendant 24 heures (à gauche), et quantification de l'expression rapportée à l'actine (à droite) 
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Les mêmes expériences ont été réalisées pour mesurer l'expression de la protéine Notch-3. 

L'échantillon contrôle de la lignée NIH-3T3-E151A exprime peu Notch-3. Une augmentation de son 

expression à la concentration 1 µM est visible sur l'expérience A, mais n'est pas retrouvée sur 

l'expérience B. Cependant, un traitement avec 5 µM de DDA induit une forte augmentation de 

l'expression Notch-3 sur les deux expériences (fig. 68). 

 

Figure 68 - Western Blot de l'expression de la voie Notch-3 dans la lignée NIH-3T3-E151A traitées avec différentes 
concentrations de DDA pendant 24 heures (à gauche), et quantification de l'expression rapportée à l'actine (à droite) 

  

Dans l'échantillon contrôle (non-traité), l'expression de Notch-3 est faible. Un traitement de cette 

lignée avec 1 µM de DDA augmente fortement l'expression sur l'expérience A, et modérément sur 

l'expérience B. Pour des concentrations supérieures à 1 µM, il n'y a pas d'expression de Notch-3, la 

cytotoxicité de la DDA réduisant drastiquement les possibilités d'expression (fig. 69). 

 

Figure 69 - Western Blot de l'expression de la voie Notch-3 dans la lignée CMT-TT traitées avec différentes concentrations 
de DDA pendant 24 heures (à gauche), et quantification de l'expression rapportée à l'actine (à droite) 
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E.4. Discussion 

L'objectif de cette étude était de déterminer l'effet d'un traitement à la dendrogénine A sur la mort et 

la différenciation cellulaire d’une lignée de CMT exprimant les RCCK2 et d’une lignée non-CMT contrôle 

surexprimant les RCCK2, mesurer si l'expression des RCCK2 varie avec le traitement DDA, et enfin 

déterminer si la DDA induit une réexpression des protéines Notch-1 et Notch-3, dont plusieurs études 

ont montré que leur expression et/ou activation à un effet antitumoral sur la lignée CMT-TT [174,182]. 

Les essais de mort cellulaire sur les lignées CMT-TT et NIH-3T3-E151A ont montré un effet cytotoxique 

de la DDA concentration et temps-dépendant. Les concentrations induisant 50 % de la mort cellulaire 

est 2,5 µM pour la lignée CMT-TT et de 5 µM pour la lignée NIH-3T3-E151A. Cette expérience montre 

la capacité qu'a la DDA à induire un effet antitumoral sur les deux lignées et la sensibilité des cellules 

CMT à la DDA. La nature radiosensibilisante de cet effet est une hypothèse qui fait l'objet d'une 

perspective de travail, dans un premier temps par des expériences d'irradiation in vitro des lignées 

étudiées associée ou non à un traitement de dendrogénine A, et dans un second temps in vivo sur le 

modèle animal. En outre, une comparaison des effets de la DDA sur les lignées CMT-TT et NIH-3T3-

E151A pourra être réalisée afin de comparer les concentrations utilisées dans les autres modèles 

tumoraux étudiés dans l'équipe (mélanome, lignées de tumeurs mammaires ou encore leucémiques), 

et d'estimer l'effet dans le modèle de CMT chez l'animal. 

L'étude de l'expression des récepteurs RCCK2 en fonction des concentrations de DDA donne une 

information cruciale sur l'intérêt du traitement concomitant dans le contexte d'une radiothérapie 

interne vectorisée basée sur le ciblage de ces récepteurs. En effet, si la DDA avait un effet d'inhibition 

de l'expression des RCCK2 à la surface des cellules tumorales, le taux de fixation des radiopeptides 

CCK4 sur les RCCK2 serait et les doses cumulées dans les tumeurs seraient plus faibles, ce qui pourrait 

affecter l'effet thérapeutique des radiopeptides et limiter l'intérêt de combiner la DDA et les 

radiopeptides CCK4. Les résultats présentés montrent que, pour la lignée NIH-3T3-E151A, l'expression 

de RCCK2 est relativement élevée pour les quatre concentrations de DDA, avec toutefois une 

diminution de l'ordre de 25 % pour la concentration 5 µM, en comparaison avec l'échantillon contrôle. 

Pour la lignée CMT-TT, l'expression des récepteurs est élevée et égale à celle de l'échantillon témoin 

pour les différentes concentrations de DDA. Outre les résultats d'expression présentés, cette étude a 

permis de mettre au point un protocole permettant de mesurer l'expression de RCCK2 en Western 

Blot. Jusqu’à récemment, les anticorps dirigés contre ce récepteur étaient peu spécifiques et efficaces 

à le reconnaitre et  la mesure de l’expression des RCCK2 était réalisée uniquement par des essais de 

liaison à l’équilibre ou par qPCR [117,199]. Ainsi l’identification d'anticorps spécifiques dirigés contre 

le RCCK2 va permettre la quantification de son expression sur différentes lignées tumorales ou tumeurs 
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et permettre de diagnostiquer celles pouvant répondre à des ligands ciblant les RCCK2. Au même titre 

que l'imagerie diagnostique des récepteurs, RCCK2, une analyse des biopsies tumorales permettrait 

d'identifier en première intention les patients qui pourront suivre un traitement de RIV CCK. 

