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1.1. Le cancer du cerveau et les traitements associés

Les tumeurs cérébrales primitives et les tumeurs du systéme nerveux central sont a
I'’heure actuelle un probleme de santé publique majeur. En effet, malgré une incidence
faible (10 cas pour 100 000 personnes adultes aux Etats-Unis (Ostrom et al. 2017)), le
gliome malin est le type de tumeur intracranienne primitive maligne le plus fréquent chez
I’homme adulte avec une médiane de survie de 12 a 15 mois pour les glioblastomes qui
sont les tumeurs cérébrales de plus haut grade (Wen and Kesari 2008; Hanif et al. 2017).

Le développement de traitements innovants est nécessaire pour améliorer la survie de
ces patients. La recherche de pistes d’amélioration des traitements de ces cancers est un
des axes de recherche de I'équipe STROBE depuis plusieurs années. Ce travail de these
s'inscrit dans cette démarche. Dans ce premier chapitre, une synthese des
caractéristiques de cette maladie et les traitements disponibles vont étre présentés.

1.1.1. Caractéristiques et classification des tumeurs cérébrales

Les tumeurs prennent leur origine lors d’'un déréglement de la croissance d’une cellule
suite a la mutation de son code génétique. Elles peuvent étre bénignes lorsque leur
croissance est limitée, mais lorsque la tumeur empéche le fonctionnement normal de
'organisme, on parle de tumeurs malignes. Dans ce chapitre, nous allons nous intéresser
aux tumeurs cérébrales. On distingue deux catégories de tumeurs cérébrales en fonction
de leur origine. Les tumeurs de la premiére catégorie sont dites primitives; elles sont
originaires d’une cellule cérébrale ayant muté. La seconde catégorie sont les métastases
ou tumeurs secondaires, elles sont formées de cellules provenant d’un autre organe ayant
migré via la circulation sanguine ou lymphatique dans le cerveau. (Achrol et al. 2019; R.
K. Jain et al. 2007).
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1.1.1.1. Tumeurs primitives du systéeme nerveux central

Historiquement, la classification histogénétique des tumeurs cérébrales a été
présentée par Bailey et Cushing des 1926 (Bailey and Cushing 1926), elle est restée
pratiquement inchangée depuis. Les tumeurs sont classifiées selon leur similarité avec les
cellules constituantes du systeme nerveux central. Parmi les cellules gliales, on distingue :
les astrocytomes, les épendymomes et les oligodendriomes. Les médulloblastomes quant
a eux sont issus des précurseurs des neurones. (Komori 2017).

Les tumeurs sont catégorisées selon leur degré de différenciation cellulaire, déterminé
a partir des irrégularités morphologiques par rapport a leur équivalent sain. La
différenciation cellulaire est la capacité d’une cellule a se spécialiser. Les cellules de la glie
sont trés différentiées. Au cours de I'évolution d’'un cancer, les cellules tumorales vont
perdre leur différenciation.

Selon 'OMS (Louis et al. 2016), les tumeurs primitives du systéme nerveux central sont
divisées en 4 grades selon leur agressivité. Les tumeurs de bas grades (I et II) sont en
général bien différenciées et sont proches des cellules normales. Elles se développent
lentement et sont souvent bénignes. Les tumeurs de haut grade sont peu différenciées,
voire indifférenciées. Elles ont tendance a se développer plus rapidement et a infiltrer les
tissus sains environnants (Figure 1.1.1).

e Les tumeurs de grade I proliferent lentement, ne sont pas malignes et sont
associées a une survie a long terme élevée des patients. On y retrouve
notamment les astrocytomes pilocytiques, curables par chirurgie ;

e Les tumeurs de grade Il proliferent relativement lentement, mais rechutent
parfois en tumeurs de haut grade. Par exemple, I'astrocytome diffus a une
évolution lente vers un astrocytome anaplasique. Elles peuvent étre malignes
ounon;

e Lestumeurs de grade Il sont malignes et rechutent souvent comme les tumeurs
de plus haut grade. Exemple : 'astrocytome anaplasique ;

e Lestumeurs de grade IV proliferent rapidement. Ce sont des tumeurs malignes
trés agressives. Le glioblastome, qui est un astrocytome de grade IV, est la
tumeur primitive la plus fréquente et la plus agressive chez '’homme.

Grade Tumeurs d’origine Probabilité Différentiation
OMS Astrocytaire de survie cellulaire

I Astrocytome pilocytique ++ Cellules différentiées

I Astrocytome diffus +

1] Astrocytome anaplasique -

v Glioblastome - Cellules indifférentiées

Figure 1.1.1 : Classification des tumeurs astrocytaires selon 'ancienne classification de 'OMS (Louis et al. 2007). Les
tumeurs les plus différentiées sont de plus bas grade et ont une meilleure probabilité de survie que les tumeurs de plus haut
grade qui sont peu différentiées.

Cette classification est globalement corrélée avec le pronostic de la maladie et reste
utile pour déterminer la stratégie thérapeutique. Cependant, les découvertes récentes
dans l'analyse génétique et épigénétique viennent remettre en question la facon de faire
traditionnelle. (Komori 2017). En effet, il a été démontré que le pronostic de la maladie
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est mieux corrélé avec le profil moléculaire qu’'avec le grade de 'OMS (Mur et al. 2015).
De plus, les tests moléculaires sont plus objectifs et reproductibles, alors que
I'observation histologique nécessite une interprétation humaine ce qui peut conduire a
des différences entre observateurs (Kros et al. 2007).

L’approche traditionnelle pour la classification des tumeurs cérébrales est de nature
histologique, mais 1'Organisation mondiale de la santé (OMS) a publié en 2016 une
révision sur la fagon de classifier les tumeurs du systeme nerveux central et a changé la
facon d’évaluer les gliomes vers une approche plus moléculaire (Louis et al. 2016).

Un des principaux marqueurs biochimiques d’évaluation est la mutation sur le gene
des enzymes isocitrate deshydrogenase 1 et 2 (IDH1/2). Ces mutations existent
exclusivement chez les astrocytomes et ependydomes infiltrants, et sont un marqueur
précoce de la tumorigénése de ces types tumoraux. Un autre marqueur de classification
important est la co-délétion des chromosomes 1p et 19q, qui est spécifique aux
oligodendriomes et permet de les identifier dans les cas ou le diagnostic histologique est
difficile. La classification de 2016 est donc une classification « moléculaire, basée sur
'histologie ». L’évaluation histologique reste la premiere étape du diagnostic. La catégorie
générale est déterminée par histologie et le sous-groupe dépend de I'analyse génétique.
(Louis et al. 2016).

Le glioblastome (ou glioblastome multiforme) est le type d’astrocytome primitif le plus
fréquent et le plus malin. Il est de grade IV selon la classification de 'OMS. Cette forme de
cancer a une prévalence de 60 % parmi toutes les tumeurs cérébrales chez les adultes.
(Hanif etal. 2017). Malgré la variété de traitements existants, le glioblastome a en général
un mauvais pronostic : sans traitement, les patients ont une espérance de survie de 4 mois
a partir de l'apparition des symptomes. La survie médiane apres traitement est
approximativement de 14 a 15 mois. (Louis et al. 2016 ; R. Stupp et al. 2014 b).

Le glioblastome est depuis 2016 divisé en 2 sous-catégories en fonction de la présence
de mutations sur le gene IDH (Figure 1.1.2). La forme majeure est la forme sauvage (sans
mutation) et correspond a un glioblastome primitif. Elle est prédominante chez les
patients de plus de 55 ans. Dans 10 % des cas, on observe la forme mutée qui est
secondaire a un astrocytome de plus faible grade. Elle apparait chez des patients de
moyenne d’age inférieure. Ce type de tumeur a un pronostic un peu moins sombre : la
survie médiane apres traitement est d’environ 31 mois. (Louis et al. 2016).
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Figure 1.1.2 : Imagerie par résonance magnétique (IRM) pondérée en T1 apres injection d’'un agent de contraste au
gadolinium. (A) Glioblastome IDH mutant et (B) glioblastome IDH sauvage. La partie nécrotique de la tumeur (*) est plus
grande dans la forme sauvage que dans la forme mutée. (Arevalo et al. 2017)

1.1.1.2. Métastases cérébrales

Le développement de métastases cérébrales représente la complication la plus
répandue du cancer (Figure 1.1.3). On estime que 20 % des patients atteints du cancer
vont développer des métastases ceréebrales. (Nayak, Lee, and Wen 2012; Nicole A.
Shonka 2015). Cependant plusieurs facteurs font que ce nombre est probablement sous-
estimé. De nombreuses études rapportent uniquement la présence de métastases au
moment du diagnostic initial. (Achrol et al. 2019). De plus, leur présence n’est recherchée
que dans le cas ou les patients présentent des symptomes neurologiques. Les études
basées sur les autopsies suggerent que I'incidence des métastases cérébrales peut s’élever
jusqu’a 40 % des patients atteints de cancers. (Achrol et al. 2019). Les métastases
cérébrales proviennent principalement de 3 tumeurs primitives : le cancer du poumon
(20-56 % des patients), du sein (5-20 %) et le mélanome (7-16 %). La survie des patients
dépend du nombre et de la localisation des métastases, mais dans tous les cas les survies
sont faibles. Seulement 8,1 % des patients survivent plus de 2 ans et les survies sont de 4

a 11 semaines pour certaines métastases de cancer pulmonaire. (Taillibert and le Rhun
2015).
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Figure 1.1.3 : Métastases cérébrales vues en IRM pondérée en T1 (Camille Verry et al. 2019).

Il existe deux classifications principales des métastases pour évaluer le pronostic de la
maladie : la classification RPA (Recursive Partitioning Analysis) et la classification GPA
(Graded Prognostic Assessment).

Le score RPA est dérivé de I'dge des patients, de la nature de la tumeur et de
I'autonomie des patients qui est évaluée par le test de Karnofsky (KPS — Karnofsky
Performance Status). Le KPS est un score évaluant 'autonomie des patients dans leurs
activités quotidiennes (échelle de 0 a 100). C’est le déterminant majeur pour estimer la
survie des patients. Le RPA distingue 3 classes, avec des médianes de survie allant de
2,3 mois pour la classe IIl a 7,7 mois pour la classe I (Achrol et al. 2019; Gaspar et al.
2000).

Le score GPA plus récent prend également en compte le KPS et I'dge du patient, mais
aussi le nombre de métastases. Cet index comporte 4 catégories avec des médianes de
survie allant de 2,6 mois a 11 mois. (Sperduto et al. 2008). Un score GPA spécifique des
métastases de cancer pulmonaire a été établi qui prend aussi en compte des marqueurs
moléculaires comme les mutations sur le gene EGFR (Epithelium Growth Factor
Receptor) (Sperduto et al. 2017).

1.1.1.3. Evolution des tumeurs cérébrales : Néoangiogénése et rupture de la BHE

La croissance rapide des tumeurs et des métastases cérébrales entraine des
modifications importantes dans l'architecture cérébrale. Les tumeurs malignes en
particulier se développent rapidement et ont des besoins nutritionnels importants. Elles
nécessitent donc un apport continu en oxygene et nutriments par le systeme sanguin pour
se développer au-dela de 2 millimetres d'un capillaire sanguin. (Sherwood, Parris, and
Folkman 1971). La tumeur induit alors la production de vaisseaux sanguins par la
sécrétion de facteurs de croissance. On parle alors de néoangiogénése tumorale. Cette
néoangiogénese se fait de maniere anarchique, ainsi la taille des nouveaux vaisseaux
tumoraux est 4 fois plus importante que dans les tissus sains. Les vaisseaux se
développent de maniere désorganisée et avec de nombreuses tortuosités. (Beaumont et
al. 2009). Si la tumeur se développe plus rapidement que la vascularisation, alors les
cellules éloignées des vaisseaux sanguins nécrosent et meurent, formant une zone de
nécrose tumorale. La néoangiogénese est également nécessaire au développement des
métastases. Avec 'augmentation de la croissance tumorale, des cellules peuvent quitter
la tumeur primitive pour aller former des sites a distance via la circulation sanguine ou
lymphatique. (R. K. Jain et al. 2007).

Le cerveau est un organe avec des besoins physiologiques particuliers et sa
vascularisation est adaptée en conséquence. En effet, les neurones sont trés sensibles aux
éléments chimiques susceptibles de passer par la circulation sanguine. Le milieu
interstitiel du cerveau est donc séparé de la lumiére des vaisseaux sanguins par la barriere
hématoencéphalique (BHE). La BHE ne laisse passer que certaines molécules nécessaires
a I’'homéostasie cérébrale. Cette barriere est composée de cellules endothéliales espacées
par des jonctions adhérentes et des jonctions serrées. Ce sont les jonctions serrées entre
les cellules qui assurent I'imperméabilité de la BHE. La BHE laisse seulement passer les
petites molécules hydrophobes (02, CO2, hormones). Enfin, des protéines de transport
localisées dans les membranes des cellules épithéliales permettent de laisser passer
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certaines molécules spécifiques. Elles permettent 'influx des métabolites utiles dans le
milieu interstitiel cérébral, comme le glucose, et I'efflux des déchets produits par les
cellules de la glie. (Abbott et al. 2010). La BHE est une barriere tres sélective et limite
'efficacité de nombreux traitements puisque 98 % des molécules ne peuvent pas
traverser la BHE (Pardridge 2003).

Dans les tumeurs cérébrales, la croissance accélérée des vaisseaux sanguins empéche
la BHE de se former correctement. Les métabolites qui ne peuvent normalement pas
passer dans le milieu interstitiel peuvent alors circuler librement dans la tumeur. Cette
perméabilité signe la présence d'une angiogenéese pathologique et la présence d'une
tumeur (Figure 1.1.4). On peut alors repérer la tumeur en imagerie par des agents de
contraste (Figure 1.1.2, Figure 1.1.3) : 'agent de contraste, injecté par voie veineuse, va
pénétrer dans les tissus tumoraux par les lésions de la BHE mais pas dans le reste du
cerveau ou la BHE est saine et hermétique. (R. K. Jain et al. 2007; Karim et al. 2016).

a) b) c)
Neovasculature BBTB High-permeable neovasculature BBTB

o Tumor without angiogenesis Tumor with angiogenesis

Figure 1.1.4 : Etapes de la néoangiogénése tumorale. a) La tumeur est isolée de la circulation sanguine par la barriére
hématoencéphalique. b) certaines cellules tumorales subissent une mutation provoquant la sécrétion de facteur de
croissance vasculaire. La barriére hématotumorale commence a se former (BBTB). c) La néoangiogénése rapide empéche
les cellules endothéliales de former des jonctions serrées ce qui permet aux molécules de s’extravaser dans les tissus
tumoraux (Karim et al. 2016).

Ce mécanisme d’augmentation de la perméabilité des vaisseaux tumoraux est commun
aux tumeurs solides (Iyer et al. 2006). Ainsi, la néoangiogenese tumorale permet
d’accumuler des molécules injectées par voie veineuse par un mécanisme appelé EPR
(Enhanced Permeability and Retention). Cet effet permet d’accumuler des macromolécules
avec unratio de 10 a 50 fois la concentration observée dans les tissus normaux, 1 a 2 jours
apres injection (Figure 1.1.5)(Iyer et al. 2006). Cependant cet effet ne fonctionne pas avec
les petites molécules a cause de la diffusion et de la clairance rapides de ces molécules qui
peuvent regagner |’espace vasculaire (Seymour et al. 1995; Noguchi et al. 1998).
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Low Mw drug

High Mw drug

Figure 1.1.5 : Représentation schématique de I'effet EPR. Les molécules de bas poids moléculaire (Low Mw drug) et de
haut poids moléculaire (High Mw drug) diffusent dans la tumeur grdce a la perméabilisation de la vascularisation due a la
néoangiogéneése (0 h). Cependant les plus petites molécules diffusent librement et sont rapidement éliminées alors que les
grosses molécules s’accumulent dans la tumeur. (Iyer et al. 2006).

1.1.2. Thérapies pour le traitement des tumeurs cérébrales

La prise en charge des patients porteurs de tumeurs cérébrales requiert une approche
impliquant plusieurs modalités. Le but des traitements anticancéreux est d’éliminer les
cellules tumorales qui perturbent I’activité normale de I'organisme. La premiere difficulté
est d’identifier les cellules tumorales afin de les détruire. Comme les cellules tumorales
sont difficiles a identifier individuellement, il faut en général aussi détruire une
proportion de cellules saines. De ce fait, pour les tumeurs cérébrales, cette approche est
plus délicate que pour d’autres tumeurs, puisque la destruction de l'environnement
cérébral peut provoquer des dommages neurologiques graves.

Dans la suite de ce chapitre, nous allons nous intéresser aux traitements des gliomes
de haut grade (grade III et IV). Le cas des métastases va aussi étre développé, en rapport
aux essais cliniques récemment réalisés au laboratoire.

1.1.2.1. Présentation des traitements anticancéreux conventionnels.

En thérapie anticancéreuse, il existe 3 méthodes principales employées couramment

en clinique :

e La chirurgie vise a retirer la tumeur, lorsqu’elle est bien circonscrite. Cette
méthode nécessite que le chirurgien puisse accéder a la tumeur pour pouvoir la
retirer;

e La chimiothérapie consiste en l'utilisation de médicaments anticancéreux ou
cytotoxiques, qui vont détruire principalement les cellules cancéreuses. Les
chimiothérapies sont généralement administrées par voie systémique et visent les
cellules se divisant rapidement;

e La radiothérapie repose sur l'utilisation de rayonnements ionisants de haute
énergie pour détruire la tumeur de maniere peu invasive. Cette méthode permet
d’atteindre des tumeurs non accessibles par chirurgie.
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Ces trois traitements ne sont pas exclusifs et sont souvent utilisés en combinaison. De
plus, des thérapies innovantes existent et cherchent a améliorer I'efficacité et la spécificité
de la destruction tumorale. Parmi celles-ci, on peut citer les thérapies ciblées, qui visent
des caractéristiques spécifiques d'un type de tumeur donné, 'hormonothérapie, pour
certains cancers (du sein et de la prostate) qui sont sensibles a I'action des hormones et
I'immunothérapie, thérapie utilisant des anticorps ciblant la tumeur afin de stimuler le
systéme immunitaire.

1.1.2.1.1. Lachirurgie

La chirurgie est souvent la premiere étape d’'un traitement lorsqu’elle est possible. Le
but de la chirurgie est d’enlever totalement la tumeur ainsi qu'une marge de tissus, pour
s’assurer qu'il ne reste plus de cellules tumorales qui pourraient entrainer une récidive.
Il arrive cependant que l'opération chirurgicale ne soit pas possible pour plusieurs
raisons. (Steinmetz and Schackert 1996) :

e Silatumeur est trop grande;

e Sil’emplacement de la tumeur empéche que I'opération se fasse sans dommages
aux tissus environnants;

e Silatumeur est trop petite pour étre visible par le chirurgien;

e Sil’état de santé du patient est trop faible pour envisager une chirurgie.

La chirurgie est souvent combinée avec une radiothérapie ou une chimiothérapie qui
peuvent étre réalisées avant I'opération pour réduire la taille de la tumeur (traitement
néoadjuvant), ou apres pour détruire les cellules tumorales restantes et éviter un risque
de récidive (traitement adjuvant).

1.1.2.1.2. Lachimiothérapie

La chimiothérapie utilise des médicaments qui visent a inhiber la prolifération des
cellules tumorales. La chimiothérapie n’est pas spécifique des cellules cancéreuses et va
provoquer des dommages chez toutes les cellules se divisant rapidement. Il existe
plusieurs mécanismes d’action des agents chimiothérapeutiques, mais tous les
medicaments de chimiothérapie affectent soit le cycle cellulaire en bloquant le mécanisme
de division, soit la synthése de I’ADN, en créant des dommages irréparables. La plupart
du temps, la chimiothérapie est utilisée comme traitement systémique. Cela permet a
'agent d’attaquer les cellules tumorales partout dans le corps.

Dans le cadre des tumeurs cérébrales, la chimiothérapie a une action limitée,
lorsqu’elle est utilisée par voie systémique. En effet, la présence de la barriéere
hématoencéphalique, méme partiellement 1ésée, limite l'efficacité de nombreux
médicaments. De plus, certains médicaments utilisés pour des soins palliatifs (certains
corticoides, antiépileptiques) peuvent diminuer l'efficacité de la chimiothérapie. (Wen
and Kesari 2008). Les médicaments les plus utilisés pour les tumeurs cérébrales sont le
témozolomide, le carboplatine (les deux sont des agents alkylant de ’ADN), ou alors le
régime PCV associant la procarbazine, la lomustine et la vincristine.

11
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1.1.2.1.3. Laradiothérapie

La radiothérapie utilise des rayonnements ionisants pour détruire les cellules
tumorales. Les rayonnements ionisants vont provoquer des dommages a I’ADN
directement, ou indirectement en créant des espéces oxydantes tres réactives, ce qui va

induire la mort cellulaire.

On appelle « rayonnements ionisants », les rayonnements capables d’ioniser la matiére,
c’'est-a-dire qu’ils possedent suffisamment d’énergie pour transformer les atomes de la
matiere en ions. Les rayonnements ionisants peuvent étre des photons (rayons X, rayons
gamma) ou des particules chargées comme des électrons, des positrons ou des protons.

La radiothérapie peut étre utilisée soit en traitement principal, lorsque la chirurgie
n’est pas possible, soit en traitement adjuvant a la chirurgie dans le cadre d'un traitement
combiné.

La dose est un parametre clé de la radiothérapie. Elle représente I'énergie déposée par
le rayonnement ionisant dans la matiére, rapportée a la masse. Elle est définie par :

dE

- 1.1
dm
Avec dE (en ]) I'énergie radiative déposée dans un élément de matiére de masse dm
(en kg). L'unité de la dose est le gray (symbole Gy, 1 Gy= 1 ]J/kg). L’intérét principal de
cette grandeur est de quantifier I'’énergie déposée dans une unité de matiere biologique
pour prévoir les effets déterministes d’une irradiation. Plus la dose est élevée, plus on va
induire de lésions dans les cellules.

En ce qui concerne la radiothérapie par rayonnement X ou Gamma, ce ne sont pas les
photons qui sont directement responsables du dépdt d’énergie dans la matiére.
L’essentiel de I'énergie des photons est transféré aux électrons de la matiere sous la forme
d’énergie cinétique, et ce sont ces électrons qui vont ioniser la plupart des atomes de la
matiere.

Le dépot de dose par les rayonnements ionisants correspond a une « phase physique »
de I'irradiation. Cette phase est trés rapide, et s’achéve 10-15 s apres l'irradiation. A la suite
de cette phase physique s’ensuit la phase chimique. Comme les tissus biologiques sont
composés majoritairement d’eau, I'essentiel des molécules ionisées sera des molécules
d’eau. Ces especes ionisées créées, appelées especes réactives de I'oxygene ou ROS
(Reactive Oxygen Species), vont a leur tour créer des dommages chimiques et biologiques.
(Burns and Sims 1981).

Les dommages biologiques induits peuvent concerner les membranes des cellules, les
protéines ou I’ADN, mais il est admis que la cible la plus critique de ces dommages est
I’ADN (Burkart, Jung, and Frasch 1999). L’ADN peut subir des lésions directement
induites par les rayonnements ionisants ou particules secondaires, on parle alors de
« I'effet direct ». L’irradiation peut aussi créer une quantité importante de ROS qui vont
réagir et dénaturer 'ADN. C’est « I'effet indirect ». Suite a I'agression que la cellule vient
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de subir, la cellule va enclencher des mécanismes de réparation, ou si les dommages sont
trop importants, le processus va conduire a la mort cellulaire.

L’effet des radiations sur les cellules constitue le champ d’études de la radiobiologie, et
plusieurs modeles ont été proposés pour mettre en lien I'effet des rayonnements avec
I'efficacité thérapeutique.

La radiothérapie cherche a éliminer les cellules cancéreuses en leur causant des
dommages irréversibles tout en essayant d’épargner les tissus sains environnants. Afin
de quantifier cette différence d’effets entre les tissus sains environnants et la tumeur, des
modeles ont été créés. Le modele radiobiologique le plus couramment utilisé est le
modele TCP/NTCP, qui évalue la probabilité de controle tumoral (TCP) et la probabilité
de complication des tissus normaux (NTCP) en fonction de la dose (Figure 1.1.6). Le TCP
correspond a la probabilité, pour une dose donnée, que la tumeur soit éradiquée ou
controlée. Le NTCP est la probabilité, pour une dose donnée, que les tissus normaux
subissent des effets secondaires dus a l'irradiation. Cette valeur doit donc étre la plus
basse possible. Pour un traitement de radiothérapie donné, ces 2 valeurs vont augmenter
avec la dose. Plus I'écart entre ces 2 valeurs sera grand, plus il sera aisé de traiter la
tumeur sans détériorer les tissus sains. L'index thérapeutique correspond a l'intervalle
entre ces 2 courbes. Pour un index thérapeutique élevé, on peut détruire la tumeur sans
avoir de complications dans le tissu normal. (Chargari et al. 2016).

. @
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Figure 1.1.6 : Modeéle de courbe de TCP (tumor control probability) et de NTCP (normal tissue complication probability)
en fonction de la dose prescrite pour un traitement donné. 1. Exemples de modalités permettant de diminuer le NTCP en
diminuant les dommages aux tissus sains. 2. Exemples de modalités permettant d’augmenter le TCP et d’avoir une meilleure
survie apres traitement. Adapté de (Chargari et al. 2016).

Les conditions de traitement peuvent également modifier les courbes de TCP et NTCP.
Ainsi, sil’'on met en place des procédures pour diminuer la sensibilité des tissus normaux
aux rayonnements ionisants, cela permet d’augmenter la dose sans causer de
complications aux tissus sains. Il est aussi possible, en augmentant la sensibilité de la
tumeur aux rayonnements, de détruire la tumeur avec une dose plus faible. Dans le cas
des tumeurs cérébrales, la tumeur se situant au centre d’'un organe a risque, I'index
thérapeutique est tres petit. Il est essentiel d’agrandir le différentiel entre TCP et NTCP si
I'on veut augmenter la survie des patients atteints de cette maladie. (de La Fuente
Herman, Ahmad, and Vlachaki 2010).
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Une des approches pour augmenter l'index thérapeutique consiste a créer un
différentiel de dose entre la tumeur et les tissus sains. Pour atteindre cet objectif, il est
possible d’optimiser les modalités de délivrance de la radiothérapie, en adaptant: le
fractionnement temporel, le type de particule et la balistique de faisceau.

Il a été démontré (Withers 1992) que les tissus sains vont mettre en place des
mécanismes de réparation apres l'irradiation. Ainsi, le fractionnement temporel permet
de délivrer une dose plus élevée a la tumeur tout en gardant des dommages dans les tissus
sains raisonnables. Le traitement peut aussi étre réalisé en une séance ou un petit nombre
de séances, c’est le cas de la radiochirurgie stéréotaxique (une seule séance) ou de la
radiothérapie stéréotaxique hypofractionnée (3 a 5 séances). Ces traitements utilisent
une balistique treés précise et lourde, nécessitant de diminuer le nombre de séances
d’irradiation.

La radiothérapie utilise principalement trois types de rayonnements : Les photons (ou
rayons X ou Gamma), les électrons, et les ions lourds (principalement des protons). Pour
des raisons de disponibilité, la photonthérapie est la plus utilisée. Les cartes de dose de
ces trois modalités sont représentées sur la Figure 1.1.7. Ces cartes de dose correspondent
a un calcul fait par un systéme de planification de traitement (TPS). La planification de
traitement est une phase qui a lieu avant la radiothérapie est permet de déterminer les
conditions d’irradiation optimisant la dose délivrée dans la tumeur.

0 14 27 41 55 68 82 95109 123 138 150 % of 54 Gy

Figure 1.1.7 : Comparaison des cartes de doses correspondantes aux trois modalités de traitement en radiothérapie
externe. Faisceaux de photons en arcthérapie volumétrique (a), faisceau de protons (b), faisceau d’électrons de trés haute
énergie de 100 MeV (c) et 200 MeV (d) (Schuler et al. 2017).
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La balistique va jouer un réle important dans le traitement de la tumeur. En thérapie
photonique, il existe 3 types de traitements qui utilisent des balistiques différentes : la
radiothérapie en arc avec modulation d’intensité (IMRT), le gamma knife et le cyberknife
(Figure 1.1.8).

Figure 1.1.8: Comparaison des balistiques de traitement en radiothérapie stéréotaxique. La figure de gauche
représente les faisceaux d’un traitement avec un cyberknife tandis que la figure de droite représente les faisceaux d’un
traitement par IMRT. (Schuler et al. 2017).

Un aspect important dans la radiothérapie externe est le positionnement du patient.
En effet la cible doit étre positionnée précisément afin de traiter la tumeur de facon
optimale, tout en épargnant au maximum les tissus sains. Historiquement, la téte du
patient était immobilisée en fixant 'os du crane a un cadre stéréotaxique, ce qui était une
procédure tres invasive. L’utilisation de masques conformationnels est la méthode la plus
utilisée aujourd’hui, car elle est moins invasive. Cette méthode utilise un masque en
plastique thermoformé qui va prendre la forme de la téte du patient. Ce masque est fixé
sur un cadre qui permet de positionner le patient grace a un systéme de coordonnées fixes
et ainsi de cibler la tumeur avec précision..(W. Li et al. 2016).

Le choix du systeme de contention dépend du traitement de radiothérapie. Plus un
traitement nécessite une grande précision spatiale et un grand nombre de fractions, plus
les contraintes sur le positionnement du patient seront importantes (précision,
reproductibilité). Il existe 3 niveaux de contention. L’utilisation d’'un masque en
thermoplastique sans cadre stéréotaxique donne une incertitude de 3 a 5 mm sur le
positionnement du patient. Un masque en thermoplastique fixé sur un cadre
stéréotaxique permet d’atteindre une incertitude de 1mm. Enfin, I'utilisation d’'un cadre
stéréotaxique invasif prenant appui sur le crane du patient permet d’atteindre une
incertitude inférieure a 0,5 mm (Figure 1.1.9).
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B C
Figure 1.1.9 : Méthodes de contention utilisées en radiothérapie. A. Masque thermoplastique immobilisant le patient

sur la table de radiothérapie. B. Masque thermoplastique fixé sur un cadre. C. Cadre stéréotaxique fixé au crdne du patient
(Amelio et al. 2013).

1.1.2.2. Traitement des tumeurs primitives de haut grade

Le traitement standard actuel pour les tumeurs cérébrales primitives de haut grade est
le protocole de Stupp (Roger Stupp et al. 2005; R. Stupp et al. 2014b). Dans ce protocole,
une résection de la tumeur par chirurgie est tout d’abord réalisée, lorsque celle-ci est
possible et qu’elle n’affecte pas les fonctions neurologiques. Ensuite, une radio-
chimiothérapie concomitante est réalisée, en fonction du type moléculaire de la tumeur
(Figure 1.1.10).

Pour le glioblastome, un protocole combinant une radiothérapie fractionnée de 60 Gy
par fraction de 2 Gy cinq jours par semaine avec une chimiothérapie utilisant le
témozolomide (75 mg par m?2 de surface corporelle par jour) est recommandé. Pour les
tumeurs de grade III, il est préconisé de commencer par l'une des 2 modalités
(radiothérapie ou chimiothérapie), puis de réaliser le traitement complémentaire en cas
de progression de la maladie. La chimiothérapie peut inclure le témozolomide ou une
trithérapie avec procarbazine, lomustine et vincristine (Wick et al. 2009; R. Stupp et al.
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2014a). Ce type de thérapie rentre dans le cadre des thérapies combinées, comme nous
allons le voir dans la section 1.3.2.

Le témozolomide est un agent alkylant de la base guanine de 'ADN qui va engendrer
des réparations aberrantes et provoquer des lésions cytotoxiques (Jacinto and Esteller
2007). Ce traitement améliore la survie médiane des patients, celle-ci atteint 14,6 mois
contre 12,1 mois pour la radiothérapie seule, et montre un profil d’effets secondaires
acceptable (R. Stupp et al. 2014). Malgré une amélioration de la survie médiane, le
pronostic des patients atteints de glioblastome reste trés sombre.

Maximal Resection or Biopsy .

S thyl Alternative strategies in
Rapid onset: < unmery?: investigational protocols
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Figure 1.1.10 : Algorithme de traitement pour les tumeurs gliales de haut grade. 1°: Primitif. 2°: Secondaire. GBM :
Glioblastome. MGMT : méthylation du promoteur du géne du methyl-guanine methyltransferase. IDH mutation dans le géne
de l'isocitrate déshydrogénase. 1p/19q : codélétion des chromosomes 1p et 19q. RT : radiothérapie. Chemo : chimiothérapie
au Témozolomide ou Procarabine/Lomustine/Vincristine. TMZ : Témozolomide. 1 RT ou chimio en premier puis l'autre
traitement si nécessaire.  : pas de données randomisées pour l'oligodendriome. § : des essais randomisés ont démontré des
effets prolongés sur la survie des patients traités avec Procarbazine/lomustine/Vincristine apres radiothérapie.(R. Stupp
etal. 2014b)

Dans le cas du glioblastome qui est un type de tumeur tres infiltrant, utiliser des
balistiques tres précises peut s’avérer contre-productif. En effet, un traitement
parfaitement délimité ne permettra pas de détruire les cellules tumorales infiltrées dans
les tissus sains, qui ne sont pas visibles a 'imagerie. L’utilisation de traitements combinés
permet généralement d’améliorer I'efficacité du traitement.

1.1.2.3. Traitement des métastases
En ce qui concerne les métastases cérébrales, la chimiothérapie est considérée comme

étant peu efficace. En effet, peu d’études ont montré une amélioration du pronostic des
patients apres chimiothérapie. (Nicole A. Shonka 2015). Lorsque la localisation de la
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tumeur ne permet pas la chirurgie, la radiochirurgie stéréotaxique (SRS) ou la
radiothérapie stéréotaxique hypofractionnée (hSRT) sont utilisées. Ces deux techniques
cherchent a maximiser le gradient de dose entre la tumeur et les tissus sains
environnants, a l'aide d’une irradiation de haute précision utilisant des faisceaux
multiples. Ainsi les tissus périphériques regoivent peu de doses alors que la tumeur regoit
une dose élevée.

Lors de ces traitements, les patients sont également installés dans un cadre
stéréotaxique, tel que décrit précédemment. Les structures anatomiques sont identifiées
par imagerie médicale (scanner X, IRM), ce qui permet de cibler la tumeur avec précision,
une fois ses coordonnées connues. (Green 2015). Cette précision dans le positionnement
est essentielle autant pour la SRS que pour la hSRT.

La radiochirurgie est un traitement délivré en une seule fraction, qui est fortement
focalisé sur la tumeur et qui utilise de multiples faisceaux permettant de limiter
I'irradiation des tissus sains a la périphérie. La radiothérapie hypofractionnée permet de
délivrer une dose élevée en un nombre limité de séances. Typiquement, un traitement de
hSRT peut délivrer 33 Gy a la tumeur en 3 fractions. Il permet de combiner les avantages
du fractionnement temporel de la dose avec les forts gradients de la radiochirurgie. Le
délai entre les fractions est plus grand que pour un traitement traditionnel (2 ou 3 jours
pour la hSRT, contre journalier pour les traitements conventionnels).

L’irradiation panencéphalique ou WBRT (Whole Brain Radiation Therapy) a été
historiquement le traitement standard pour la plupart des patients présentant des
métastases cérébrales. Cette radiothérapie consiste en une irradiation de tout le cerveau
du patient et elle est tres facile a mettre en place (Figure 1.1.11). Une dose de 30 Gy (ou
36 Gy) est délivrée en 10 séances (ou 18 séances), réparties en 5 séances par semaine, et
permet d’atteindre un controle tumoral dans 60 a 80% des cas. (Nicole A. Shonka 2015).

Figure 1.1.11 : Cartes de dose pour d’une irradiation panencéphalique pour le traitement de plusieurs métastases
cérébrales (Grosu et al. 2020)

Cette méthode tend a étre remplacée par la SRS a cause de ses effets secondaires sur la
cognition (fatigue, somnolence et troubles de la mémorisation et de I'apprentissage). Le
traitement combiné de la WBRT et de la SRS a été envisagé pour la diminution du risque
de récidive, mais les conséquences sur la qualité de vie globale penchent en défaveur de
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I'utilisation de la WBRT. (Achrol et al. 2019). Cependant la WBRT est toujours utilisée
lorsque le nombre de métastases est élevé (>4 tumeurs).

Un type de traitement expérimental pour des métastases multiples a été testé avec
succes au CHU de Grenoble Alpes. Celui-ci combine une WBRT avec une injection de
nanoparticules de gadolinium ayant pour objectif d’améliorer l'efficacité de la
radiothérapie. (Camille Verry et al. 2019). Ce type de traitement combiné suscite de plus
en plus d’intérét, et les nanoparticules ont pour vocation d’occuper une place de choix en
oncologie.

Dans la partie suivante, nous allons détailler l'utilisation des nanoparticules en
médecine oncologique.

1.2. Intérét des nanoparticules en oncologie

Les nanotechnologies sont un domaine d’étude tres récente, avec un vocabulaire sujet
a de fréquentes modifications. L’organisation internationale de normalisation (ISO)
définit les termes relatifs aux nanotechnologies dans la norme ISO /TS 80004-2. Selon
cette norme, un nano-objet est un matériau dont au moins une des dimensions externes
est a I'échelle nanométrique, c’est-a-dire entre 1 et 100 nm. Les nanoparticules sont des
nano-objets dont les trois dimensions sont a I’échelle nanométrique. Sinon on parle de
nanofibres (2 dimensions nanométriques) ou de nanoplaques (1 dimension
nanomeétrique), comme représenté dans la Figure 1.2.1 (ISO/TS 80004-2:2015[fr] 2015).

a) nanoparticule (3 dimensions externes b) nanofibre (2 dimensions externes a c) nanoplaque (1 dimension externe a
a I'échelle nanométrique) I'échelle nanométrique) I'échelle nanométrique)

Figure 1.2.1 : Illustration représentant quelques formes de nano-objets (1SO/TS 80004-2:2015[fr] 2015).