Enfin, l'expression des voies Notch-1 et Notch-3 permettent de faire le lien avec les essais de mort 

cellulaire, puisque les niveaux d'expression de ces voies correspondent avec les concentrations de DDA 

proches de l'EC50 : sur la lignée NIH-3T3-E151A, la DDA a un effet de mort cellulaire et d'expression de 

Notch-1 et Notch-3 à 5 µM à 24 heures. Sur la lignée CMT-TT, la dendrogénine A n'a pas d'effet 

spécifique sur l'expression de Notch-1, et ce quelle que soit la concentration utilisée, au même temps 

de traitement. Cependant, l'expression de Notch-3 est augmentée à la concentration 1 µM en 

comparaison avec l'échantillon contrôle. Cette dose de DDA a été mise en évidence par les travaux de 

l'équipe comme induisant des effets de différenciation sur différentes cellules tumorales étudiées 

incluant les cellules de cancers de la thyroïde papillaire et anaplasique [163,166,195,196]. Au-delà de 

1 µM, pour les concentrations 2,5 et 5 µM, la DDA agit comme un agent cytotoxique à part entière en 

induisant une mort cellulaire directe. L'effet de diminution de la taille tumorale associée à la 

réexpression de Notch-3 a été montré par Jaskula-Sztul et al. sur la lignée CMT-TT et pourrait donc être 

en lien avec des effets redifférenciants, induits par la DDA dans notre étude [182]. La différenciation 

des CMT par la DDA et son lien avec la réexpression de Notch-3 sera étudiée dans les expériences 

futures. 

Dans les perspectives de ce travail, l'intérêt thérapeutique de la DDA seule ou en association avec un 

traitement RIV utilisant les radiopeptides CCK4 ciblant les RCCK2 fera l'objet d'une étude préclinique 

sur le modèle CMT-TT implanté chez la souris nude. 
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F. Expérimentation in vivo de la RIV par analogues CCK4 radiomarqués 

 

F.1. Objectifs de l'étude 

Cette étude préclinique a pour but d'expérimenter in vivo à la fois le comportement des lignées 

tumorales RCCK2 positives NIH-3T3-E151A et CMT-TT à travers le suivi de la pousse tumorale sur 

modèle murin, mais aussi l'effet d'un premier traitement à l'aide du peptide radiomarqué étudié 

précédemment, le [90Y-PCTA]-(Ahx)2-CCK4, sur ces mêmes lignées tumorales. 

 

F.2. Matériel & Méthodes  

 

F.2.1. Modèle de souris Swiss Nude 

Les expérimentations sont conduites sur un modèle murin Swiss Nude (Charles River, USA). Ce modèle 

de souris présente une mutation génétique du gène FOXN1, causant un dysfonctionnement du thymus 

ou son absence. De ce fait les souris ne peuvent générer de lymphocytes T matures en grand nombre 

et ne peuvent développer un certain nombre de réponses immunitaires, comme la formation 

d'anticorps, l'immunité à médiation cellulaire, ou encore le rejet de greffe [204]. Cette dernière 

particularité fait des souris Swiss Nude un modèle de choix pour l'expérimentation préclinique en 

oncologie. En effet, ces études nécessitent généralement d'obtenir un modèle animal vivant exprimant 

un certain type de tumeur, humaines ou non, et requiert pouvoir greffer la lignée tumorale au modèle.

  

 

F.2.2. Xénogreffe tumorale des lignées NIH-3T3-E151A et CMT-TT 

Les deux lignées exprimant le récepteur RCCK2 ont été amplifiées en culture cellulaire afin d'obtenir 

un grand nombre de cellules injectables au modèle animal, soit 10 millions de cellules par souris. Après 

lavage au PBS et centrifugation, les cellules cultivées sont concentrées dans un volume de 150 µL de 

PBS et injectées en sous-cutané sur le flanc de l'animal. Les deux lignées sont ainsi inoculées dans 

différents groupes souris Swiss Nude.   
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F.2.3. Suivi de pousse tumorale 

Une première expérience a été réalisée sur deux groupes de 10 souris Swiss Nude xénogreffées avec 

des cellules des lignées NIH-3T3-E151A et CMT-TT afin d'évaluer la prise de greffe et la vitesse de 

pousse tumorale. Les développements tumoraux des lignées cellulaires ayant une structure 

ellipsoïdale, la mesure de leur volume est réalisée à partir du jour d'inoculation (J0) l'aide d'un pied à 

coulisse de précision afin de mesurer les deux dimensions de longueur a et largeur b (fig. 70), selon le 

formalisme suivant :  

? =	43 ∙ a ∙
F × I × ,

8 ≈ 0,52 ∙ F ∙ I ∙ , 

La dimension de profondeur c (épaisseur de la tumeur) n'étant pas mesurable au pied à coulisse, 

l'hypothèse est émise que la largeur b est égale à la profondeur c. Le volume de la tumeur devient : 

? = 0,52 ∙ F ∙ I² 

 

 

Figure 70 - Modèle tumoral d'ellipsoïde en 3 dimensions 

 

F.2.4. Dose de traitement et dose maximale tolérée 

Une seconde expérience a été réalisée sur un groupe de 6 souris Swiss Nude afin d'expérimenter deux 

doses de radioactivité, ainsi que la toxicité immédiate du ligand radiomarqué à l'yttrium 90 (Cis Bio 

Internationnal, France). L'injection du peptide [90Y-PCTA]-(Ahx)2-CCK4 a été réalisée aux activités de 

18,5 et 37 MBq : des activités de l'ordre de la vingtaine de mégabecquerels sont employées par la 

communauté scientifique dans de tels protocoles de recherche préclinique [205–207]. Le 

radiomarquage a été réalisé comme décrit précédemment, et le contrôle qualité de la PRC est effectué 
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avant l'injection. Trois souris reçoivent une dose de peptide d'activité 18,5 MBq, les trois autres 

recevant 37 MBq. Un suivi global de l'état de santé et du comportement des souris est effectué par la 

suite.  

 

F.2.5. Efficacité du traitement de peptides CCK4 radiomarqués au 90Y 

Une troisième expérience a consisté en l'évaluation du traitement de RIV CCK à l'aide du peptide [90Y-

PCTA]-(Ahx)2-CCK4 sur le modèle Swiss Nude xénogreffé avec les deux lignées RCCK2 positives. Deux 

groupes de souris portant des tumeurs NIH-3T3-E151A ont été constitués : le premier groupe de 5 

souris a reçu une injection d'activité 37 MBq, tandis que le second composé de 3 souris a servi de 

groupe contrôle. Deux autres groupes de souris portant des tumeurs CMT-TT ont aussi été composés : 

3 souris ont reçu une injection de 37 MBq de peptide radiomarqué, et une souris n'a pas été traitée, à 

titre de contrôle. Le traitement est injecté à J39 après la greffe tumorale, par injection dans la veine 

caudale de 200 µL de solution contenant le peptide radiomarqué selon le protocole et la stœchiométrie 

décrits précédemment. La PRC de la solution de radiomarquage a été contrôlée par chromatographie 

iTLC-SG, et est égale à 98,5 %. Une importante radioactivité résiduelle due à l'élimination biologique 

du composé par les souris dans les litières est prise en compte dans cette expérimentation, les cages 

sont nettoyées et décontaminées tous les 2 jours afin de s'affranchir au possible d'un effet de ces 

rayonnements externes. Un indicateur de la croissance tumorale est le temps de doublement (TD) du 

volume tumoral. Il permet de s'affranchir des pertes précoces, et des variations aléatoires des temps 

de survie [208]. Le TD est calculé selon le formalisme suivant : 

 

YV = ln	!2#
ln	�?� ?�⁄ :� − :�i �

 

 

avec V1 le volume tumoral au jour de traitement t1 et V2 le volume tumoral au jour du sacrifice t2. 
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F.3. Résultats 

 

F.3.1. Suivi de la pousse tumorale 

La prise de greffe est efficace pour les deux lignées et le premier volume solide mesurable apparait 

autour de 15 jours : le volume tumoral suit une évolution similaire durant le premier mois de suivi. Au-

delà, la taille des tumeurs développées par les souris inoculées avec la lignée NIH-3T3-E151A croit plus 

rapidement que pour la lignée CMT-TT. Les deux courbes de pousse tumorale se distinguent par la 

suite : le volume des tumeurs NIH-3T3-E151A double en 6 jours alors que les tumeurs CMT-TT gardent 

une évolution linéaire, et doublent en 9 jours (fig. 71). 

 

Figure 71 - Pousse tumorale moyenne des lignée NIH-3T3-E151A et CMT-TT chez la souris Swiss Nude 

 

F.3.2. Dose maximale tolérée 

Le radiomarquage du ligand employé présente une pureté radiochimique supérieure à 99 % pour les 

deux activités injectées (fig. 72). Les 6 souris utilisées pour cette expérience présentent un 

comportement et un état de santé général normaux du jour d'injection au 51ème jour du suivi (arrêt du 

suivi). Il n'y a pas de toxicité immédiate liée à l'administration d'un rayonnement ionisant. La dose 

maximale tolérée n'est pas atteinte à 37 MBq, cette activité est celle utilisée pour la suite des 

expérimentations in vivo.  
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Figure 72 - Radiochromatogramme iTLC-SG de l'yttrium 90 libre (à gauche), 
du radiopeptide [90Y-PCTA]-(Ahx)2-CCK4 à  37 MBq (à droite) 

 

F.3.3. Efficacité du traitement de peptides CCK4 radiomarqués au 90Y 

Les résultats de suivi de la pousse tumorale ci-dessous montrent l'évolution du volume tumoral pour 

chacune des souris des 4 groupes constitués. Le jour correspondant à l'injection du traitement est 

représenté par un trait rouge. Les courbes correspondant au groupe de traitement des souris "NIH-

3T3-E151A" sont similaires à celles du groupe contrôle. Il n'y a pas d'effet visible du traitement de RIV 

sur cette lignée cellulaire (fig. 73).  

 

 

Figure 73 - Volume tumoral des groupes contrôle (à gauche) et traitement (à droite) pour les souris greffées NIH-3T3-E151A 

Le jour d'administration du traitement à J39 est symbolisé par le repère rouge 

 

Pour les souris greffées CMT-TT, l'effet antitumoral n'est pas observable sur les courbes. La souris 

identifiée n°502 a développé une tumeur d'une taille relativement faible vis-à-vis des autres individus, 

et aucune diminution du volume n'apparait à la suite du traitement. La souris n°515 présente une 
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réduction importante du volume tumoral deux jours après l'injection du traitement. Cependant, l'état 

de santé de l'animal a rapidement décliné et il est décédé 5 jours après l'injection. La souris n°516 a 

développé une tumeur comparable à celle de l'individu témoin, mais aucun effet antitumoral du 

traitement n'est visible (fig. 74).  

 

 

Figure 74 - Volume tumoral des groupes contrôle (à gauche) et traitement (à droite) pour les souris greffées CMT-TT 

Le jour d'administration du traitement à J39 est symbolisé par le repère rouge 

 

Un faible temps de doublement indique une activité oncogène importante. A l'inverse, un grand temps 

de doublement traduit une croissance et une évolution lente. Les résultats ci-dessous montrent un TD 

similaire entre les sujets témoins et les sujets traités pour les deux modèles tumoraux (tableau 10).

  

 

Souris Lignée V1 V2 T1 T2 TD Taux de croissance (%/jour) 

503 
3T3 témoin 

3335,5 7619,7 39 49 8,4 8,3 
505 6601,9 11333,5 39 49 12,8 5,5 

512 2994,5 6614,2 39 49 8,7 8,0 

504 

3T3 
90Y 

797,0 2110,5 39 49 7,1 9,8 
507 1559,4 4382,1 39 49 6,7 10,4 

508 1650,5 5126,7 39 49 6,1 11,4 
509 2515,8 5681,8 39 49 8,5 8,2 
511 2078,0 5399,3 39 49 7,3 9,6 

514 TT témoin 1676,2 4455,0 39 49 7,1 9,9 

502 
TT 
90Y 

290,4 567,9 39 49 10,3 6,8 

515 2922,9 2103,0 39 44 -10,5 -6,6 

516 1347,8 6214,6 39 49 4,5 15,4 

 

Tableau 10 - Temps de doublement (TD) et taux de croissance tumoral après traitement au [90Y-PCTA]-(Ahx)2-CCK4 
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F.4. Discussion 

 

Cette étude avait pour but d'évaluer un premier traitement expérimental in vivo sur modèle murin à 

l'aide du peptide [90Y-PCTA]-(Ahx)2-CCK4. Les résultats de pousse tumorale ont montré que la greffe 

des deux modèles tumoraux RCCK2 est possible chez la souris Swiss Nude. L'essai de radiothérapie 

interne vectorisée sur les groupes de souris constitués n'a pas permis de montrer l'effet antitumoral 

attendu. Les temps de doublement, identiques pour les groupes traités et les groupes non traités 

confirment les résultats de suivi de la pousse tumorale après injection du peptide radiomarqué. 