Du fait de leurs dimensions, les nanoparticules ont des propriétés physico-chimiques
uniques. Dans une premiere partie, nous allons décrire les propriétés générales des
nanoparticules, puis nous discuterons de leurs applications, en particulier en médecine.

1.2.1. Description des nanoparticules

Une nanoparticule est une particule dont le diametre nominal est inférieur a 100 nm
environ. C'est donc un assemblage d’atomes dont les dimensions se situent a I’échelle
nanométrique, entre ’Angstrom (échelle de I'atome) et le micrometre ou micron (échelle
des bactéries) (Figure 1.2.2). Les nanoparticules peuvent étre fabriquées par '’homme ou
étre d’origine environnementale. Leur utilisation remonte a I’Antiquité, mais ce n’est que
depuis le XXe siecle, avec I'arrivée de la microscopie a haute résolution. (Krukemeyer et
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al. 2015; Mappes et al. 2012) que l'on a commencé a étudier et synthétiser des
nanoparticules en exploitant leurs propriétés particuliéres.

Atomes Molécules Protéines Virus  Bactéries Cellules
’;aa s Bl 'Wy’,’i/,/
* ¥ =il T

R R R A A R |
1A 1 nm 10 nm 100 nm 1 um 10 pm 100 pm

4
L~

Figure 1.2.2 : Nanoparticules au sein de ['échelle du vivant (Goutayer 2008).

Il existe de nombreux types de nanoparticules, avec des propriétés physico-chimiques
différentes (Pisani 2017) et des morphologies trés différentes, afin de répondre a des
usages spécifiques (Figure 1.2.3).

A. Les liposomes sont des vésicules formées d’une bicouche lipidique permettant
d’encapsuler des médicaments ;

B. Les nanoparticules polymériques peuvent former des matrices comme des
nanospheres, ou des réservoirs comme des nanocapsules ;

C. Les micelles sont des agrégats lipidiques avec un cceur hydrophobe et une

surface hydrophile ;

D. Les dendrimeres sont des assemblages de molécules en arbre a partir d'un
coeur ;

E. Les nanoparticules de silice ont une forte capacité de fonctionnalisation ;

F. Les nanoparticules métalliques ont un cceur en métal sur lequel sont fixés

d’autres éléments. Ce sont les nanoparticules les plus communément utilisées ;
G. Les Quantums dot sont nanostructures de semi-conducteurs qui ont des
propriétés optiques particulieres ;
H. Les nanostructures de carbones ou fullerénes (nanotubes et nanospheéres).

Les nanoparticules peuvent aussi étre constituées d’'un assemblage de matériaux
différents en combinant les propriétés des différents matériaux.
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Figure 1.2.3 : Les différents types de nanoparticules étudiés en thérapie et diagnostic (Pisani 2017).

Les propriétés physiques (température de fusion, dureté, durabilité) de la matiére
changent lorsque la taille des objets se rapproche du nanometre. La taille des
nanoparticules leur confére des propriétés spécifiques d’intérét pour un usage
thérapeutique. Les fonctions spécifiques des nanoparticules sont principalement
dépendantes de leur structure et de leur fonctionnalisation. Leur capacité a combiner des
molécules ayant des propriétés spécifiques permet d’adapter leur fonction a la cible. Par
exemple, pour permettre un meilleur ciblage thérapeutique, des ligands spécifiques
comme des anticorps peuvent étre fixés a la surface des nanoparticules. (K. Sokolov et al.
2003). D’autres nanoparticules vont jouer sur leur enrobage pour augmenter leur
stabilité (Evrim Umut 2013).

1.2.1.1. Structure des nanoparticules

La structure des nanoparticules est en général composée de 3 parties : un coeur qui
porte les propriétés d’intérét de la nanoparticule, un enrobage qui va stabiliser la
nanoparticule et la protéger et potentiellement des ligands de fonctionnalisation qui
viennent rajouter des fonctions biologiques a la nanoparticule.

1.2.1.2. Taille

La taille des nanoparticules est leur caractéristique principale. En raison de leur petite
taille, les propriétés physico-chimiques changent par rapport a leur équivalent a plus
grande échelle. Ces-propriétés sont principalement dues a 'augmentation du rapport
surface/volume. Les réactions chimiques se déroulant en surface, les nanoparticules ont
une réactivité plus importante.

De plus, en fonction de leur taille, les voies d’internalisation cellulaire changent (Zhu et
al. 2013). Comme illustré dans la Figure 1.2.4, les nanoparticules peuvent pénétrer
directement dans les cellules lorsque leur taille est inférieure a 10 nm. Pour les plus
grosses nanoparticules, cinq voies d’acces pour pénétrer dans les cellules de mammifere
ont été identifiées: la phagocytose, la macropinocytose, l’endocytose clathrine
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dépendante, I'endocytose cavéoline indépendante, et '’endocytose clathrine-cavéoline
indépendante. (Zhu et al. 2013). A chacune de ces voies d’accés correspond des
dimensions spécifiques. Les plus grosses particules seront internalisées par phagocytose
(uniquement par les macrophages). Les nanoparticules possédant des ligands spécifiques
pourront étre internalisées par la voie clathrine dépendante, uniquement si elles ne
dépassent pas 120 nm. (Gao, Shi, and Freund 2005; Dobrovolskaia and McNeil 2007).

La taille va aussi influencer les voies métaboliques des nanoparticules. Les
nanoparticules de plus petites tailles seront éliminées rapidement par excrétion rénale.
Les nanoparticules plus grosses auront une plus grande rétention dans le sang et seront
principalement métabolisées par la voie hépatique. (Soo Choi et al. 2007; Yoshioka et al.
2014).

Phagocytic pathways Pinocytotic pathways Direct penetration
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Figure 1.2.4 : Voies d’internalisation en fonction de la taille et de la composition des nanoparticules (Zhu et al. 2013).

1.2.1.3. Surface et charge électrique

La réactivité et la stabilité des nanoparticules vont dépendre des propriétés de surface
de la nanoparticule (Evrim Umut 2013). C’'est un aspect important des nanoparticules, et
de nombreux travaux ont été réalisés pour rendre les nanoparticules adaptées aux
organismes vivants, grace aux enrobages. Une propriété importante de la surface des
nanoparticules est la charge de surface des nanoparticules. En effet, la charge de la
nanoparticule peut jouer sur les aspects de répulsions entre les nanoparticules et la
formation d’agrégats ou d’agglomérats. (Kornberg et al. 2017).
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Les agglomérats sont des nanoparticules qui sont liées entre elles par des liaisons
faibles, alors que dans les agrégats, elles sont liées par liaisons covalentes, donc plus
fortement liées (Figure 1.2.5). Dans le premier cas, les nanoparticules peuvent se séparer
facilement en utilisant des forces mécaniques comme la sonication (utilisation d’ultrasons
pulsés pour séparer les nanoparticules). Dans les agrégats, le processus est irréversible.
(S. Sokolov, Tschulik, and Jurkschat 2015).

Particules primaires liées entre Particules primaires fortement
elles par des forces faibles liées entre elles

>

Figure 1.2.5 : Agglomération et agrégation des nanoparticules (d’apreés http://www.nanosafety-platform.com)

La charge électrique des nanoparticules peut étre évaluée par le potentiel zéta.
Lorsqu’une nanoparticule chargée est en suspension dans un liquide, elle s’entoure d’ions
qui vont la recouvrir sous la forme d’'une « double couche électrique » :

e Une premiere couche d’ions adhérents de charge opposée a la nanoparticule qui
forment la couche dense ;
e Une seconde couche d’ions non liés qui forme la couche diffuse.

Le plan de cisaillement correspond a la limite entre ces deux couches. Le potentiel zéta
(en mV) mesure la différence de potentiel électrique entre la couche adhérente et la
couche diffuse au niveau du plan de cisaillement.

Le potentiel zéta représente I'intensité d’attraction ou de répulsion entre les particules.
Ainsi il est I'un des parametres les plus utilisés pour évaluer la stabilité des
nanoparticules. On peut modifier la propension des nanoparticules a s’agglomérer, ce qui
peut jouer sur la taille finale des nanoparticules et sur le potentiel zéta. (Hanaor et al.
2012; Skoglund et al. 2017).

La forme des nanoparticules peut aussi poser un probleme toxicologique. Il a par
exemple été démontré que les nanoparticules que sont les nanotubes vont étre moins bien
internalisées, et sont plus toxiques que les nanoparticules sphériques. (Shin, Song, and
Um 2015).
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1.2.2. Applications biomédicales des nanoparticules

Bien que d’émergence récente, les nanoparticules ont déja trouvé de nombreuses
applications biomédicales. Un des premiers médicaments a base de nanoparticule a avoir
été commercialisé est le nab-paclitaxel, en 2005. Cette nanoparticule posseéde un cceur
hydrophobe contenant un agent chimiothérapeutique, le paclitaxel, recouvert d’une
couche protéique d’albumine. Cette formulation a permis d’augmenter la dose de
médicament administrée au patient avec moins d’effets secondaires. (Cucinotto et al.
2013). Le paclitaxel est un inhibiteur de la dépolymérisation des microtubules, ce qui
empéche la mitose des cellules. Depuis, l'utilisation de nanoparticules n’a cessé
d’augmenter. Parmi les utilisations principales, il y a la vectorisation de médicament, le
diagnostic clinique, la thérapie, et les applications théranostiques.

1.2.2.1. Vectorisation

La pharmacocinétique particuliére des nanoparticules en fait d’excellents vecteurs de
médicaments. On utilise généralement des matériaux inertes, stables chimiquement et
biocompatibles, qui sont le plus souvent conjugués a d’autres molécules pour mieux cibler
I'organe a traiter.

Kruckemeyer et ses collaborateurs décrivent le développement pharmacologique des
nanoparticules a visée de vectorisation. Ce développement est passé par plusieurs étapes,
reflétant les difficultés rencontrées avec le temps. (Krukemeyer et al. 2015) :

e 1re génération: encapsulation des médicaments par les nanoparticules qui
s‘accumulent naturellement dans le foie (liposomes, Nanoparticules
polymérique) ;

e 2¢ génération: enrobages des nanoparticules optimisant la furtivité des
nanoparticules contre le systéme immunitaire et permettant un ciblage passif.
Ceci s’est fait principalement par PEGylation (enrobage de Poly-Ethyléne Glycol)
qui proteége les nanoparticules des macrophages. Le ciblage passif dans les
tumeurs se fait grace a 'effet EPR (voir section1.1.1.3) ;

e 3¢ génération: fonctionnalisation des nanoparticules et ciblage moléculaire
actif. En liant les nanoparticules avec des ligands spécifiques des cellules
tumorales, on peut augmenter l'efficacité de I'accumulation des nanoparticules
dans la tumeur. Les ligands sont souvent des anticorps, mais aussi des peptides
se liant a des récepteurs membranaires. La difficulté est de trouver des ligands
se liant spécifiquement ou majoritairement dans les cellules tumorales. De plus
la localisation en surface du ligand va affecter la stabilité et la furtivité des
nanoparticules ;

e 4e¢ génération : Les nanoplateformes stimuli-responsives. Ces nanoparticules
sont capables de libérer I'agent anticancéreux qu’elles contiennent apres un
stimulus exogéne ou endogeéne. Ces nanoparticules vont activer leurs effets
apres un stimuli extérieur comme par photothermie, par exemple. Certaines
nanoparticules superparamagnétiques peuvent étre guidées a I’aide d’'un champ
électromagnétique.
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1.2.2.2. Diagnostic

Les nanoparticules peuvent étre utilisées pour des applications en imagerie et en
diagnostic. Les propriétés superparamagnétiques des nanoparticules d’oxyde de fer ou de
gadolinium les rendent intéressantes comme agent de contraste pour l'imagerie par
résonance magnétique (voir Section 1.4.2). Les nanoparticules métalliques peuvent aussi
étre utilisées en imagerie par rayons X (angiographie, tomographie) grace a leur
composition en éléments de numéro atomique élevé, voir étre chargées d’éléments
radioactifs pour I'imagerie nucléaire. (Liang et al. 2010).

Des nanoparticules fluorescentes ont aussi été fabriquées a partir de nanoparticules de
silice chargées avec des molécules fluorescentes (Santra 2010), ou les quantums dots, qui
sont capables d’émettre une fluorescence trés intense et stable avec un large choix de
fluorochromes (Smith et al. 2006; Parveen, Misra, and Sahoo 2012).

Ces modalités de détection sont souvent combinées en assemblant les différentes
propriétés citées, et fonctionnalisées pour mieux cibler la tumeur ou I'organe cible.

1.2.2.3. Thérapies

Plusieurs thérapies innovantes sont basées sur l'utilisation de nanoparticules. La
principale utilisation reste la vectorisation de molécules antinéoplasiques dans le cadre
de thérapies ciblées, mais d’autres thérapies utilisant les nanoparticules sont basées sur
un stimuli externe qui active l'effet de la nanoparticule.

La thérapie photodynamique (PDT) (Lucky, Soo, and Zhang 2015) utilise des molécules
photosensibles, qui absorbent la lumiere visible et la convertissent en radicaux libres, en
particulier des oxygenes singulets 102. Cette thérapie utilise de plus en plus de
nanoparticules pour vectoriser les molécules photosensibles. (Lucky, Soo, and Zhang
2015), mais aussi pour potentialiser I'effet des molécules photosensibles a I'aide de
fonctionnalisation de la nanoparticule en amont, a I'aide de transducteurs d’énergie
comme des scintillateurs (W. Chen and Zhang 2006), ou des quantums dots (L. Shi,
Hernandez, and Selke 2006; Hsu et al. 2013). Certaines nanoparticules peuvent avoir des
propriétés photosensibilisantes comme les fullerenes (J. Liu et al. 2007; Liao, Saitoh, and
Miwa 2011) ou les nanoparticules d’oxyde de zinc ou d’oxyde de titane (Chatterjee, Fong,
and Zhang 2008).

Une autre application pour le traitement du cancer, repose sur I'hyperthermie. En effet,
en élevant la température entre 42 et 47°C pendant une dizaine de minutes, on peut
détruire les cellules tumorales. (Svaasand, Gomer, and Morinelli 1990; Palanisamy and
Wang 2019).

L’irradiation de nanoparticules par de la lumiére visible permet d’augmenter la
température. La thérapie photo-thermale par exemple, convertit I'énergie lumineuse en
énergie vibrationnelle ce qui chauffe et détruit les cellules tumorales. (X. Huang et al.
2008). Ce phénomene est basé sur la résonance plasmonique de surface. Quand la lumiere
est émise sur une nanoparticule métallique, la nanoparticule forme un dip6le oscillant
dans la direction du champ électrique. La fréquence a laquelle I'oscillation atteint son
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maximum est appelée fréquence de résonance plasmonique de surface. (Mayer and
Hafner 2011). Pour cela, des nanoparticules d’or sous forme de nanotiges (nanorods) (X.
Huang et al. 2006) ou de nanobilles (nanoshells) (Loo et al. 2004) ont été développées. La
longueur d’onde d’absorption des nanoparticules dépend de la taille et des proportions
de la nanoparticule et peut étre réglée pour absorber davantage dans le domaine spectral
de la lumiere infrarouge, qui a une plus grande pénétration dans la matiere que la lumiere
visible. (X. Huang et al. 2008).

Une autre stratégie pour augmenter la température des tissus tumoraux repose sur la
thérapie par hyperthermie magnétique, qui utilise un champ magnétique alternatif pour
chauffer des nanoparticules superparamagnétiques (Mahmoudi et al. 2018). Un essai
clinique de phase Il de thérapie par hyperthermie magnétique a été réalisé pour le
traitement du glioblastome a l'aide de nanoparticules d'oxyde de fer
superparamagnétiques en combinaison avec la radiothérapie (Maier-Hauff et al. 2011;
Mahmoudi et al. 2018) . Ce traitement a débouché sur une autorisation de mise sur le
marché de ces nanoparticules d’oxyde de fer recouvertes d’aminosilane, sous le nom de
Nanotherm®. Dans cet essai clinique, 59 patients atteints de glioblastome ont recu une
injection de nanoparticules d’oxyde de fer Fes3Os, localement dans la tumeur. La
concentration était de 112 mgFe/mL et le volume médian de 4,5 mL. Un champ
magnétique alternatif de 100 kHz avec une intensité allant de 2 a 15 kA/m a été utilisé
pour le traitement hyperthermique (délivré pendant 60 min et deux fois par semaine
pendant 3 semaines). Une température moyenne de 51,2°C a été obtenue et aucun effet
secondaire a long terme n’a été observé. La survie médiane des patients a été améliorée
(23,2 mois a partir du premier diagnostic) par rapport au traitement de référence (14,6
mois) (Roger Stupp et al. 2005). Ce traitement présente tout de méme des limitations. Il
est en effet nécessaire d’enlever tous les éléments métalliques, ce qui contre-indique ce
traitement pour les patients porteurs de pacemakers et défibrillateurs. De plus, la
concentration tres élevée de nanoparticules rend I'lRM impraticable a cause des artefacts
provoqués. Enfin, I'injection stéréotaxique est difficile a mettre en place.

Les applications des nanoparticules en radiothérapie recouvrent en partie ce qui a été
cité précédemment. En effet, les nanoparticules peuvent étre utilisées pour transporter
des médicaments radio-sensibilisants ou radio-protecteurs en fonction de I'objectif
thérapeutique.

Une autre utilisation des nanoparticules métalliques et des quantums dots vient de leur
capacité a augmenter localement la dose grace a leur numéro atomique élevé (Figure
1.2.6). Les principales nanoparticules étudiées sont les nanoparticules d’or et il existe une
ample littérature sur leurs propriétés. (Schuemann et al. 2016; S. Rosa et al. 2017). Il
existe d’autres métaux utilisés, parmi lesquels : le fer (X. Li et al. 2020) et ses oxydes (Ali
et al. 2016; G.-H. Choi et al. 2012), le gadolinium (Lux et al. 2015), I'argent (P. Liu et al.
2013), le platine (Cheng and Liu 2017).
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Figure 1.2.6 : Utilisation des nanoparticules en radiothérapie : les nanoparticules peuvent étre utilisées comme vecteurs
de médicaments de chimiothérapie, pour la radiosensibilisation, jouer un réle dans la radioprotection, ou étre utilisées pour
faire du renforcement de dose (Calugaru et al. 2015).

1.3. Radiothérapies combinées pour le traitement des tumeurs cérébrales

Dans cette partie, nous allons décrire le principe des radiothérapies combinées visant
a augmenter la dose. En premier lieu, nous allons nous pencher sur les spécificités de ces
radiothérapies combinées et détaillerons l'intérét qu’elles apportent par rapport a une
irradiation seule. Ensuite, nous discuterons de l'intérét du rayonnement synchrotron
pour cette approche thérapeutique.

1.3.2. Thérapies combinées : de la radiosensibilisation au renforcement de
dose

Le concept de combiner des traitements différents avec la radiothérapie vise a
augmenter le contréle tumoral et ainsi améliorer le traitement. Comme nous l’'avons vu
dans la section 1.1.2, le traitement concomitant de la radiothérapie avec le témozolomide
permet par exemple d’augmenter la survie des patients traités et ainsi mieux contrdler la
tumeur en agissant sur les mécanismes de réparation des cellules tumorales. (R. Stupp et
al. 2014b).

Il existe 2 modes principaux d’action pour augmenter 'efficacité de la radiothérapie en
utilisant des composés chimiques adjuvants :

e La radiosensibilisation: action d’agents chimiques sur les mécanismes
biochimiques des cellules tumorales qui modifient la réponse cellulaire aux
rayonnements. Littéralement « qui sensibilise les cellules aux rayonnements » ;

e Lerenforcement de dose : augmentation physique de la dose dans la tumeur, en
créant un différentiel entre les sections efficaces d’interaction des tissus
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tumoraux et des tissus environnants. Par exemple, pour la radiothérapie
photonique, on utilisera des éléments de Z élevés que 'on irradiera a basse
énergie. [déalement, la tumeur est chargée de composés contenant des éléments
de numéro atomique élevé avant l'irradiation. On profite de la section efficace
d’interaction plus élevée des éléments lourds par rapport a celle des tissus sains.
On peut aussi utiliser des molécules contenant du Bore dans le cadre de la
thérapie par capture neutronique (NCT). Les neutrons ont une faible section
efficace avec la matiere biologique, mais auront des interactions avec le bore.

Dans les 2 cas, les médicaments doivent étre délivrés de maniere spécifique a la tumeur
pour pouvoir créer un effet différentiel entre la tumeur et les tissus normaux. Le ciblage
peut étre de nature mécanique, telle que, par exemple, I'injection locorégionale de 'agent
dans la tumeur ou par la mise en place de microsystemes implantables lors d'une
chirurgie. (Chakroun et al. 2018). Les différentes voies d’administration possibles seront
développées dans la section 2.1.

Dans le cas des tumeurs cérébrales, la BHE fait office de barriére naturelle empéchant
la plupart des médicaments de passer dans le cerveau. Comme décrit précédemment, le
tissu tumoral en croissance désorganisée, provoque une néoangiogénese qui désorganise
la structure de la BHE. Cette lésion de la BHE dans la tumeur permet d’accumuler
préférentiellement 'agent dans la tumeur que dans le cerveau sain (effet EPR). Le ciblage
peut aussi étre biochimique, en utilisant des biomarqueurs spécifiques des tumeurs via
I'immunothérapie. (Nelson, Fisher, and Robinson 2014). Des transporteurs comme les
nanoparticules (Calugaru et al. 2015) ou les cellules immunitaires (J. Choi et al. 2012;
Madsen et al. 2015) peuvent également étre utilisés pour cibler les cellules tumorales.

1.3.2.1. Principe de la radiosensibilisation

La radiosensibilisation concerne tous les mécanismes qui vont permettre de rendre les
cellules tumorales biologiquement plus sensibles aux rayonnements. Les radio-
sensibilisants sont traditionnellement classés en 5 catégories, en fonction de leur cible
cellulaire. (H. Wang et al. 2018) :

e Les suppresseurs de substances radio-protectrices endogenes, notamment les
especes antioxydantes comme le glutathion, ou des enzymes métabolisant les
especes réactives de I'oxygene ;

e Les précurseurs de molécules cytotoxiques. Certains radiosensibilisants sont
inactifs dans leur état normal, mais peuvent former des molécules cytotoxiques
par radiolyse ;

e Lesinhibiteurs de la réparation des macromolécules ;

o Les dérivés halogénés de la thymine comme l'iododéoxyuridine (IUdR) qui
viennent s’intercaler dans I’ADN lors de la réplication et qui vont perturber les
fonctions de 'ADN ;

e Les analogues de l'oxygene. Ce sont des molécules électrophiles qui vont imiter
le comportement du dioxygene et former des radicaux libres.
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1.3.2.2. Renforcement de dose ciblée

Une autre approche consiste a augmenter artificiellement (en utilisant des agents
exogenes) la dose physique délivrée aux cellules tumorales. L'idée n’est alors pas de
rendre les cellules plus vulnérables, mais d’amplifier la dose de rayonnement délivrée.
Augmenter physiquement la dose est donc un principe distinct de la radiosensibilisation.
Cependant, certains agents qui permettent d’augmenter la dose peuvent également avoir
des effets radio-sensibilisants, c’est par exemple le cas de 'lUdR. (Bayart et al. 2017). Dans
la littérature, I'augmentation de dose est souvent catégorisée par abus de langage comme
de la radiosensibilisation (Calugaru et al. 2015).

Comme vu dans la section 1.1.2.1.3, la dose est un élément clé de la radiothérapie. La
dose délivrée a un matériau irradié par un faisceau de rayons X va dépendre :
e Dunombre de photons incidents sur le volume d’intérét,
e Del'énergie de ces photons,
e Dela composition du matériau traversé.

Pour un faisceau monochromatique de photons et sous la condition d’équilibre
électronique (les nombres d’électrons entrants et sortants du volume considéré sont
égaux), la dose est exprimée par I'équation suivante :

D(E):deEx#%(E)xlOOO 12

Avec D la dose (Gy), @ la fluence du faisceau entrant dans le volume considéré
(photons.cm2), E I’énergie d’un photon (J) et u.,,/p, le coefficient d’absorption massique
(cm2.g1) du matériau traversé (Podgorsak 2005).

Pendant longtemps, 1'objectif d’optimisation en radiothérapie a été de maximiser le
flux de photons et leur énergie. Pour maximiser la différence du flux de photons
traversant les tissus normaux et les tissus tumoraux, la tumeur est irradiée selon
plusieurs incidences. Ainsi la tumeur recgoit la somme des doses déposées par les
différents faisceaux, alors que les tissus normaux, traversés par un seul faisceau, ne
recoivent qu’'une dose partielle. De plus, le champ du faisceau (la forme du profil) est
adapté a la zone a traiter par modulation d’intensité a 'aide d’'un collimateur multilames.
Cette méthode permet d’adapter l'intensité du faisceau et ainsi de diminuer la dose
délivrée dans les tissus sains.

Le coefficient d’absorption massique du milieu traversé, noté u.,/p, ainsi que le
coefficient d’atténuation massique, noté u/p, sont des parametres clés pour I'évaluation
de la dose. lIs dépendent de I'énergie des photons incidents ainsi que de la composition
élémentaire du matériau (Figure 1.3.1). Le coefficient u/p caractérise 'atténuation totale
du matériau, due a toutes les interactions du rayonnement avec la matiere, que ce soit par
diffusion ou par absorption. Le coefficient u,,/p caractérise I'absorption massique
d’énergie du matériau.
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Figure 1.3.1: Représentation des coefficients d’atténuation massique (u/p) et coefficients d’absorption massique
(ten/p) des tissus mous, de I'os et de l'iode en fonction de l'énergie des photons incidents. Les valeurs des coefficients
d’atténuation et d’absorption diminuent avec l'énergie du rayonnement photonique, sauf au niveau des seuils d’absorption
des éléments.

Aux basses énergies, les photons interagissent principalement par effet
photoélectrique et le coefficient d’atténuation ainsi que le coefficient d’absorption
massique dépendent fortement de la composition des matériaux traversés. On observe un
fort contraste entre les tissus mous et les os ou les agents de contraste comme l'iode. C’est
pourquoi cette gamme d’énergie (20-200 keV) est utilisée en imagerie médicale. Les
éléments de Z élevés comme l'iode vont fortement atténuer le faisceau et sont donc
utilisés comme agent de contraste.

A haute énergie, I'effet Compton prédomine et ce processus dépend peu de la
composition du matériau traverse.

Aux débuts de la radiothérapie, les rayonnements utilisés étaient de basse énergie, et
cette énergie a augmenté au fil des progres techniques. Aujourd’hui, la radiothérapie est
généralement réalisée avec des énergies supérieures a 1 MeV. Cela permet d’atteindre les
tumeurs profondes, et de diminuer la dose dans les tissus sains en amont. En effet,
I'irradiation collatérale des tissus normaux peut provoquer des effets indésirables, ce qui
limite la dose maximale déposée dans la tumeur.

Un des désavantages de la radiothérapie classique est qu’il n’existe pas de contraste
entre les tissus sains et les tissus tumoraux. Pour augmenter le différentiel de dose entre
les tissus normaux et la tumeur, on peut chercher a modifier la composition élémentaire
de la tumeur, en injectant des éléments de numéro atomique élevé, tels que des agents de
contraste, et travailler dans la gamme d’énergie ou l'effet photoélectrique est
prédominant. Ainsi, la tumeur va absorber davantage de dose que les tissus environnants
et cela permettra un meilleur contréle tumoral. Pour cela, il faut travailler aux basses
énergies pour générer un contraste entre les tissus tumoraux ayant absorbé I'agent de
contraste et les tissus sains.
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Cette stratégie a été proposée a la fin des années 70 par I'équipe de Norman (Norman,
Adams, and Riley 1978). IIs ont remarqué que les lymphocytes de patients ayant effectué
une angiographie cardiaque présentaient des dommages chromosomiques inattendus.
L’angiographie cardiaque est une technique d'imagerie par rayons X qui utilise un agent
de contraste iodé pour opacifier les vaisseaux. Apres avoir écarté la génotoxicité de 'agent
de contraste seul et en prenant en compte la concentration en iode utilisée, ces chercheurs
ont émis 'hypothese que la dose délivrée était augmentée en présence d’atomes lourds
(iode dans le cas présent), a cause de I'effet photoélectrique. Cette hypothése a d’abord
été confirmée in vitro (Norman, Adams, and Riley 1978; Dawson et al. 1988). Ces
chercheurs ont démontré une augmentation de la cytotoxicité induite en présence de
'agent de contraste lorsque le rayonnement utilisé est de basse énergie par rapport a un
faisceau de haute énergie.

Ces auteurs ont également calculé le rendement en profondeur dans un fantome
représentant le patient avec une tumeur chargée en iode. Ils montrent qu’en irradiant
avec un faisceau de basse énergie (tube X de 250 kVp, gamme d’énergie dans laquelle
I'effet photoélectrique est prédominant) la dose déposée dans la tumeur chargée en iode
(4mg/mL) est comparable a celle obtenue en utilisant un faisceau de haute énergie
(faisceau de cobalt 60 d’énergie 1,25 MeV), mais la dose délivrée aux tissus sains est plus
faible (Figure 1.3.2).

RELATIVE DOSE

pepTH (CM)

Figure 1.3.2 : Rendement en profondeur dans un fantéme représentant une téte d’homme avec une tumeur contenant
4 mg/mL d’iode. Les courbes sont obtenues pour une irradiation avec un faisceau polychromatique d’énergie effective
60 keV (trait plein), en comparaison avec une irradiation avec une source de cobalt-60 a 1,25 MeV (trait pointillé). Avec le
contraste de dose généré par l'iode, on peut obtenir la méme dose a la tumeur qu’avec la source de cobalt-60, mais avec
moins de dose délivrée aux tissus sains, a l'exception de I'os. D’aprés (Mello et al. 1983).

Ainsi, avec le contraste de dose généré par la présence de l'iode, on peut obtenir une
dose délivrée a la tumeur comparable a celle obtenue avec la source de cobalt-60, mais
avec moins de dose délivrée aux tissus sains, a 'exception de l'os. Plusieurs études
précliniques réalisées chez le rongeur et chez le chien ont permis de valider cette
approche. (Iwamoto et al. 1990; 1993).
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Cette équipe a ensuite conduit des essais cliniques a l'aide d'un appareil de
tomographie modifié, qui a montré des effets significatifs sur un petit nombre de patients.
L’utilisation d’'un appareil de tomographie a des fins thérapeutiques présente de
nombreuses limitations. Cet appareil possede un faisceau polychromatique et nécessite
un refroidissement de la source pendant toute la durée d’irradiation. De plus, le faible
débit de dose d'une telle source induit des temps d’irradiation longs par rapport au temps
de circulation de l'iode dans les tissus.

Pour caractériser 'augmentation de dose a 'échelle macroscopique dans un milieu
homogeéne, on utilise un facteur nommé « DEF » pour Dose-Enhancement Factor, qui est
calculé selon le rapport de la dose dans le milieu contenant I'élément lourd, rapporté a la
dose dans le milieu sans élément lourd :

Dmilieu avec élément lourd 1.3

DEF =

Dmilieu sans élément lourd

Avec D la dose mesurée en Gy.

Si I'on prend l'exemple d'un mélange d’eau et d’iode, on peut en premiere
approximation obtenir le DEF en fonction des coefficients d’absorption massiques des
éléments p,,/p al'aide de 'équation 1.2:

(.uen/p)eauﬂ'ode,E 1.4

DEF(E) = (Uen/P) eanE

En premiere approximation, le coefficient d’absorption massique d'un mélange
(Hen/P)totarE (en cm?/g) corresponds a la somme des coefficients d’absorption massique
(Hen/p)ip des n éléments i composant le mélange, pondérés par leurs fractions
massiques w; (mi/M). Avec mi (en g) la masse de I’élément i rapportée a la masse totale M

(eng):

n

L), -S), <o

total,E i i,E

Sil'on connait la fraction massique d’iode dans le mélange et que la fraction massique
en iode est tres petite (w;y,qe < 1), on peut faire I'approximation :

(.uen/p)iode,E 1.6

DEF(E) ~ 1 + C:
(Hen/Peany 0%

Avec C;y 4. la concentration en iode (en mg/L)

Les coefficients d’absorption massique dépendent étroitement de I'énergie du faisceau
d’irradiation. L’énergie optimale théorique pour le renforcement de dose est ainsi
déterminée par la composition des agents utilisés. Sur la Figure 1.3.3 sont représentées
les courbes de coefficients d’absorption pour l'eau et l'iode pur, ainsi que le DEF
correspondant a une solution contenant 10 mg/mL d’iode calculé selon I'équation 1.6. On
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observe alors un pic d’augmentation de dose relativement large (de 40 keV a 80 keV) pour
les énergies supérieures au K-edge. Le maximum de DEF est observé vers 50 keV.
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Figure 1.3.3 : Coefficients d’absorption massique de l'eau (bleu), de l'iode pur (orange), exprimée en cm2.g-! et le DEF
correspondant a une concentration de 10 mg/mL d’iode (courbe grise et axe de droite), en fonction de l'énergie
d’irradiation (keV). On observe un maximum de renforcement de dose autour de 50 keV. Les courbes sont obtenues a partir
de la base de données du NIST. (Seltzer 2004).

L’énergie optimale sera différente en fonction de I'’élément utilisé (Figure 1.3.4). Des
éléments de numéro atomique tres élevé comme l'iode (Z=53), le gadolinium (Z=64) ou
I'or (Z=79) ont été étudiés (Hainfeld et al. 2013; J.-F. Adam et al. 2003; Delorme et al.
2017), mais cet effet peut également étre obtenu avec des éléments de Z plus faible
comme le fer (Z=26) (G.-H. Choi et al. 2012; Reymond 2018).

Le second facteur important qui déterminera le facteur d’augmentation de dose est la
concentration en élément élevé dans le milieu. En effet, le DEF augmente avec la
concentration de I’élément considéré (Equation 1.6).

Pour résumer, cette approche présente les avantages et inconvénients suivants :

e Un contraste de dose entre la tumeur chargée en éléments lourds et les tissus
sains.

e Un renforcement de dose qui dépend directement de la concentration en agent
de contraste ;

e L’utilisation de photons de basse énergie provoque une forte absorption de dose
dans!'os;

e Les photons de basses énergies pénétrent moins profondément dans les tissus
que les photons de haute énergie a cause de la forte atténuation.
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Figure 1.3.4 : Facteurs d’augmentation de dose pour le fer, l'iode, le gadolinium et I'or par rapport a l'eau, en fonction
de I'’énergie des photons incidents. Les courbes sont obtenues a partir de la base de données du NIST en considérant des
éléments purs. (Seltzer 2004).

Dés les premiers essais cliniques, il a été proposé par Solberg et al. d’optimiser cette
méthode en utilisant un rayonnement monochromatique. L’utilisation d'un faisceau
monochromatique permet de s’affranchir des composantes les plus basses des faisceaux
polychromatiques qui sont rapidement atténués dans les tissus et en particulier par 'os
du crane. De plus, un faisceau monochromatique délivré a I'énergie correspondant au
maximum du DEF permet d’optimiser |'effet de I'augmentation de dose.

La technique qui nous intéressera au cours de cette thése est la Radiothérapie
stéréotaxique par Rayonnement Synchrotron (SSRT), renforcée par éléments lourds.
Cette technique combine une radiothérapie par faisceau monochromatique de photons
dans la gamme des interactions photoélectriques avec I'administration de molécules ou
de nanoparticules dans la tumeur, afin d’obtenir un différentiel de dose entre la tumeur
et les tissus sains environnants.

1.3.3. Thérapies combinées au Synchrotron européen

Le rayonnement synchrotron possede des qualités uniques qui en font un outil
inestimable pour la radiothérapie. Cette source produit un faisceau quasi parallele de
rayons X cohérents dans une gamme d’énergie allant de 25 a 200 keV environ avec un flux
105 fois plus élevé qu'un appareil de radiologie standard en ce qui concerne la ligne ID17.

1.3.3.1. Principe du rayonnement synchrotron

Le rayonnement synchrotron est un rayonnement électromagnétique qui est émis
lorsqu’une particule chargée est déviée de sa trajectoire par un champ magnétique. Selon
les équations de Maxwell, toute particule chargée se déplacant de fagon non uniforme
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émet un rayonnement électromagnétique. Ce phénomene est similaire au rayonnement
de freinage, qui se produit lorsque les électrons sont déviés par le champ magnétique
induit par les noyaux des atomes constituants la cible dans les tubes a rayons X.

Ce rayonnement est produit par des électrons de haute énergie dans les anneaux de
stockage des sources synchrotron comme a I'ESRF (European Synchrotron Radiation
Facility). A 'ESRF, ces électrons sont produits de la maniére suivante. Un paquet
d’électrons est d’abord accéléré par un LINAC (LINear Accelerator) de 16 m de long
jusqu’a atteindre une énergie cinétique de 200 MeV. Ils sont ensuite injectés dans un
booster, qui est un accélérateur circulaire de 300 m de circonférence, composé d’aimants
qui guident la trajectoire des électrons et de cavités radiofréquences, qui vont accélérer
les électrons. Apres plusieurs accélérations dans les cavités radiofréquences, les électrons
atteignent une énergie de 6 GeV et sont alors injectés dans un anneau de stockage de
844 m de circonférence, comme représenter Figure 1.3.5 (Chavanne et al. 1992). Cette
description correspond a I’état de I'instrument avant les travaux d’amélioration de 2019-
2020.