Plusieurs explications peuvent accompagner ces résultats : la première étant que le volume tumoral 

des greffes était trop élevé au jour de l'injection, avec de ce fait des tumeurs hypoxiques et 

relativement radiorésistantes (présence d'un cœur nécrotique). L'effet de la radiothérapie à dose 

unique sur ce type de tumeur est connu pour être faible et diminué vis-à-vis de tumeurs de plus petites 

tailles. La seconde explication se trouve dans la qualité du radiomarquage du peptide à l'yttrium 90. 

Cette étude ayant été réalisée antérieurement à l'étude de radiomarquage, l'origine du nucléide utilisé 

pour cette expérience (Cis Bio International, France) étant différente de celle utilisée pour la mise au 

point du radiomarquage (PerkinElmer, USA), et les radiochromatogrammes obtenus n'ont pas permis 

de distinguer avec la même précision la migration de l'yttrium libre de la migration de l'yttrium 

complexé sur les bandelettes iTLC-SG. La stabilité des radiopeptides n'a pas été évaluée comme elle l'a 

été a posteriori dans l'étude de radiomarquage. Il n'est donc pas possible de conclure sur l'efficacité 

du traitement sur ces deux lignées RCCK2 positives. 

Les perspectives de ce travail sont multiples. Lors des prochaines expérimentations sur l'animal, 

l'injection du traitement sera effectuée lorsque la taille de la tumeur est relativement faible, autour de 

500 mm3. De plus, le traitement sera réalisé avec un radiopeptide dont l'intégrité et la stabilité auront 

été caractérisées et contrôlées, et dont l'origine est celle ayant donné les meilleurs résultats de pureté 

radiochimique. Enfin, un protocole complet d'expérimentation in vivo a été soumis au comité 

d'éthique pour de futures expérimentations animales. Ce dernier, étalé sur une durée de 3 ans, 

comporte notamment l'évaluation de traitement sur des groupes plus larges de souris (10 animaux par 

groupes), mais aussi les essais au 177Lu et 90Y seuls ou en synergie, à des doses radioactives variables. 

En outre, il intègre une association thérapeutique avec la dendrogénine A, et permettra d'évaluer 

l'effet de la DDA sur l'efficacité antitumorale de la RIV par le PCTA-(Ahx)2-CCK4 radiomarqué. Afin de 

décrire l'effet radiobiologique selon les paramètres d'optimisation de la RIV (fractionnement / 

étalement des injections, administration séquentielle des doses, injection de co-traitement), ce 

protocole permettra de mettre en application des modifications selon ces paramètres mais aussi 

d'observer des résultats histologique et biologiques sur chaque expérience. 
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G. Discussion générale 

 

Le développement depuis une trentaine d'années des solutions ciblées telles que les anticorps 

monoclonaux et les peptides radiomarqués a permis de mettre au point des molécules aujourd'hui 

intégrées aux protocoles utilisés en routine clinique, dans le diagnostic et le traitement de certains 

cancers. Les analogues peptidiques à la somatostatine (SST) radiomarqués à l'indium 111 sont une de 

ces solutions comme le montre l'utilisation de l'Octreoscan™ dans une démarche diagnostique des 

tumeurs neuroendocrines SST-positives. Ces dernières années, ces mêmes solutions sont 

expérimentées à forte dose, une fois l'étape diagnostique validée, non plus afin d'imager mais de 

proposer un traitement des tumeurs ciblées. Cependant, l'utilisation de radionucléides tels que le 111In, 

majoritairement ou exclusivement émetteurs de photons et d'électrons Auger n'est pas 

thérapeutiquement optimale. En effet, leur l'effet radiobiologique est limité vis-à-vis d'autres 

nucléides comme par exemple les émetteurs β ou α, dont les dégâts induits aux tissus ciblés sont 

importants. De nombreuses équipes de recherche ont donc développé et étudié des analogues de la 

somatostatine radiomarqués avec du 90Y ou du 177Lu émetteurs β de rayonnements de haute énergie, 

bien plus adaptés au contexte thérapeutique de la RIV. Kwekkeboom et al. ont montré que l'utilisation 

de nouveaux peptides tels que le 90Y-DOTATOC, le 177Lu-DOTATATE permettent d'augmenter l'effet 

antitumoral des cancers exprimant les récepteurs à la somatostatine [209]. Néanmoins, des limitations 

à l'utilisation des analogues de la somatostatine existent. La clairance majoritairement rénale des 

peptides entraine une toxicité notable et impose un ajustement de l'activité maximale injectée en 

fonction de la dose absorbée par les reins. Malgré la surexpression des récepteurs à la somatostatine 

dans certains tissus tumoraux, ces derniers sont aussi présents dans les tissus sains, qui captent une 

partie de l'activité injectée et subissent des dommages. Enfin, certains cancers neuroendocriniens 

parmi les plus avancés en grade perdent l'expression des récepteurs et deviennent insensibles à la 

détection diagnostique et aux traitements ciblés de RIV [210]. Pour pallier les limites de la RIV ciblée 

sur les récepteurs à la somatostatine, de récents développements ont été réalisés sur des peptides 

ciblant d'autres récepteurs exprimés dans les tumeurs neuroendocrines ont été réalisés, afin de 

multiplier les portes d'entrée de la cellule tumorale. 

Dans ce contexte, notre équipe a développé un ligand peptidique dont les performances diagnostiques 

ont été montrées par Brillouet et al. [89,146]. Les données obtenues in vitro (affinité avec le RCCK2, 

propriétés agonistes), et in vivo (augmentation de la fixation tumorale, diminution de la rétention 

rénale) avec ce ligand marqué à l'indium 111 confirment son intérêt dans le développement de 

nouveaux radioligands ciblant le récepteur RCCK2. 
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Dans ce travail, nous avons pu poursuivre le développement de ce ligand novateur dans le 

cadre thérapeutique et mettre en avant ses capacités de radiomarquage des radionucléides 90Y et 177Lu 

émetteurs β -. 

Alors que la plupart des protocoles de marquage exposés dans la littérature nécessitent de chauffer le 

milieu de réaction entre 80°C et 100°C pendant une heure afin que le nucléide et le chélateur se lient 

[153,193], nous avons montré que le ligand PCTA-(Ahx)2-CCK4 permet la complexation de l'yttrium 90, 

du lutétium 177 ainsi que de l'indium 111 de manière rapide, stable dans le temps et à température 

ambiante. Plusieurs caractéristiques intéressantes émanent de ces résultats.  

La première étant la facilité de création du complexe radionucléide-ligand dans des conditions 

cliniques : quand ils ne sont pas reçus et administrés encapsulés ou scellés, les traitements proposés 

aux patients sont élaborés dans le service de médecine nucléaire par la radiopharamacie. Le protocole 

d'élaboration du médicament radiopharmaceutique à partir du PCTA-(Ahx)2-CCK4 est similaire à ce qui 

se fait pour le marquage du pentétréotide lyophilisé par le chlorure d'indium 111 pour former 

l'Octreoscan™ : une incubation de 30 minutes à température ambiante après mélange des deux 

composés (Base de données publique des médicaments – ANSM 2015).  

La seconde spécificité du ligand PCTA-(Ahx)2-CCK4 est sa stabilité dans le temps, et dans des conditions 

physiologiques et de température proches de celle que l'on retrouve dans la circulation sanguine et les 

autres compartiments biologiques impliqués dans la biocinétique des peptides injectés. Nous avons 

montré qu'une fois radiomarqués, les peptides expérimentés dans cette étude sont stables dans un 

milieu protéolytique de sérum de veau fœtal, en présence d'un concurrent à la chélation – la 

transferrine humaine – et cela durant une longue incubation à 37°C. Au bout de 5h30, la stabilité des 

composés n'est pas altérée.  

Ce procédé de marquage efficace, stable et ne nécessitant pas de purification a posteriori est une 

avancée certaine dans l'utilisation de peptides radiomarqués. L'étude répond à une problématique 

supplémentaire, détaillée en introduction, et qui impliquait jusqu'ici d'utiliser des molécules 

différentes pour les utilisations diagnostiques et les utilisations thérapeutiques. La possibilité de 

marquer efficacement le ligand PCTA-(Ahx)2-CCK4 avec le 111In (imagerie scintigraphique), 90Y et 177Lu  

répond à cette problématique.  

Les études de dosimétrie en médecine nucléaire, qui utilisent la biodistribution des radionucléides de 

diagnostic comme données d'entrée des algorithmes de calcul Monte Carlo, nécessitent d'émettre 

l'hypothèse que les deux molécules différentes possèdent la même biodistribution [211,212]. L'intérêt 

d'une molécule unique pour un même protocole théranostique a été montré par Taïeb D et al. sur des 

analogues de la somatostatine [213]. Nous apportons ici une réponse à cette problématique avec un 
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ligand peptidique au caractère multimodal : cette "trivalence" en termes de rayonnements disponibles 

à partir d'un seul et même analogue peptidique implique une similitude certaine entre les 

biodistributions d'imagerie et de thérapie et permet de se limiter à l'hypothèse que le changement de 

radionucléide n'influe pas sur le comportement biocinétique du radiopharmaceutique. 

 

Dans un second temps, nous avons mené une étude sur l'association thérapeutique entre la 

dendrogénine A (DDA) et la radiothérapie interne vectorisée dans le but de potentialiser l'effet 

radiobiologique des rayonnements. Les essais de mort cellulaire sur les lignées RCCK2-positives ont 

montré un effet cytotoxique de la DDA proportionnel à la concentration administrée aux cellules in 

vitro. Une dose efficace menant à la mort d'environ 50 % des cellules (EC50) est quantifiée à 5 µM de 

DDA pour la lignée NIH-3T3-E151A et à 2,5 µM pour la lignée CMT-TT. En deçà de ces concentrations, 

la DDA n'a pas d'effet cytotoxique majeur, ce qui signifie que le composé n'agit pas en tant que poison 

sur les cellules, qu'elles soient saines ou tumorales. 

En parallèle, l'étude de la voie de signalisation Notch dans les CMT et dont le rôle antitumoral a été 

montré par Jaskula-Sztul et al., Tesfazgui et al. ou encore Kunnimalaiyaan et al. [174,179,182], a 

nécessité d'établir un protocole de Western Blot adapté à la visualisation de protéines de fort poids 

moléculaire, supérieur à 250 kDa, et spécifiques à la voie de signalisation Notch. Cette étape de mise 

au point à partir des données de la littérature a été rendue réalisable après de nombreux essais. Les 

résultats obtenus sur les récepteurs Notch-1 montrent un effet de réexpression de la voie de 

signalisation pour la lignée NIH-3T3-E151A à la concentration 5 µM de DDA, c’est-à-dire à l'EC50. Aucun 

n'effet de la DDA sur le récepteur Notch-1 n'a pu être montré pour la lignée CMT-TT. L'expérience 

menée sur le récepteur Notch-3 a montré une augmentation de l'expression de la voie de signalisation 

à 5 µM de DDA pour la lignée NIH-3T3-E151A, et à 1 µM pour la lignée CMT-TT. Ce dernier résultat est 

le plus intéressant de l'étude. En effet, les études citées ont démontré le potentiel antitumoral de la 

voie Notch via le récepteur Notch-3 par une action antiproliférative induisant l'apoptose des cellules 

traitées [182], ainsi qu'un arrêt du cycle cellulaire via l'expression d'inhibiteurs p21 et p27 [170,180]. 