Booster synchrotron

LINAC Accélération jusqu’a 6 GeV

Accelération
jusqu’a 200 MeV

Anneau de stockage

Electrons de 6 GeV

Spectre polyénergétique
) ’ de photons

Figure 1.3.5 : Production du rayonnement synchrotron a 'ESRF. Les électrons sont d’abord accélérés dans le LINAC
Jjusqu’a une énergie de 200 MeV. Ils sont ensuite injectés dans le booster Synchrotron ot ils sont accélérés jusqu’a atteindre
une énergie cinétique de 6 GeV. Ils sont alors injectés dans l'anneau de stockage, ou ils émettent des rayons X lorsqu’ils sont
déviés de leurs trajectoires par des structures magnétiques le long de leurs parcours. Le rayonnement X émis est exploité
dans les lignes de lumiéres. (Modifié d’apreés esrf.eu)

L’anneau de stockage est constitué de 32 sections, composées d’éléments magnétiques
destinés a controler le flux d’électrons. Chaque section possede une partie rectiligne et
une partie courbe. Dans la partie courbe, on trouve les aimants de courbure, qui modifient
la trajectoire du flux d’électrons pour la diriger dans la section suivante. Dans la partie
rectiligne, on trouve des aimants de focalisation qui maintiennent les électrons dans la
trajectoire de I'anneau de stockage. Dans la partie rectiligne, on trouve également des
éléments d’insertion qui servent a produire du rayonnement synchrotron avec une plus
forte brillance que les aimants de courbure. La brillance correspond au flux photonique
par unité d’angle solide et par unité de surface de la source, rapportée a une bande
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passante égale a 0,1% de I'énergie considérée (photons/s/mrad2/mm2/0,1%BW).
(Figure 1.3.6,(P. Elleaume 1992)).

Figure 1.3.6 : Eléments composant chaque section de I'anneau de stockage. Les aimants de courbure ou Bending
Magnets (BM) modifient la trajectoire des électrons, tandis que les éléments d’insertion ou « insertion device » (ID)
permettent d’obtenir un faisceau de forte brillance (Modifié d’apreés esrf.eu).

Le rayonnement X synchrotron est émis lorsque les électrons sont déviés de leur
trajectoire par les aimants de courbure ou par les éléments d’'insertion. Les aimants de
courbure, ou bending magnet, dévient les électrons pour les garder dans I'anneau de
stockage. Ils créent un faisceau de spectres continus. Les éléments d’insertion sont de 2
types : les onduleurs et les wigglers. Le mécanisme est le méme : les électrons traversent
une série d’aimants de polarité alternée. Ils se mettent a osciller sur leur parcours dans
I’élément d’insertion et produisent du rayonnement synchrotron. La différence entre ces
deux éléments d’insertion vient principalement de la périodicité des aimants :

e Le wiggler produit un spectre continu comme dans les aimants de courbure,
mais avec une intensité plus élevée ;

e Dans les onduleurs, les rayonnements produits par les différents aimants
interferent a chaque période, le spectre du rayonnement est discret et composé
d’'une fréquence fondamentale et d’harmoniques. Les onduleurs sont des
sources de rayonnement X trés intenses.

Dans chaque section, le faisceau synchrotron est conduit a travers les « lignes de
lumiere », qui sont des sections rectilignes permettant d’utiliser le rayonnement X dans
les cabines expérimentales. Ce faisceau de rayons X possede des caractéristiques
particulieres. Il posséde une forte brillance et une importante cohérence spatiale et
temporelle. 11 est également tres stable, polarisé, pulsé, et de faible divergence.
(Thomlinson et al. 2000).

Le rayonnement synchrotron a de nombreuses applications, allant de I'étude de la
composition des matériaux a la cristallographie des protéines, en passant par la
microtomographie et la microfluorescence X. Chaque ligne de lumiere est composé d’'une
installation particuliere pour son usage spécifique.
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Le travail effectué dans cette thése a été réalisé sur la ligne de lumiere ID17 (Insertion
Device 17) de 'ESRF. Cette ligne est spécialisée dans les applications biomédicales du
rayonnement synchrotron, en imagerie médicale et en radiothérapie. Des techniques
innovantes d’imagerie y ont été développées comme l'angiographie coronarienne, la
tomographie quantitative a deux énergies. (Taupin 2013) et par soustraction K-edge (H.
Elleaume et al. 2002), et I'imagerie par contraste de phase (Bravin, Coan, and Suortti
2013b).

La recherche en radiothérapie est divisée en trois axes de recherche principaux: la
radiothérapie par micro-faisceaux (MRT) (Prezado et al. 2010; Braeuer-Krisch et al.
2015), la radiothérapie par effet « FLASH» (Montay-Gruel et al. 2018b), et la
radiothérapie synchrotron par renforcement de dose (DE-SSRT) (Prezado et al. 2010;
2011).

Les systémes d’insertion sur cette ligne de lumiére sont deux wigglers qui produisent
un faisceau avec une tres faible divergence, environ 1 mrad horizontalement et 0,1 mrad
verticalement (H. Elleaume et al. 1999).

Le faisceau de rayons X produit est polychromatique avec une brillance trés élevée
(Figure 1.3.7). Ce faisceau est 5 ordres de grandeur plus intense que celui produit par un
tube a rayons X conventionnel. Ceci permet de sélectionner a I'aide d’'un monochromateur
une bande passante en énergie tres fine, tout en gardant une intensité suffisante pour les
applications d’'imagerie ou de radiothérapie médicale.

= Tube a rayons X - 110KV - 2.5mm Al a 1 metre de la source
= ESRF ID17 - 200maA - Wiggler : 1.4T - 1.6m - 150mm
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Figure 1.3.7 : Spectre énergétique du rayonnement synchrotron sur la ligne ID17 comparé avec le spectre d’un tube a
rayons X utilisé en imagerie. Le flux de photons sur la ligne id17 est 10° fois plus intense que sur un tube conventionnel et
sur une plus grande bande d’énergie. (H. Elleaume et al. 1999).

La ligne de lumiere ID17 est composée de 2 cabines expérimentales. La premiére est
située a 40 m de la source et est spécialisée dans les applications en MRT et radiothérapie
FLASH. La seconde est située a 150 m de la source et est utilisée pour la radiothérapie par
renforcement de dose, ainsi que pour 'imagerie médicale (Figure 1.3.8).
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Les applications d’'imagerie et de SSRT reposent sur l'utilisation d'un monochromateur
pour sélectionner une bande d’énergie tres fine ([E/E =10-3]. Cet appareil est basé sur
l'utilisation de 2 cristaux de silicium d’orientation cristalline [111] montés en géométrie
de Laue. (Suortti et al. 2000). Le faisceau polychromatique est réfracté par le premier
cristal et le second cristal permet de ramener le faisceau dans le plan horizontal. Ce
dispositif permet de sélectionner la longueur d’onde désirée en jouant sur I'angle entre le
faisceau et les cristaux. La formule de Bragg prédit la réflexion de certaines harmoniques.
L’harmonique la plus importante est la troisieme harmonique Si(333) qui contribue a la
hauteur d’environ 1% du faisceau. (Suortti et al. 2000). Le taux relatif d’harmoniques peut
cependant augmenter lorsque le champ magnétique du wiggler augmente. Il peut aussi
augmenter lorsqu’on utilise des filtres ou quand l'objet irradié est grand avec le
durcissement de faisceau, les rayons X de plus basses énergies étant rapidement atténués.
(Suortti et al. 2000; Obeid 2016).

Batiment satellite
/ (cabine d’imagerie et SSRT)

Tunnel

Source du
faisceau

:Om\A

Figure 1.3.8 : Ligne de lumiére ID17. La ligne est composée de 2 cabines expérimentales, la cabine MRT située a 40 m
de la source et la cabine SSRT située a 150 m de la source. Cette distance permet d’avoir un faisceau large (15 cm) (d’aprés
esrfeu).

1.3.3.2. Applications biomédicales du rayonnement synchrotron.

Le faisceau synchrotron offre plusieurs avantages qui le rendent unique dans plusieurs
modalités de radiothérapie :

e La radiothérapie par micro-faisceaux (MRT) utilise des faisceaux de taille
micrométrique pour augmenter l'effet dose-volume. L’effet dose-volume
découvert par Withers et al. (Rodney Withers, Taylor, and Maciejewski 1988)
repose sur la plus grande tolérance des tissus sains lorsque le volume irradié est
plus petit ;

e Laradiothérapie par effet FLASH est basée sur la tolérance des tissus sains aux
hauts débits de dose (> 40 Gy/s). Cet effet a été mis en évidence récemment par
Favaudon et al. Ces études ont été réalisées sur des rongeurs irradiés par des
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faisceaux d’électrons. (Favaudon et al. 2014). Le faisceau synchrotron offre
également de trés hauts débits de dose lorsqu’on utilise un large spectre
(Montay-Gruel et al. 2018a) ;

La radiothérapie stéréotaxique synchrotron avec renforcement de dose (DE-
SSRT) cherche a augmenter le différentiel de dose entre la tumeur et les tissus
sains environnants en utilisant des éléments de numéro atomique élevé localisés
dans la tumeur. Le rayonnement synchrotron permet d’utiliser un faisceau
monochromatique avec un débit de dose suffisant pour faire de la radiothérapie
et de sélectionner I'énergie optimale.

Le faisceau synchrotron est aussi utilisé pour 'imagerie médicale par rayons X. Ces
modalités peuvent également bénéficier de I'utilisation d’un faisceau monochromatique :

L’'imagerie quantitative par rayonnement synchrotron permet de mesurer et de
quantifier la présence d'un agent de contraste dans I'organisme. Cette technique
est basée sur l'acquisition de plusieurs images dans des conditions différentes
que l'on va combiner, pour quantifier les concentrations des différents
éléments ;

o Soustraction temporelle : on acquiert 2 images avant et apres I'ajout d’'un
agent de contraste. Cette méthode ne peut pas étre utilisée pour imager
des structures qui se déplacent dans le temps, a moins d’utiliser des
techniques de recalage d’'images sophistiquées.

o Soustraction K-edge: en utilisant un monochromateur dédié, il est
possible d’acquérir deux images simultanément a deux énergies
différentes, réglées de part et d’autre du K-edge de I'élément d’'intérét. On
profite de 'augmentation brutale de I'absorption de I'agent de contraste
lorsqu’on passe au-dessus de I’énergie de liaison des électrons de la
couche K de I'agent de contraste. L’utilisation du K-edge de 'agent de
contraste, plutét que deux énergies éloignées, permet de séparer par
simple soustraction l'agent de contraste dans des matériaux ayant des
propriétés d’absorptions différentes (H. Elleaume et al. 2002),

L’'imagerie par contraste de phase est basée sur la mesure du déphasage des
photons cohérents lorsqu’ils traversent la matiere. Cette modalité d’imagerie
permet d’observer des délimitations de structures dont les coefficients
d’atténuation sont similaires en imagerie d’absorption. (Bravin, Coan, and
Suortti 2013a).

1.3.3.3. La Radiothérapie stéréotaxique par Rayonnement Synchrotron

La radiothérapie stéréotaxique par rayonnement synchrotron ou SSRT (Synchrotron
Stereotactic Radiation Therapy) se base sur la photoactivation d’éléments de numéro
atomique élevé qui sont préalablement accumulés dans la tumeur, pour provoquer un
renforcement local de la dose (voir section 1.3.2.2). Nous avons vu que pour optimiser le
renforcement de dose, un faisceau de faible largeur de bande d’énergie permet de
diminuer le durcissement du faisceau en s’affranchissant des photons de plus basse
énergie, ce qui permet de ne garder que les énergies pour lesquelles le différentiel de dose
entre la tumeur et les tissus sains est le plus élevé. Nous avons vu aussi que les sources
synchrotron permettent de fournir un faisceau suffisamment intense pour sélectionner
avec un monochromateur une longueur d’onde spécifique tout en conservant un débit
suffisant pour des applications de radiothérapie. De plus la possibilité de sélectionner
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'énergie du faisceau permet de se placer a 'optimum du renforcement de dose (Figure
1.3.4).

Sur ID17, les premieres études in vitro et précliniques sur le renforcement de dose ont
été réalisées au début des années 2000 (J.-F. Adam et al. 2006; Corde 2002; Magali
Edouard 2010; Bobyk et al. 2013; Boudou 2006), a la suite des premiers essais cliniques
de tomothérapie de phase I avec renforcement de dose par 'iode, réalisés par Norman et
al. en utilisant un générateur de rayons X conventionnel (scanner modifié) (Rose et al.
1999).

La radiothérapie stéréotaxique par rayonnement synchrotron combine les effets d’'une
radiothérapie stéréotaxique, avec le renforcement de dose. Comme le phénomene a été
découvert lors d’utilisation d’agents de contraste iodés, ces médicaments ont été les
premieres molécules a étre utilisées. (Mello et al. 1983). De plus, les agents de contraste
iodés s’accumulent suffisamment dans les tumeurs ce qui permet d’obtenir le contraste
entre la tumeur et les tissus sains, et le profil toxicologique de ces produits était déja
connu.

La SSRT renforcée par le ioméprol (agent de contraste iodé) est en cours d’essai
clinique de phase I-1II (essai clinique NCT01640509). Ces essais sont réalisés en conditions
stéréotaxiques, en multipliant le nombre de faisceaux, ce qui permet d’optimiser 'effet
différentiel entre la tumeur et les tissus sains : en augmentant le nombre de faisceaux,
chaque faisceau individuel déposera une dose plus faible sur son parcours, ce qui réduira
la dose aux tissus sains, mais les faisceaux se croisant dans la tumeur, cette derniére
recevra une dose plus élevée.

D’autres agents contenant des éléments de numéro atomique élevé peuvent aussi étre
utilisés pour augmenter la dose locale et obtenir un meilleur contrdle tumoral. Le
développement récent des nanoparticules dans les applications médicales a permis le
développement de nombreuses recherches pour cette application.

Ces agents peuvent étre divisés en 3 catégories. Les agents de contraste, les
intercalants de ’ADN et les nanoparticules :

e Les agents de contraste sont utilisés en imagerie. Parmi ceux-ci, on trouve les
molécules iodées comme l'ioméprol (Iomeron®) ou le Magnevist® un agent de
contraste IRM a base de gadolinium. (Corde 2002; ]. F. Adam et al. 2005; le Duc
et al. 2004; Taupin et al. 2015);

e Les intercalants de I’ADN sont des molécules qui pénetrent dans le noyau des
cellules et se fixent a ’ADN. Parmi ceux-ci, on trouve I'lUdR (Bayart et al. 2017),
qui est un analogue de la thymidine et qui s’incorpore dans I’ADN en formation.
On trouve aussi les sels de platine qui sont des agents alkylants de 'ADN, c’est-
a-dire qu'’ils s’attachent sur les bases guanines de I’ADN. Parmi ceux-ci, on peut
citer le cisplatine. (Julia Rousseau et al. 2010) et le carboplatine (Corde 2002)
qui ont montré une radiosensibilisation plutét qu’un effet dii au renforcement
de dose: leur effet n'étant pas dépendant de l'énergie du rayonnement, il
s’agirait plutét d’'une action de chimioradiothérapie, les intercalants empéchant
les réparations de ’'ADN :

e [L’utilisation de nanoparticules en radiothérapie a commencé par les
nanoparticules d’or (Hainfeld, Slatkin, and Smilowitz 2004). Leur avantage en
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radiothérapie est dii a leur stabilité, ce qui permet d’accumuler une quantité plus
importante d’éléments de Z élevé. La plupart des métaux lourds sont hautement
toxiques et nécessiteront des études de toxicité poussées avant leur emploi en
clinique. Les nanoparticules ont beaucoup été étudiées pour profiter de I'effet
EPR (voir section 1.1.1.3) et pénétrer la barriere hématotumorale. (Krishnan
2020; Smilowitz et al. 2018; Hainfeld et al. 2019).

On peut également citer les nanoparticules de gadolinium (Camille Verry et al. 2019),
I'oxyde de fer (G.-H. Choi et al. 2012) et les nanoparticules d’iode (Hainfeld et al. 2019).
Les nanoparticules d’or (AuNP) ont montré une tres bonne efficacité pour le traitement
de carcinome mammaire (lignée EMT-6) implantée dans le flanc de souris (Hainfeld,
Slatkin, and Smilowitz 2004) mais le passage a la clinique est limité par le métabolisme
des nanoparticules dans I'organisme (Hainfeld et al. 2019) :

e Les AuNP de plus petites tailles (< 5 nm) sont rapidement éliminées par les reins,
et ne s’accumulent pas en quantité suffisante dans la tumeur (Schuemann et al.
2016; Soo Choi et al. 2007) ;

e Les AuNP sont absorbés par les macrophages, mais ne sont pas digérés parce
que les AuNP sont insolubles. La rétention des nanoparticules dans tout
I'organisme bloque les autorisations de mise sur le marché. (Sadauskas et al.
2009; Hainfeld et al. 2019) ;

e Les AuNP sont aussi tres colorées et les cellules de la peau peuvent les absorber
ce qui provoque une coloration de la peau et du pelage quasi permanente,
comme représentée sur la Figure 1.3.9 (Fleming et al. 1996; Hainfeld et al. 2013).

Figure 1.3.9 : Souris ayant subi une injection de nanoparticules d’or ayant coloré son pelage (Hainfeld et al. 2013).

De nombreux atomes lourds montrent un effet radiosensibilisant en plus du
renforcement de dose. Les mécanismes d’action des nanoparticules ne sont pas
totalement élucidés et plusieurs explications sont suggérées. La détermination des effets
biologiques est complexe. Par ailleurs, il est difficile de comparer entre elles les études,
car elles utilisent des nanoparticules fabriquées localement, avec des enrobages
différents, pouvant affecter I'activité biologique des nanoparticules. (Krishnan 2020).

Une nanoparticule hybride silicium-gadolinium (AGulX) est en cours d’essais cliniques
de phase II pour radiosensibiliser des métastases cérébrales lors d'une irradiation
panencéphalique de 6 MV (spectre polychromatique avec une énergie maximale de
6 MeV) (Camille Verry et al. 2019; C. Verry et al. 2019). Un autre type de nanoparticule a
base d’oxyde d’hafnium, NBTXR3, est aussi en phase d’essais cliniques pour faire de la
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radiosensibilisation a haute énergie pour plusieurs types de cancers (ORL, Rectum,
carcinome hépatocellulaire, prostate, sarcome des membres). Des résultats
encourageants de phase II/IIl ont été publiés pour le traitement des sarcomes des
membres, avec une radiothérapie de 50 Gy délivrée en 25 fractions et un faisceau de 6 a
18 MV. Les nanoparticules d’oxyde d’hafnium ont été injectées en intratumoral. (Bonvalot
etal. 2017; 2019).

D’autres nanoparticules ont montré des résultats d’augmentation de survie in vivo.
Parmi celles-ci on peut noter les nanoparticules d’iode. (Hainfeld et al. 2019) utilisées
chez des souris ayant un glioblastome humain (lignée U87-MG), les nanoparticules
d’oxyde de fer (G.-H. Choi et al. 2012) utilisées chez des souris ayant un adénocarcinome
de cbélon murin (lignée CT26). L’irradiation des tumeurs a été réalisée a des énergies qui
prennent en compte le renforcement de dose physique : 100 kVp pour les nanoparticules
d’iode et 7,1 keV pour les nanoparticules d’oxyde de fer.

1.3.4. Modélisation pour le renforcement de dose par les nanoparticules

Le calcul de dose par la simulation informatique est une étape fondamentale en
radiothérapie. La simulation d’un traitement est liée aux modeéles physiques qui
représentent les interactions des rayonnements avec la matiere. (Ahnesjo and Aspradakis
1999). La modélisation informatique est nécessaire dans 2 domaines :

e Le calcul de dose dans un volume géométrique donné. La radiothérapie externe
nécessite un plan de traitement qui cherche a optimiser la balistique
d’irradiation de la tumeur. Cette balistique est dépendante du volume a traiter
et de la physique régissant le transport des particules. La description de la
planification de traitement sera développée dans le Chapitre 3 ;

e L’étude des interactions des rayonnements avec la matiere a I’échelle cellulaire
et des réactions chimiques qui en découlent. Cette approche est importante dans
I'évaluation de la dose autour des nanoparticules. Leur distribution
microscopique influe sur la dosimétrie.

Les calculs de dose sont souvent réalisés par la méthode de Monte-Carlo qui est basée
sur des procédés stochastiques. (Ahnesjo and Aspradakis 1999) Cette méthode permet
d’étudier les interactions rayonnement-matiere a plusieurs échelles : macroscopiques,
microscopiques ou nanoscopiques (Magali Edouard 2010; McMahon et al. 2011). Dans le
cadre de I’évaluation de I'augmentation de dose en présence d’éléments lourds, les études
macroscopiques supposent en général un mélange homogeéne de tissus avec l'agent
renforcateur de dose, tandis que les études nano- ou microscopiques prennent en compte
la géométrie particuliere des nanoparticules et leur distribution, a I'échelle cellulaire et
subcellulaire.

Les études réalisées a I’échelle macroscopique ne permettent pas toujours d’expliquer
la totalité des résultats biologiques (Reymond 2018; Cho 2005). Des simulations
effectuées a I’échelle des nanoparticules ont montré que la taille des nanoparticules peut
avoir une influence sur la distribution de dose (Keshavarz and Sardari 2019; Delorme et
al. 2017).

Dans le contexte de la radiothérapie synchrotron combinée avec les nanoparticules
meétalliques, le calcul de dose a été étudié extensivement (MagaliEdouard 2010; Delorme
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2013). (Delorme et al. 2017; M. Edouard et al. 2010; Prezado et al. 2009). Des travaux qui
ont été menés au sein de I'ESRF ont montré I'intérét des nanoparticules métalliques pour
le renforcement de dose (Delorme 2013). Apres avoir réalisé des essais sur des molécules
ayant des atomes de Z élevés comme le ioméprol et le cisplatine, les essais se sont
développés sur des nanoparticules d’or et de gadolinium. Enfin des essais sur des
nanoparticules d’oxyde de fer ont été testés. (Reymond 2018).

Dans cette derniéere partie nous allons nous intéresser aux nanoparticules d’oxyde de
fer, ou IONP et décrire leur intérét pour la radiothérapie par renforcement de dose.

1.4. Les nanoparticules d’oxyde de fer et leur utilisation en médecine

1.4.1. Caractéristiques physico-chimiques des nanoparticules d’oxyde de fer

Le fer est largement utilisé sous forme de nanoparticules (Palanisamy and Wang 2019),
car il est tres accessible et il existe de nombreuses méthodes de synthése faciles a mettre
en ceuvre (Ali et al. 2016). En médecine, il est principalement utilisé sous forme d’oxyde
de fer, car il présente sous cette forme des propriétés superparamagnétiques qui sont
utilisées en imagerie et en thérapie.

L’aimantation décrit le comportement magnétique d'un matériau au niveau
macroscopique. Les matériaux sont caractérisés par la fagon dont leur aimantation réagit
quand on applique un champ magnétique.

Les matériaux paramagnétiques s’aimantent uniquement en réponse a un champ
magnétique, dans la méme direction que ce champ. Contrairement au ferromagnétisme,
I'aimantation des matériaux paramagnétiques n’est pas assez forte pour vaincre
'agitation thermique et l'aimantation globale devient nulle en I'absence de champ
magnétique externe. (Dormann 1981).

Les matériaux ferromagnétiques gardent une aimantation non nulle, méme en
I'absence d’'un champ magnétique. Cela est dii a leur susceptibilité magnétique plus
élevée, qui conserve les moments magnétiques des atomes alignés et provoque une
aimantation globale. (Dormann 1981).

Les matériaux ferrimagnétiques ressemblent macroscopiquement aux matériaux
ferromagnétiques, mais possedent une structure magnétique interne différente
(Aimantation antiparalléle pour les matériaux ferrimagnétiques et parallele pour les
matériaux ferromagnétiques) (Dormann 1981). Ces matériaux deviennent
paramagnétiques a une température élevée, au-dessus d’'une température seuil appelée
la température de Curie.

Le superparamagnétisme est une propriété des matériaux ferromagnétiques et
ferrimagnétiques qui apparait lorsque la taille de I'objet diminue (Dormann 1981). Une
caractéristique de ces matériaux est le temps de relaxation de Néel qui est le temps au
bout duquel I'aimant change de polarité. Si ce temps de Néel est court par rapport a la
durée d’'une mesure de 'aimantation du matériau, I'aimantation globale paraitra nulle, la
nanoparticule ayant changé plusieurs fois de polarité pendant le temps de mesure. En
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I'absence de champ magnétique externe, le temps de relaxation de Néel est donné par
I'équation :

(7)

Ty =Tg Xexp |——=

N 0 p kT
Avec 1y, le temps moyen entre 2 retournements de 'aimantation du grain (s), T, est un
temps d’essai compris entre 10-° et 10-10 s, K est 'anisotropie magnétique du grain (J.m-
3), V le volume (m3), ks la constante de Boltzman (1,38x10-23].K-1), et T la température
(K). Le temps de relaxation augmente exponentiellement avec la taille. Pour avoir un
comportement superparamagnétique il faut que 7 << tm avec tm (s), le temps de mesure
(Dormann 1981; Palanisamy and Wang 2019). Les IONPs acquierent leurs propriétés

superparamagnétiques en dessous de 20 nm et ont en moyenne une taille entre 10 et
15 nm (Palanisamy and Wang 2019).

1.4.1.1. Structure cristalline

Les IONP se présentent sous deux formes principales : Fes04 (magnétite) de degré
d’oxydation (II, III), et y-Fe203 [maghémite], de degré d’oxydation III. La forme naturelle
stable de 'oxyde de fer, ainsi que le minerai de fer le plus abondant, est 'hématite a-Fe203
de structure cristalline rhomboédrique. 1l existe aussi des nanoparticules de fer
zérovalent qui perdent leurs propriétés superparamagnétiques et qui sont aussi plus
toxiques. (Lei et al. 2018). Les principales formes du fer sont notées dans le Tableau 1.4.1.

Fer métallique Fe 0 Cubique centrée
Waustite FeO I Cubique
- Fe304 ou Cubique a face
b (FeO)(Fe203) Gl centrée
Maghémite y-Fe203 11 Cubique a face
centrée
Hématite o-Fe203 I11 Rhomboédrique

Tableau 1.4.1 : Formes de principaux cristaux formés d’oxydes de fer. Le fer métallique est aussi appelé fer zérovalent.
(Greenwood and Earnshaw 1997).

v-Fe203 est la forme oxydée de Fe304 et ces deux matériaux ont la méme structure
cristalline. IIs forment une structure de type spinelle inverse et sont constitués d’'un
réseau cristallin cubique a face centrée d’anion oxygene 02- [Figure 1.4.1). Dans ce réseau,
les cations Fe2+ occupent les sites octaédriques du cristal et les Fe3* sont répartis entre les
sites octaédriques et tétraédriques pour le Fe304. (Wu et al. 2015). Pour le y-Fe20s3, tous
les sites sont remplis par des ions Fe3* cependant une lacune apparait dans les sites
octaédriques toutes les trois mailles ce qui permet de respecter I’équilibre chimique entre
les cations et les anions (Teja and Koh 2009).
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Figure 1.4.1 : Structure cristallographique de la Magnétite (Friak, Schindlmayr, and Scheffler 2007)

Le fer lorsqu'il est situé a la surface des nanoparticules agit comme un acide de Lewis,
ce qui peut permettre de créer des liaisons covalentes avec des donneurs d’électrons.
Avecun pointisoélectrique de 6,8, ces nanoparticules peuvent étre chargées positivement
ou négativement en fonction du pH, ce qui a une influence sur I'enrobage qui va étre
utilisé. (Teja and Koh 2009). Les propriétés de surface des IONPs sont tres importantes
pour les applications biologiques, en particulier pour la captation cellulaire.

1.4.1.1. Synthése de nanoparticules

Il existe de nombreuses techniques pour synthétiser des IONPs qui vont se différentier
en fonction de leur facilité de mise en ceuvre. Les différentes techniques vont influencer
la taille et la forme finale des nanoparticules ainsi que sur leur fonction. La synthese de
nanoparticules est principalement réalisée par voie chimique, mais il existe aussi des
meéthodes physiques et biologiques. Ces méthodes de synthese sont résumées dans le
Tableau 1.4.2 extrait de la publication de Ali et al. (Ali et al. 2016).
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Techniques

Product morphology

Advantages

Disadvantages

Physical

Deposition of gas phase

Electron beam lithography

Spheres and irregular
spheres
Spheres and rods

Easy to execute

Well-controlled
interparticle spacing

Problematic in controlling
the size of particle
Requires expensive and
highly complex machines

Chemical ~ Sol-gel method Spheres, irregular spheres,  Aspect ratio, precisely High permeability, weak
porous and nonporous controlled in size, and bonding, low wear
spheres, or spindles internal structure resistance

Oxidation Irregular elongated and Narrow size distribution Ferrite colloids of small size
small spheres and uniform size
Chemical coprecipitation  Spheres Simple and effective Inappropriate for the
synthesis of high untainted,
precise stoichiometric
phase
Hydrothermal Elongated, compact Particle size and shapes are High pressure and reaction
irregular spheres, and easily controllable temperature
numerous shapes
Flow injection Small rods, irregular Homogeneity with high Under a laminar flow
spheres, sheets, or rhombic mixing with a accurate regime in a capillary
shapes control of the procedure reactor, it requires
and good reproducibility continuous or segmented
mixing of reagents
Electrochemical Spherical NPs, nanorods, Controllable particle size Inability to reproduce
hexagonal nanocrystals, and
facets
Aerosol/vapor phase Mesoporous single crystals  Large-scale products Requires very high
and small particles, temperatures
octahedral cages
Sonochemical Bipyramids, spheres, or Size distribution in narrow  Still, mechanism is not well
decomposition truncated rods particle understood
Supercritical fluid method Mesoporous single crystals, No organic solvents Requires high temperatures
elongated irregular involved and efficient and critical pressure
nanotubes control of the particle size
Using nanoreactors Spheres, hollow and Likelihood to specifically Complicated conditions
spherical NPs control the size of NPs
Biological ~ Microbial incubation Small platelets, spherical or  Good reproducibility and Slow and laborious

rod-like spheres, irregular
spheres

scalability, high yield, and
low cost

Tableau 1.4.2 : Comparaison des principales techniques de synthése des IONP (Ali et al. 2016)

1.4.1.2. Matériaux d’enrobage

Les IONPs ont naturellement tendance a s’agréger en raison de leur grand rapport
surface/volume. En effet, ces nanoparticules présentent de fortes attractions
superparamagnétiques, des forces de Van der Waals importantes et une énergie de
surface élevée. (Wu et al. 2015). Pour une meilleure stabilité en milieu aqueux, la surface
des nanoparticules est en général modifiée par un matériau de revétement ou d’enrobage.
Différents matériaux peuvent étre utilisés pour stabiliser les nanoparticules, mais aussi
pour leur conférer des fonctionnalités supplémentaires, ou bien diminuer leur toxicité.
Ces enrobages permettent de modifier le caractére hydrophile de la nanoparticule,
d’ajouter des ligands qui vont permettre de fixer des biomarqueurs ou des médicaments
de chimiothérapie. (Evrim Umut 2013).

L’enrobage peut étre appliqué pendant la synthése, comme dans le cas de la co-
précipitation, ou a posteriori, comme dans le cas de la technique de la décomposition
thermique.

Il existe 3 familles principales de matériaux d’enrobage, les matériaux inorganiques,
les molécules a chaines longues et les polymeéres organiques :

¢ Les matériaux inorganiques les plus utilisés sont I'or (Au) et la silice (SiOz), qui

ont I'avantage d’étre relativement biocompatibles et qui offrent une trés bonne
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stabilité au noyau de fer magnétique. L’encapsulation par ces matériaux permet
en outre d’utiliser des propriétés spécifiques a ces matériaux. L’encapsulation
par l'or permet de profiter de la résonance plasmonique de surface (voir
Section1.2.2.3) (C. W. Huang et al. 2010; E. Umut et al. 2012) ;

e Les molécules a chaines longues comme l'acide oléique sont utilisées pour
augmenter la solubilité des nanoparticules (Evrim Umut 2013) ;

e Enfin, les polymeres organiques peuvent étre des polysaccharides, comme le
dextran et le chitosan, qui ont 'avantage d’étre non immunogéniques, mais
d’autres polymeres synthétiques sont également couramment utilisés, comme

le polyéthylene glycol.

LeTableau 1.4.3, extrait de la publication de Umut (Evrim Umut 2013), indiquent les

polymeres les plus utilisés et leurs propriétés.

Polymers / organic molecules  Properties

Advantages / Disadvantages

Chitosan Natural, cationic, hydrophilic, linear,
biodegredable

Dextran Natural, branched, hydrophilic,
biocompatible

Polyethyleneimine (PEIl) Synthetic, cationic, linear or branched,
nonbiodegredable, toxic

Polyvinylealcohol (PVA) Synthetic, hydrophilic, biocompatible

Polyethyleneglycol (PEG) Synthetic, neutral, hydrophilic, linear,
biocompatible

Polyvinylpyrolidone (PVP) Synthetic, branched, hydrophilic

Can be used in non-viral gene delivery

Permits the anchoring of biovectors and drugs when
functionalized with amino groups

Forms strong covalent bonds with MNP’s surface, can be
used for DNA and RNA delivery, but exhibit cytotoxity

Irreversibly binds on MNP’s surface but can be used in
temperature sensitive heating or drug release applications
due to its decomposition temperatures (40-50 °C)

Remains stable at high ionic strengths of solutions with
varying PH values, enhances blood circulation time (a few
hours), permits functionalization

Forms covalent bonds with drugs containing nucleophilic
functional groups

Tableau 1.4.3 : Propriétés des différents polymeres d’enrobage (Evrim Umut 2013).

1.4.2. Applications biomédicales des nanoparticules d’oxyde de fer

Les IONPs présentent de nombreux avantages et sont considérés comme l'un des
principaux nanomatériaux pour les applications biomédicales (Figure 1.4.2). Les IONPs
sont biodégradables. (Okon et al. 1994; T. K. Jain et al. 2008), ont une faible toxicité et ont
une longue rétention tumorale grace a leur petite taille et a 'effet EPR (Gamarra et al.
2008). Les propriétés super paramagnétiques des IONPs permettent aussi leur
application dans de nombreux domaines (Palanisamy and Wang 2019).
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Figure 1.4.2 : Application biomédicale des IONPs (Hoskins 2014).

Historiquement, les IONPs ont tout d’abord été utilisées comme agent de contraste en
Imagerie par Résonance Magnétique (IRM). Le principe de 'RM repose sur la résonance
magnétique nucléaire, et mesure le temps de relaxation de 'aimantation des atomes dans
un champ magnétique apres qu'ils aient été mis en résonance par un signal
électromagnétique. Les modalités d’IRM les plus utilisées sont I'imagerie pondérée en T1,
qui mesure le temps de relaxation longitudinal (donc parallele au champ magnétique
imposé) et I'imagerie pondérée en T2, qui mesure le temps de relaxation transverse au
champ magnétique. Dans un systéme idéalisé, c.-a-d. dans un champ magnétique
homogene, tous les noyaux présents a la méme fréquence. Cependant, dans les systémes
réels, les inhomogénéités du champ magnétique principal conduisent a une dispersion
des fréquences de résonance autour de la valeur théorique (effet d’off-resonance). Au
cours du temps, ces irrégularités accentuent le déphasage de I’aimantation transversale
et la perte de signal. La relaxation transversale observée est donc décrite par un temps
T2*, généralement beaucoup plus petit que le T2 « vrai ».

Le paramagnétisme des IONPs provoque des inhomogénéités dans le champ
magnétique, ce qui réduit les temps de relaxation T1, T2 et T2*. En conséquence, lors
d’'une imagerie T1, les nanoparticules apparaissent en hypersignal, alors qu’elles
provoquent un hyposignal tres important sur les séquences d'imagerie T2 et T2*. Cet
hyposignal est plus large que le volume occupé par les nanoparticules, ce qui permet
d’augmenter la visibilité de I'agent de contraste. (Korchinski et al. 2015b). Cependant ce
phénomene peut poser un probleme pour imager des structures contenant de grandes
quantités de nanoparticules.

En clinique, Les IONPs sont utilisées depuis 1996 pour le diagnostic des tumeurs
hépatiques par IRM T2*, en complément de 'imagerie au gadolinium. Il a été montré que
les IONPs permettent de mieux différentier les différents types de 1ésions hépatiques. (Y.-
X. J. Wang 2011). Des études ont aussi été faites pour suivre par IRM le parcours des
macrophages ayant accumulé des nanoparticules de fer dans différents types de
maladies : inflammation (Y. X. J. Wang et al. 2008), ischémie (Saleh et al. 2004),
glioblastome (Neuwelt et al. 2004; R. Yang et al. 2018).
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Dans une approche théranostique, ces nanoparticules ont également été utilisées
comme agent de contraste T2, combiné avec un photosensibilisant, le BPD
(Benzoporphyrin derivative monoacid ring A) pour traiter une tumeur mammaire
orthotopique de souris par thérapie photodynamique (PDT) (Yan et al. 2019). Les
nanoparticules ont été construites avec un cceur en oxyde de fer et un enrobage composé
de BPD conjugué au dextrane (Figure 1.4.3-D). Le cceur métallique sert d’agent de
contraste IRM (Figure 1.4.3-A,B) et le BPD de photosensibilisant pour la PDT (Figure
1.4.3-C). Sur la Figure 1.4.3-C, on observe également que l'efficacité du traitement
PDT+BPD sous forme de nanoparticules est améliorée par rapport au traitement avec la
BPD sous forme libre. Ceci est d{i a une plus grande concentration de BPD dans la tumeur
lorsqu’elle est injectée sous forme nanoparticulaire, par rapport a une injection sous
forme libre. Cette augmentation a été confirmée par des mesures de fluorescence, le signal
de fluorescence était 3,7x plus élevés pour les nanoparticules que le BPD libre. (Yan et al.
2019).
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Figure 1.4.3 : Nanoparticules théranostiques SDBM (SPION loaded Dextran-BPD Micelles) utilisées comme agent de
contraste IRM et photosensibilisant pour la thérapie photodynamique (PDT). (A, B) IRM pondérée en T2 de souris ayant
une tumeur mammaire 4T1 (cercle rouge pointillé) avant injection des SDBM (A) et 24h aprés injection intraveineuse de
20 mg Fe /g p.c. (poids corporel) de SDBM (B). (C) Réponse tumorale in vivo apreés injection intraveineuse de PBS (contréle),
BPD (benzoporphyrine derivative) libre ou SDBM a la concentration de 2,5 mg BPD /g p.c. Les conditions de la PDT sont :
A= 690 nm, Débit de fluence : 75 mW/cm?, Fluence : 135 J/cm?2. (D) Schéma des SDBM utilisés dans cette étude. Les micelles
sont formées par l'assemblage de SPION (Superparamagnetic Iron Oxide Nanoparticle, billes noires) et de BPD
(Benzoporphyrin derivative monoacid ring A, en jaune) conjugué au dextrane (vert). Les propriétés amphiphiles du
Dextrane-BPD leur permettent de recouvrir le cceur métallique. (Yan et al. 2019).

Une autre utilisation spécifique des nanoparticules de fer en médecine est la
thermothérapie. En utilisant leurs propriétés superparamagnétiques, les nanoparticules
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de fer sont chauffées par I'action d'un champ magnétique externe. Le traitement peut étre
systémique ou local en faisant un ciblage magnétique. L’agitation magnétique des
nanoparticules permet d’élever la température entre 42 et 47 °C, ce qui provoque
I'apoptose cellulaire jusqu’a 46 °C et une nécrose a partir de 46 °C (Palanisamy and Wang
2019). Les cellules tumorales étant plus sensibles aux changements de température que
les cellules normales, on peut créer un différentiel et réduire les dommages aux tissus
sains. (Figure 1.4.4) (Maier-Hauff et al. 2011)

Cette hyperthermie peut aussi étre activée par résonance plasmonique de surface en
activant les nanoparticules optiquement avec un rayonnement électromagnétique
(Palanisamy and Wang 2019).
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Figure 1.4.4 : Principe de la thermothérapie par agitation magnétique (Palanisamy and Wang 2019) .

Les IONPs sont également souvent utilisées comme vecteurs de médicament,
notamment des molécules anticancéreuses pour la chimiothérapie. Ces nanoparticules
pouvant se lier a des molécules hydrophobes, elles permettent une meilleure absorption
de celles-ci par les cellules tumorales.

Le ciblage des cellules tumorales est un facteur déterminant (voir Section 1.2.2). Il peut
étre obtenu soit passivement, en utilisant la circulation sanguine et I'effet EPR, soit par
une approche active, qui est de plus en plus utilisée. Des ligands spécifiques des cellules
tumorales sont souvent ajoutés. (Y. X. ]. Wang et al. 2008). L’avantage principal des
nanoparticules superparamagnétiques est ciblage magnétique qu’elles permettent
(Chertok et al. 2008; Zhi et al. 2020).

Si de nombreuses applications médicales des IONPs existent, elles sont pour la plupart
récentes (environ 20 ans) et encore au stade de la recherche. Il existe cependant un
certain nombre d’indications pour lesquelles elles ont recu une autorisation de mise sur
le marché, principalement en tant qu’agent de contraste IRM pour la détection des
tumeurs et pour la supplémentation en fer en cas d’anémie ferriprive (Tableau 1.4.4).
Parmi ces agents on peut souligner le Ferlnject, qui est constitué de nanoparticules
d’hydroxyde de fer (FeOOH) de structure akaganéite, avec un enrobage de
carboxymaltose. Ce médicament est utilisé en solution injectable dans le traitement de
I'anémie ferriprive, c’est-a-dire causée par une carence en fer.
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Date Events indication Size (nm) Administration
Lumirem (Gastromark (US)): Contrast agent for MRI for the
1999 approved by FDA gastrointestinal tract 50 Gl

Ferumoxides (Emdorem (EU) or

1996 Feridex 1.V.): approved by the Gontrastagent far MBI of [lver

120-180 Injectable solution

FDA lesions
Ferucarbotran (Resovist or
2001 (Cliavist(EU)): approved for Contrast-enhanced MRI of the liver 45-60 Injectable solution

Europena Market

Ferumoxtram (Sinerem (EU) or

(Combidex (US)): AMAG Pharma Detection and characterization of

2005 ) metastatic lymph nodes in patients 10-40 Injectable solution
received an approvable letter with nalvicearicar
from the FDA P
Sinerem: submitted European  Detection and characterization of
2006 Marketing Authorization metastatic lymph nodes in patients 10-40 Injectable solution
Application with pelvic cancer
Iron replacement therapy for the
Feraheme (Ferumoxytol): treatment of iron deficiency anemia
2009 approbed by the FDA in adult patients with chronic 20:30 Intravenaus
kidney disease.
Iron replacement therapy for the
Feraheme (Ferumoxytol): treatment of iron deficiency anemia
2012 approbed by the EC in adult patients with chronic 20-50 Intravenous

kidney disease.

Tableau 1.4.4: Médicaments a base d’IONPs approuvés par la Food and Drug Administration (FDA) et/ou la
Commission européenne (CE) (Cortajarena et al. 2014).

1.4.3. Biodistribution des nanoparticules d’oxyde de fer

Connaitre le comportement des nanoparticules dans l'organisme est nécessaire
lorsqu’on s’intéresse a son utilisation en tant que médicament. La pharmacocinétique a
pour but d’étudier le devenir d’'une substance active apres son administration dans
I'organisme. Cette discipline est souvent désignée par son acronyme ADME qui renvoie
aux 4 grands processus qui la composent : Administration, Distribution, Métabolisme et
Elimination. Nous allons décrire, dans les paragraphes suivants, les voies principales
d’administration et leur influence sur la distribution, puis le métabolisme et I’élimination
dans 'organisme des nanoparticules.

1.4.3.1. Administration

En fonction de [lutilisation envisagée des nanoparticules, plusieurs voies
d’administration sont possibles. La recherche d’'un effet local ou systémique est un facteur
déterminant pour ce choix :

Plusieurs voies principales existent pour 'administration de médicaments (Turner et
al. 2011).

e Les voies entérales (a travers le systeme digestif) concernent les voies orales,
buccales et rectales. Elles ont pour avantage une grande facilité d’utilisation.
Elles sont prédominantes pour les médicaments distribués sur le marché ;
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e Lesvoies parentérales (en dehors du systeme digestif) concernent les injections
intraveineuses, ou les injections directement dans 'organe cible (intracérébral,
intramusculaire, etc.). Les voies parentérales permettent de contourner
I'imprévisibilité associée aux processus d’absorption entérale, et ont une
meilleure biodisponibilité. Ces voies sont privilégiées dans la recherche en
laboratoire, afin d’optimiser le traitement.

De nombreux médicaments sont injectés par voie intraveineuse. Les IONPs, utilisées
pour le traitement et le diagnostic des tumeurs, sont dans la plupart des études
administrées par cette voie. Un médicament contenant des nanoparticules de magnétite
[N-(2-aminoéthyl)-3-aminopropyl] silylées et ayant une autorisation de mise sur le
marché utilise la voie orale, le Lumirem, mais sa cible est le systéme digestif (Cortajarena
etal. 2014).

1.4.3.2. Distribution des nanoparticules d’oxyde de fer et absorption cellulaire

La distribution des nanoparticules dépend de la voie d’administration de celles-ci.
Lorsqu’elles sont injectées par voie systémique, les nanoparticules peuvent s’accumuler
dans la tumeur grace a l'effet EPR (Section 1.1.1.3). Une fois dans la tumeur, les
nanoparticules pourront étre internalisées par les cellules.

Dans une étude récente, Kim et al. (J. K. Kim et al. 2012) ont mesuré chez la souris
porteuse de tumeurs sous-cutanées (CT26), l'évolution de la concentration de
nanoparticules d’oxyde de fer (et d’or) dans le sang, le muscle et la tumeur, apres injection
par voie intraveineuse. Les rats ont été sacrifiés et les organes prélevés pour analyse ICP-
MS a plusieurs points dans le temps, entre 30s et 24h apres injection. Comme indiqué dans
la Figure 1.4.5, la concentration dans le sang est élevée au temps d’injection puis décroit
de facon exponentielle. Dans la tumeur, la concentration augmente puis atteint un plateau
entre 6h et 24h apres l'injection, alors que la concentration dans le muscle reste limitée.
La concentration dans la tumeur est proportionnelle a la quantité injectée.
L’accumulation, représentée par le rapport de concentration tumeur/muscle, est
optimale a 24h avec des concentrations dans la tumeur allant jusqu’a 88 fois la
concentration musculaire pour les IONPs, 24 h apres injection.
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Figure 1.4.5 : Mesure des concentrations de nanoparticules de fer (et d’'or) mesurées par ICP-MS dans le sang, la tumeur
et le muscle en fonction du temps chez la souris porteuse d’une tumeur sous-cutanée CT26 apreés injection intraveineuse.
Entre 15 minutes et 24h apres l'injection, les nanoparticules s’accumulent préférentiellement dans la tumeur, alors qu’il y
a peu de nanoparticules mesurées dans le muscle. Au bout de 24h le rapport de concentration tumeur sur muscle vaut 169
pour l'or et 88 pour le fer (J. K. Kim et al. 2012).

Dans une autre étude, cette équipe a mesuré la distribution des nanoparticules de fer
dans un modele de glioblastome de rat C6 (S.-]. Seo et al. 2013). Une dose de 300 mg
Fe304/kg p.c. (poids corporel) a été injecté en intraveineuse dans la veine caudale et les
concentrations ont été mesurées par spectroscopie de masse apres résection de la
tumeur. Le rapport entre la quantité de fer dans la tumeur et dans le cerveau sain est aussi
maximal a 24h avec un rapport de 5,1 contre 2,1 une heure apres injection des
nanoparticules (Tableau 1.4.5).

Tissue 300 mg/kg
1h 24 h
Tumor 262 = 4.1 37.6+6.3
Tissue concentration (ug of Fe/g tissue)
Normal 125 + 3.8 74 + 3.7
Uptake/injection (%) 0.6

Data are presented as average + standard deviation (n = 3).

Tableau 1.4.5 : Concentrations de nanoparticules de fer dans une tumeur cérébrale (glioblastome de rat C6) ou dans le
cerveau sain, mesurées par [CP-MS (S.-]. Seo et al. 2013).

In vitro, Solveig Reymond (Reymond 2018) a mesuré la concentration de ces
nanoparticules de fer dans les cellules F98 apres incubation des cellules dans le milieu de
culture dopé avec les nanoparticules. On observe une concentration cytoplasmique allant
jusqu’a 120 pg/cellule pour une concentration dans le milieu de culture de 0,3 mg/mL et
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un temps d’incubation de 24h. Elle estime que 100 pg/cellule correspond
approximativement a une concentration de fer de 100 mg/mL. Ces travaux concordent
avec ceux de Choi et al. (G.-H. Choi et al. 2012) qui trouvent une concentration en fer de
168 ng/106 cellules (168 mg/mL) avec une concentration d’incubation de 2 mg/mL de
nanoparticules pendant une nuit.

Il a été observé que les nanoparticules s’accumulent dans les vésicules du cytoplasme
en plus grande quantité, lorsque les nanoparticules sont de grandes dimensions, en
présence d’agglomérats de nanoparticules (Reymond 2018). L’étude de la localisation
cellulaire des nanoparticules par SR-XRF (Synchrotron Radiation X-ray Fluorescence
Spectrometry) a permis de visualiser la présence des nanoparticules dans les vésicules
cytoplasmiques (Figure 1.4.6). La SR-XRF est une technique qui analyse la fluorescence
des rayons X par |'échantillon. En utilisant un faisceau tres fin (50x50 nm?), I'échantillon
est scanné pixel a pixel et le spectre de fluorescence émis par le pixel de I'échantillon est
mesuré par 4 détecteurs de fluorescence. Ainsi les raies caractéristiques de chaque
élément composant le pixel peuvent étre séparées, ce qui permet de quantifier la quantité
de cet élément.

(0.02 mg/mL)

(0.06 mg/mL)

Figure 1.4.6 : Présence de fer et de soufre dans les cellules F98 (glioblastome de rat) pour deux conditions d’incubation.
Les nanoparticules étaient présentes dans le milieu de culture des cellules a 0.02 mg Fe/mL et 0.06 mg Fe/mL pendant 24h
le soufre permet de délimiter le contour des cellules et du noyau. Les nanoparticules sont internalisées par les cellules dans
des vacuoles cytoplasmiques. L'accumulation de nanoparticules de fer augmente avec la concentration. Images obtenues
par SR-XRF (Reymond 2018)

1.4.3.3. Métabolisme et élimination

Une fois dans le corps du patient, les nanoparticules vont étre métabolisées et
excrétées par l'organisme. Il existe deux voies principales pour l'excrétion des
nanoparticules : I'élimination rénale et I'’excrétion hépatobiliaire. (Akashi, Akagi, and
Michiya 2014). L’élimination rénale est dépendante de la taille des nanoparticules ; les
nanoparticules d’une taille inférieure a 5 nm sont rapidement excrétées par cette voie
(Askri 2018; Krishnan 2020). Les cellules du systéeme immunitaire, en particulier les
cellules capables de phagocytose (macrophages, neutrophiles, cellules de Kupffer) jouent
un role important dans le métabolisme des nanoparticules (Nelson, Fisher, and Robinson
2014; Nel et al. 2009). Le foie est 'organe qui accumule le plus les nanoparticules de fer
de grande taille et est donc une voie d’excrétion importante (Cortajarena et al. 2014)
(Figure 1.4.7).
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Figure 1.4.7 : Distribution des IONPs. A. Distribution habituelle en fonction de la taille des nanoparticules. B. IONPs
marqué avec 9°Tc chez ’'homme et 8°Zr pour un modéle tumoral de souris (modéle CT26 implanté en sous-cutané dans les
deux flancs). Les nanoparticules s’accumulent fortement dans le foie et dans la tumeur. (Cortajarena et al. 2014;
Weissleder, Nahrendorf, and Pittet 2014)

Dans les cellules ayant internalisé les nanoparticules (macrophages et cellules de
Kuppfer), la principale voie de métabolisme des nanoparticules de fer est la dégradation
par les lysosomes, par hydrolyse a faible pH. Le fer est transformé sous sa forme ionique
dans la cellule, Fe2+ et Fe3+ (Gupta and Curtis 2004). Il est alors stocké a 'aide de protéines
régulatrices du fer, la ferritine et 'hémosidérine (Nel et al. 2009; Zhu et al. 2013; 2011;
2009). L'absorption du fer est régulée par 'organisme pour prévenir un stress oxydatif
qui serait causé par une accumulation excessive (Hauser et al. 2016; Emerit, Beaumont,
and Trivin 2001).

1.4.4. Nanoparticules d’oxyde de fer et radiothérapie

Une application récente des nanoparticules de fer est le renforcement de dose pendant
la radiothérapie dans le cadre d’'un traitement combiné. En effet, le fer a une masse
atomique et une densité plus élevée que les éléments constituant la matiere biologique
(H, C, N, O en majorité). De par ces caractéristiques, les nanoparticules de fer vont
davantage arréter les rayonnements de basses énergies que les tissus mous et se
comporter comme des sources secondaires d’électrons qui augmenteront localement la
dose (voir section 1.3.2). Le fer étant de fagon générale, bien tolérée par 'organisme, il
parait un candidat pertinent avec de multiples possibilités de combinaison de
traitements.

De nombreuses études combinant radiothérapie et IONP ont été réalisées (Kleinauskas
et al. 2012; Anja Sommer 2014; Klein et al. 2014; 2012; Reymond 2018). Dans ces études,
les nanoparticules ont été utilisées comme vecteurs de médicaments néoplasiques pour
une chimioradiothérapie (Kang, Hong, and Kang 2018), comme radiosensibilisants, ou
pour induire une hyperthermie magnétique combinée a la radiothérapie (Maier-Hauff et
al. 2011).

Dans le cadre d’'une radiothérapie combinée avec des IONPs, 'équipe de Jong-Ki Kim a
publié des études associant IONP avec de thérapies par protons (J. K. Kim et al. 2010;
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2012;S.-J. Seo et al. 2013; Jeon et al. 2016) ou par rayonnement X (G.-H. Choi et al. 2012;
Kleinauskas et al. 2012; Jeon, Han, and Kim 2016; Jeon and Kim 2018).

1.4.4.1. Proton thérapie

Les nanoparticules d’oxyde de fer ont été utilisées pour la radiothérapie avec faisceau
de protons. Les travaux de Kim et al. (J. K. Kim et al. 2010) montrent une réduction
significative du volume tumoral de tumeurs CT26 (carcinome de colon murin) implantées
chez des souris en sous-cutanée, lorsqu’on leur injecte par voie intraveineuse 300 mg/kg
de IONPs par rapport a une irradiation seule de protons de 45 MeV. L'injection des
nanoparticules était réalisée par la veine caudale avec un volume de 50 pL. Les travaux
menés par la suite (J. K. Kim et al. 2010; S.-]. Seo et al. 2013; S. ]. Seo et al. 2017) montrent
que l'effet principal est di a une augmentation du taux d’especes réactives de I'oxygene
due a I’émission d’électrons secondaires, principalement des électrons Auger. (Figure
1.4.8)
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Figure 1.4.8 : Protonthérapie combinée avec nanoparticules : Evolution de la taille d’une tumeur sous-cutanée (modéle
CT26, souris) apres injection de nanoparticules de fer (SNP) ou d’or (GNP) couplé a une irradiation par protons de 45 MeV
. Les nanoparticules de fer et d’or associées a la protonthérapie réduisent significativement la taille de la tumeur. (J. K. Kim
etal. 2010).

1.4.4.2. Radiothérapie Synchrotron

Les premiers travaux en radiothérapie photonique ont été réalisés par Kim et al. en
2009 dans le cadre d’essais in vitro sur des cellules de gliome de rat (lignée C6) (H.-T. Kim
et al. 2009). Les expériences de cette équipe ont été réalisées avec un rayonnement
synchrotron de 7,1 keV, a I"énergie du seuil K du fer pour augmenter la quantité de
photoélectrons et de photons Auger (Kleinauskas et al. 2012). Ces essais ont montré un
effet avec une incubation de 0,1 mg/mL de IONP pendant 6h ou 12h (une nuit), avec une
efficacité allant de 3 a 9 fois celle du traitement (Figure 1.4.9).
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Figure 1.4.9 : Résultats de mesure de la viabilité cellulaire par test MTT. Des cellules C6 (gliome de rat) ont été irradiées
par un rayonnement synchrotron de 6,89 keV uniquement (No-SNP), ou réalisées aprés incubation avec 0,1 mg/mL de
nanoparticules pendant 6h (6h-SNP) ou pendant toute une nuit (ON-SNP) (H.-T. Kim et al. 2009)

Le premier essai préclinique de renforcement de dose par FeONP et rayonnement X a
ce jour a été publié par la méme équipe (G.-H. Choi et al. 2012). Cet essai a été mené sur
un adénocarcinome de colon CT26 (tumeur sous-cutanée) dans un modele de souris
Balb/c immunodéficiente. Dans cette expérience, les auteurs ont mesuré 1’évolution de la
taille des tumeurs en fonction du traitement conjoint ou non de radiothérapie
synchrotron et de nanoparticules FeONP. Approximativement 50 uL. de FeONP a
25 mg/mL ont été injectés par voie intraveineuse dans la veine caudale, afin d’obtenir une
quantité de nanoparticules de 100 mg/kg de poids corporel (p.c.). Cette injection a été
réalisée 30 minutes avant la radiothérapie. La radiothérapie a consisté en un faisceau de
rayonnement synchrotron monochromatique de 7,1 keV avec une dose de 10 ou 40 Gy.
Les résultats de la progression tumorale sont résumés dans la Figure 1.4.10. On observe
que les groupes ayant recu les IONPs associés a la radiothérapie ont une régression
tumorale plus prononcée que sans nanoparticules pour un traitementde 10 Gy (p=0,023),
et pour 40 Gy (p=0,051). La concentration tumorale moyenne de nanoparticules a été
mesurée par ICP-MS (Induction coupled plasma mass spectroscopy) et une valeur de 40,30

+ 8,24 nug/g de tumeur pour une injection de 100 mg/kg p.c. a été obtenu.

Cet essai a utilisé un rayonnement de 7,1 keV qui correspond a I'énergie de liaison des
électrons de la couche K, ce qui permettrait de maximiser I'’émission d’électrons Auger.
Cette énergie a été utilisée pour une preuve de concept, mais permettrait de traiter
uniquement des tumeurs superficielles comme dans cette étude, la demi-atténuation de
photons de 7 keV étant de 447 pum dans les tissus.

Les concentrations de nanoparticules mesurées dans la tumeur suggerent que les
nanoparticules sont efficaces avec une faible concentration (< 0,1 mg/g de tissu). Cette
preuve de concept a été réalisée sur un modele de tumeur sous-cutanée plus facile a
traiter qu'une tumeur cérébrale. En effet, les tumeurs cérébrales sont protégées par la
barriere hématotumorale et la barriere hématoencéphalique, ce qui réduit 'accumulation
des nanoparticules dans la tumeur.
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Figure 1.4.10 : Résultats précliniques de radiothérapie synchrotron apreés injection par voie veineuse de IONPs pour le
traitement d’'une tumeur CD26 implantée en sous-cutanée. Le volume tumoral a été mesuré en fonction du temps apres
différents traitements : (a) sans traitement (n=3), (b) 100 mg/kg p.c. de FeONP(n=3), (c) radiothérapie synchrotron
(7,1 keV) — 10 Gy (n=5), (d) radiothérapie synchrotron (7,1 keV) — 40 Gy (n=5), (e) traitement combiné de radiothérapie
(7,1 keV) 40 Gy et 100 mg/kg p.c. de FeONP (n=5), (f) traitement combiné de radiothérapie (7,1 keV) - 10 Gy et
100 mg/kg p.c. de FeONP (n=5). (G.-H. Choi et al. 2012)

Ces travaux ont mené a une collaboration entre I'’équipe STROBE (anciennement
RSRM) et I'équipe de Jong-Ki Kim (université catholique de Daegu, Corée du Sud) pour
évaluer I'intérét de ces nanoparticules pour la radiothérapie. Un premier travail de thése
a été reéalisé par Paul Gimenez, pendant lequel deux méthodes ont été développées : la
radiothérapie Mdossbauer et le renforcement de dose avec les nanoparticules de fer.
(Gimenez 2015a).

Une évaluation de 'augmentation de dose induite en présence de nanoparticules de fer
pendant l'irradiation a faible énergie au synchrotron (30, 50 et 80 keV) a été realisée, en
mesurant le rapport de sensibilité cellulaire SER (sensitivity enhancement ratio). Le SER a
été déterminé par 2 méthodes : la clonogénicité, qui mesure la croissance des cellules
dans une boite de pétri, et le test ATP-lite, qui mesure la production cellulaire d’ATP. Le
SER est déterminé pour une dose donnée, ici 4 Gy, selon la formule :

§4G sans NP
SER, gy = —2oy, sans¥7 18

S4 Gy, avec NP

Avec S, Gy,sans npla survie moyenne des échantillons n’ayant pas recu de
nanoparticules, déterminée soit par clonogénicité, soit par ATP-lite, et S ¢y qvec npla

survie moyenne des échantillons ayant regu les nanoparticules. Les résultats sont
indiqués dans la Figure 1.4.11.

58



Méthodes physiques et études radiobiologiques pour la thérapie multimodale
combinant irradiation synchrotron et injection de nanoparticules d’oxyde de fer

A B

3,00
2,50
§ §
4 2,50
& &
2,00 7]
2,00
1,50
i 1,50
1

1,00 -
NPFe Toxicity 30 keV 50 keV' 80 keV NPFe Toxicity 30 keV 50 keV 80 keV
Energy [keV] Energy

I FeonP 0,06 mg/mL Il FeonPo,3 mg/mL

17

Figure 1.4.11 : SER4 6y mesuré par test clonogénique (A) et par ATP-lite (B) pour une concentration de 0,06 mg/mL
(bleu) et 0,3 mg/mL (rouge) de nanoparticules d’oxyde de fer, a 3 énergies. Les résultats obtenus par ATP-lite sont
similaires aux résultats obtenus par clonogénicité. (Gimenez 2015a).

Ces résultats sont plutét encourageants, et montrent une radiosensibilité des cellules
aux nanoparticules a des énergies d’irradiation plus élevée que le K-edge, ce qui
permettrait d’utiliser ces nanoparticules pour le traitement de tumeur plus profondes que
des tumeurs cutanées.

La these de Solveig Reymond continue le travail sur les nanoparticules d’oxyde de fer
dans le cadre du traitement du glioblastome. Sa thése est centrée sur I'optimisation de la
mesure du renforcement de dose des nanoparticules et sur une voie d’administration des
nanoparticules via des macrophages infiltrants. (Reymond 2018).

Dans la premiére partie de sa these, différentes stratégies ont été mises en place pour
optimiser 1'étude du renforcement de dose. Plusieurs aspects ont été évalués afin de
déterminer I'énergie optimale d’irradiation :

e Une caractérisation des nanoparticules a permis de diminuer I'agglomération
des nanoparticules par sonication ;

e Une mesure de la localisation des nanoparticules a montré une forte
internalisation des nanoparticules permettant d’augmenter lefficacité de
renforcement de dose ;

e Une mesure de SER a été faite par tests clonogéniques et par MTT par
internalisation de nanoparticules soniquées (Figure 1.4.12). Les nanoparticules
sont moins toxiques, mais le SER est moins élevé que celui obtenu dans le cadre
de la theése de Paul Gimenez. Cependant I'énergie optimale d’irradiation est
confirmée comme étant a 30 keV.
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Figure 1.4.12: Résultats in vitro de radiothérapie synchrotron avec nanoparticules de fer. Les 2 premiéres
concentrations (C1 vert et C2 bleu clair) proviennent d’un lot différent de nanoparticules que les 2 autres concentrations
(C2 bleu foncé et C3 orange). (Reymond 2018)

Dans une seconde partie, une étude de la distribution des nanoparticules a été réalisée
in vivo. Une premiere approche a été I'approche « Cheval de Troie » : des macrophages
sont chargés en nanoparticules qui vont s’infiltrer dans les parties nécrotiques de la
tumeur. Si le chargement des cellules en nanoparticules a été un succes, les macrophages
ne se répartissaient pas comme souhaité. Une autre approche a été d’ouvrir la BHE al'aide
de microbulles activées par ultrasons. Cette méthode a montré que I'ouverture de la BHE
a permis la perméabilisation de BHE aux nanoparticules, mais la technique n’est pas
encore bien maitrisée.

1.5. Problématique de la these

Nous avons vu dans ce chapitre que les tumeurs cérébrales sont difficiles a traiter et
sont le plus souvent malignes. Les tumeurs primitives de haut grade sont un type de
cancer avec un pronostic vital sombre, en particulier le glioblastome, qui est le stade le
plus avancé de tumeurs cérébrales. Le protocole de Stupp, couramment utilisé
aujourd’hui, ne permet d’augmenter la survie que de quelques mois. Il combine chirurgie,
chimiothérapie au témozolomide et radiothérapie. En ce qui concerne les métastases
cérébrales, le bilan est un peu plus positif, mais reste une pathologie difficile a traiter. Le
traitement de référence est la radiothérapie panencéphalique si les métastases sont
nombreuses. Si le nombre de métastases est limité, on lui préferera la radiochirurgie
stéréotaxique ou la radiothérapie stéréotaxique hypofractionnée.

De nombreux traitements expérimentaux sont en cours d’étude. Avec les progres
techniques, la radiothérapie permet de traiter des tumeurs de plus en plus efficacement.
Mais la radiothérapie se heurte a la limite de sensibilité des tissus sains, en particulier
dans le cerveau. Pour optimiser la survie des patients, une stratégie consiste a combiner
les traitements.

Pour cela, on peut chercher a optimiser I'efficacité du rayonnement en augmentant la
sensibilité des cellules tumorales, c’est la radiosensibilisation. Par ailleurs, on peut
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chercher a augmenter la dose physique recue par les cellules tumorales, on parle alors de
renforcement de dose. Ces deux phénomenes nécessitent que I’on apporte un médicament
préférentiellement dans la tumeur. Dans ce contexte, la radiothérapie par rayonnement
synchrotron (SSRT) cherche a optimiser le renforcement de dose par l'utilisation d'un
faisceau monochromatique de forte intensité et dont I’énergie se situe dans le domaine
des interactions photoélectriques principalement.

Les nanoparticules métalliques ont de multiples possibilités d’utilisation et ont la
faculté de combiner des modalités. Leurs utilisations peuvent étre classées dans
différentes spécialités : la vectorisation, le diagnostic et la thérapie. Le renforcement de
dose par photoactivation est une application thérapeutique qui tirerait fortement profit
des nanoparticules. Pour cette application, I'or est le matériau le plus utilisé, mais l'iode,
le hafnium et le gadolinium sont aussi beaucoup étudiés.

Hors renforcement de dose, les IONPs sont les nanoparticules les plus utilisées. Elles
possédent des applications dans tous les champs de recherches biomédicales, en
imagerie, thérapie et vectorisation. Le fer est un élément commun, naturellement présent
dans 'organisme, et serait une piste biocompatible pour la thérapie par photoactivation
qui a montré ses preuves dans le traitement des tumeurs sous-cutanées. Mais a I'heure
actuelle, peu d’études utilisent ces nanoparticules pour cette utilisation.

Un essai préclinique et de nombreux essais préliminaires réalisés in vitro avec des
cellules de glioblastome de rat F98 ont montré que cet élément est intéressant pour la
radiothérapie par renforcement de dose. Les études in vitro a 'ESRF ont montré un
accroissement de la sensibilité cellulaire des cellules F98 en présence de nanoparticules
d’'oxyde de fer, et que cet accroissement est dépendant de I’énergie d’irradiation,
montrant le lien avec I'effet photoélectrique attendu.

Les travaux de cette these portent sur I'évaluation de I'efficacité thérapeutique de la
SSRT avec renforcement de dose par nanoparticules d’oxyde de fer Fe30a4. Les études
précliniques ont été conduites sur un modele de glioblastome (F98) implanté en
intracérébral chez le rat. La suite du manuscrit est structurée en trois chapitres.

Dans le Chapitre 2, nous allons aborder une étude sur I’évolution de la distribution des
nanoparticules d’oxyde de fer sur un groupe d’animaux afin d’optimiser le temps
d’incubation des nanoparticules avant radiothérapie.

Une étude de suivi temporel des nanoparticules d’oxyde de fer par imagerie a haute
résolution a été faite. Des animaux ayant re¢u des nanoparticules d’oxyde de fer en
intraveineuse et en CED ont été suivis pendant 2 jours et des images a haute résolution
ont été faites pour évaluer l'influence du temps sur la distribution des nanoparticules de
fer dans le cerveau. Ces images ont permis de déterminer quel temps de diffusion serait
nécessaire pour optimiser le recouvrement de la tumeur par les nanoparticules.

La concentration des nanoparticules a ensuite été comparée avec des analyses
histologiques en post mortem pour valider les résultats.

Dans le Chapitre 3, nous allons voir I'impact du renforcement de dose dans le
traitement du glioblastome.
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La planification de traitement est une étape commune a tout traitement de
radiothérapie. Réalisée a l'aide d'un logiciel de planification de traitement ou TPS
(treatment planning system), elle permet d’anticiper 'efficacité d’un traitement. Elle se
déroule en 5 étapes::

e L’acquisition par tomographies des images, avant et apres traitement (Figure
1.5.1);

e La segmentation des différents constituants du cerveau sur des images de
radiothérapie synchrotron en biénergie.

e L'’utilisation de 2 énergies de part et d’autre du K-edge de l'iode permet de
différentier la distribution de I'iode caractérisant I'étendue de la tumeur, des
nanoparticules de fer ;

e Un modele virtuel de chaque animal et des faisceaux d’irradiation sont créés ;

e Ce modele est utilisé comme base a un calcul de dose de Monte-Carlo pour
déterminer une carte de dose et de cartographier l'irradiation des rats ;

e La dose absorbée par les différents organes est évaluée et analysée pour
déterminer l'efficacité du traitement.
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Figure 1.5.1 : Protocole de traitement pour la radiothérapie synchrotron avec renforcement de dose avec le fer. 9 jours
avant le traitement, 5000 cellules tumorales sont implantées stéréotaxiquement dans le cerveau des rats. 24h avant
l'irradiation, les rats regoivent les nanoparticules soit en injection locale avec la méthode de distribution améliorée par
convection, soit par injection intraveine via la veine caudale. Puis une tomographie de positionnement est faite, suivie du
traitement radiothérapeutique. Enfin une injection d’iode est faite apreés le traitement pour localiser la tumeur grdce a
l’effet EPR et la méthode de tomographie a 2 énergies.

Dans le Chapitre 4, nous allons détailler les protocoles de traitement et les résultats de
I'efficacité du traitement. Le protocole cherche a évaluer I'efficacité de la combinaison de
radiothérapie et de nanoparticules. Il est résumé dans la Figure 1.5.1. Différents groupes
de rats ont recu des traitements et ont été comparés entre eux. Deux modes d’injection
ont été évalués. Une injection par intraveineuse dans la veine caudale a été testée ainsi
qu’une injection intratumorale par convection dit convection enhanced delivery (CED).
Pour ces deux modalités, différentes concentrations de nanoparticules ont été testées.
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Pour la radiothérapie, I'irradiation a été testée a différentes énergies. Deux groupes ont
recu des conditions d’irradiation particuliéres : un groupe a été suivi en tomothérapie, et
un groupe a recgu un traitement polychromatique en conditions FLASH, c’est-a-dire avec
un débit de dose élevé. La survie de ces différents groupes a été suivie et une analyse post-
mortem a été faite pour évaluer la quantité de nanoparticules de fer restantes.
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2.1. Introduction

La radiothérapie par renforcement de dose utilisant les nanoparticules nécessite que
celles-ci soient concentrées en quantité suffisante dans la tumeur tout en restant a des
niveaux négligeables dans les tissus sains irradiés. Une bonne connaissance de I'évolution
de la biodistribution des nanoparticules est nécessaire pour optimiser la couverture
tumorale et minimiser la dose dans les tissus sains. La biodistribution cérébrale des
nanoparticules sera étudiée dans le temps chez le rat porteur d'un glioblastome apres
'injection des nanoparticules d’oxyde de fer selon deux voies d’administration, la voie
systémique et la voie intracérébrale.
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Dans un premier temps nous présentons notre modele d’étude du glioblastome, puis
les modes d’administration. Enfin nous présenterons les expériences mises en place dans
'objectif d’étudier la distribution.

2.1.1. Modéle animal

La recherche en oncologie fait appel a 'expérimentation animale. Il existe différents
modeles animaux, les rats et les souris étant les plus utilisés grace a leur rythme de
reproduction rapide et 'entretien simple et peu coliteux en comparaison avec d’autres
animaux. Le rat est une espéce pertinente dans I’étude des tumeurs cérébrales. En effet, il
al’avantage d’avoir une plus grande taille de cerveau comparé a la souris, permettant une
implantation plus précise de la tumeur. Aussi, la plus grande taille de cerveau permet
d’obtenir des tumeurs de plus grande taille, ce qui permet également une localisation in
vivo de la tumeur plus aisée avec les techniques d’imagerie. (R. F. Barth and Kaur 2009).

D’apres Barth et Kaur, il existe 8 facteurs importants pour qu’'une lignée de cellules
tumorales soit un bon modeéle pour I'étude du gliome et I'extrapolation des résultats chez
I’homme (R. F. Barth and Kaur 2009) :

1. Les cellules tumorales doivent étre dérivées de cellules gliales ;
2. Elles doivent pouvoir étre mises en culture in vitro et étre implantées in vivo ;
3. Lacroissance tumorale doit étre prévisible et reproductible ;
4. Latumeur doit avoir les caractéristiques du gliome (neoangiogenese, altération
de la BHE, une croissance invasive, et absence d’encapsulation) ;
5. Le temps de survie apres implantation doit étre suffisant pour permettre de
réaliser le traitement et de déterminer 'efficacité ;
6. La tumeur doit étre faiblement immunogéne pour les évaluations d’efficacité
thérapeutique et de survie ;
La tumeur ne doit pas grandir dans I’espace épidural ou en dehors du cerveau ;
8. La réponse tumorale aux traitements conventionnels doit étre comparable a
celle observée chez '’homme.

~

Les différents modeles de tumeurs peuvent étre des xénogreffes, lorsque la tumeur
provient d’un individu génétiquement différent ou d'une espece différente (en général
une souche humaine). Ce type de tumeur est trés immunogene et il faut donc travailler
sur des individus immunodéprimés. C’est le cas de nombreux modeles développés chez la
souris. (Simeonova and Huillard 2014).