Nous montrons dans cette étude qu'une réactivation de la voie Notch est possible à une dose non-

cytotoxique pour les cellules (1µM). 

De plus, la mise au point d'un protocole de Western Blot à partir des recommandations du fournisseur 

d'anticorps et dédié à l'expression des récepteurs membranaires RCCK2 a permis de d'évaluer l'effet 

de la DDA sur ces derniers. L'idée derrière cette expérience est de valider le fait que la différenciation 

induite par la DDA sur les lignées tumorales, et qui régule de nombreuses fonctions cellulaires dont 

l'expression de certaines voies de signalisation, n'a pas d'effet délétère sur la présence des récepteurs 



118 
 

RCCK2 à la surface des membranes plasmiques pouvant entrainer l'échec du ciblage tumoral en RIV. 

Les résultats montrent, pour la lignée NIH-3T3-E151A, une diminution progressive de l'expression de 

RCCK2 atteignant 75 % du niveau d'expression pour de l'échantillon contrôle à 5 µM. Ceci peut 

s'expliquer par la dégradation des protéines présentes dans les cellules tuées par le traitement. 

Cependant, cette possible dégradation n'est pas retrouvée lors de l'expérience sur la lignée CMT-TT, 

pour laquelle l'expression de RCCK2 est élevée, constante et égale à celle de l'échantillon contrôle pour 

chaque concentration de DDA, y compris pour 5 µM. À travers cette étude, nous avons pu montrer 

que les récepteurs RCCK2 sont effectivement présents sur les deux lignées RCCK2-positives aux 

concentrations de DDA expérimentées, et que le traitement concomitant ne met pas en péril le ciblage 

des récepteurs membranaires par les peptides radiomarqués. 

En définitive, ce travail permet d'établir un concept de traitement concomitant à la radiothérapie 

interne vectorisée basé sur la dendrogénine A. Son effet antitumoral via l'activation de la voie de 

signalisation Notch par l'expression des récepteurs Notch-3, elle-même responsable de la diminution 

de la prolifération et de l'arrêt du cycle cellulaire de la lignée CMT-TT, est possible à une dose non-

cytotoxique de 1 µM correspondant aux doses antitumorales étudiées par notre équipe sur d'autres 

types de cancer [167]. Cet effet antitumoral doit permettre la diminution de la pousse tumorale lors 

d'expérimentations chez l'animal xénogreffé, augmentant de ce fait la radiosensibilité globale des 

tumeurs et l'effet radiobiologique de la RIV. 

 

 La dernière étude de ce travail a porté sur une première expérimentation in vivo sur un modèle 

de souris xénogreffées. Cette étude a été réalisée chronologiquement avant les études de 

radiomarquage et d'association thérapeutique. Après une étude de la pousse tumorale spécifique aux 

deux lignées RCCK2-positives NIH-3T3-E151A et CMT-TT, le ligand peptidique PCTA-(Ahx)2-CCK4 

radiomarqué au 90Y a été injecté à plusieurs groupes de souris après une prise en greffe des deux 

lignées. L'effet antitumoral attendu n'a pas été retrouvé dans les différents résultats, que ce soit sur 

l'évolution du volume des tumeurs greffées, ou bien sur leur temps de doublement ou leur taux de 

croissance. 

Deux explications sont possibles pour expliquer cette absence d'effet antitumoral. La première est un 

volume tumoral trop élevée lors de l'injection du radioligand pour que ce dernier ait un quelconque 

effet toxique visible. En effet, les tumeurs de grande taille présentent un cœur nécrotique hypoxique 

fortement radiorésistant, au sein duquel l'effet oxygène en grande partie responsable de la mort 

cellulaire est faible voire inexistant. La seconde explication vient de la qualité relative du 

radiomarquage du peptide injecté. En effet, un changement temporaire du fournisseur d'yttrium 90 a 
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été opéré pour cette expérience. Le contrôle qualité réalisé par chromatographie sur couche mince a 

montré une migration de l'yttrium libre différente de celle attendue, avec un étalement du pic de 

migration plus grand. De ce fait, et malgré un pic de marquage fin correspondant à l'yttrium complexé 

présent au dépôt, il a été difficile de distinguer les deux pics aussi clairement que pour les autres études 

de marquage présentées dans ce travail. Ainsi, l'activité injectée aux souris a pu être apportée par une 

quantité d'yttrium libre non-négligeable, et dont la vectorisation dans les cellules ciblées n'a pas été 

possible, diminuant de ce fait l'effet du traitement par une élimination physiologique très rapide. De 

même, et malgré les essais concluants de stabilité réalisés a posteriori sur ce même ligand peptidique, 

il est possible que le radiopharmaceutique injecté ait été dégradé au cours de la cinétique de ciblage. 