Les tumeurs de rats ont été obtenues par induction avec des agents mutagenes. Les
tumeurs du systeme nerveux central ont pu, depuis les années 1970, étre induites de
maniere reproductible par l'injection répétée de N-nitroso-N-méthylurée (MNU) ou N-
éthyl-N-nitrosourée (ENU) en intraveineuse chez la rate gestante. (R. F. Barth and Kaur
2009; Simeonova and Huillard 2014). Certaines de ces souches tumorales ont pu étre
caractérisées et ont été utilisées pour faire des greffes syngéniques sur les lignées de rats
hotes de ces tumeurs. Une tumeur est dite syngénique lorsque les cellules tumorales sont
suffisamment proches génétiquement de 1'hdte pour ne pas créer de réaction
immunitaire. (R. F. Barth and Kaur 2009).

Ainsi plusieurs modeles de gliome existent chez le rat. Le modeéle le plus utilisé
expérimentalement est le gliosarcome 9L, qui a été produit par injection de 5 mg/kg de
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MNU pendant 26 semaines chez des rats Fischer-344. (Benda et al. 1968). Un des
principaux problémes de cette souche est qu’elle est fortement immunogéne. La lignée C6
est aussi beaucoup utilisée, mais provenant d’'un rat Wistar sauvage, elle n’est pas

syngénique a une lignée de rat de laboratoire et donc, fortement immunogene. (Benda et
al. 1968).

Le gliome F98 a été créé en 1972 par Weschler et al. (Swenberg et al. 1972) et simule
le comportement du glioblastome humain : c’est une tumeur a croissance tres invasive et
qui est faiblement immunogéne (Barth and Kaur 2009). Ces caractéristiques impliquent
qu’il est difficile d’obtenir des augmentations de survie significatives si la totalité des
cellules tumorales ne sont pas éradiquées. L'injection d’'une centaine de cellules suffit a
provoquer la mort de 100% des individus. (R. F. Barth and Kaur 2009). De plus, ce modéle
tumoral est résistant a la chimiothérapie systémique et répond faiblement a I'irradiation
par les photons (R. F. Barth and Kaur 2009). Il a donc les caractéristiques les plus proches
du glioblastome humain. D’ou I'intérét d’utiliser ce modele pour chercher des traitements
innovants qui permettraient de réussir la ou les traitements traditionnels ont échoué.

La tumeur F98 est le modeéle que nous allons utiliser dans cette these. De nombreux
travaux de recherche ont été réalisés sur cette lignée au sein du laboratoire. Ce modéle a
notamment été utilisé pour étudier la radiothérapie stéréotaxique par rayonnement
synchrotron (SSRT) a I'Etablissement Européen de Rayonnement Synchrotron (ESRF) (J.-
F. Adam et al. 2003; Julia Rousseau et al. 2010; Taupin et al. 2015) et également pour les
essais de photoactivation de nanoparticules de fer (Reymond 2018; Gimenez 2015b).

2.1.2. Administration des nanoparticules

Le choix du mode d’injection joue un role majeur dans la distribution des
nanoparticules. Cette problématique est donc centrale pour la radiothérapie par
renforcement de nanoparticules. (Besse 2011; J. F. Adam et al. 2005; Boateng and Ngwa
2019). Afin d’optimiser le traitement, il faut chercher le meilleur moyen pour acheminer
les nanoparticules a la tumeur. Nous allons nous concentrer sur deux modes
d’administration : 'administration systémique par voie intraveineuse, et I'administration
locale par convection ou CED (Convection-Enhanced Delivery).

L’injection par voie intraveineuse (IV) est une méthode classique d’administration de
médicaments. De plus, grace a I'effet EPR (voir section 1.1.1.3), on peut espérer obtenir
une concentration de nanoparticules dans la tumeur supérieure a celle observée dans les
tissus sains environnants.

Cependant, I'un des inconvénients de la voie IV est la faible pénétration des
nanoparticules dans les tumeurs cérébrales. Une méta-analyse de Wilhelm et al. a montré
que la rétention tumorale médiane de nanoparticules était de 0,7 % de la dose injectée
par voie IV, mais avec beaucoup de variabilité en fonction des études. (Wilhelm et al.
2016). Selon eux, la rétention tumorale est dépendante de plusieurs facteurs, notamment
la taille hydrodynamique de la nanoparticule (les nanoparticules de taille inférieure a
100 nm sont mieux accumulées), du ciblage (actif ou passif), de la composition de la
nanoparticule (les nanoparticules inorganiques sont mieux accumulées) et du type
tumoral. En revanche, ils soulignent que le potentiel zéta et la forme de la nanoparticule
n’ont pas d’influence significative sur la rétention tumorale. Il faut noter que les études
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répertoriées dans cet article ont été réalisées en majorité sur des souris. (Wilhelm et al.
2016).

Dans les études réalisées avec des nanoparticules d’oxyde de fer, 'accumulation des
nanoparticules, observée dans divers modeles tumoraux, est du méme ordre de grandeur
qu’indiqué dans I'étude précédente. Seo et al. observent 0,60 % de rétention tumorale
pour une tumeur cérébrale de rat et Choi et al. observent 0,40% ou 0,55% en fonction de
la dose injectée (300 mg/kg de poids corporel (p.c.) ou 100 mg/kg p.c.) dans une tumeur
sous-cutanée de souris. (S.-]. Seo et al. 2013; G.-H. Choi et al. 2012). Dans ces études, la
rétention tumorale bien que faible a permis d’observer une diminution du volume
tumoral de 65% a 79% dans le cadre d’une protonthérapie.

La CED est une technique d’injection locale et qui a été mise en place pour permettre
I'administration de macromolécules dans le cerveau (Hunt Bobo et al. 1994). Cette
technique consiste en une injection locale avec un débit faible et controlé. Le débit de la
CED est en général compris entre 0,5 et 6,0 pL/min. (Morrison et al. 1994). Le fluide
injecté exerce une pression sur le liquide interstitiel et va déplacer les molécules ou
nanoparticules avec le fluide. Ce phénomeéne s’appelle «la convection » et permet
d’augmenter le volume de distribution par rapport a la diffusion.

L’intérét de l'injection locale pour les tumeurs cérébrales est de contourner la BHE,
permettant ainsi de cibler plus efficacement la tumeur, d’augmenter la concentration de
'agent thérapeutique et de diminuer la toxicité systémique (M. Shi and Sanche 2019). Cela
permet d’obtenir un plus grand volume de distribution qu’'une injection systémique, qui
est dépendante de la diffusion des molécules (Allard, Passirani, and Benoit 2009).

Dans I'équipe STROBE, au sein de laquelle cette these a été effectuée, divers agents
thérapeutiques ont été injectés par CED dans de nombreuses expériences, notamment
pour 'administration de cisplatine ou carboplatine (Hélene Elleaume et al. 2020; Biston
et al. 2004; Bobyk et al. 2012; W. Yang et al. 2011; Rolf F. Barth et al. 2011; ] Rousseau et
al. 2007; Julia Rousseau et al. 2010). Des nanoparticules d’or ont aussi été administrées
avec succes par CED dans un protocole de renforcement de dose (Bobyk et al. 2013). Dans
cette étude 5 pL de nanoparticules d’or a la concentration de 25 ou 50 mg/mL, ont été
injectés par CED dans une tumeur cérébrale F98 chez le rat, ce qui a permis d’augmenter
de maniere significative la survie des rats ayant recu les nanoparticules et la radiothérapie
par rapport a la radiothérapie seule.

La CED a par ailleurs déja été utilisée pour administrer des nanoparticules d’oxyde de
fer dans les tumeurs cérébrales. Par exemple, dans une expérience de Jordan et al. (Jordan
et al. 2006), des nanoparticules d’oxyde de fer ont été administrées par CED pour un
traitement de thermothérapie. Deux types de nanoparticules ont été testées, les
premieres sont des nanoparticules de 3 nm recouvertes de carboxydextrane, les secondes
étant des nanoparticules de 15 nm recouvertes d’aminosilane. Les nanoparticules
recouvertes de carboxydextrane se sont largement diffusées dans les tissus sains
environnants, diminuant la concentration dans la région tumorale. Les nanoparticules
recouvertes d’aminosilane ont été congues pour interagir préférentiellement avec les
cellules tumorales. Ces nanoparticules sont restées fortement concentrées dans la
tumeur, méme apres la mort de I'animal, plus de 40 jours apres le traitement.
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2.1.3. Objectif

Dans ce chapitre, nous allons étudier la biodistribution des nanoparticules d’oxyde de
fer dans le cerveau de rat porteur de glioblastomes, afin de comparer les deux modes
d’administration décrits précédemment: les injections IV et CED. Les avantages et
inconvénients des deux modes d’injections sont résumés dans le Tableau 2.1.1. Cette
biodistribution sera suivie au cours du temps par deux techniques d’imagerie in vivo, la
tomographie quantitative par rayonnement synchrotron (TQRS) et l'imagerie par
résonance magnétique (IRM).

Avantages Avantages
- Profite de I'effet EPR pour une - Possibilité d’administrer une grande
accumulation préférentielle dans la quantité de nanoparticules
tumeur - Non limitée par la BHE
- Facile a mettre en place
Inconvénients Inconvénients
- Limitée par la BHE - Distribution indépendante du volume
- Accumulation tumorale inférieure a 1% tumoral
de la dose injectée - Méthode invasive

Tableau 2.1.1 : Comparaison des modes d’administration, injection intraveineuse et Convection Enhanced Delivery.

L’IRM est connue pour 'excellent contraste obtenu dans les tissus mous tel que le
cerveau. De plus, les nanoparticules d’'oxyde de fer étant superparamagnétiques, elles
peuvent étre utilisées comme agent de contraste IRM. Cette technique est tres sensible et
permet d’étudier la distribution des nanoparticules méme a faible concentration, mais elle
n’est pas quantitative.

La TQRS présente deux avantages: elle permet d'une part de quantifier les
concentrations des nanoparticules métalliques et d’autre part d’observer ces volumes
avec une résolution élevée.

Apres imagerie, les animaux sont sacrifiés et analysés par des techniques histologiques
et par la technique de spectrométrie d’émission optique de plasma induit par laser (LIBS).
L’observation histologique est la référence pour I'observation des tumeurs cérébrales
dans les modeles précliniques et le LIBS est une technique qui permet de mesurer les
concentrations tissulaires de nanoparticules avec une grande sensibilité.

Dans la partie suivante, nous allons détailler le modeéle d’étude préclinique utilisé ainsi
que les techniques d’exploration mises en ceuvre.
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2.2. Matériel et méthodes

2.2.1. Modele préclinique de gliome de rat

Le modeéle préclinique choisi est le modele de glioblastome F98 qui est tres utilisé pour
évaluer l'efficacité de traitements des tumeurs cérébrales. Dans ce modele, des cellules
tumorales (1000 cellules) sont injectées dans le noyau caudé droit du cerveau des rats et
un glioblastome va se développer et tuer son hote au bout d’environ 25 jours.

2.2.1.1. Préparation des cellules tumorales F98

Les cellules F98 sont cultivées dans du DMEM Glutamax Pyruvate+ avec ajout de 10%
de Sérum de veau fcetal (SVF) et 5% de Pénicilline/Streptomycine (PS). Elles sont
conservées dans un incubateur qui maintient 'atmospheére a 37°C, 5% de CO2 et un degré
d’humidité compris entre 80 et 85%.

Les cellules sont préparées pour I'implantation selon le protocole suivant :

¢ Ringage au PBS

e Trypsination des cellules pendant 5 minutes a 37°C

¢ Ajout du milieu de culture a la solution de cellules en suspension

e Un échantillon de 20uL est prélevé pour le comptage des cellules a 'aide d'un

hématimetre de Neubauer

Centrifugation des cellules a 1500 rpm

e Elimination du surnageant et reprise du culot avec du DMEM sans SVF et sans PS,
pour obtenir une concentration de 2.10° cellules/mL.

Ce lot de cellules est conservé pendant 1h maximum pour I'implantation. Un nouveau
lot est préparé a chaque heure de la procédure d'implantation.

2.2.1.2. Implantation des cellules F98

Pour cette étude, des rats Fischer-344 males de 9 semaines ont été utilisés (Charles
River Laboratoires France, Saint-Germain-Nuelles, France). Les rats sont endormis dans
une cuve a isofluorane a 1%, puis sont anesthésiés par une injection péritonéale d’'un
mélange de kétamine/xylazine (64,5/5,4 mg/kg). Le crane des animaux est alors rasé et
les rats sont placés dans un cadre stéréotaxique (Figure 2.2.1). Le crane est désinfecté et
une incision de la peau du crane de 1 a 2 cm est réalisée sur le plan médian du crane. Une
craniotomie est ensuite réalisée a 3,5 mm a droite du bregma (Figure 2.2.2). Une seringue
Hamilton de Gauge 32 (0,108 mm de diametre interne et 0,235 mm de diametre externe)
est montée sur le cadre stéréotaxique. L'aiguille est descendue a 6 mm de profondeur puis
remontée de 0,5 mm pour créer une petite cavité. 2,5 puL de la préparation de cellules
tumorales (soit 5000 cellules) sont déposés a I'aide d’'un pousse-seringue KDS 310 Plus,
avec un débit de 0,5 pL/min. Apres I'implantation, le trou dans I’os du crane est rebouché
avec de la cire a os et la plaie refermée par suture. Une solution de lidocaine (0,1 mL) est
injectée localement pour apaiser la douleur de I'animal. Le rat est ensuite placé dans une
couveuse jusqu’a son réveil.
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Figure 2.2.1 : Cadre stéréotaxique Kopf utilisé pour l'implantation tumorale ainsi que pour l'injection en CED des
nanoparticules.

Interaural 9.48 mm Bregma 0.48 mm

Figare 16

Figure 2.2.2 : A gauche : Position de 'implantation de la tumeur sur le crdne d’un rat. A l'aide d’un cadre stéréotaxique,
une seringue est positionnée a 3,5 mm a droite du Bregma (position ot les os du crdne se rejoignent dans la partie
supérieure du crdne). A droite, schéma d’un cerveau de rat en coupe transversale. L’aiguille est représentée ici a 3,5 mm a
droite du bregma, et a 5 mm de profondeur (ce qui correspond a 5,5 mm par rapport au-dessus de 'os du crdne).

La survie des rats dépend du nombre de cellules F98 injectées (Figure 2.2.3). Ainsi pour
5000 cellules, les rats survivent en moyenne 21 jours. Le traitement a eu lieu 9 jours apres

injection, lorsque la tumeur a un volume de l'ordre de 30 mm3, qui correspond a un
diametre d’environ 3 mm.
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Figure 2.2.3 : Evolution de la survie en fonction du nombre de cellules F98 injectées. Pour une injection de 5000 cellules,
on s’attend a une survie moyenne de 21 jours.

2.2.2. Préparation et injection des nanoparticules d’oxyde de fer

Les nanoparticules de Fe304 ont été injectées soit par CED (injection directement dans
la tumeur) soit par voie intraveineuse. Dans cette section nous allons d’abord expliquer
le protocole de synthese des nanoparticules puis les différents modes d’injection.

2.2.2.1. Synthese et préparation des nanoparticules d’oxyde de fer

Les nanoparticules d’oxyde de fer (FeONP) ont été synthétisées par I'équipe de Jong-Ki
Kim du département d’ingénierie biomédicale de I'Université Catholique de Daegu en
Corée du Sud. Ce sont des nanoparticules d’oxyde de fer Fe304 (magnétite). Elles
mesurent individuellement environ 15 nm de diameétre et possédent un revétement en
alginate (Choi et al. 2012). Elles ont été utilisées dans plusieurs études, in vitro, mais
surtout in vivo (Kim et al. 2010, Choi et al. 2012, Seo et al. 2013, Jeon et al. 2016).

2.2.2.1.1. Synthése des nanoparticules d’oxyde de fer

Le protocole de synthese, explicité dans les publications de I’équipe collaboratrice, est
le suivant : 1,72 g de FeCl2:4H20 et 4,70 g de FeCl3-:6H20 (8,65 mmol Fe2* /17,30 mmol
Fe3+) sont dissous dans 80 mL d’eau distillée. Un précipité magnétique noir est obtenu en
chauffant la solution a 80°C sous atmosphere d’argon, tout en augmentant le pH a 10 par
ajout d’hydroxyde d’ammonium a 30% dans I'eau et en soumettant le tout a des ultrasons
pendant une heure (20 kHz, 140 W). L’alginate utilisé pour enrober la surface des
nanoparticules est ajouté dans un second temps : 2 g des nanoparticules précédemment
obtenues sont dilués dans une solution contenant 60 mL d’eau salée et 25 mL d’acide
alginique puis la solution est chauffée a 80°C. La solution est agitée de maniére continue
grace a un barreau magnétique puis soniquée a 50 W pendant 30 minutes sous
atmosphere d’azote. Les FeONP sont ensuite purifiées par lavage avec de I’eau salée alors
qu’elles sont attirées par un aimant intense en néodyme (intensité du champ magnétique
Br=1,1T).
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Les nanoparticules d’oxyde de fer sont concentrées a 25 mg Fe304/mL dans la solution
finale. Cette concentration correspond a 18,09 mg Fe/mL.

2.2.2.1.2. Concentration par évaporation sous flux d’azote

Pour augmenter la concentration de nanoparticules, la solution de FeONP a été
évaporée sous flux d’azote pendant 3 jours, jusqu’a atteindre la concentration désirée de
75 mg/mL de Fe304. L’évaporation sous flux d’azote consiste a envoyer un flux d’azote
directement au-dessus du tube ouvert contenant la solution de nanoparticules : cela
permet d’accélérer I'évaporation de I'eau dans le tube, et donc d’augmenter ainsi la
concentration des nanoparticules. Cette opération a été réalisée par un collaborateur,
Jean Luc Ravanat (équipe Symmes, CEA, Grenoble).

2.2.2.1.3. Sonication des nanoparticules

Préalablement a l'injection, les nanoparticules doivent étre soniquées, car elles ont
tendance a s’agréger entre elles (Reymond 2018). La sonication consiste en l'utilisation
d’'ultrasons afin d’agiter la composition d’'une solution. Elle est ici utilisée afin de
perturber l'agrégation des nanoparticules et d’obtenir des nanoparticules de taille plus
homogeéne.

Pour réaliser la sonication, on utilise une station VCX 750 (Sonics & Materials, Inc.)
remplie d’eau circulant dans un circuit a 4°C. Un tube Falcon de 15 mL contenant 2 mL de
solution mere de FEONP est fixé de maniere a maintenir le culot du tube au plus profond
de la cupule de sonication sans la toucher. La sonication de la solution a été réalisée
pendant 15 min a 600 W et a une fréquence de 20 kHz. Le refroidissement des
nanoparticules pendant ce traitement est crucial, car la sonication mene a la production
de chaleur, qui elle-méme peut favoriser 'agrégation des nanoparticules en détruisant le
revétement de surface des nanoparticules.

2.2.2.2. Injection des nanoparticules d’oxyde de fer

Dans cette partie, les 2 méthodes d’administration étudiées, IV et CED, sont décrites.
Dans la suite de ce chapitre, les volumes d’injection pour chacune des méthodes seront
toujours les mémes, seule la concentration en nanoparticules sera modifiée. Dans chaque
cas, la concentration en équivalent fer sera précisée (en mg Fe/mL). Le protocole
d’anesthésie sera également identique.

2.2.2.2.1. Voieintraveineuse

Apres anesthésie, un cathéter de Gauge 24 est posé dans la veine caudale du rat,
permettant I'injection de la solution de nanoparticules suivie d’'un bolus de solution saline
qui assure une bonne diffusion de la solution de nanoparticules dans la circulation
sanguine. 1 mL de solution de nanoparticule d’'oxyde de fer a la concentration de 54 mg
Fe/mL a été injecté, suivi d’'un bolus de 0,5 mL de solution saline.
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2.2.2.2.2. Distribution améliorée par convection

Pour l'injection des nanoparticules par CED, le protocole est similaire a celui de
I'implantation des cellules (Section 2.2.1.2). 20 pL de la solution de nanoparticules
d’oxyde de fer sont déposés al'aide d’'une pompe, avec un débitde 1 pL,/min (Figure 2.2.4).

Puisque le milieu interstitiel représente seulement 20% du volume cérébral (Sykova
and Nicholson 2008; Bobyk et al. 2013), on estime que la solution injectée occupera un
volume de distribution 5 fois supérieur au volume injecté, soit environ 80 pL. Par ailleurs,
la 1ésion causée par I'aiguille lors de I'implantation tumorale crée un chemin de moindre
résistance qui peut provoquer un reflux des nanoparticules lors des injections
intratumorales par CED. (Hunt Bobo et al. 1994; Krauze et al. 2005)

_ Reflux pour 1 microL/min
Aiguille 32 G

v ) Volume de 20 microlL
injecté i.e 80 microL
distribué

i Volume tumoral 12j
avant décés au moment
traitement

Environ 3 mm diamétre

Interaural 9.48 mm Bregma 0.48 mm
. ) N . .

I L 1 L L 1 I Lo ¥, . s

Figure 16

Figure 2.2.4 : Cartographie d’injection CED utilisée pour placer les nanoparticules de fer dans la tumeur. Le volume
interstitiel dans lequel diffusent les nanoparticules occupe 25% du volume cérébral. Le volume de distribution sera alors
d’environ 80 pL. La lésion causée par I'implantation crée un chemin de moindre résistance qui peut provoquer un reflux.

2.2.3. Suivi temporel des nanoparticules d’oxyde de fer apres injection IV ou
CED

Plusieurs expériences ont été réalisées pour évaluer la biodistribution des
nanoparticules de fer in vivo. Chacune d’entre elles utilisant un mode de suivi différent
des nanoparticules : 'imagerie par résonance magnétique (Section 2.3) d'une part, et la
tomographie quantitative par rayonnement synchrotron (Section 2.4) d’autre part.
Ensuite, apres le sacrifice des animaux, les cerveaux ont été analysés en coupes
histologiques avec coloration a 1'hématoxyline-éosine et au bleu de Prusse, et par
spectrométrie d’émission optique de plasma induit par laser (Section 2.5).
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2.3.Imagerie par résonance magnétique

L’imagerie par résonance magnétique (IRM) est une technique d’imagerie non invasive
et non destructive qui permet de mettre en évidence des structures non visibles par
I'imagerie des rayons X, notamment les tumeurs cérébrales qui peuvent étre visibles sans
agent de contraste.

Le principe de I'IRM est basé sur la résonance magnétique nucléaire. Cette technique
mesure 'aimantation des atomes d’hydrogene de I’eau qui va changer selon son degré de
liaison. En effet, les molécules complexes (comme les protéines ou les lipides) vont
modifier le champ magnétique local et modifier la réponse des atomes d’hydrogéne.

Pour mesurer I'aimantation des atomes, on applique un champ magnétique B_O) sur
I’échantillon biologique. Tous les atomes qui composent I’échantillon vont alors s’orienter
au niveau macroscopique dans la direction de ce champ magnétique. En réalité
I'aimantation des atomes n’est pas strictement alignée avec BT, mais oscille autour de BT,
avec une fréquence de rotation spécifique de I'atome considéré et proportionnel a

'intensité de BT,, la fréquence de Larmor :

)4
= B X — 2.1
f=Box——

Avec f(MHz) la fréquence de Larmor, B, (T) l'intensité du champ magnétique et
v/2m = 42,576 MHz /T , le rapport gyromagnétique réduit de I'hydrogene.

Pour mesurer 'aimantation des atomes d’hydrogene de I’échantillon, on applique une
impulsion radiofréquence a la fréquence de Larmor f de I'hydrogene. Les atomes entrent
alors en résonance avec I'onde électromagnétique et un champ magnétique effectif B,
apparais, transversalement au champ B_(;. Cela permet de créer une composante
transversale de l'aimantation des atomes, qui est mesurables lors de son retour a
I’équilibre.

La relaxation de l'aimantation n’est pas instantanée et il existe deux constantes
définissant cette relaxation. Le temps de relaxation longitudinal, ou T1, représente le
temps que I'aimantation met pour revenir dans I'orientation du champ B_(;. Le temps de
relaxation transversal, ou T2, représente le temps que met 'aimantation pour se déphaser
totalement (Figure 2.3.1).
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Figure 2.3.1: Décomposition de I'aimantation M créée par le champ B—(; suite a l'application d’'une impulsion
radiofréquence créant un champ E) perpendiculaire au champ E; (a gauche). Décroissance exponentielle de I'aimantation
transverse M,,, en fonction du temps apres I'impulsion radiofréquence. (D’aprés Taupin 2013).

Les parametres T1 et T2 peuvent étre obtenus a partir d’'une séquence dite « d’écho de
spin ». Dans ce type de séquence, une premiere impulsion d’excitation radiofréquence est
émise pour faire tourner 'aimantation des atomes selon I'axe transversal puis, apres une
période de déphasage, une seconde impulsion d’inversion permet de remettre en phase
les aimantations individuelles. Le temps total jusqu’a la mesure est appelé temps d’écho
(TE). Un temps de répétition (TR) permet de laisser I'aimantation longitudinale se

reconstruire selon Bj.

La modulation de TE et TR permet de pondérer le signal mesuré en fonction des
constantes T1 et T2 des différents matériaux. En effet, lorsque TR est court, les tissus
ayant un T1 plus élevé auront une aimantation longitudinale plus faible lors de
I'impulsion d’excitation, ce qui va se traduire par une intensité de signal plus faible. Pour
mesurer T1, on utilisera donc un TE court pour annuler la pondération en T2. Si on utilise
un TE plus long, le signal provenant des tissus ayant un T2 plus faible va s’atténuer plus
vite. On utilisera alors un TR court pour laisser l'aimantation longitudinale se
reconstruire. L’intensité du signal obtenu dépendra des tissus dans lesquels la mesure est
appliquée.

Les images obtenues de cette maniere montrent les tissus avec des intensités
différentes selon leur nature. L'IRM pondérée en T1 met en hypersignal les tissus ayant
plus de graisse ou de protéines. L'IRM pondérée en T2 met en hypersignal I'eau
extracellulaire, comme dans les cedémes et les tissus tumoraux.

Il existe des facteurs qui peuvent venir perturber I'aimantation transversale: les
inhomogénéités de champ, ou les perturbations du signal par des molécules magnétiques
dans les tissus. En pratique, il existe donc un temps de relaxation transversal plus court
que le temps T2. Ce T2 effectif est appelé T2*. Lors d’'une séquence écho de spin, les
inhomogénéités sont annulées par 'impulsion d’inversion et on mesure le T2 réel. Mais il
est parfois intéressant de mesurer le T2* pour voir les perturbations dues a des matériaux
ferreux, comme I'hémosidérine. Ce signal peut étre déterminé par une séquence d’écho
de gradient, qui n’a pas d'impulsion d’inversion.
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Finalement, afin d’obtenir une image, on applique un gradient de champ magnétique
dans les 3 directions de I'espace, ce qui va permettre de discrétiser le volume a imager.
Chaque pixel ayant un champ magnétique local différent, on peut déterminer la valeur des
parametres T1, T2 et T2* dans un volume en 3 dimensions.

2.3.1. Imagerie IRM pour I'étude de la distribution des nanoparticules d’oxyde
de fer

La distribution des nanoparticules dans les cerveaux de rats porteurs de tumeurs F98
a été étudiée par IRM apres injection par voie veineuse ou par injection directe
intracérébrale. Pour chaque voie d’injection, 3 rats ont été inclus dans I'étude.

Pour le groupe ayant regu les nanoparticules en injection IV, nous allons dans un
premier temps vérifier que les nanoparticules sont bien détectables dans le cerveau en
IRM. Ensuite, nous chercherons a observer une accumulation préférentielle dans la
tumeur au cours du temps, par une co-localisation de la tumeur mesurée en T2 et des
nanoparticules mesurées en T2*.

Pour le groupe ayant recu les nanoparticules en CED, nous chercherons a déterminer
I'évolution temporelle du volume de distribution initial. Les résultats in vitro indiquent
que les cellules F98 internalisent les nanoparticules de fer. Notre hypothése est que les
nanoparticules diffuseront dans les tissus normaux et se concentreront dans la tumeur.
Une mesure du volume de la région d’'intérét correspondant a I’hyposignal des
nanoparticules a été effectuée.

Six rats porteurs d’'un gliome F98 ont recu, 9 jours apres I'implantation des cellules
tumorales, une injection d’'une solution de nanoparticules d’'oxyde de fer. 3 rats ont recu
une injection intraveineuse de nanoparticules d’oxyde de fer (1 mL a 54 mg/mL) et 3 rats
ont recu une injection de nanoparticules de fer par CED (20 pL a 32 mg/mL). La téte des
animaux a ensuite été imagée par IRM selon les pondérations en T1, T2, et T2*.
L’expérience s’est déroulée sur la plateforme IRMaGe au Grenoble Institut des
Neurosciences. Les parametres d’acquisition sont résumés dans le Tableau 2.3.1.

Nom de la séquence RARE T1 TurboRare T2 MGE T2*
Champs magnétiques 4,7 4,7 4,7
(T)

Nombre de coupes 21 21 7x6

Dimension d’'une coupe 128x 128 256 x 256 256 x 256
(pixels2)
Taille de champs 30x 30 30x30 30x 30
(mm2)

Tableau 2.3.1 : Parameétres d’acquisition IRM

Les animaux ont été imagés juste apres injection (5 a 10 minutes apres injection), puis
2h et 24h apres, comme représentés dans la Figure 2.3.2. L’objectif de I'expérience est de
suivre de maniere qualitative la présence de nanoparticules dans le cerveau en fonction
du temps sur une période de 24h. Les nanoparticules d’oxyde de fer créent un hyposignal
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en IRM, ce qui permet leur observation. L'IRM en pondération T2* est la séquence
permettant d’avoir le meilleur contraste pour les nanoparticules dans le cerveau. Lorsque
la concentration de nanoparticules est trop élevée, on peut observer un effet de
« blooming » qui peut masquer le signal. (Korchinski et al. 2015b).

Groupe 1 ——

(IV, Cre =54 mg/mL, n=3) n=2) (n=1)

Groupe 2 —- (n=3)
(CED, Ce =32 mg/mL, n=3) . : 5
l ‘ I by .. .
' ‘ — Temps aprés injection (h)
o 2 24

Figure 2.3.2 : Diagramme représentant les temps d’acquisition des images en IRM selon chaque groupe a partir du
temps d’injection.

Les images en pondération T2 permettent aussi de localiser la tumeur, car celle-ci crée
un hypersignal par rapport au cerveau sain. On espere ainsi mesurer et comparer les
volumes de distribution des nanoparticules d’oxyde de fer et les volumes tumoraux.

2.3.2. Résultats des analyses qualitatives par imagerie de résonance
magnétique

2.3.2.1. Groupe 1 : injection intraveineuse
Pour chaque rat, la 1ésion causée par le passage de I'aiguille d’injection est visible dans
les images IRM et un fort signal induit par les nanoparticules de fer est observé. Deux des
animaux du groupe IV n’ont pas pu étre imagés jusqu’a 24h.

Les coupes centrales en pondération T2 et T2* du rat imagé jusqu’a 24h (voir Section
2.3.1) sont représentées dans la Figure 2.3.3. La tumeur est visible en pondération T2
alors que les nanoparticules sont davantage visibles en pondération T2*. On observe dans
les images T2 et T2* la lésion laissée par le passage de I'aiguille de la seringue utilisée
pour I'implantation de la tumeur.

Avant injection

T2 wi
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Figure 2.3.3 : Acquisitions IRM pondérées en T2 (T2 wi) et en T2* (T2* wi) avant et apreés injection de 1 mL de FeONP a
la concentration de 54 mg(Fe)/mL par voie intraveineuse au temps. Les images ont été acquises avant injection, juste apres
(T=0), puis 2h et 24h apreés l'injection. La tumeur est encadrée en vert sur les images en pondération T2.

Sur les images T2*, on observe dés le temps initial une prise de contraste importante
due aux nanoparticules de fer dans tous les tissus. Les nanoparticules sont également
détectables dans le cerveau, attestant que les nanoparticules passent la barriére
hématoencéphalique apres injection IV. La zone cicatricielle laissée par le passage de
I'aiguille au moment de l'injection des cellules tumorales prend particulierement le
contraste. Le signal est tres intense au temps initial, tant dans cette zone cicatricielle que
dans la zone ou se trouve la tumeur (Figure 2.3.3). Il n’est pas possible de discerner sur
ces images la distribution des nanoparticules dans la zone tumorale et dans la zone
cicatricielle du site d’'injection, les deux étant superposées.

Au cours du temps le contraste dii aux nanoparticules reste discernable dans tous les
tissus et décroit davantage dans les tissus hors du cerveau. La zone cicatricielle/tumorale
reste tres contrastée.

Les coupes centrales en pondération T2 et T2* du dernier rat de ce groupe sont
représentées dans la Figure 2.3.4. On observe juste apres injection (T=0) une
accumulation des nanoparticules dans la région tumorale et dans la 1ésion d’implantation.
2h apres l'injection des nanoparticules de fer, le signal induit par le fer diminue et n’est
plus détectable dans la région tumorale. Des études supplémentaires seraient nécessaires
pour confirmer que des délais courts semblent plus propices pour optimiser le contraste
entre tissus tumoraux et tissus sains apres injection veineuse des nanoparticules d’oxyde
de fer.

T2 wi

Figure 2.3.4 : Acquisition IRM pondérée en T2 (T2 wi) et en T2* (T2* wi) apreés injection de 1 mL de FeONP a la
concentration de 54 mg(Fe)/mL en intraveineuse au temps T=0. Les images ont été acquises juste apres injection, puis Zh
apres.

78



Méthodes physiques et études radiobiologiques pour la thérapie multimodale
combinant irradiation synchrotron et injection de nanoparticules d’oxyde de fer

2.3.2.2. Groupe 2 : injection CED

Concernant, les 3 rats injectés par CED, on observe un fort hyposignal dans
I’hémisphere droit du cerveau, provoqué par la concentration tres élevée des
nanoparticules d’oxyde de fer (Figure 2.3.5). Cette concentration élevée des
nanoparticules entraine un artefact appelé effet de « blooming », qui masque le signal
dans le volume ou se trouvent les nanoparticules. Les images T2 des trois rats de ce
groupe, acquises juste apres injection (T=0) et 24h apres (T=24h), sont présentées
(Figure 2.3.5) L’artefact de blooming diminue avec le temps, mais reste présent.

T=0

T=24h

Figure 2.3.5 : Acquisition IRM pondérée en T2 des trois rats (A, B, C) ayant recu 20 uL de FeONP a la concentration de
32 mg(Fe)/mL par CED a T=0. Les images ont été acquises juste apres injection, puis 24h apres l'injection, sauf pour le rat A
qui est décédé apres la premiére imagerie.

Les nanoparticules d’oxyde de fer injectées en CED sont trop concentrées pour
permettre un suivi par IRM. Dans ces images la tumeur n’est pas visible, car elle est
masquée par le « blooming » des nanoparticules. L’ensemble des résultats est résumé
dans le Tableau 2.3.2.
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1% e Les nanoparticules sont visibles dans tout le cerveau.

e Un signal important induit par les nanoparticules est observé aux
temps précoces, puis le signal décroit jusqu’'a la derniere
observation (T=24h). Les nanoparticules sont discernables
jusqu’a 24 h.

e Une accumulation préférentielle des nanoparticules est observée,
dans la région tumorale, qui se superpose a la 1ésion induite par
|'aiguille au moment de 'implantation tumorale.

CED e La concentration des FeONP crée un effet de «blooming »
important, limitant la visibilité en IRM.

e Le signal dii a la présence des nanoparticules diminue chez
seulement un des rats a T= 24h.

Tableau 2.3.2 : Résumés des résultats d’IRM en fonction des conditions d’injection.

2.4. Tomographie quantitative par rayonnement synchrotron

La tomographie quantitative par rayonnement synchrotron est une technique
d’imagerie in vivo permettant de quantifier la présence d’'un matériau de numéro
atomique élevé a 'aide de rayons X. L'utilisation de faisceaux monoénergétiques quasi
paralleles permet de construire des images dont l'intensité est proportionnelle aux
coefficients d’atténuation u des matériaux traversés.

En connaissant I’énergie d’irradiation et la composition du matériau imagé, on peut en
déterminer la proportion de chaque élément qui le compose. En utilisant des images
acquises a différentes énergies, il est possible de décomposer le matériau imagé en N+1
éléments, avec N le nombre d’images acquises, chacune a une énergie différente. Ainsi, en
mesurant les coefficients d’atténuation a deux énergies différentes, on peut extraire les
cartographies élémentaires des trois éléments présents dans le cerveau tel que les tissus,
le fer et I'iode. Ceci sera détaillé dans la section 2.4.1.3.

2.4.1. Acquisition des images de tomographie

2.4.1.1. Acquisition des projections et construction du sinogramme

Pour obtenir des images en tomographie par rayons X, plusieurs images sont acquises
selon plusieurs angles autour de I'objet a imager. Ces images sont appelées « projection ».
L’'image représentant toutes les projections est appelée un sinogramme. Un objet au
centre de rotation de I'image restera au centre du sinogramme, mais un objet éloigné du
centre de rotation se déplacera au fil du temps et décrira sur une sinusoide.

Le nombre de projections acquises influe sur la qualité de I'image reconstruite a partir
du sinogramme. On estime qu’il faut au minimum px X 5 projections pour obtenir une

qualité d’image suffisante avec px le nombre de pixels du détecteur (Figure 2.4.1).
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Figure 2.4.1 : Acquisition des projections d’'un objet et construction du sinogramme correspondant. Plus on acquiert des
projections a des angles différents, meilleure sera I'image reconstruite. (Taupin 2013).

A partir du sinogramme, on peut remonter a 'image originale a I'aide d’algorithmes de
reconstruction, le plus utilisé étant la rétroprojection filtrée. La rétroprojection filtrée
permet de reconstruire une coupe tomographique en faisant 'opération inverse de la
projection, une « rétro-projection », sur une matrice avec un nombre de colonnes et de
lignes égal au nombre de pixels du détecteur.