 

Ocak et al. ont montré grâce à une technique de chromatographie HPLC (high-performance liquid 

chromatography) que les analogues à la gastrine/cholécystokinine développés au cours des essais du 

groupement EuroCOST et ciblant le RCCK2 présentaient tous un ou plusieurs sites de clivage sur leur 

chaine peptidique [83]. Ces clivages peuvent entrainer une perte de fonctionnalité et une destruction 

du radiopharmaceutique le rendant totalement inefficace. Nous avons montré la stabilité de la 

complexation chélateur-radionucléide, et il serait intéressant de mener une étude similaire sur les sites 

de clivages potentiels de notre ligand CCK4, en effet la modélisation in silico mise au point par Brillouet 

et al. (plus petit analogue peptidique de la cholécystokinine induisant l'internalisation du radioligand) 

doit permettre une forte stabilité en conditions physiologiques en diminuant les potentiels sites de 

clivage peptidique [146]. 
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H. Conclusion et perspectives 

 

Les perspectives de ce travail sont nombreuses. Afin de poursuivre le développement du ligand PCTA-

(Ahx)2-CCK4, et compte tenu de son fort potentiel de complexation de métaux, des essais de marquage 

à l'aide nouveaux nucléides d'intérêt sont envisagés. Ainsi, des radioligands marqués au gallium 68, 

émetteur β+ utilisé en tomographie par émission de positons (TEP), sont déjà expérimenté en clinique 

pour l'imagerie des tumeurs neuroendocrines exprimant les récepteurs à la somatostatine, comme le 

68Ga-DOTA-NOC [214]. Leur développement permet l'amélioration du diagnostic scintigraphique, 

comme l'ont notamment montré Lococo et al. sur des patients atteints de carcinomes pulmonaires 

[215], Sharma et al. sur des insulinomes [216] ou encore Breer et al. sur des tumeurs non-détectées à 

la scintigraphie au 111In-octreotide [217]. 

 

Dans le but de multiplier les capacités du ligand PCTA-(Ahx)2-CCK4, le marquage d'atomes non-

radioactifs à but diagnostique est une étude intéressante à réaliser, de manière similaires à celles 

décrites pour le 90Y et le 177Lu. Récemment, plusieurs études ont mis en avant l'intérêt des lanthanides 

tels que l'europium et le terbium pour l'imagerie de luminescence [218]. Ces fluorochromes naturels 

présentent la caractéristique d'émettre un signal lumineux spécifique lorsqu'ils reçoivent et 

emmagasinent une énergie de source externe. Typiquement, les ces lanthanides fluorochromes sont 

excités par un rayonnement laser défini de 380 nm et réémettent cette énergie à des longueurs d'onde 

et selon des durées d'émissions qui leur sont propres, que l'on peut détecter et quantifier [219]. 

Cette particularité est dénommée "transfert d'énergie par résonance de type Förster" (FRET). 

Ce transfert est un échange d'énergie non-radiatif à partir d'une molécule de type "donneur" vers une 

molécule ou un atome "récepteur" situé à une distance de 10 à 100 Å. Pour que ce transfert s'opère, 

il est nécessaire que le spectre d'émission du donneur recouvre au moins partiellement le spectre 

d'absorption du récepteur [220]. La technique de FRET a pu être améliorée du point de vue de la 

sensibilité de détection de luminescence par l'utilisation de chromophores de type cryptands ou 

chélateurs (dont font partie le DOTA, le BPCA et le PCTA étudiés dans ce travail) et complexant ces 

lanthanides. Ainsi associés à un cation d'europium (Eu(III)) ou de terbium (Tb(III)), les chélateurs jouent 

le rôle d'antenne de la molécule et captent l'énergie incidente via leurs fonctions cycliques pyridine, 

bipyridine, terpyridine, salicylate, phénantroline ou encore pyrazole [221]. La proximité avec le 

lanthanide complexé autorise le transfert d'énergie et l'émission de luminescence. 
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Ainsi en 2014, Laurent et al. ont mis en avant les capacités d'imageries optique de plusieurs complexes 

présentant une fonction pyridine avec le terbium, mais aussi en imagerie par résonance magnétique 

(IRM) avec le gadolinium (Gd(III)) [222]. Ce nucléide possède des propriétés paramagnétiques qui lui 

permettent une interaction magnétique forte avec les protons de l'eau, et qui en font une espèce de 

choix pour accélérer la relaxation nucléaire en IRM [223]. Ces travaux ont été approfondis en 2016 par 

Leygue et al., qui ont étudié les propriétés d'un système basé sur un ligand acyclique bipyridine [224].  

En 2014 toujours, l'équipe du laboratoire SPCMIB qui a synthétisé les ligands et notamment l'analogue 

PCTA-(Ahx)2-CCK4, a évalué les propriétés photophysiques des complexes formés avec le terbium et 

l'europium, ainsi que la relaxivité du complexe de gadolinium. Il en ressort que les complexes 

fluorochromes ont une durée de vie d'émission suffisamment grandes pour envisager une utilisation 

en fluorescence FRET en temps résolu. De même, la relaxivité du complexe au Gd(III), due au nombre 

de molécules d'eau présentes dans la sphère de coordination du métal, est supérieure à celle des 

agents de contrastes utilisés en analyse clinique (Magnevist™ et Dotarem™). Ces caractéristiques 

laissent entrevoir des perspectives d'études précliniques d'imagerie de fluorescence et de RMN avec 

le ligand PCTA-(Ahx)2-CCK4. 

 

Les résultats sur la voie de signalisation Notch ont donné un premier aperçu du fonctionnement de la 

DDA. Afin de quantifier au mieux les niveaux d'expressions obtenus pour les protéines Notch-1 et 

Notch-3, l'utilisation de nouveaux anticorps plus qualitatifs provenant d'un nouveau fournisseur 

pourra confirmer les effets de la DDA décrits sur les lignées cellulaires NIH-3T3-E151A et CMT-TT. 

L'évaluation de l'expression d'autres marqueurs tumoraux propres aux lignées CMT-TT comme la 

chromogranine A (CgA) et l'achaete-scute complex-like 1 (ASCL1) mis en avant par Jaskula-Sztul et al. 

et  Tesfazghi et al. est une expérience intéressante à mener à la suite d'un traitement à la dendrogénine 

A des lignées étudiées [179,182]. 

 

Les essais d'expérimentation animale n'ont pas donné les résultats attendus. Afin d'investiguer sur 

l'utilisation in vivo de ce radioligand novateur "trivalent", un nouveau protocole d'expérimentation 

animale sur un modèle de souris Swiss Nude de plusieurs centaines d'animaux a été soumis au comité 

d'éthique dans le courant de l'année 2016. Les objectifs expérimentaux présentés dans ce protocole 

sont multiples :  
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- évaluer l'effet du traitement RIV sur la pousse tumorale, dans deux modèles cellulaires 

surexprimant les récepteurs RCCK2. 

- déterminer la réponse au traitement en fonction du radionucléide utilisé, seul ou de manière 

combinée (yttrium 90 et/ou lutétium 177) comparé à un traitement contrôle (solvant). 

Ces deux étapes auront pour but de tester différents protocoles de traitement basés sur les peptides 

[90Y-PCTA]-(Ahx)2-CCK4 et [177Lu-PCTA]-(Ahx)2-CCK4 injectés seuls ou en synergie, et à des activités et 

des temps différentes. Dans un premier temps, plusieurs groupes de 10 souris seront constitués afin 

d'estimer plus précisément les effets physiologiques des rayonnements en injectant des doses 

d'activités croissantes jusqu'à la dose maximale tolérée, mais aussi afin de quantifier la toxicité liée à 

ces injections, notamment au niveau hématologique et rénal. Dans un second temps, les tumeurs 

RCCK2-positives seront xénogreffées à de nouveaux groupes de souris, qui subiront les protocoles de 

traitement. L'effet antitumoral des traitements sera évalué comme présenté précédemment, à travers 

un suivi de la mesure du volume des tumeurs. 

 

- estimer les rapports de fixation et de dose entre les tissus tumoraux et les tissus sains, 

notamment le rein, le foie, l'estomac. 

Comme l'ont fait Brillouet et al. afin de caractériser la distribution biologique des peptides injectés au 

sein des organes d'intérêt, le sacrifice des animaux permettra le comptage de l'activité radiologique à 

différents temps dans les tumeurs, les reins, le foie, l'intestin, le sang, la rate, la vésicule biliaire, etc. 

[89]. Les résultats obtenus permettront de mettre en avant les deux caractéristiques les plus 

intéressantes dans l'évaluation des traitements de RIV, à savoir le ratio de fixation tumeur/non-tumeur 

(muscle, estomac, rein) et la fixation rénale.  

 

- évaluer l’effet de la dendrogenine A (DDA) sur la pousse tumorale 

Cette étude, menée sur des groupes de souris indépendants des premiers, permettra de quantifier la 

potentialisation d'un traitement concomitant de dendrogénine A sur les effets radiobiologiques de la 

RIV. Le traitement de peptide radiomarqué ayant montré l'efficacité antitumorale la plus importante 

sur les groupes de souris précédents sera employé dans le but de proposer un protocole d'association 

thérapeutique intéressant. Un groupe contrôle recevant le traitement RIV permettra de comparer les 

résultats obtenus avec les groupes ayant reçu des traitements DDA différents en terme de chronologie 

d'injection et de dose. 
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Résumé 

Les médicaments radiopharmaceutiques ciblant les récepteurs peptidiques tels que les analogues de la somatostatine ont un 

réel potentiel et un fort intérêt pour à la fois le diagnostic et le traitement des tumeurs neuroendocrines (TNE) non-opérables, 

par radiothérapie interne vectorisée (RIV). La toxicité des traitements par radiopeptides analogues de la somatostatine limite 

leur développement clinique. Le développement de nouveaux peptides ciblant d'autres types de récepteurs tels que le ceux 

de la cholécystokinine (CCK) est une solution dont l'intérêt a été montré par les travaux de notre équipe, basés sur un 

analogue CCK novateur. 

Ce travail en trois volets décrit dans un premier temps le radiomarquage de l'analogue CCK, par des radionucléides émetteurs 

β- tels que l'yttrium 90 et le lutétium 177 adaptés à la thérapie, en plus de l'indium 111 pour le diagnostic, les capacités de 

complexation et la stabilité de ce nouvel analogue peptidique CCK. Une étude in vivo préliminaire sur modèle murin a permis 

d'étudier la faisabilité d'un traitement de RIV. Une troisième étude a été réalisée in vitro sur deux lignées cellulaires tumorales 

par le traitement à l'aide d'une molécule antitumorale caractérisée dans notre équipe, à travers la réexpression d'une voie 

de signalisation cellulaire. Ce travail a permis de montrer l'intérêt potentiel de l'utilisation des analogues CCK en RIV en 

association thérapeutique pour la prise en charge de certaines TNE.  

Abstract 

Radiopharmaceuticals targeting peptide receptors such as somatostatin analogues have a real potential and a strong interest 

in both diagnosis and treatment of non-operable neuroendocrine tumors (NET) in peptide receptor radionuclide therapy 

(PRRT). The toxicity of somatostatin radiopeptide analogs treatments limits their clinical development. The development of 

new peptides targeting other receptors such as cholecystokinin (CCK) receptors is a new solution, based on an innovative CCK 

analog that has been developed and studied in our team. 

This three-part study first describes the radiolabeling of the CCK analogue by β- emitting radionuclides adapted to therapy 

such as yttrium 90 and lutetium 177, in addition indium 111 for diagnosis, the complexation and stability capacities of this 

novel peptide analogue CCK. In a preliminary in vivo study on a murine model we experiment the feasibility of a treatment of 

RIV. A third study was carried out in vitro on two tumor cell lines by treatment with an antitumor molecule characterized in 

our team, through the reexpression of a cell signaling pathway. This work allowed us to show the potential interest of using 

this original CCK analog in RIV with therapeutic association for the control of NET cancer.  

 

Mots-clés : radiothérapie interne vectorisée – analogues peptidiques radiomarqués – cholécystokinine – RCCK2 – association 

thérapeutique. 

Keywords: peptide-receptor radionuclide therapy – peptide analogs radiolabeling – cholecystokinin – CCK2R – therapeutic association. 
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