L’équation de l'intensité du faisceau arrivant sur le détecteur, apres la traversée de
'objet, est égale a :
n
I(6.E) =Io(9,E)><€xP<— Mi(E)Xxi) 22

=0

Avec I 'intensité du signal mesuré, I, I'intensité du signal « blanc », appelé whitefield,
c’est-a-dire mesuré sans I'objet dans le faisceau, y; le coefficient d’atténuation linéique de
chaque pixel i, d’épaisseur x;, traversé par le faisceau, E I'énergie, et #1'angle de rotation
de 'acquisition de la projection.

2.4.1.2. Correction des inhomogénéités du faisceau et du détecteur

Afin d’obtenir un signal quantitatif de bonne qualité, il est nécessaire de mesurer le
courant résiduel du détecteur. Cette mesure est appelée le « darkfield ». La mesure du
signal sans objet entre la source et le détecteur, appelé faisceau « blanc », permet de
corriger le signal des variations du faisceau et normaliser le signal du détecteur. (H.
Elleaume et al. 2002), comme représenté sur la Figure 2.4.2 avec un détecteur germanium
dans la cabine ID17 de 'ESRF.

Les mesures du darkfield (df) et du faisceau blanc (Io) sont prises en compte pour
corriger la valeur de chaque projection, selon I'équation :

I(GE,x)—df(E,x)
Iy(E,x) —df(E,x)

2.3

P (6 E,x)=—In
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Avec: P, la projection corrigée des hétérogénéités ; I, le signal mesuré ; lo, le signal
blanc et df, le courant résiduel. Chaque projection est également normalisée par le signal
d’un pixel sur le coté recevant le faisceau blanc pour corriger les variations temporelles
du faisceau.

L’intensité du signal dépend de I'énergie (Equation 2.2) et l'utilisation d’un spectre
polychromatique peut provoquer un durcissement du faisceau en traversant l'objet
imagé, c’est-a-dire que les photons de basses énergies seront plus rapidement atténués
que les photons de hautes énergies. En sortie de l'objet, I'intensité mesurée sera
dépendante du spectre énergétique et ne sera plus directement proportionnelle a la
composition du matériau traversé. L'utilisation d’'un rayonnement monochromatique
fourni par un synchrotron permet de simplifier les calculs des concentrations. Comme il
n’'y a qu'une seule valeur de coefficient d’atténuation par matériau, I'intensité du signal
est proportionnelle a la concentration comme nous le verrons dans la section 2.4.1.3.
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Figure 2.4.2 : Exemple de sinogramme obtenu a l'aide d’'un détecteur germanium de 432 pixels. (A) Sinogramme
représentant les projections mesurées par le détecteur Germanium. (B) Sinogramme corrigé avec I'’équation correspondant
au signal d’atténuation (C) Projection correspondant a la ligne bleue sur le sinogramme (A) ainsi que le signal de référence
(sans objet entre la source et le détecteur) et le courant résiduel (sans signal). (D) Projection du sinogramme corrigé
correspondant a la ligne bleue sur le sinogramme (B).
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Apres la correction des projections et avant la reconstruction du volume, les images
ont été filtrées par l'algorithme de Paganin (Paganin et al. 2002), afin d’améliorer le
rapport signal sur bruit des images. Cet algorithme ne modifie pas les valeurs des
coefficients d’atténuation mesurés.

2.4.1.3. Obtention des concentrations d’éléments lourds

Dans le cadre de cette expérience, nous souhaitons calculer la concentration de deux
agents dans le cerveau : 'iode qui est utilisé comme agent de contraste pour localiser la
tumeur et qui est injecté par voie veineuse et le fer qui est utilisé ici comme « radiation
dose enhancer ». Afin de mesurer le fer, 'iode et les tissus du cerveau, nous allons utiliser
une technique permettant de séparer trois matériaux a partir d’'images acquises a deux
énergies différentes. Cette méthode permet en outre d’obtenir la concentration des
éléments qui composent le matériau composite. (H. Elleaume et al. 2002; Taupin 2013).

Une fois les images reconstruites, on obtient des cartes des atténuations linéiques p (en
cm-1) dépendantes de I'énergie E des photons incidents. Le coefficient d’atténuation
massique d’'un matériau composite peut étre calculé selon la formule :

)

Avec (u/p); le coefficient d’atténuation massique (cm?/g) de I'élément i composant le
matériau, et m;/M la fraction massique (g/g) de I'élément i dans le matériau pour N
éléments. En multipliant par la masse volumique du matériau composite p, on peut
obtenir une équation similaire pour le coefficient d’atténuation linéique pu.

N
m.

= (E) Xﬁl 24

=1 P i,E

matériau,E i

On peut ainsi décomposer le matériau en fonction de ses éléments, si 'on connait a
priori sa composition. Les coefficients d’atténuation sont dépendants de I'énergie E et
I'utilisation d’'un rayonnement X monochromatique permet de les mesurer
quantitativement. Dans le cerveau, lorsque les nanoparticules d'oxyde de fer injectées
sont présentes en méme temps que l'agent de contraste iodé, la valeur du coefficient
d’atténuation linéique mesuré dans I'image peut se décomposer sous la forme :

Vcerveau VUre (4]
Hyoxel,E = Hcerveau e X + Uper X + U g X 2.5
|74 |74 |74

Avec U,pxer (cm-1) le coefficient d’atténuation mesuré sur I'image, Ucerveau, Hre €L Uy
(cm1) les coefficients d’atténuation du cerveau, du fer et de I'iode de référence (Seltzer

2004), dépendant de I'énergie E (keV) des photons incidents, et vm%, v% et % (en

mL/mL) la fraction volumique de ces trois matériaux dans le voxel d’'intérét.

Dans cette équation, seules les trois fractions volumiques sont inconnues. Afin de
résoudre cette équation, le volume est imagé a 2 énergies différentes. On supposera aussi
que le matériau est une solution idéale, c’est-a-dire que la somme des fractions
volumiques est égale a 1. Sous forme matricielle cela donne :
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UE2 Ucerveau, g2 MHre 2 HiE2 fFe 2.6

1 1 1 1 f
A

(“El) (.ucerveau,El .uFe,El .uI,El) fcerveau

Avec A la matrice des coefficients d’atténuation théoriques et fj, la fraction volumique
du matériau M (en %). Cette équation est inversible et I'inverse de cette matrice est égal
a la transposée des co-facteurs de A divisée par le déterminant de A :

fcerveau _COf(TA) HE1 57
’;ile B det(A)< ) '

De cette maniére, on obtient 3 images correspondant aux fractions volumiques des 3
composants du pixel. Enfin, nous obtenons la concentration des différents éléments en
multipliant leur fraction volumique par leurs masses volumiques respectives p;. De la
méme maniere nous pouvons acquérir N images avec des énergies différentes afin de
séparer les contributions de N+1 éléments.

2.4.2. Acquisition d’images par TQRS pour I'étude de la biodistribution des
nanoparticules d’oxyde de fer

Pour notre étude, nous avons utilisé un faisceau de rayons X monochromatique réglé a
31 et 35 keV.

Trois groupes de 3 rats porteurs de gliomes F98 ont recu 9 jours apres implantation de
la tumeur une injection de nanoparticules, puis ont été suivis a 3 temps différents.

e Le premier groupe a été imagé juste apres l'injection de 1 mL de nanoparticules
en [V ala concentration de 54 mg Fe /mL (5 a 10 minutes) puis au bout de 3h et
16h.

e Le second groupe a été imagé juste apres l'injection de 20 pL de nanoparticules
en CED (voir section 2.2.2.2.2) a la concentration de 18 mg Fe /mL puis au bout
de 3h et 16h comme le groupe IV.

e Letroisieme groupe a été imagé juste apres l'injection de nanoparticules en CED
concentrées par flux d’azote jusqu’a une concentration de 32 mg Fe /mL, puis
au bout de 12h et 24h.

Les différents temps d’acquisition sont représentés dans la Figure 2.4.3.

Groupe 1 —ﬁ
(IV, Ce = 54 mg/mL, n=3)

Groupe 2 -_
(CED, Cee =32 mg/mL, n=3)! '
Groupe 3 ——
(CED, Cre = 18 mg/mL, n =3)! | i i
T t ™ Temps aprés injection (h)
0 3 12 16 24

Figure 2.4.3 : Diagramme représentant les temps d’acquisition des volumes en TQRS selon chaque groupe a partir du
temps d’injection. Une injection d’iode a été faite au temps intermédiaire (t = 3h ou 12h) pour localiser la tumeur dans le
cerveau.
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Aux temps T=3h et T=12h selon le groupe, les animaux ont recu une injection
intraveineuse de 1 mL de loméron a 400 mg/mL. L’ioméron est un agent de contraste qui
s’accumule dans la région tumorale par la lésion de la barriere hématoencéphalique
observée dans les tumeurs, lorsqu’il est injecté par voie veineuse. Les groupes 1 et 2 ayant
recu 'agent de contraste a T=3h ont été imagés seulement apres injection d’iode. Le
groupe 3 ayant recu l'agent de contraste a T=12h a eu une acquisition avant et apres
I'injection d’iode.

Pour notre étude, nous avons réalisé deux séries d’acquisitions avec un faisceau de
rayons X monochromatiques a deux énergies différentes. Les énergies utilisées sont de 31
et 35 keV, de part et d’autre du seuil K de l'iode (33,17 keV) avec une bande passante
dE/E = 10-3. Pour 'imagerie tomographique, apres anesthésie, les animaux sont fixés a un
cadre stéréotaxique, monté sur une platine de rotation. Les acquisitions sont réalisées
dans la cabine expérimentale de la ligne ID17, le systeme de tomographie est situé a 13,5
m en amont du détecteur. Des acquisitions de 1800 projections sont enregistrées pour
chaque rotation de 360 degrés. Un systéme optique, comprenant une caméra CMOS,
couplée A un scintillateur Gd202S et 3 un objectif de microscopie optique, est utilisé pour
enregistrer les images radiographiques. La taille de pixel effective du systeme est de
23 um. Un temps total de 30 minutes est nécessaire pour collecter I'ensemble des données
tomographiques d'un échantillon. Ce temps d’acquisition prolongé est dii au temps de
lecture de la caméra, ainsi qu’a la hauteur du faisceau synchrotron disponible (maximum
5 mm) qui réduit la hauteur du champ de vue et exige une tomographie en mode
séquentiel de I’échantillon pour obtenir un jeu de données complet.

Chaque projection des sinogrammes acquis est filtrée avec I'algorithme de Paganin
(Paganin etal. 2002) en prenant un 8/ de 680, afin d’améliorer le rapport signal sur bruit
de I'image. Une rétroprojection filtrée (avec filtre rampe) des sinogrammes est ensuite
effectuée pour obtenir I'image des valeurs de coefficient d’atténuation de chaque coupe.

Pour l'analyse en fonction du temps, trois parameétres sont évalués : le volume de
distribution, la concentration moyenne dans le volume de distribution et la masse totale,
pour le fer et pour I'iode dans les images apreés injection d’agent de contraste. Les cartes
de concentration de fer et d’iode ont été obtenues a partir des images des valeurs de
coefficient d’atténuation grace a la technique décrite dans la partie 2.4.1.3.

Une valeur seuil de concentration a été définie par la mesure des concentrations dans
le cerveau controlatéral. Cette concentration seuil est définie comme étant égale a trois
fois I'écart-type mesuré dans le cerveau controlatéral ne contenant pas de fer ou d’iode.
Cette valeur seuil correspond a : 2 mg/mL pour le fer et a 0,45 mg/mL pour 'iode.

Les volumes sont définis par la région d’'intérét dont la concentration de I'élément est
supérieure a la valeur seuil. Le volume est calculé en multipliant le volume d'un voxel par
le nombre de voxels compris dans la région d’intérét. Chaque voxel a un volume de 23 x
23 x 23 um3 soit 1,2.10-> mm3. Les volumes de distribution attendus font une taille d’'une
dizaine de pL. ou mm?3. Notons que ce volume ne représente pas le volume de distribution
complet des éléments, mais le volume des concentrations supérieures aux valeurs seuil
définies (Figure 2.4.4).
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Figure 2.4.4: Schéma représentant un profil des concentrations théoriques dans un volume de distribution de
nanoparticules de fer. Les concentrations inférieures au seuil ne sont pas prises en compte dans le volume calculé.

La concentration moyenne et I'écart-type de la distribution sont calculés dans le
volume de distribution. Puis la masse totale est déterminée en faisant le produit de la
concentration par le volume dans chaque voxel, puis en sommant les valeurs des masses
pour chaque voxel du volume considéré. L’erreur obtenue sur la masse totale par
propagation des erreurs a été évaluée inférieure a 0,1%.

2.4.3. Résultat des analyses par tomographie quantitative par rayonnement
synchrotron

Dans I'expérience de tomographie, nous avons imagé 9 rats dans 3 groupes. Le premier
groupe a recu des nanoparticules en IV et les 2 autres en CED. Les 3 groupes de rats ont
été imagés a différents temps apres injection.

Dans le premier groupe, ayant recu les nanoparticules en IV, il n’a pas été observé de
présence de fer dans le cerveau. Dans cette expérience, la limite de détection des
nanoparticules est de 2 mg Fe/mL. Les concentrations de nanoparticules étaient
inférieures a la sensibilité de cette méthode.

Les 2 autres groupes d’animaux ont recu une injection de 20 pL de nanoparticules en
CED a la concentration de 32 mg Fe/mL (n=3) et de 18 mg Fe/mL (n=3). Les
concentrations mesurées dans les différents rats sont bien supérieures aux limites de
détection et forment des volumes diffus et hétérogenes. La Figure 2.4.5 représente le
maximum d’intensité cumulé de chaque coupe pour un rat ayant regu les nanoparticules
de fer en CED ala concentration de 32 mg/mL. A cette concentration, un large volume de
diffusion des nanoparticules de fer est visible.
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— 95 mg/mL Fe

0 mg/mLFe

Figure 2.4.5 : Image prise en tomographie synchrotron en projection de maximum d’intensité. Ce rat a recu 20 uL de
nanoparticules en CED a la concentration de 32 mg Fe/mL. Cette image représente la projection en maximum d’intensité,
soit pour chaque pixel, la coupe ayant le signal le plus fort. L'encart représente la région encadrée en jaune avec un
contraste rehaussé.

Pour les rats ayant recu les nanoparticules a 18 mg/mL, le volume observable de
nanoparticules d’oxyde de fer est beaucoup plus faible (Figure 2.4.6).

r “ 95 mg Fe/mL

0 mg Fe/mL

Figure 2.4.6 : Image en tomographie synchrotron en projection de maximum d’intensité. Ce rat a recu 20 ulL de
nanoparticules en CED a la concentration de 18 mg Fe/mL. Cette image représente la projection en maximum d’intensité,
soit pour chaque pixel la coupe ayant le signal le plus fort. L’encart représente la région encadrée en jaune avec un contraste
rehaussé.

2.4.3.1. Mesure de la distribution du fer

Pour chaque rat, les volumes de distribution de fer et les concentrations moyennes ont
été mesurés. Ceci a permis de déterminer la masse totale et de comparer ce résultat a la
masse injectée. Le tableau 2.4.1 résume les résultats acquis pour chaque individu. Les
volumes d’iode seront discutés a la fin de cette section.
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Groupe 1
Ci =18 mg/mL, Vi= 20 pL, mi = 360 pg

Temps ap

12h :.lzh 24h
(avant iode) (aprés iode)
Volume de G1-1 127 1,57 alalzl
Distribution
C>2mg/mL G1-2 2,10 1,39 1,15 1,03

(8]

G1-3 1,86 1,35 1,58 1,20
groupe
Temps aprés injection

(avant iode) | (aprés iode)

Concentration G1-1 5,3#3,1 4,7+2,3 4,4+2,6 4,843,0
de fer
Moyenne G1-2 6,3£6,0 5,4+5,0 6,15,5 6,2+5,4
(mg/mL)
5,4+3,4 5,5+3,8 5,023,7 5,5+4,0

groupe
Temps apres injection

{avantiode) | (aprés iode)
116 6,0 6,9 55

G1-1

Masse de fer
(He) G1-2 13,2 74 7.0 6,3

G1-3 99 T 79 6,6
groupe
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Groupe 1
Ci =32 mg/mL, Vi= 20 L, mi = 640 pug

Temps apres injection
Individu
--

Volume de G2-1 14,9
Distribution
C>2mg/mL G2-2 23,2 21,0 17,8
(uL)

G2-3 20,2 16,5 13,6
groupe
3h
K =

Concentration G2-1 9139,7 10,5+9,6 10,3+10,3
de fer
Moyenne G2-2 10,4%11,5 11,5+11°5 22 = e
(mg/mL)

11,4+11,3 14,3+12,7 14,2+12,9

groupe
-M T T
3h
NN
172 157 171

G2-1
Masse de fer
(He) G2-2 242 242 220

G2-3 230 237 193
groupe

Tableau 2.4.1 : Résultats des mesures de volume, concentration moyenne et masse totale de fer pour chaque rat et
moyenne par groupe aux différents temps de mesure. Le groupe 1 a recu un volume de 20 uL de nanoparticules d’oxyde de
fer avec une concentration de fer de 18 mg/mL soit 360 ug de fer injecté. Le groupe 2 a recu un volume de 20 uL de
nanoparticules d’oxyde de fer avec une concentration de fer de 32 mg/mL soit 640 pg de fer injecté.

La Figure 2.4.7 représente la concentration moyenne mesurée en considérant le
volume dans lequel les concentrations de fer sont supérieures a 2 mg/mL dans chacun
des deux groupes (n=3/groupe). La concentration reste stable pendant la durée
d’observation d’environ 26h. Dans les deux groupes, la concentration moyenne mesurée

t ~# 15 min correspond a environ 30 % de la concentration injectée. Cette mesure est
cohérente avec les résultats obtenus avec d’autres éléments lourds injectés en
intracérébrale par CED. (Julia Rousseau et al. 2007; Bobyk et al. 2013) et correspond a la
part du volume extracellulaire dans le cerveau dans lequel se distribuent aux temps
précoces les éléments lourds injectés et lorsqu’ils ne sont pas absorbés par les cellules.
Dans le cerveau des mammifeéres, le volume extracellulaire représente en effet environ
15-30% du volume total du cerveau. (Nicholson and Hrabétova 2017). Dans l'image
scanner, le voxel étant de dimension supérieure aux dimensions des cellules, I'espace
occupé par les cellules génére un effet de volume partiel : chaque voxel correspond a la
moyenne du milieu interstitiel dans lequel se trouvent les nanoparticules et des cellules
dans lesquelles il n'y a pas de nanoparticules (Figure 2.4.8).
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Figure 2.4.7 : Evolution de la concentration moyenne dans le volume de distribution en fonction du temps pour les rats
ayant regu 20 pL de nanoparticules en CED a la concentration de 18 mg Fe/mL (n=3) ou 32 mg Fe/mL (n=3). La
concentration reste stable dans le temps et correspond approximativement a 30% de la concentration injectée. Moyenne
sur les 3 animaux et écart-type correspondant.

Figure 2.4.8 : Modéle théorique de I'espace extracellulaire. Ce modéle a été construit comme un maillage asymétrique
en 2 dimensions pour la méthode des éléments finis d’'une solution informatique pour la diffusion. (K. C. Chen and Nicholson
2000)

La Figure 2.4.9 montre I'évolution du volume de distribution de nanoparticules en
fonction du temps. Il est défini par le volume dans lequel la concentration en fer est
supérieure a 2 mg/mL. Ce volume mesuré sous-estime le volume réel de distribution
puisque I'on applique un seuil sur la concentration détectable (Figure 2.4.9). On observe
une diminution du volume de distribution des nanoparticules en fonction du temps. Les
données ont été ajustées par une courbe de tendance exponentielle d’équation
V(t) = Vo.exp(-t/1). Les différents parametres et les valeurs obtenues sont résumés dans
le Tableau 2.4.2.
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Figure 2.4.9 : Evolution du volume de distribution des nanoparticules en fonction du temps pour les rats ayant recu
20 uL de nanoparticules en CED. les moyennes pour chaque groupe et écart type correspondant sont représentées pour une
solution injectée concentrée a 18 mg Fe/mL (courbe orange, n=3) et 32 mg Fe/mL (courbe bleue, n=3). Le volume de
distribution diminue avec le temps avec une constante de temps de 47 h et 64 h, pour les concentrations injectées de 18 et
32 mg/mlL, respectivement.

Concentration injectée Vo (nL) T (h R2
18 mg/mL 1,9 47 0,90
32 mg/mL 20,0 64 0,82

Tableau 2.4.2 : Paramétres d’ajustement pour la courbe de tendance V(t)=Vo.exp(-t/z) . Vo est le volume initial 7 la
constante de temps exponentielle et R? le coefficient de détermination de la courbe. Volume injecté : 20 uL

Pour le groupe ayant recgu les nanoparticules concentrées a 18 mg/mL, le volume initial
mesuré correspond a un dixieme du volume injecté (1,9 pL/ 20 pL). Pour le groupe qui a
recu les nanoparticules concentrées a 32 mg/mlL, le volume initial est du méme ordre de
grandeur que le volume injecté (20 pL/ 20 pL). Les constantes de temps de décroissance
exponentielles sont de plusieurs dizaines d’heures (47h et 64h, respectivement), les
nanoparticules restent donc dans le cerveau pendant une durée bien supérieure a celle de
notre expérience.

La Figure 2.4.10 représente I'évolution de la masse de fer totale dans le cerveau. La
masse totale injectée est de 360 pg pour le groupe 1, et de 640 ug pour le groupe 2. Avec
un seuil fixé a une concentration en fer de 2 mg/mL, on détecte seulement 3% de la masse
totale pour le premier groupe alors que I'on détecte 30% de la masse de fer injectée dans
le second groupe.

Une hypothese pour expliquer la différence entre les deux groupes est la suivante :
dans le premier groupe, les nanoparticules diffusent dans les tissus et se diluent a des
concentrations inférieures a 2 mg/mL, et ne sont pas détectées. Les nanoparticules
détectées sont celles fortement concentrées qui sont restées dans la zone d’injection. Les
nanoparticules du second groupe sont sans doute plus agglomérées a cause de I'étape
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d’évaporation pour concentrer les nanoparticules. Les nanoparticules restent alors en
concentration élevée dans les tissus et sont plus facilement détectables parce que les
concentrations sont supérieures a la concentration seuil (voir Figure 2.4.4).
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Groupe 1 (Ci=18 mg/mL) ® Groupe 2 (Ci=32 mg/mL)

Figure 2.4.10 : Evolution de la masse totale de fer mesurée en fonction du temps pour les rats ayant recu 20 L de
nanoparticules en CED. Les moyennes et écarts types calculés pour chaque groupe sont représentés pour une solution
injectée concentrée a de 18 mg Fe/mL (courbe orange, n=3) (correspondant a 360 ug de fer) ou de 32 mg Fe/mL (courbe
bleue, n=3) (correspondant a 640 pg de fer). La masse totale des nanoparticules du groupe 1 est 10 fois plus faible que le
volume de distribution du groupe 2.

2.4.3.2. Mesure de la distribution de I'iode

Enfin les volumes de distribution de I'iode injecté par voie intraveineuse ainsi que les
concentrations d’iode et la masse totale d’iode pour chaque individu sont représentés
dans la Figure 2.4.11. Chaque rat a recu 1mL de Ioméron® a la concentration de
400 mg/mL par voie intraveineuse, 15 minutes avant l'acquisition des images
tomographiques. La concentration seuil pour déterminer des volumes d’iode a été fixée a
0,45 mg/mL (qui correspond a trois fois I'écart-type mesuré dans le cerveau controlatéral
ne contenant pas d’iode ; voir section 2.4.2).

Le volume occupé par 'iode représente le volume tumoral, dans lequel la barriere
hématoencéphalique est rompue. Le volume tumoral mesuré dans le groupe 1 est de
35%15 pL et de 5,9+1,5 pL pour le groupe 2. Les tumeurs des animaux du groupe 2 sont 6
fois plus petites que celles du groupe 1, bien que les délais entre I'implantation tumorale
et 'imagerie étaient identiques. Les concentrations moyennes d’iode étaient de 2,01+0,25
et 1,28+0,08 mg/mL dans les groupes 1 et 2.
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Figure 2.4.11 : Figure représentant le volume, la concentration moyenne et la masse totale d’iode déterminés par TQRS
pour chaque rat. Le groupe 1 a regu une injection de 20ul de nanoparticules d’oxyde de fer a la concentration (Cre,i) de 18
mg/mL. Le groupe 2 a regu le méme volume de nanoparticules, mais a la concentration de 32 mg/mL. Chaque groupe a
recu 1mL de loméron a la concentration de 400 mg/mL par voie intraveineuse 15 minutes avant l'acquisition. La
concentration seuil pour la détermination des volumes d’iode est de 0,45 mg/mL.

Pour résumé, dans cette étude nous avons évalué les volumes de distribution ainsi que
les concentrations moyennes en fer et iode obtenues dans ce volume de distribution au
cours du temps pour 2 concentrations de nanoparticules de fer injectées avec un volume
d’injection fixe de 20 pL. Les volumes de distribution des nanoparticules, mesurés par
TQRS, sont différents selon la concentration d’injection utilisée. Juste aprés injection, les
volumes de distribution observés étaient de 2,0 +/-0,2 et 20,8 +/- 2,2 pL, pour les
solutions injectées a des concentrations en fer de 18 mg/mL et 32 mg/mL,
respectivement. Ces petits volumes de distribution mesurés sont dus a plusieurs facteurs :
les volumes sont sous-estimés, car la limite de détection du fer par la tomographie
synchrotron était de 2 mg/mlL, la taille et/ou I'agglomération des nanoparticules limite
probablement également la diffusion/convection de celles-ci. Par ailleurs, les deux
groupes d’animaux ne présentaient pas des tumeurs de tailles comparables, ce qui peut
également influer sur la distribution des nanoparticules (pressions interstitielles
différentes (Boucher, Baxter, and Jain 1990) etc.).

Les concentrations en fer observées sont proches de ce qui était attendu et

correspondent a la part du volume interstitiel, diminuant par effet de volume partiel la
concentration observée (Figure 2.4.8)
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2.5. Analyse post-mortem

Apres imagerie tomographique ou IRM, des analyses post-mortem ont été réalisées par
histologie HE/marquage au bleu de Prusse ou par spectrométrie d’émission optique de
plasma induit par laser (LIBS) (section 2.5.2). Les séquences d’imagerie et les différents
groupes sont indiqués Figure 2.5.1.

TQRS

Groupe 1 — .

(IV, Cge =54 mg/mL, n = 3)

Groupe 2 m—) (}

(CED, Cee =32 mg/mL, n=3)

Groupe 3 —

(CED, Cre = 18 mg/mL, n=3)

IRM 3

Groupe 1 IEEEEEE—

(IV, Cee = 54 mg/mL, n = 3)

-
Groupe 2 I 9 -
/|

(CED, Cee =32 mg/mL, n=3)

Expl Exp2 Exp 3
HE-BP HE-BP LIBS

Figure 2.5.1 : Diagramme des séquences d'imagerie et des différents groupes d’animaux. Dans l'expérience 1, les
coupes ont été colorées en coloration HE et bleu de Prusse sur la méme coupe. Dans I'expérience 2, les colorations HE et
bleu de prusse ont été réalisées sur 2 coupes conjointes. Dans l'expérience 3, la coupe a été imagée par la technique LIBS
décrite dans la section suivante.

Apres la derniéere séquence d’imagerie (i.e 24h apreés injection des nanoparticules), les
animaux ont été sacrifiés par injection de pentobarbital et les cerveaux ont été prélevés
et congelés dans de l'isopentane puis conservés a -80 °C. Les cerveaux ont ensuite été
coupés par cryomicrotrome puis analysés, soit par coloration histologique a
I’hématoxyline-éosine et au bleu de Prusse, soit par spectrométrie d’émission optique de
plasma induit par laser.

2.5.1. Histologie

L’histologie permet de visualiser les structures tissulaires et cellulaires du cerveau en
colorant les structures importantes. Cette technique est la technique de référence pour
I'identification de cellules cancéreuses et permet d’identifier précisément les contours
des tumeurs. Lors de marquage a ’hématoxyline/éosine (marquage HE), 'hématoxyline
colore les noyaux des cellules et I’éosine colore les cytoplasmes. Les cellules tumorales,
en division rapide, absorbent fortement I'hématoxyline et apparaissent en violet foncé. En
utilisant un colorant additionnel, le bleu de Prusse, qui marque spécifiquement les
nanoparticules de fer, on espere observer ces dernieres dans les coupes histologiques et
les localiser par rapport aux cellules tumorales. Le bleu de Prusse est une préparation de
Potassium hexacyanoferrate II trihydraté 5 % / HC1 5 % qui se colore en présence de fer.
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2.5.1.1. Matériel et méthodes :

Les cerveaux ont été découpés en coupes transversales de 25 pm d’épaisseur avec
cryomicrotome (Leica CM1950). Les coupes de cerveau ont ensuite été marquées au bleu
de Prusse suivi d’'une coloration HE. Apres fixation, les coupes ont été analysées a I'aide
d’un scanner a lame Axioscan X1 avec un grossissement X20. Le protocole de coloration
par le bleu de Prusse utilisé est celui détaillé dans la these de Solveig Reymond. (Reymond
2018). Ces expériences ont a fait I'objet du stage de Master 1 de Alexandre Asri (Asri
2019). Dans la premiere expérience, les lames ont été colorées selon le protocole détaillé
dans le Tableau 2.5.1.

e Bleu de Prusse 30 min
Méthanol/acétone équimolaire 2 min
Bleu de Prusse . .
Rincage 5 min
Hématoxyline 30s
Rinc¢age Passage
Marquage HCI 0,5% Passage
Hématoxyline/ Eosine Rinc¢age Passage
Eosine 1 min
Rinc¢age Passage
Ethanol 70% 30s
Fixation ﬁthanol 95% 1 min
Ethanol 100% 2 min
Toluéne 15 min

Tableau 2.5.1 : Etapes de la coloration HE couplée au marquage au bleu de Prusse pour révéler le fer.

2.5.1.2. Résultats des études post-mortem par histologie

Les cerveaux de six rats ayant recu les nanoparticules en [V (N=3) ou en CED (N=3) ont
été analysés apres leur suivi par tomographie synchrotron (cf paragraphe 2.4.3).

La Figure 2.5.2 représente une coupe histologique représentative pour deux rats ayant
recu les nanoparticules par voie intraveineuse (1 mL de FeONP a la concentration de
32 mg Fe/mL et sacrifiés approximativement 24h apres injection). Le marquage au bleu
de Prusse révele la présence de nanoparticules d’oxyde de fer dans un des trois rats
(Figure 2.5.2B). Pour cet animal, on observe la présence de fer dans la circulation sanguine
et un marquage tres intense de la tumeur. Le marquage HE et le marquage au bleu de
Prusse produisant des colorations bleues/violettes tres proches, on ne peut pas affirmer
avec certitude qu'’il s’agisse des nanoparticules de fer (Figure 2.5.2B).
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A B

Figure 2.5.2 : Coupes histologiques des cerveaux de deux rats (A,B) ayant recu 1 mL de FeONP a la concentration de
32 mg Fe/mL par voie intraveineuse. Les animaux ont été sacrifiés approximativement 24h apres injection. Les coupes ont
été marquées par colorations HE et bleu de Prusse pour observer les nanoparticules d’oxyde de fer. Sur le rat de droite, on
observe une coloration bleue dans les vaisseaux, absente sur l'individu de gauche et une prise de contraste intense dans la
tumeur.

La Figure 2.5.3 illustre les résultats obtenus apres injection par CED des nanoparticules
et marquages simultanés HE et bleu de Prusse. L’injection des nanoparticules par CED
conduit a des concentrations intracérébrales beaucoup plus élevées qui sont décelables
24h apres injection dans les 3 animaux étudiés. La distribution des nanoparticules suit les
chemins de moindres résistances a partir du point d’injection : les structures cérébrales,
et le chemin de 'aiguille par reflux. Des nanoparticules sont également observées dans le
corps calleux. La qualité des coupes histologiques a été dégradée par la présence des
nanoparticules de fer au moment de la découpe au cryomicrotome. En particulier, les
propriétés magnétiques des nanoparticules d’oxyde de fer ont rendu difficile la coupe. Des
portions de tissus cérébraux ont été arrachées et rendent l'interprétation difficile. Par
ailleurs, les deux marquages ayant été réalisés simultanément, il est difficile de
différencier la zone tumorale de la zone de prise de contraste induite par les
nanoparticules de fer, car les couleurs des marquages sont proches I'une de l'autre.

Figure 2.5.3 : Coupes histologiques des cerveaux des 3 rats ayant recu 20 puL de FeONP a la concentration de 32
mg Fe/mL en CED. Les animaux ont été sacrifiés approximativement 24h apreés injection. Les coupes ont été marquées par
coloration HE et avec du bleu de prusse simultanément pour marquer la tumeur et observer les nanoparticules d’oxyde de

fer.

Pour différencier les zones tumorales des zones d’accumulation de nanoparticules, le
protocole a été modifié : les colorations HE et bleu de Prusse ont été réalisées sur des
coupes histologiques consécutives, selon le protocole détaillé dans le Tableau 2.5.2.
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| Processus____ Etapes 1re coupe ___2e coupe |

Bleu de Prusse - 30 min
Marquage Méthanol/acétone - 2 min
Bleu de Prusse équimolaire

Rincage - 5 min
Hématoxyline 30s -
Marquage Rincage Passage -
Hématoxyline/ HC1 0,5% Passage -
Eosine Rincage Passage -
Eosine 1 min -

Ethanol 70% 30's 30s

Fixation ﬁlthanol 95% 1 min 1 min

Ethanol 100% 2 min 2 min

Toluéne 15 min 15 min

Tableau 2.5.2 : Etapes de coloration sur deux coupes consécutives. Coloration HE sur la premiére coupe, et marquage
au bleu de Prusse sur la coupe adjacente. L’étape de fixation est identique apreés les deux colorations.

Pour le groupe d’animaux ayant regu les nanoparticules en [V (N=3), nous n’avons pas
observé de marquage au Bleu de Prusse. Ceci est fort probablement dii a une trop faible
concentration de nanoparticules dans les tissus.

Concernant le groupe de rats ayant recu les nanoparticules par CED (N=3), les mémes
problemes d’arrachage de portions de tissus ont été rencontrés. Pour un des rats, une
grande quantité de nanoparticules dans les tissus est observée, mais la région tumorale
n’est pas entierement couverte par le volume de fer (Figure 2.5.4).

BP

Figure 2.5.4 : Coupes histologiques de cerveaux d’un rat ayant regu 20uL de nanoparticules par CED a la concentration
de 32 mg Fe/mL observées au microscope. HE : Coloration a ’'hématoxyline-éosine. BP : Coloration au bleu de prusse seul.
La tumeur est encadrée en vert, et les nanoparticules en rouge.

Sur le deuxieme rat, on observe plusieurs zones tumorales diffuses et le marquage des
nanoparticules correspond a 'une d’entre elles (Figure 2.5.5).
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Figure 2.5.5: Coupes histologiques de cerveau du second rat ayant recu 20 uL de nanoparticules par CED a la
concentration de 32 mg Fe/mL observées au microscope. HE : Coloration a I'hématoxyline-éosine. BP : Coloration au bleu
de prusse seulement. La tumeur est encadrée en vert et les nanoparticules en rouge.

En conclusion, nous observons 24h apres injection CED, que les nanoparticules ont
diffusée dans différentes régions du cerveau : dans la zone tumorale en partie, le long du
trajet d’'injection et dans le corps calleux. Nous observons un recouvrement seulement
partiel de la tumeur. Pour le groupe d’animaux ayant recu les nanoparticules en IV, nous
n’observons pas de marquage au Bleu de Prusse. Ceci est fort probablement dii a une trop
faible concentration de nanoparticules dans les tissus.

Pour pouvoir observer dans le cerveau des concentrations de nanoparticules plus
faibles, nous allons utiliser une technique plus sensible : la spectrométrie d’émission
optique de plasma induit par laser ou LIBS (Laser-Induced Breakdown Spectroscopy).

2.5.2. Spectrométrie d’émission optique de plasma induit par laser

La spectrométrie d’émission optique de plasma induit par laser est une technique de
spectrométrie d’émission atomique. Le principe est basé sur l'ionisation des atomes
composant le matériau étudié avec un laser. Les atomes ionisés sont dans un état excité
et émettent un rayonnement dans l'infrarouge en se désexcitant. Ce dernier est détectable
par spectrométrie. La technique de LIBS a été réalisée par la société Ablatom (Lyon). Nous
avons ensuite analysé les résultats.

Brievement, le principe du fonctionnement de la technique est le suivant. Un laser Nd :
YAG (Neodynium-doped Yttrium Aluminium Grenat) de 1064 nm émet des pulses
quadruples avec une durée de 8 ns et un taux de répétition de 100 Hz. Le laser est focalisé
verticalement sur I'échantillon a 'aide d'une lentille (objectif x15) sous atmosphere
d’argon a température ambiante. L’échantillon est scanné pixel par pixel avec une
résolution dans le plan de 40 x 40 umZ2. Pendant le scan de I’échantillon, la position du
point focal du laser a été adaptée pour corriger les inhomogénéités de surface. Un
obturateur a été utilisé pour que seulement une « plume » de plasma soit créée par pixel
de I'échantillon. La lumiére émise par la « plume » a été récupérée par une lentille de
quartz avec une distance focale de 3 cm dans une fibre optique connectée a un
spectrometre Czerny-Turner équipé avec un réseau de diffraction de 1200 I/mm a
300 nm. L’acquisition du spectre est réalisée avec un décalage de 300 ns et pendant une
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durée de 3 ps. (Sancey et al. 2014; Motto-Ros et al. 2013). Un exemple de schéma du
protocole est présenté dans la Figure 2.5.6.

Monitor
Camera ccD
Beam B
Nd:Yag 4ns 1064 nm Attenuator Shutter x

Laser pointer
—

f=5cm ———

0

f,=5cm

“—
.
Motorized X,Y,Z
translation stage

Czerny -
Turner

Figure 2.5.6 : Vue schématique du principe du LIBS. Un faisceau laser émettant a 1064 nm est focalisé sur une petite
portion de I'échantillon (sample), qui est posé sur un support qui se déplace de pixel en pixel (xyz stage). Pour chaque pixel,
le spectre d’émission est analysé par un spectrométre Czerny-Turner. (Motto-Ros et al. 2013)

La quasi-totalité des éléments chimiques répertoriés dans la classification périodique
de Mendeleiev peut étre détectée par cette méthode. Par ailleurs, en sélectionnant
correctement les raies d’émission, il est possible d’analyser plusieurs éléments
simultanément, ce qui rend la technique avantageuse par rapport a la spectrométrie de
masse. (Sancey et al. 2014).

Deux éléments ont été sélectionnés pour I'analyse des cerveaux de rats de notre
expérience : le phosphore et le fer. Le phosphore est présent dans le cerveau avec une
plus grande concentration dans la substance blanche du cerveau que dans la substance
grise et permet donc de visualiser la structure du cerveau. Les longueurs d’onde des pics
de détection du fer et du phosphore sont respectivement de 302,0 nm et 213,6 nm. La
résolution spectrale est de 0,15 nm avec une plage de mesure de 30 nm. Un exemple
d’acquisition est montré dans la Figure 2.5.7. La limite de détection du fer est
d’approximativement 9 ppm ce qui est a peu pres équivalent a 9 ug/mL.
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Figure 2.5.7 : Coupes de cerveaux de rats imagés par la méthode LIBS, ayant recu une injection de nanoparticules en
CED a la concentration de 32 mg/mlL, puis suivie pendant 24h par IRM. Carte des éléments phosphore (P) et fer (Fe) et
image combinée des deux éléments.

La méthode LIBS a été réalisée sur une seule coupe par individu, car le colit de cette
méthode est élevé. Parmi les animaux imagés par IRM, 1 individu ayant regu l'injection de
nanoparticules en IV et 2 individus ayant recu l'injection en CED ont été imagés par cette
méthode. Parmi les animaux imagés en TQRS, 2 animaux ayant recu l'injection de
nanoparticules en CED ont été imagés par cette méthode (Figure 2.5.1).

Les cartographies du fer ont été superposées sur les images du phosphore pour
localiser la présence de nanoparticules dans le cerveau. La surface de détection du fer a
été mesurée manuellement avec le logiciel Image] pour pouvoir étre comparée avec les
autres méthodes. Une valeur seuil de 300 a.u., limite de détection donnée par Ablatom et
correspondant a 3 fois I'écart-type du bruit d'une image ne contenant pas de fer a été
utilisée pour mesurer la surface de distribution des nanoparticules.

2.5.3. Résultats des études post-mortem par LIBS

Cinq rats des expériences IRM et TQRS précédente ont été imagés par la méthode de
LIBS. Cette méthode permet de détecter des concentrations trés faibles d’'un élément
donné (quelques ppm ou pg/g).

2.5.3.1. Mesures aprés injection IV

Les images IRM et LIBS d’un des rats ayant recu 1mL de nanoparticules par voie IV a la
concentration de 32 mg/mL sont montrées Figure 2.5.8. A droite, une coupe IRM T2*
acquise 24h apreés injection des nanoparticules. A gauche, une coupe mesurée par LIBS,
I'animal a été euthanasié juste apres I'IRM. De tres faibles concentrations de fer sont
détectables dans le cerveau. On n’observe pas d’accumulation tumorale de nanoparticules
d’'oxyde de fer dans lI'image LIBS, mais il est possible que la coupe sélectionnée ne
contienne pas la masse tumorale. Malheureusement, un seul animal injecté par voie
veineuse a pu étre analysé et une seule coupe mesurée.
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Concentration de Fer (a.u.)

LIBS IRM T2*

Figure 2.5.8 : Distribution du fer mesurée par LIBS d’un rat ayant recu 1 mL de nanoparticules d’oxyde de fer par voie
IV a la concentration de 32 mg Fe/mL, comparée avec I'IRM T2*du méme individu acquise 24h post injection. On observe
la présence de fer dans le liquide cérébro-spinal et dans certaines zones périphériques.

2.5.3.2. Mesures apreés injection CED

Deux groupes ont été analysés. Le premier groupe sont des rats imagés en IRM qui ont
recu des nanoparticules a la concentration de 32 mg/mL. Le second groupe sont les rats
imagés en TQRS qui ont recu les nanoparticules a la concentration de 18 mg/mL (les
groupes sont présentés dans la Figure 2.5.1).

Les images LIBS des rats ayant regu les nanoparticules d’oxyde de fer par CED a la
concentration de 32 mg Fe/mL sont représentées Figure 2.5.9, avec les images IRM T2* a
T=24h correspondantes.

De méme que sur les images IRM, on observe sur les images LIBS une variabilité
importante de la distribution des nanoparticules de fer. Pour le premier rat (Figure 2.5.9
A), une grande concentration de nanoparticules est observée dans une région centrale.
Avec un seuil de 300 u.a. la surface de distribution du fer est de 8,53 mm?. De faibles
concentrations de nanoparticules sont également détectées dans le corps calleux et dans
la lésion d’implantation. Les concentrations tres élevées observées pour le ce rat
induisent des artefacts tres importants en IRM. Pour le second rat (Figure 2.5.9B), la
surface de distribution de 0,84 mm?, 10 fois inférieure. Dans les deux cas, les distributions
observées par la technique LIBS sont proches de celles observées par IRM.
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Concentration de Fer (a.u.)

Concentration de Fer (a.u.)

B LIBS IRM T2*

Figure 2.5.9 : Distribution du fer mesurée par LIBS de deux rats (A et B) ayant recu 20 uL de nanoparticules d’oxyde de
fer par CED a la concentration de 32 mg Fe/mL comparée avec I'IRM T2* du méme individu acquise 24h apreés injection
des nanoparticules.

Dans le second groupe de rats, ayant recu les nanoparticules a la concentration de
18 mg/mL et imagés par tomographie synchrotron, on observe des nanoparticules au site
d’injection et dans le corps calleux (Figure 2.5.10). La distribution des nanoparticules
mesurée par la technique LIBS est plus large que ce qui est observé par TQRS, car la limite
de détection par LIBS est beaucoup plus petite. Les surfaces de distribution du fer valent
respectivement 1,22 mm? et 6,10 mm? pour les deux rats représentés. Les surfaces de
distribution sont du méme ordre de grandeur que pour les rats du groupe ayant recu les
nanoparticules a 32 mg Fe/mL. Ces résultats permettent de mettre en évidence la
présence de nanoparticules en dehors du volume de distribution mesuré par TQRS. Ces
nanoparticules sont a une concentration inférieure a la limite de détection des
nanoparticules d’oxyde de fer par TQRS.
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Concentration de Fer (a.u.)

TQRS

Concentration de Fer (a.u.)

B LIBS TQRS

Figure 2.5.10 : Distribution du fer mesurée par LIBS de deux rats (A,B) ayant regcu 20 uL de nanoparticules d’oxyde de
fer par CED a la concentration de 18 mg Fe/mL, comparée avec la coupe centrale acquise par TQRS du méme individu
acquis 24h apreés injection des nanoparticules.
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2.6. Discussion

L’objectif de ce chapitre était d’évaluer deux méthodes d’administration de
nanoparticules (IV et CED) et de mesurer la distribution des nanoparticules au cours du
temps, ainsi que le recouvrement de cette distribution par rapport a la zone tumorale.
Nous avons utilisé quatre méthodes d’analyse, chacune présentant des avantages et des
inconvénients qui sont résumés dans le Tableau 2.6.1.

In vivo
Sensibilité élevée

Basse résolution

IRM - Semi-quantitatif . .
. Tumeur observable Saturation (blooming)
-  Tridimensionnelle
- Invivo
- Quantitatif
TQRS - Haute résolution Faible sensibilité
- Tumeur observable
- Tridimensionnelle
, . Ex vivo
Histologie > R Faible sensibilité
- Tumeur observable o
Bleu de Prusse . R Qualitatif
- Faible cott 1. .
Bidimensionnelle
- Sensibilité élevée Ex vivo

LIBS

Semi-quantitatif
Haute résolution
Pas de saturation

Colit élevé
Tumeur non observable
Bidimensionnelle

Tableau 2.6.1 : Avantages et inconvénients des différentes techniques d’imagerie utilisées dans ce chapitre.

2.6.1. Protocole d’injection intraveineuse

Apres l'injection IV (N=3) on observe une accumulation des nanoparticules dans la
région tumorale aux temps précoces, puis une diminution de la concentration jusqu’a 24
h apres injection (N=1). Seules I'IRM et le LIBS permettent d’observer la présence de
nanoparticules d’oxyde de fer dans le cerveau 24 h apres injection IV des nanoparticules.
Les techniques d’imagerie par rayons X et d’histologie ne permettent pas de détecter les
nanoparticules d’oxyde de fer, les concentrations étant inférieures aux limites de
détection de ces techniques. Il serait intéressant de répéter ces mesures par la technique
LIBS aux temps courts apres injection.

L’'imagerie IRM a permis de détecter les nanoparticules d’oxyde de fer avec une résolution
spatiale de 117x117 pm?2. Aux temps précoces, les nanoparticules sont observées dans
tout le cerveau, en particulier dans la région tumorale. A 24h, nous n’avons pu faire
'acquisition du volume IRM que d’un animal, qui ne nous a pas permis d’observer une
accumulation dans la région tumorale. Cependant, les concentrations observables dans le
cerveau a 24h, sont de l'ordre de grandeur d’autres études. En utilisant les mémes
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nanoparticules, Seo et al. ont effectué une expérience similaire avec des rats Sprague-
Dawley ayant une tumeur cérébrale C6. Ces rats ont recu 300 mg/kg (p.c.) de
nanoparticules par voie IV, équivalent a notre injection de 1 mL a 54 mg Fe/mL. Dans cette
expérience, ils ont mesuré par ICP-MS une augmentation de la concentration tumorale de
nanoparticules de 26,3 pg Fe/g tissu 1h apres injection a 37,6 ug Fe/g tissu 24h apres
injection des nanoparticules.(S.-]. Seo et al. 2013). La concentration dans le tissu sain en
revanche diminue avec le temps (12,5 pg Fe/g tissu a T=1h et 7,4 ug Fe/g tissu a T=24h).

Un seul animal a été analysé dans ce groupe d’animaux par la technique LIBS, 24h apres
injection. Nous n’avons pas observé de nanoparticules dans le noyau caudé, mais une
seule coupe ayant été analysée, il est possible que la zone tumorale ait été plus éloignée.
Il serait intéressant de répéter ces mesures sur un plus nombre d’animaux et également
aux temps précoces apres injection. Dans cette étude, nous n’avons pas quantifié les
concentrations en nanoparticules. La limite de détection du LIBS a été estimée a 9
ug Fe/g tissu. (Sancey et al. 2014) et des expériences de quantification des nanoparticules
d’oxyde de fer par IRM montrent que les limites de détection des nanoparticules de fer
sont du méme ordre de grandeur < 0,2 mmol/L (mesures réalisées avec un aimant de 9,4
T), qui correspond a approximativement 11 pg/mL (Korchinski et al. 2015a).

Pour améliorer I'efficacité d’accumulation des nanoparticules dans la tumeur, plusieurs
pistes sont envisageables :

e Améliorer leur stabilité. En modifiant le revétement des nanoparticules ;

e Améliorer le guidage de nanoparticules. En utilisant un champ magnétique
externe, tel que proposé par I'équipe de Chertok (Chertok et al. 2008). Dans leur
étude, une injection de 12 mg Fe/kg p.c. de nanoparticules a la concentration de 6
mg Fe/mL a été réalisée par voie intraveineuse (~3-4 mL) dans la veine caudale
pendant que la téte de I'animal était soumise a un champ magnétique de 0,4 T créé
par deux électroaimants positionnés de part et d’autre de la téte pendant 30
minutes. La concentration en nanoparticules a été suivie au cours du temps par
IRM. La Figure 2.6.1 représente le signal des nanoparticules d’oxyde de fer mesuré
par IRM pondérée en T2 apres injection de nanoparticules avec ou sans champ
magnétique. Sans champ magnétique (Figure 2.6.1A-B), la quantité de
nanoparticules est légerement plus élevée quand dans le cerveau controlatéral.
Avec le champ magnétique (Figure 2.6.1C-D), la concentration des nanoparticules
d’'oxyde de fer est beaucoup plus élevée. Le champ magnétique a permis
d’augmenter la concentration tumorale d'un facteur 10 par rapport a une injection
seule de nanoparticules.

e Améliorer le passage a travers la BHE. Une piste a été aussi étudiée dans la these
de Solveig Reymond. Dans cette étude préliminaire, I'ouverture de la barriere
hématoencéphalique a été permise par I'agitation de microbulles lipidiques al'aide
d’ultrasons, apres injection des microbulles dans la circulation sanguine par voie
veineuse. L'injection successive de nanoparticules d’oxyde de fer a permis
d’observer une plus grande quantité de nanoparticules dans le cerveau des rats
traités. La Figure 2.6.2 présente les IRM en T1, T2* et T2 d’un rat ayant regu une
injection de microbulles activées par ultrasons, suivie d’'une injection de 200 pL de
nanoparticules d’oxyde de fer concentrées a 18 mg Fe/mL. On observe la présence
des nanoparticules en T2* dans la 1ésion créée par les ultrasons visibles en T1. La
précision de cette technique est encore limitée, mais elle permettrait une
augmentation de la concentration tumorale de nanoparticules. Un nouveau setup
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expérimental permettant de réaliser la rupture de la BHE sous imagerie IRM est en
cours d’installation a I'Institut des Neurosciences de Grenoble et nous permettra
de poursuivre ces recherches.
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Figure 2.6.1 : Comparaison de l'injection de nanoparticules d’oxyde de fer par voie IV, sans (A, B) ou avec (C, D) un
champ magnétique de 0,4 T. (A, C) image IRM pondérée en T2 des cerveaux de rats (B, C) mesure de la différence d’intensité
du signal (dR2) créé par les nanoparticules (Chertok et al. 2008)

T2*

Figure 2.6.2 : Observation d’un cerveau de rat sain par IRM apreés injection de microbulles et envoi d’une salve
d’ultrasons, puis injection de 200 uL de solution de nanoparticules d’oxyde de fer concentrées a 18 mg Fe /mL. 100 uL
d’agent de contraste Gd sont ensuite injectés pour attester de 'ouverture de la BHE. Le pattern observé en T2* provient des
nanoparticules (S. Reymond thése 2018).

2.6.2. Protocole d’injection CED

Les distributions de nanoparticules ont été mesurées par tomographie synchrotron
apres injection par CED de 20 pL de nanoparticules a une concentration de 18 mg Fe/mL
ou 32 mg Fe/mL. Trois parametres ont été étudiés : le volume de distribution des FeONP
définit avec un seuil de concentration en fer > 2 mg/mL, la concentration moyenne dans
ce volume et la masse totale de fer.
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Les volumes de distribution des nanoparticules de fer mesurés étaient de 2 pL et 20 pL
respectivement, pour les nanoparticules injectées a la concentration de 18 mg/mL et
32 mg/mL, soit 10% et 100% du volume injecté.

La concentration moyenne mesurée juste apres injection était proportionnelle a la
concentration injectée et correspond approximativement a 30% de la concentration
injectée. Ceci correspond a la proportion du volume interstitiel dans les tissus, dans lequel
se distribuent initialement les nanoparticules, qui induisent un effet de volume partiel tel
que décrit dans le paragraphe 2.4.3.

Les quantités totales de fer mesurées dans la zone d’'intérét par tomographie
synchrotron, juste apres injection des nanoparticules, étaient de seulement 3% et 30 %
de la masse totale injectée, pour des concentrations injectées de 18 mgFe/mL et
32 mg Fe/mL, respectivement. Une grande partie des nanoparticules diffusent et la
concentration en fer est inférieure a la limite de détection du fer par cette méthode. Les
autres méthodes d’'imagerie IRM et LIBS qui sont beaucoup plus sensibles ont montré des
distributions bien plus grandes des nanoparticules.

Les constantes de temps de décroissance exponentielles sont trés élevées, les
nanoparticules restent donc dans le cerveau pendant une durée supérieure a celle de
notre expérience. En comparaison, les temps de décroissance mesurés dans d’autres
études sont beaucoup plus faibles. (Taupin 2013; Bobyk 2010).

Dans les coupes histologiques, le marquage du fer par le bleu de Prusse est limité a la
lésion d’implantation. Par ailleurs on peut noter la présence d'une zone décolorée
circulaire, centrée sur le point d’injection. Cette zone peut étre due a I'injection du liquide
contenant les nanoparticules dans le cerveau, puisque le diametre correspond a celui
d’une spheére occupant 20 mm?3 et est égal au volume injecté.

Enfin I'expérience de LIBS permet d’observer une surface plus grande de volume de
nanoparticules, grace a la limite de détection plus faible. La surface mesurée semble
correspondre au volume d’injection. Ceci confirme que les nanoparticules ont bien été
amenées dans les tissus par la CED et semble cohérent. Cependant la concentration la plus
élevée reste au site d’injection.

Les concentrations mesurées en LIBS ne permettent pas une augmentation de dose
macroscopique. Cependant, dans les voxels contenant de faibles concentrations de
nanoparticules, I'effet de volume partiel permet de justifier la présence de concentrations
élevées dans les cellules, pouvant créer un renforcement de dose local important par
rapport a la concentration mesurée macroscopiquement dans le voxel.

2.6.3. Comparaison des deux techniques d’administration des nanoparticules

Les techniques utilisées ont permis d’observer que les 2 modes d’administration
conduisent a des résultats tres différents. Ces résultats sont résumés dans le Tableau
2.6.2.
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- Nanoparticules dans le cerveau
IRM jusqu’a 24h apres injection
- Pas d’effet EPR observé

- Les images sont saturées
(blooming)

- Le seuil de détection limite le
volume de distribution
observable.

. - La concentration moyenne est
Nanoparticules non

TQRS , équivalente a 30% de la
Q détectables q . ./0 ,
concentration injectée.

- Le volume de distribution
diminue avec le temps, mais
pas la concentration moyenne.

. - Nanoparticules détectables
. . Nanoparticules non )
Histologie . seulement dans certaines
détectables
coupes

, . - Grandes concentrations de fer

- Présence de nanoparticules, . .
, , dans la zone injectée et faibles

LIBS mais la tumeur n’est pas

concentrations diffusées dans

détectable . .
les tissus sains.

Tableau 2.6.2 : Synthese des résultats acquis au cours de ce chapitre.

A la vue des résultats obtenus apreés injection IV, nous avons observé la présence de
nanoparticules dans le cerveau aux temps courts apres l'injection des nanoparticules,
cependant les concentrations diminuent rapidement aux temps plus tardifs. Il serait
intéressant d’étudier la distribution des nanoparticules aux temps précoces comme
décrite au paragraphe 2.6.1. De plus, la détermination d’une taille seuil par IRM avant de
commencer le traitement pourrait influencer la susceptibilité de la tumeur au traitement.

Les concentrations observées dans des études similaires (S.-J. Seo et al. 2013), ne
permettent pas d’obtenir un facteur d’augmentation de dose significative. Cependant,
'internalisation des nanoparticules par les cellules permettrait d’augmenter la
concentration cellulaire des nanoparticules et en conséquence une augmentation de dose
au niveau microscopique. En effet les essais in vitro montrent une accumulation des
nanoparticules permettant une augmentation de dose. (Reymond 2018). De plus, des
essais in vivo ont montré une efficacité tumorale avec des concentrations de I'ordre du
pg/mL (S.-]. Seo et al. 2013; G.-H. Choi et al. 2012).

En comparaison, la CED permet d’augmenter la concentration cérébrale de
nanoparticules d'un facteur 1000 (de quelques pg/mL a quelques mg/mL). Les
concentrations obtenues apres injection par CED permettraient d’obtenir un facteur
d’augmentation de dose a I’échelle macroscopique. Cependant les distributions observées
des nanoparticules sont inhomogenes et le recouvrement avec la tumeur est difficile a
obtenir.

Smilowitz et al. ont comparé la différence de distribution in vivo entre les modes

d’injection CED et IV pour des nanoparticules d’or dans le modele tumoral F98 (Smilowitz
et al. 2018). Dans cette étude, 10uL de nanoparticules d’or (AuroVist, 15nm) a la
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concentration de 200 mg Au/mL ont été injectées en CED et 0,4 mL de nanoparticules d’or
a la méme concentration ont été injectées en IV a des rats 3 semaines apres implantation
de 104 cellules tumorales. Les animaux ont ensuite été sacrifiés et fixés dans le formol
24h apres injection des nanoparticules pour I'analyse histologique.

Dans cette étude, on observe clairement que les nanoparticules injectées en CED sont
absentes de la région tumorale (Figure 2.6.3B). Selon les auteurs, ceci serait dii au
collagene qui agit comme une barriere physique envers les nanoparticules.(Smilowitz et
al. 2018). Au contraire, les nanoparticules d’or injectées en IV s’accumulent dans la
tumeur grace a l'effet EPR (Figure 2.6.3D).

Figure 2.6.3 : Injection de nanoparticules d’or par injection CED (A,B) et par injection IV (C,D) dans le cerveau de rat
possédant une tumeur F98 marquée au mCherry Red. (A,C) immunofluorescence marquante mCherry red (tumeur, rouge),
anti-albumine (cedéme, vert), DAPI (noyaux, bleu) et anti-CD31 (vaisseaux sanguins, blanc). (B,D) coloration des
nanoparticules d’or. En CED on observe que les nanoparticules d’or ne se déposent pas dans la tumeur. (Smilowitz et al.
2018)

Une autre hypothese expliquant la faible accumulation des nanoparticules dans la
tumeur est la pression intratumorale élevée. En effet, plusieurs études ont montré
'existence d'une pression élevée dans la tumeur, allant de 10 a 50 mm Hg, qui créerait un
gradient de pression poussant les nanoparticules vers I'extérieur. (R. K. Jain and Baxter
1988; Boucher, Baxter, and Jain 1990).

Pour le cas des nanoparticules d’oxyde de fer, une quantité plus importante de
nanoparticules sont nécessaires afin d’avoir un effet équivalent a celui des nanoparticules
d’or. Néanmoins, obtenir une telle quantité de nanoparticules dans la tumeur n’est
possible que par CED. Cependant, les analyses in vitro ont montré que les cellules F98
pouvaient accumuler de grandes quantités des nanoparticules apres incubation dans une
solution de nanoparticules a la concentration de 0,06 mg/mL pendant 24h, pouvant créer
une augmentation de dose microscopique.
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Des études d’administration CED montrent que le volume de distribution est supérieur
au volume d’injection (Bernal et al. 2014) voir proportionnel au volume d’injection soit
de 3 a 5 fois le volume d’injection (Bobyk 2010; Julia Rousseau et al. 2007).

2.6.4. Conclusion

Les expériences de suivi temporel des nanoparticules dans le cerveau des rats nous ont
permis d’étudier l'impact du mode d’administration sur la biodistribution des
nanoparticules d’oxyde de fer. Deux modes d’administration ont été étudiés, I'injection
intraveineuse par la veine caudale et I'injection cérébrale par distribution améliorée par
convection ou CED. Apres injection IV, on observe par IRM, histologie ou LIBS la présence
de nanoparticules dans le cerveau, avec une concentration plus élevée dans la région
tumorale aux temps précoces. Les concentrations macroscopiques ne sont pas suffisantes
par contre pour étre mesurées par TQRS. Apres injection CED, le volume macroscopique
de distribution des nanoparticules peut étre mesuré par TQRS, les concentrations
obtenues localement étant supérieures aux limites de détection. Il est cependant seuillé
par les concentrations minimales détectables et dépend donc de la concentration injectée.
La méthode LIBS, plus sensible que la méthode TQRS, montre que les nanoparticules se
distribuent plus largement. La distribution intracérébrale des nanoparticules
nécessiterait d’étre encore améliorée. L'utilisation de méthodes physiques permettant
d’ouvrir temporairement la BHE avec des ultrasons et/ou l'utilisation de champs
magnétiques permettraient de mieux cibler la tumeur. Dans l'objectif d’utiliser la
radiothérapie par renforcement de dose, une quantité suffisante de nanoparticules doit
étre présente dans la tumeur. Il est possible que la concentration en nanoparticules de fer
ne soit pas mesurable macroscopiquement, mais qu’elle soit trés importante a I'échelle
subcellulaire, rendant possible un effet thérapeutique.
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3.1. Contexte et objectifs

Dans ce chapitre, nous allons présenter la planification de traitement pour la
radiothérapie synchrotron (SSRT) renforcé par les nanoparticules d’oxyde de fer. Apres
avoir étudié la distribution des nanoparticules en fonction du mode d’injection, nous
avons adapté un plan de traitement afin d’évaluer l'impact de la présence des
nanoparticules de fer sur la dose, qui est I'élément clé de la radiothérapie.

En radiothérapie, la planification de traitement est le processus pendant lequel
I'équipe médicale définit le traitement, afin de déterminer la position des faisceaux et la
dose a administrer pour que la distribution de dose soit optimale. Cette étape est cruciale
pour tout traitement de radiothérapie, car I'’effet des rayonnements sur les tissus n’est pas
directement détectable. Les physiciens médicaux utilisent pour cela un logiciel de
planification de traitement qui permet de simuler 'effet du traitement dans un « patient
virtuel », créé a partir des données anatomiques du patient (tomographie, IRM). Cette
distribution de dose dans un « patient virtuel » est extrapolée chez le patient réel et
permet de déterminer la quantité de rayonnement recu par chaque organe. Avec I’avancée
des technologies, des géométries de plus en plus complexes nécessitent des logiciels de
planification de plus en plus précis.

Les calculs de dose sont basés sur les données anatomiques du patient. Ces données
anatomiques sont déterminées par I'acquisition d’'images tomographiques. Ensuite, une
balistique de traitement est choisie permettant ainsi de simuler la dose délivrée aux
différents organes. Une fois la distribution de dose déterminée, on évalue |'efficacité
attendue du traitement en comparant la dose absorbée par la tumeur et les tissus sains
environnants.

Pour prendre en compte I'effet du renforcement de dose par les nanoparticules dans le
calcul de la distribution de dose, nous devons connaitre la concentration de
nanoparticules in vivo. La tomographie quantitative a 2 énergies nous permet de mesurer
les concentrations de ces éléments de numéro atomique élevé chez le patient.

Nous allons aborder les différents aspects de la planification de traitement pour la
radiothérapie synchrotron par photoactivation de nanoparticules de fer. Pour cela, nous
étudierons la distribution des nanoparticules dans le cerveau de fagon quantitative, puis
nous évaluerons 'augmentation de dose due aux nanoparticules en nous basant sur les
conditions réelles d’irradiation (positionnement, balistique, anatomie du patient, etc.) et
en tenant compte de la concentration et la distribution des nanoparticules d’oxyde de fer.

Ce chapitre est divisé en deux parties complémentaires de la planification de
traitement :
e Ladétermination des concentrations de fer par tomographie quantitative
e Le calcul dosimétrique permettant d’obtenir la distribution de dose qui sera
déposée dans la zone irradiée.

Apres la description des différentes étapes de la planification de traitement pour la

radiothérapie, nous allons nous intéresser a chacune de ces questions dans une section
différente. Enfin, nous allons discuter des résultats présentés au cours de ce chapitre.

111



Méthodes physiques et études radiobiologiques pour la thérapie multimodale
combinant irradiation synchrotron et injection de nanoparticules d’oxyde de fer

3.1.1. Présentation d’un systéme de planification de traitement

Comme défini dans le premier chapitre, la radiothérapie cherche a détruire les cellules
tumorales par l'action des rayonnements ionisants. Il faut déterminer la dose absorbée
par la tumeur et dans les tissus traversés pour maximiser la dose dans la tumeur et
minimiser la dose dans les tissus sains.

En radiothérapie externe, la dose (qui correspond a I'énergie déposée dans la matiére)
provient de faisceaux de rayons X émis par une source placée a I'extérieur du patient, a
I'inverse de la curiethérapie qui utilise une source de rayons X placée a l'intérieur du
patient.

Le parcours des photons et des particules secondaires est décrit par la balistique de
traitement. La balistique de traitement dépend :
e Dutype de rayonnement et de son énergie ;
e Dunombre, de l'orientation et de la géométrie des faisceaux ;
e Delamodulation de I'intensité des faisceaux.

La dose et la balistique sont la base de la planification de traitement en radiothérapie
externe. Un outil de planification de traitement appelé TPS pour Treatment Planning
System permet d’élaborer et d’optimiser un plan de traitement radiothérapeutique et de
le valider. Le plan de traitement définitif établit notamment la dose et ses modalités de
délivrance (dose par séance, nombre et fréquence des séances). Ce plan de traitement est
personnalisé et spécifique du patient a traiter. (Barrett et al. 2009).

Il existe de nombreux logiciels de planification commerciaux (Isogray, Dosisoft,
Eclipse, etc.). Pour certaines thérapies expérimentales, ces logiciels doivent étre adaptés
pour prendre en compte les spécificités de ces traitements.

Les fonctionnalités des systemes de planification de traitement (TPS) couvrent toutes
les étapes de la préparation et de la mise en traitement du patient définies par le
radiothérapeute et le physicien médical.

La planification de traitement peut étre divisée en 5 étapes (Figure 3.1.1) :
e Acquisition des données tomographiques ;

Segmentation des volumes d’intérét ;

Positionnement des faisceaux ;

Calcul tridimensionnel de la dose ;

Vérification de la dose dans les différents volumes.

La planification de traitement produit comme résultat la distribution de dose dans le
patient. Si la distribution de dose n’est pas acceptable, le physicien médical modifie la
balistique et recommence le calcul de dose afin d’optimiser le traitement. (TRS 430 2004).
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Figure 3.1.1 : Les différents modules de l'outil de planification de traitement Isogray pour le traitement d’une tumeur
cérébrale chez le rat. (a) Le module d’Imagerie permet le chargement et la visualisation des volumes du patient. (b) Le
module de Recalage permet de recaler automatiquement et manuellement les différents volumes chargés. (c) Le module de
Segmentation permet de créer les régions d'intérét a partir de I'étude des différents volumes. Un contournage manuel ou
par seuil d’'unités Hounsfield est possible. (d) Le module de Simulation permet de créer et de positionner les faisceaux et
permet de faire des calculs dosimétriques.

3.1.1.1. Acquisition des données tomographiques

La premiere étape du TPS est l'acquisition des données anatomiques du patient
(positions et volumes des organes) et la définition des données nécessaires a la
dosimétrie (matériaux et densités des différents tissus). Ces données sont acquises par
différentes modalités d’imagerie tridimensionnelles, comme la tomographie par rayons X
ou l'imagerie par résonance magnétique (IRM). Les acquisitions d’imagerie doivent
permettre de localiser et de délimiter les différents organes d’intérét. L’utilisation de
plusieurs modalités d'imagerie permet de localiser la tumeur par rapport a une image de
référence. Afin que les acquisitions issues de différentes modalités d’'imagerie puissent
correspondre, on utilise une méthode appelée « recalage », pour superposer les images
dans un méme référentiel.

Dans les images de tomodensitométrie ou CT (Computed Tomography), les voxels sont
usuellement gradués par un « nombre CT » ou Nct, noté en Unité Hounsfield (HU). Cette
échelle est calculée de la facon suivante :

_ Hvoxel — Heau

Nop = ——— x 1000 3.1

.ueau

Avec ly,pxer (cm1) la valeur du coefficient d’atténuation mesurée par la tomographie et
Uean(cm1) le coefficient d’atténuation de I’eau a I'énergie d’acquisition de I'image.
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L’acquisition des images permet de déterminer les contours de la cible a irradier (dans
notre cas, la tumeur) et des organes a risques.

3.1.1.2. Segmentation des organes cibles et organes a risques

Les structures anatomiques sont segmentées dans le volume du patient a partir des
images recalées (contours externes, organes a risques, volumes cibles). Pour la
radiothérapie chez 'homme, certains de ces organes peuvent désormais étre segmentés
automatiquement grace a un atlas anatomique. (Ramus 2011). Comme nous allons
travailler sur des rats, nous n’utiliserons pas cette méthode.

I'ICRU (International Commission on Radiation Units and measurements) définit
différents volumes pour la prescription de dose (ICRU 1994):

e Le GTV (growth tumor volume) est le volume visible de la tumeur ;

e Le CTV (Clinical target volume) correspond au volume dans lequel on veut
éliminer les cellules tumorales. En plus du GTV, il contient des marges
dépendantes du type de tumeur a traiter, pour prendre en compte les cellules
infiltrantes non visibles a I'imagerie ;

e Le PTV (Planning target volume) est le volume a traiter. Il contient le CTV et
prend en compte des marges correspondant aux mouvements des organes et a
'incertitude de réalisation de traitement ;

e Lesorganesarisques OAR (organ at risk) sont les organes pour lesquels la dose
ne doit pas dépasser une valeur limite.

En plus de ces volumes d’intérét, il faut déterminer la composition et la densité des
matériaux composant les organes du patient a partir des images tomodensitométriques.
Pour chaque voxel d’'une image tomographique, I'intensité (HU) mesurée correspond a un
matériau et une densité donnée, obtenus grace a une échelle de conversion calibrée par
mesure sur fantome (Figure 3.1.2).
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Figure 3.1.2 : Echelle de conversion des unités Hounsfield en masse volumique pour les différents matériaux biologiques
calibrées a partir d’'un fantéme de calibration CIRS 62 (Vautrin 2011a).
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3.1.1.3. Définition de la balistique

La balistique des faisceaux est définie par la recherche d’une position optimale pour
chaque faisceau. Un isocentre est placé au centre de la tumeur, il correspond a
'intersection entre I'axe du faisceau et I'axe de rotation de I'appareil. Ainsi les différents
faisceaux sont définis par simple rotation tout en ciblant la tumeur. Une fois la direction
d’irradiation choisie, on définit la taille et la forme du champ, c’est-a-dire la forme de la
coupe transversale du faisceau.

3.1.1.4. Calcul de dose

A l'aide des données anatomiques et de la balistique, on effectue une simulation du
traitement d’irradiation. Il s’agit d’un calcul de la dose délivrée au patient.

Le calcul de dose permet 'optimisation du traitement en termes de couverture de la
tumeur et de préservation des tissus sains. Pour cela, il existe plusieurs méthodes de
calcul pouvant étre intégrées dans les TPS, notamment la méthode de calcul par
simulation Monte-Carlo, considérée comme la plus précise, mais également la plus
gourmande en temps de calcul. D’autres méthodes couramment employées sont les
méthodes de calculs déterministes, comme les algorithmes de
convolution/superposition.

La méthode de Monte-Carlo est basée sur la génération de nombres aléatoires pour
simuler les interactions des particules individuellement, en suivant les lois physiques.
Cette méthode est expliquée plus en détail dans la section 3.1.2.

3.1.1.5. Vérification

Le calcul de la distribution de dose permet a I'utilisateur d’évaluer le plan de traitement
et de 'optimiser avant de le valider (Dyk 1999). Cette évaluation est établie a partir de la
distribution de dose dans les différents organes et de 1'étude des « histogrammes dose
volume » (HDV). Un HDV représente la proportion d’'un organe recevant une quantité de
dose. Autrement dit, c’est un graphique ou chaque point de la courbe représente le volume
(en ordonnée) de 'organe considéré qui regoit une dose au moins égale a la dose lue en
abscisse (Figure 3.1.3). Enfin un dernier critere d’évaluation est de mesurer la dose a des
points de mesure particuliers (par exemple la dose a la peau, ou la dose a I'isocentre).
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Figure 3.1.3 : Histogramme dose-volume d’une radiothérapie par modulation d’intensité pour le traitement d’'un
adénocarcinome endométrial avec une dose prescrite de 45 Gy. 100% du PTV regoit au moins 45 Gy. Les HDV de la vessie,
du rectum, des intestins et des reins sont représentés. Un des reins est localisé dans la région pelvienne et est
particuliéerement a risque. (Castilho et al. 2006).

3.1.1.6. Radiothérapie Synchrotron avec agent de renforcement de dose (SSRT)

Les outils de calcul de dose intégrés aux TPS commerciaux sont spécialisés pour des
cas d’utilisation de sources conventionnelles de radiothérapie externe (accélérateurs
linéaires), ou des sources implantées dans le cas de curiethérapie. La SSRT comme
pratiquée a I'ESRF présente des particularités qui rendent inutilisables les TPS
commerciaux pour le calcul de dose :

e |'utilisation d'un faisceau mono énergétique de rayons X de basse énergie ;

e une géométrie de ligne particuliere : 'enchainement de nombreux éléments de la
ligne de lumiére modifiant le faisceau sur la ligne de traitement avant d’arriver sur le
patient ;

e la présence d'un élément lourd injecté dans la tumeur de concentration variable.

Au sein de I’équipe, un outil de calcul de dose pour la SSRT a initialement été développé
en 2006 par Caroline Boudou (Boudou 2006). Cet outil utilisait une interface développée
avec le langage de programmation IDL et permettait la génération de fichiers d’entrée au
code de simulation Monte-Carlo MCNPX. Des travaux d’optimisation de plans de
traitement ont été réalisés a 'aide de ce programme dans le cadre de la these de Magali
Edouard (M. Edouard et al. 2010).

Par ailleurs, en 2009, Manolopoulos et al. ont adapté un TPS appelé NCTPlan basé sur
'algorithme Monte-Carlo MCNP, pour la radiothérapie par augmentation de contraste. Ce
TPS était a 'origine développé pour la technique de thérapie par capture de neutrons par
le bore, qui est une autre technique de radiothérapie utilisant la prise de contraste. Ce TPS
fonctionnait en générant des fichiers d’entrée au code de simulation Monte-Carlo MCNP a
partir d'images tomographiques. (Manolopoulos et al. 2009).

Pour les essais cliniques de SSRT avec agent de contraste iodé réalisés a 'ESREF, il a été
nécessaire de développer un systeme de planification de traitement plus sophistiqué et
plus complet. En 2011, une version modifiée du logiciel [SOgray a été adaptée par Mathias
Vautrin. (Vautrin 2011a) pour une utilisation en SSRT avec agent de contraste iodé.
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Dans sa version standard, le logiciel ISOgray permet la planification de traitement pour
des accélérateurs linéaires (électrons et photons de haute énergie). Ce logiciel est utilisé
en routine clinique dans environ 20% des centres de radiothérapie en France.

[SOgray a été choisi, car il dispose d’'un module Monte-Carlo permettant le calcul en
géométrie voxelisée. En effet, la méthode de Monte-Carlo est la seule modalité de calcul
permettant de bien modéliser les interactions mises en ceuvre en SSRT, en tenant compte
de I'augmentation de dose liée a la présence d’agent de contraste. (Boudou 2006). Le
modele de calcul utilisé dans cette version d’ISOgray est basé sur le code rapide de
simulation Monte-Carlo PENELOPE (Salvat, Fernadndez-Varea, and Sempau 2009) et
permets d’utiliser des fichiers d’espace des phases (PSF).

Un fichier d’espace des phases représente I'état des particules dans le faisceau dans un
espace donné (généralement un plan). Cet espace est enregistré dans un fichier, le PSF,
qui contient les informations d’'un grand nombre de particules et leur état : type (photon,
électron ou positon), énergie, position, vecteur directeur. Ce fichier permet de simuler a
'avance le parcours des particules dans les parties de la géométrie qui sont constantes,
comme par exemple entre la source et les collimateurs. En utilisant un PSF juste en amont
du patient, il ne reste plus qu’a simuler le parcours des particules dans le patient.

Le logiciel 1SOgray adapté par Mattias Vautrin utilise des images tomographiques
acquises, soit a ’hdpital avec un scanner conventionnel, soit directement dans la cabine
de traitement de la ligne ID17 par rayonnement monochromatique. Le logiciel convertit
les coefficients d’atténuation déterminés par le contraste des images (unités Hounsfield)
pour obtenir les cartes de concentration en iode. Pour réaliser cette étape, deux images
sont nécessaires : une image apres injection d’'un agent de contraste iodé et une image
acquise avant injection. La différence d’atténuation entre les deux images permet, grace a
une courbe de calibration, d’obtenir la concentration en iode. On obtient alors une carte
de matériaux décomposée en air, os, eau et eau+iode a différentes concentrations en
fonction des valeurs d'unités Hounsfield mesurées (Figure 3.1.4).

ANKT 2010~

Figure 3.1.4 : Module de dosimétrie du logiciel ISOgray. Un modéle voxelisé du patient représentant les différents
matériaux et représenté selon les 3 plans de l'espace. L’eau est représentée en bleu, I'os en noir et les différentes
concentrations d’iode sont représentées par un dégradé de jaune. (Vautrin 2011a).
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Dans notre étude, nous allons travailler sur le renforcement de dose par les
nanoparticules d’oxyde de fer. Dans ce cadre, deux éléments seront injectés dans
I'organisme : les nanoparticules d’oxyde de fer et un agent de contraste iodé apres le
traitement. Le premier agent est utilisé pour 'augmentation de dose nécessaire au
traitement radiothérapeutique et le deuxiéme permet de localiser la tumeur. Les
nanoparticules d’oxyde de fer seront injectées soit par voie veineuse, soit par CED en
injection intracérébrale. Pour délimiter la tumeur, nous avons choisi d’utiliser I'iode
comme agent de contraste. Apres injection par voie veineuse, l'iode s’extravase dans
I'espace interstitiel tumoral, car la barriere hématoencéphalique est partiellement
rompue dans la zone tumorale.

Ces deux éléments auront des distributions différentes, en raison de leurs modalités
d’injection de leurs caractéristiques physico-chimiques et des concentrations d’injection.
Comme ces deux éléments seront co-localisés dans la tumeur, les images en tomographie
vont faire apparaitre leur augmentation de contraste conjointement, ce qui empéche de
faire un simple seuillage pour déterminer les volumes contenant du fer et de l'iode ainsi
que leur concentration. Il faut donc rajouter une étape de séparation des images pour
récupérer les informations de localisation du fer et de 'iode. Cette étape nécessite une
méthode adaptée de séparation des quantités d’iode, de fer, et des tissus environnants, ce
qui permet de déterminer les volumes contenant chaque élément, et la concentration en
cet élément. Cette séparation se fait par tomographie quantitative par rayonnement
synchrotron. La détermination des concentrations est essentielle pour permettre le calcul
de dose puisque la dose est directement liée a cette grandeur.

Le patient est imagé a deux énergies monochromatiques différentes et apres
traitement de ces images, on obtient des images pondérées en concentration de nos deux
éléments, le fer et I'iode de 'agent de contraste. Les nanoparticules de fer injectées en CED
restent longtemps dans la tumeur (voir Chapitre 2) tandis que 1'agent de contraste iodé
ne va rester que quelques dizaines de minutes dans le cerveau. Dans cette étude, seules
les nanoparticules de fer injectées avant la radiothérapie serviront a renforcer la dose du
traitement. La concentration des nanoparticules va étre déterminante pour 'efficacité du
traitement, le facteur d’augmentation de dose étant directement lié a la concentration,
ainsi qu’'a I'énergie des rayons X (Figure 3.1.5).

Influence de la concentration de I'agent sur le DEF
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Figure 3.1.5 : (A) Evolution du DEF simulé en fonction de I'énergie d’irradiation pour diverses concentrations de Fe, Au,
I ou Gd. Les atomes lourds sont répartis de facon homogéne dans le volume considéré. (B) Evolution du DEF simulé en
fonction de la concentration des composés dans le milieu. Les incertitudes sur les DEF calculés par simulation sont de l'ordre
de 10-3. (Reymond 2018).
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3.1.2. Calcul de dose pour le renforcement de dose par nanoparticules

Comme décrit précédemment, la dose est la quantité d’énergie déposée par unité de
masse par un rayonnement ionisant. Elle est définie par I'énergie dE (]J) déposée
localement dans un élément de masse dm (kg) par l'interaction du rayonnement avec la
matiere. L'unité du systéme international pour la dose est le Gray (Gy) (Figure 3.1.6).

Elément de matiére
de masse dm

Figure 3.1.6 : La dose D est le dépét local d’énergie (dE) dans un élément de masse (dm) par les rayonnements ionisants
(électrons e, photon hv) interagissant avec la matiére. Ce dépot local d’énergie correspond a la différence entre I'énergie
du rayonnement entrant dans I'élément (Rin) et I'’énergie du rayonnement sortant (Rout).

En radiothérapie, on veut obtenir un dép6t de dose maximale dans la tumeur, tout en
évitant des complications dans les tissus sains. Il faut donc connaitre la dose qui sera
déposée dans chacun des organes irradiés. Afin de calculer la dose déposée dans un
patient, on utilise des algorithmes de calcul basés sur les mécanismes connus
d’interactions des rayonnements.

Plusieurs méthodes de calcul de dose existent. Parmi celles-ci, on distingue les
algorithmes basés sur la mesure, dont les calculs sont faits a partir de tables de mesures
expérimentales, les algorithmes de convolution-superposition et la méthode de Monte-
Carlo. Les premiers sont plus rapides et nécessitent moins de calculs, mais sont moins
précis. La méthode de Monte-Carlo est la plus précise, mais nécessite le plus de temps et
de ressources en calcul.

Les méthodes basées sur la mesure sont les plus anciennes méthodes de calcul de
dose, le calcul pouvant étre effectué a la main. Ces méthodes utilisent des tables de
données contenant les valeurs de dose mesurées dans un fantome d’eau avec l'irradiateur
utilisé. Afin de prendre en compte les irrégularités de la forme du patient ainsi que les
hétérogénéités tissulaires (os et poumons), on applique des facteurs de correction sur la
dose calculée a partir de tables. La méthode d’intégration de Clarkson(Shahban et al.
2019) permet de prendre en compte une forme de champ complexe. Elle est basée sur
une séparation des contributions a la dose du rayonnement primaire et du rayonnement
diffusé. Cette dose est calculée a partir de tables de facteurs correctifs mesurés
expérimentalement. Ces tables prennent en compte la qualité du faisceau et la taille du
champ (scatter air ratio). Ces méthodes ont rapidement été intégrées dans les TPS,
cependant elles restent tres approximatives dans les situations présentant des
hétérogénéités ou des champs irréguliers.
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Les algorithmes de convolution et de superposition constituent une autre méthode
de calcul de dose. Ces algorithmes utilisent un kernel basé sur |'énergie diffusée a partir
du point d’interaction du rayonnement primaire. Pour calculer I'énergie déposée en un
point P, il faut intégrer I’énergie émise par tous les points P’ autour de P. L’énergie émise
par chaque point P’ et déposée en P est le produit de la fluence de photons primaires en
P’ par I'énergie diffusée atteignant P.

Parallelement aux méthodes de calcul analytiques, les algorithmes de Monte-Carlo
ont commencé a se développer. La méthode de Monte-Carlo vise a calculer une valeur
numérique approchée en utilisant des fonctions aléatoires. Les phénomenes de transport
de particules sont de nature aléatoire, ce qui les rend particulierement adaptées au calcul
Monte-Carlo. En multipliant le nombre de simulations de trajectoires des particules, on
peut obtenir une bonne estimation de I'énergie déposée dans un volume déterminé. Cette
méthode demande beaucoup de temps de calcul pour obtenir des résultats fiables, mais
elle permet de prendre en compte facilement les hétérogénéités. Avec les progres des
puissances de processeurs, des TPS basés sur la méthode Monte-Carlo commencent a voir
le jour en clinique, méme si certaines approximations sur le parcours des électrons sont
encore nécessaires pour accélérer le temps de calcul. C’est la méthode de référence pour
valider les autres algorithmes, ainsi que pour calculer les kernels des algorithmes de
convolution- superposition.

La méthode de Monte-Carlo est la meilleure méthode permettant de modéliser les
interactions ayant lieu en radiothérapie par renforcement de dose avec des
nanoparticules. En effet, les algorithmes basés sur la mesure et les algorithmes de
convolution/superposition donnent des résultats imprécis lorsqu’il y a des
hétérogénéités dans le milieu, comme c’est le cas en présence des nanoparticules.

Il existe 4 algorithmes généraux qui sont principalement utilisés pour la planification
de traitement (Reynaert et al. 2007) : MCNP, EGS, PENELOPE et GEANT4. Tous ces codes
modélisent les mémes lois physiques avec des approximations différentes.

Nous avons choisi d'utiliser la plateforme GATE (GEANT#4 application for tomographic
emission). GATE est une plateforme initialement développée pour les simulations en
médecine nucléaire, mais s’est améliorée pour permettre des applications en
radiothérapie et tomographie par rayons X. Cet algorithme est basé sur 'utilisation de
macros permettant une utilisation plus simple de I'algorithme GEANT4 du CERN. (Jan et
al. 2011; Sarrut et al. 2014). GEANT4 gere le noyau de simulation des interactions des
particules et GATE fournit des fonctionnalités de haut niveau pour faciliter la prise en
main et la conception d’applications médicales.

GATE permet la gestion des volumes tomographiques et peut utiliser des listes de
données physiques différentes. Cette application offre de nombreux avantages, entre
autres, la possibilité d’utiliser des outils de réduction de variance. De plus, étant
initialement créée pour I'imagerie, elle est adaptée pour les rayonnements de basse
énergie.

Cette plateforme a notamment été utilisée dans des études préliminaires pour calculer
la dose déposée lors des acquisitions tomographiques d’'images cérébrales chez le
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rongeur par rayonnement synchrotron (Figure 3.1.7) (Rosuel et al. 2018) (Mittone et al.
2013).
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Figure 3.1.7 : Carte de la dose déposée dans le cerveau d’'un rat lors d’'une acquisition en tomographie synchrotron ;
d’apres (Rosuel etal. 2018). La coupe axiale représentée est celle du centre du volume exploré dans la direction « museau-
queue ». Simulation réalisée avec le code de calcul GATE.

Lors de cette étude, la dose a été calculée pour les images acquises par tomographie
synchrotron soit en atténuation soit en contraste de phase. Une méthode de réduction de
variance, le TLE (Track lengh estimator), basé sur 'hypothése du dépot local de la dose, a
été utilisée.

Le TLE est basé sur 2 principes
e Premierement la perte d’énergie des photons n’est pas considérée comme
ponctuelle (au point d’interaction), le photon perd une part égale de son énergie
dans chaque voxel de sa trajectoire.
e Deuxiemement, on ne suit pas le parcours des électrons secondaires.

Pour utiliser cette technique, il faut que les conditions d’expériences remplissent 2
criteres : la diffusion des photons doit étre négligeable par rapport a I'absorption dans les
tissus et la taille des voxels doit étre supérieure au parcours des électrons (Mittone et al.
2013). Comme on travaille avec des photons de basse énergie (< 100 keV), les criteres
sont compatibles avec notre utilisation. En réduisant la variance sur les doses estimées,
on peut obtenir la méme incertitude, avec moins de simulation de particules. Cette
méthode permet de réduire considérablement le temps de calcul.

Les conditions d’irradiation et de dosimétrie sont les mémes que dans cette étude, il
est donc aisé d’adapter le code pour nos besoins. Par ailleurs, Spiga et al. ont réalisé des
simulations de 'augmentation de dose sur fantdémes en utilisant le code GEANT4. Les

résultats des simulations étaient en accord avec les mesures expérimentales. (Spiga et al.
2019).
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3.2. Etude de la biodistribution par tomographie synchrotron a 2 énergies

3.2.1. Etude sur fantdme

Dans cette premiere partie, nous allons étudier la distribution des nanoparticules
d’oxyde de fer dans nos conditions de traitement. Pour cela, nous commencerons par
I'étude des mesures de la concentration des nanoparticules par tomographie sur fantome
afin de valider nos mesures. Ensuite, nous appliquerons notre méthode sur un groupe de
rats ayant recu des nanoparticules dans le cerveau par CED.

3.2.1.1. Matériel et méthodes

3.2.1.1.1. Algorithme de séparation des éléments

L’utilisation de faisceaux monoénergétiques permet de construire des images dont
I'intensité est proportionnelle au coefficient d’atténuation p des matériaux traversés. Une
fois les projections acquises, il faut reconstruire le volume pour obtenir les coefficients
d’atténuation a 2 énergies différentes, pour finalement récupérer les images des 3
matériaux composant le volume. Cette méthode a été détaillée dans la section 2.4.1.3.

3.2.1.1.1.1. Etude sur fantdmes

L’algorithme de séparation des éléments pour les acquisitions a 2 énergies a d’abord
été testé sur deux fantomes. Ces fantdmes ont été imagés a deux temps expérimentaux
distincts (Tableau 3.2.1). Dans les deux cas, un détecteur germanium a été utilisé.

Les deux fantomes utilisés dans cette étude sont les suivants :

e Fantome 1:Un cylindre de polyéthyléne de 4,2 cm de diametre, rempli d’eau et
contenant 7 tubes de polyéthyléne de 1 cm de diametre avec une paroi de 1 mm.
Chaque tube contient une solution de nanoparticules d’oxyde de fer a
différentes concentrations provenant d'une solution mere de 25 mg/mL de
Fe304, soit 18,1 mg/mL de Fe (Figure 3.2.1). L'incertitude sur la concentration
initiale a été estimée a 5% par le préparateur.

@ @ (mg/mL) (mg/mL)
H20 0,0 0,0
@ c1 1,6 1,1
c2 3,1 2.7
C4 12,5 9,0
. o c5 25,0 18,1

Figure 3.2.1 : Fantome d’eau et de nanoparticules d’oxyde de fer a différentes concentrations. Le fantome est rempli
d’eau et chaque tube contient un mélange différent. Les concentrations en nanoparticules d’oxyde de fer sont indiquées
dans le tableau de droite ainsi que la concentration équivalente en élément fer. Les tubes Air et H:0 contiennent
respectivement de l'air et de I'eau.

122



Méthodes physiques et études radiobiologiques pour la thérapie multimodale
combinant irradiation synchrotron et injection de nanoparticules d’oxyde de fer

e Fantome 2: un cylindre de 5,4 cm en polyéthylene, rempli d’air contenant 7
tubes en polyéthylene de 6 mm de diametre avec 1 mm de paroi, remplis avec
différentes concentrations de nanoparticules d’'oxyde de fer et d’iode sous
forme d’agent de contraste (loméron®) dans de I'eau (Figure 3.2.2).

1 0,0 0,0
2 1,8 0,0
3 0,0 4,0
4 0,9 2,0
5 1,8 0,0
6 0,0 2,0
7 0,9 0,0

Figure 3.2.2 : Fantéme contenant des tubes contenant une solution aqueuse d’iode et de fer de concentrations connues.
La couleur jaune indique des concentrations croissantes d’iode et le gris indique des concentrations croissantes de fer. Les
concentrations d’iode et de fer sont indiquées dans le tableau.

Les solutions de nanoparticules de fer sont préparées a partir d'une solution mere de
nanoparticules d’oxyde de fer de 25 mg/mL, fournies par lI'équipe de JK Kim de
I'Université de Daegu (Corée du Sud) et les solutions d’iode sont préparées a partir d'une
préparation commerciale d’loméron® a la concentration de 350 mg/mL. La précision des
mesures sera estimée par I'écart-type associé a la mesure dans une région d’intérét. La
préparation de la solution mere de nanoparticules de fer est décrite dans la section 2.2.2.1.

Le tableau 3.2.1 résume les conditions d’acquisition de la tomographie pour chacun des
deux fantomes.

Objet Fantome 1 de Fantome 2 de NP de fer et
nanoparticules de fer d’iode
Energie (keV) 32,0 et 33,5 31,0 et 35,0
Nombre de projections 1024 1024
Nombre de coupes 60 1
Dlmensmps de I'image 432 x 432 432 x 432
(pixels)
Résolution horizontale (mm) 0,337 0,337
Résolution verticale (mm) 0,5 0,5
Dose a I'entrée (Gy) 0,18 et 0,16 0,20 et 0,14

Tableau 3.2.1 : Parameétres d’acquisition des fantémes 1 et 2 pour la tomographie a 2 énergies.

Pour le Fantome 1, la mesure des coefficients d’atténuation a été faite sur la moyenne
mesurée dans une région d’intérét cylindrique de 15 pixels de hauteur et une surface de
430 pixels. Afin d’évaluer I'effet de la sédimentation, une comparaison des mesures sur
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chaque coupe sur toute la hauteur du tube a également été faite (26 coupes). Dans chaque
coupe la valeur moyenne dans une région d’intérét de 430 a été utilisée pour la mesure.

Pour le Fantéme 2, seule une coupe a été acquise. La mesure des coefficients
d’atténuation a été déterminée par la mesure dans une région d’intérét circulaire de 80
pixels pour chaque tube.

3.2.1.2. Validation du modéle biénergie par mesures sur fantobmes
e Fantome 1 : nanoparticules d’oxyde de fer et eau

Un premier fantdme contenant des concentrations croissantes de fer a été imagé par
tomographie synchrotron de part et d’autre du K-edge de l'iode (33,17 keV), puis 'image
des concentrations de fer a été obtenue. Les coefficients d’atténuation linéiques de I'eau,
mesurés aux deux énergies, ont été utilisés pour calibrer I'énergie. Cela nous a permis de
corriger I'énergie au-dessus du seuil K de I'iode qui a été évalué a 33,5 keV au lieu de 34,0
keV. Les images acquises sont représentées dans la Figure 3.2.3.
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Figure 3.2.3 : Fantéme composé d'un mélange de nanoparticules d’oxyde de fer et d’eau. A. Coupe du fantéme, acquise
avec une énergie de 32,0 keV. B. Coupe du fantéme, acquise avec une énergie de 33,5 keV. C. Image de la concentration du
fer. D. Schéma du fantéme. Les concentrations nominales sont détaillées dans le Tableau 3.2.2.

La Figure 3.2.4 représente la moyenne des coefficients d’atténuation linéiques p
mesurés dans une région d’intérét de 1000 voxels dans chaque tube en fonction de la
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concentration en fer théorique pour les 2 énergies. On observe un excellent accord (R2 =
0,98) seule la mesure de la concentration la plus élevée de 18 mg/mL de fer présente un
écart de 1,8% par rapport a la valeur théorique.

Mesure du coefficient d'atténuation sur fantéme eau + fer

Coefficientd'atténuation . {cm-1)

o
LS}
£~
()]

8 10 12 14 16 18 20

Concentration en fer (mg/mL)

B Attenuation mesurée (32 keV) ——Atténuation Théorique (32 keV)

@ Attenuation mesurée (33,5 keV) —— Atténuation théorique (33,5 keV)

Figure 3.2.4 : Mesure du coefficient d’atténuation en fonction de la concentration de fer théorique pour les énergies en
dessous (32 keV, bleu) et au-dessus (33,5 keV, rouge) du K-edge de l'iode. Les barres d’erreur verticales représentent l'écart-
type des mesures sur la région d’intérét. Les barres horizontales représentent l'incertitude sur la concentration et ont été
estimées a 5%.

Les concentrations mesurées dans le fantome sont détaillées dans le Tableau 3.2.2. La
différence relative entre la mesure et la valeur théorique est inférieure I'écart-type de la
mesure pour les concentrations inférieures a 10 mg/mL. Pour la concentration la plus
élevée, une différence relative de 7% est observée. Cette différence peut s’expliquer par
la présence d’harmoniques dans le faisceau qui bien que présente en petite quantité (de
I'ordre du 1%) affecte les mesures quand les concentrations sont élevées (Elleaume et al
2002). La sédimentation des nanoparticules observées dans ce tube peut également étre
responsable de cette différence.

Valeur Valeur mesurée  Ecart-type Différence
Echantillon nominale + sigma relatif relative
mg/mL mg/mL
H20 0,00 0,07+0,14 = -

C1 1,13 1,24+0,24 19 10

C2 2,26 2,48+0,22 9 10

C3 4,52 4,75%0,21 5 5

Cc4 9,05 9,08+0,38 4 <1

C5 18,09 16,83+0,39 2 -7

Tableau 3.2.2 : Concentrations de nanoparticules d’oxyde de fer mesurées dans le fantéme 1 par tomographie a deux
énergies. L'écart-type (sigma) est mesuré dans la région d’intérét. La différence relative correspond a la différence entre la
valeur mesurée et la valeur nominale de la concentration, divisée par la valeur nominale. L’écart-type relatif est défini
comme étant l'écart-type de la mesure divisé par la valeur moyenne.
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La Figure 3.2.5 montre la mesure du coefficient d’atténuation linéique du mélange le
plus concentré en nanoparticules d’oxyde de fer, selon la profondeur dans le tube de plus
grande concentration. Nous n’avons pas observé de sédimentation dans les autres tubes.

Sédimentation des nanoparticules en fonction de la profondeur

Coefficient d'atténuation {cm-1)
L

06

Hauteur dans le tube (mm)

+ Vakurmesirée =———=Valeurthéorigue

Figure 3.2.5 : Evaluation de la sédimentation des nanoparticules dans le tube ¢ 18 mg/mL de fer par la mesure des
coefficients d’atténuation a 32 keV en fonction de la profondeur. La premiére coupe a un coefficient d’atténuation tres élevé
par rapport aux autres coupes. L’encart montre un agrandissement du graphique entre les valeurs de coefficients
d’atténuation de 0.45 et 0.47.

e Fantome 2 : nanoparticules d’oxyde de fer/iode/eau:

Le second fantome a permis de valider le systeme d’extraction des concentrations de
fer et d'iode. Les images d’iode et de fer sont représentées sur la Figure 3.2.6 et les
concentrations des différentes solutions sont détaillées dans le Tableau 3.2.3 et la Figure
3.2.7. Sur les images, on identifie correctement les tubes contenant du fer et de I'iode. On
observe une erreur relative élevée autour de 38% dans la mesure de la concentration
d’iode qui est constante sur toutes les mesures. On observe aussi que les concentrations
de fer ont moins de 5% d’écart avec les valeurs théoriques dans le milieu ne contenant
que du fer et de I'’eau, ce qui reste dans l'incertitude de la concentration de la solution
mere de nanoparticules de fer. Les différences relatives entre les mesures et les valeurs
théoriques de concentrations de fer, dans le cas d'un mélange eau, iode et nanoparticules
de fer sont plus élevés et atteignent 20%.
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Figure 3.2.6 : Fantome composé d'un mélange de nanoparticules d’oxyde de fer, d’'iode et d’eau. A. Schéma du fantéme
avec l'iode représenté en jaune et le fer en gris. B. Coupe du fantome, acquise avec une énergie de 31 keV. C. Coupe du
fantome, acquise avec une énergie de 35 keV. D. Image de la décomposition en iode. E. Image de la décomposition en fer.
Les concentrations nominales sont détaillées dans le Tableau 3.2.3.
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Tableau 3.2.3 : Concentrations de fer et d’iode mesurées par la méthode de tomographie a deux énergies réalisées a 31

et 35 keV. La mesure représente la moyenne dans chaque tube (N=80 pixels).

127



Méthodes physiques et études radiobiologiques pour la thérapie multimodale
combinant irradiation synchrotron et injection de nanoparticules d’oxyde de fer
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Figure 3.2.7 : Graphiques des concentrations de fer et d'iode mesurées par tomographie quantitative pour chaque
échantillon du fantéme 2. Les concentrations nominales des échantillons sont indiquées en mg/mL.

Ces essais nous ont permis de mettre en place la méthode de séparation a 2 énergies.
Les écarts sur la valeur mesurée de I'iode sont larges, mais constants. Cela peut étre dii a
une erreur d’estimation de la concentration nominale. Sous sa forme commerciale
(Iomeron® 350), 'iomeprol est trés visqueux ce qui peut engendrer des erreurs lors de
la dilution de I’échantillon. Une mesure par ICP-MS, par exemple, aurait pu nous
permettre de vérifier les concentrations nominales, mais n’a pas pu étre réalisée. Dans
notre expérience, comme la mesure de 'iode sert uniquement a déterminer le volume
tumoral, une estimation de la concentration relative est suffisante.

3.2.2. Etude préclinique

3.2.2.1. Matériel et méthodes

Les expériences in vivo ont été menées sur 8 rats Fischer porteurs de tumeurs F98, neuf
jours apres l'implantation des tumeurs, comme décrits précédemment (voir Section
2.2.2). Trois heures avant I'acquisition des images biénergies, les animaux ont recu une
infusion intracérébrale de nanoparticules d’oxyde de fer par la méthode CED. Ils ont recu
le traitement de radiothérapie, puis 15 min avant I'acquisition des images biénergies, ils
ont recu une injection d’iode par voie intraveineuse. Les parametres de I’expérience sont
résumés dans le Tableau 3.2.4.

Les images tomographiques des rats ont été acquises, puis reconstruites par la
méthode de rétroprojection filtrée. Les images de concentration de fer et d’iode ont
ensuite été obtenues a 'aide de 'algorithme de séparation des éléments précédemment
décrit. Une fois les images de concentration de fer et d’'iode obtenues, les volumes
correspondants au fer et a I'iode ont été segmentés a la main, a 'aide du logiciel Isogray,
en prenant un seuil de 2 mg/mL pour le fer et de 0,45 mg/mL pour l'iode correspondant
a 3 fois l'écart-type de la mesure dans le milieu sans éléments. La moyenne des
concentrations a ensuite été déterminée dans le volume segmenté.
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Parametres de
I'expérience

Espece Rat Fischer
Animaux Tumeur F98 (glioblastome)
Nombre 8
Concentration de fer 18 mg/mL
: Volume injecté 20 pL
Nanoparticules FesOs Mode d’injection CED intracérébrale
Débit d’injection 1 uL/min
Agent de contraste Concentration d’iode 400 mg/mL
iodé ioméprol Volume injecté 1 mL
(Ioméron®) Mode d’injection Intraveineuse veine caudale
Energie d’acquisition 32,0 keV et 33,5 keV
Nombre de projections 1024
Tomographie Nombre de coupes 32
Dimension de I'image 432 x 432 pixels
Résolution horizontale 0,337 mm
Résolution verticale 0,500 mm

Tableau 3.2.4 : Conditions de l'expérience préclinique de mesure de concentrations d’iode et de fer.

3.2.2.2. Mesures de concentration et de volumes in vivo

Huit rats ont recu une injection de nanoparticules d’oxyde de fer par la méthode CED,
sous la forme de 20 pL d’une solution de Fe304 a 32 mg/mL de fer avec une vitesse
d’'injection de 1uL/min, 3h avant la radiothérapie. Les rats ont été imagés a I'énergie
d’irradiation (33,5 keV) avant la radiothérapie pour permettre leur positionnement.
Apres le traitement de radiothérapie, les animaux ont regu une injection d’ioméprol de 1
mL a 350 mg/mL ainsi que 0,25 mL de sérum physiologique et ont été imagés une seconde
fois par tomographie a 2 énergies pour quantifier les différents éléments. Ces images
servent a délimiter et déterminer la quantité de fer dans la région tumorale (Figure 3.2.8).

(a) Image 32 keV (b) Image 33,4 keV

(c) Concentration Cerveau (d) Concentration fer (e) Concentration iode

Figure 3.2.8 : Images tomographiques d’un cerveau de rat porteur d’'une tumeur F98. Les images ont été acquises a
32,0 keV (a) et a 33,5 keV (b) de part et d’autre du K-edge de l'iode. Les fractions volumiques des différents composants ont
été extraites avec I'algorithme de soustraction a deux énergies : la concentration du cerveau (c), des nanoparticules d’oxyde
de fer (d) et de 'agent de contraste (e).
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Plusieurs parametres ont été mesurés : le volume de distribution des nanoparticules
de fer, le volume tumoral déterminé par le volume d’iode, la concentration moyenne, la
masse de fer totale, le taux de rétention du fer dans le cerveau et le taux de recouvrement
des volumes de fer et les volumes tumoraux. Le taux de rétention du fer dans le cerveau
au moment du traitement est calculé en faisant le rapport entre la masse de fer mesurée
et la masse de fer injectée. Ces résultats sont résumés dans le Tableau 3.2.5.

Volume Conc. fer Masse fer Rétention Recouvrement
tumoral Moyenne (ng)
(mm3) (mg/mL)

Rat 1 10,9 3,3 8,5 120 19% 7%
Rat 2 10,5 1,8 17,0 196 31% 0%
Rat 3 10,1 6,2 21,0 273 43% 62%
Rat 4 12,2 15,5 19,2 285 45% 37%
Rat 5 10,5 5,6 21,3 264 41% 55%
Rat 6 10,5 9,4 17,7 247 39% 39%
Rat 7 12,9 18,5 13,7 219 34% 25%
Rat 8 10,8 14,8 23,6 305 48% 35%
Moy. 11,4+1,3 6,951 17,7 £ 5,7 242 £ 65 38+10 30+21

Tableau 3.2.5 : Tableau récapitulatif avec les répartitions de fer dans les cerveaux de rats porteurs de tumeurs F98
(n=8), ayant regu une injection de nanoparticules par CED. Les moyennes (may.) du groupe sont également déterminées
ainsi que les écarts-types.

On obtient une excellente décomposition en trois éléments, permettant d’observer que
la distribution de nanoparticules de fer est homogene avec un volume de fer trés
semblable d'un rat a I'autre (11,4 + 1,3 mm3). Notons que 'os ne peut étre discriminé des
autres éléments (tissus, iode et fer) puisque seulement deux énergies ont été utilisées,
mais la connaissance a priori de son architecture permettrait de le séparer si nécessaire.
Le volume moyen mesuré de distribution des nanoparticules est plus faible que les
volumes de distribution mesurés précédemment apres injection d’agents de contraste.
Des expériences similaires réalisées avec du gadolinium ou de I'iode avaient conduit a un
volume de diffusion 4 fois plus grand que le volume injecté. (Taupin et al. 2015; Julia
Rousseau et al. 2007). Cette distribution correspond a une distribution des agents de
contraste majoritairement dans le volume interstitiel du tissu cérébral, qui représente
environ 25% du volume total. La nature, sous forme de nanoparticules, de 'agent injecté
au cours de notre étude, modifie significativement sa distribution par rapport aux agents
moléculaires, ce qui était attendu. Dans notre étude, les volumes tumoraux sont assez
variables (6,9 5,1 mm3). Du fait de cette variabilité, le taux de recouvrement est
également trés variable (30 = 21 %).

Un groupe de 4 animaux a été sélectionné et la répartition des concentrations de
nanoparticules de fer a été étudiée dans ce groupe. La Figure 3.2.9 représente les
histogrammes de concentration de fer dans le volume tumoral délimité par la région
d’'intérét contenant l'agent de contraste iodé sur les images tomographiques. Les
histogrammes ont un profil trés similaire chez les 4 animaux. On observe un pic de
concentration a 8 mg/mL en moyenne. On observe également que le maximum de
concentration est de 240 mg/mL. Ces concentrations sont tres élevées par rapport a la
concentration injectée qui vaut 32 mg/mL. Cette concentration des nanoparticules
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indique que soit les nanoparticules s’agrégent, soit elles pénetrent dans les cellules et
s’accumulent. Ce comportement est tres différent des distributions observées pour les
éléments comme l'iode ou le gadolinium. Pour ces agents de contraste, on observait des
concentrations divisées par 4 par rapport a la concentration injectée correspondant au
volume partiel lors d’une distribution dans I'espace interstitiel du tissu cérébral.

Occurence (u.a.
Occurence (u.a.

100 150 100 150
Concentration (mg/mL) Concentration (mg/mL)

40 T T T T 16

Occurence (u.a.
Occurence (u.a.

. .
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250
Concentration (mg/mL) Concentration (mg/mL)

Figure 3.2.9 : Histogrammes de concentration en fer dans le volume de distribution chez 4 animaux traités par injection
en CED de 18 mg/mL de nanoparticules.

3.3.Calcul de Dose

Dans cette partie nous allons étudier I'impact des nanoparticules de fer sur la dose
absorbée en fonction de leur distribution et de leur concentration.

3.3.1. Méthodologie pour le calcul de dose pour la planification de traitement.
La méthode de calcul utilisée et les conditions de modélisation seront tout d’abord
présentées. Puis nous détaillerons les conditions expérimentales étudiées et enfin les
meéthodes d’analyses pour étudier les distributions de dose.
3.3.1.1. Calcul de dose par simulation Monte-Carlo avec Gate
Comme indiqué précédemment, les calculs de dose ont été réalisés avec le code de

calcul GATE (Geant4 Application for Emission Tomography).
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GATE est une encapsulation de Geant4 spécialisée dans les applications médicales des
rayonnements ionisants (Sarrut et al. 2014). Initialement développé pour la modélisation
de la scintigraphie, cet outil permet aujourd’hui de nombreuses applications notamment
pour la radiothérapie externe, avec une interface par macro ou lignes de commandes, ce
qui permet une plus grande facilité d’utilisation sans nécessité de connaitre la
programmation en C++. Le noyau de GEANT4 est encapsulé par plusieurs couches. La
premiere couche gere la définition de la géométrie et des sources, et la gestion des
processus physiques nécessaires aux simulations. La deuxieme couche permet
d'implémenter les objets issus des besoins spécifiques d'imagerie et de radiothérapie.
Enfin, la couche utilisateur permet d’accéder a I'application par des scripts en lignes de
commande (Figure 3.3.1).

Core layer

Couches développeur
(code C++)

Application layer

Couche utilisateur

User layer
(script de commandes)

Figure 3.3.1 : Architecture de GATE en trois couches (Perrot 2011)

GEANT4 gere les processus physiques par des objets qui décrivent quand et comment
une interaction physique se produit le long de la trajectoire de la particule. Ces
interactions sont régies par des modeles physiques. Ces modeles reposent sur des bases
de données contenant les sections efficaces des différentes interactions possibles pour
chaque rayonnement, chaque matériau, a chaque énergie. Pour les rayonnements
électromagnétiques, GATE gere 4 modeles physiques, les modeéles : Standard, Livermore,
Livermore polarisé et PENELOPE.

Le modele Standard a été développé pour les besoins de la physique a haute énergie
du LHC (Large Hadron Collider). Ce modele offre de meilleurs temps de calcul, mais il est
moins précis pour les basses énergies (< 1 GeV).

Les modeles Livermore et PENELOPE sont appelés modeles de basse énergie. En plus
des interactions physiques des photons avec la matiere, les modeles de basse énergie
prennent aussi en compte la relaxation des couches électroniques et des atomes
(fluorescence, électrons Auger, relaxation atomique). Une version de Livermore prenant
en compte les faisceaux polarisé (Livermore Polarized) est aussi incluse. Comme le
rayonnement du faisceau synchrotron est polarisé, nous allons utiliser le modeéle
Livermore Polarized dans notre étude.
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3.3.1.2. Recalage des images

Comme indiqué précédemment, les animaux traités par radiothérapie ont été imagés
en tomographie monoénergie avec seulement des nanoparticules d’oxyde de fer avant le
traitement pour ne pas influencer I'laugmentation de dose en ajoutant de I'iode. Apres le
traitement les rats ont regu une injection de 1 mL de ioméprol (400 mg/mL), par la veine
caudale suivie d’'un bolus de 1mL de sérum physiologique, puis ils ont été imagés par
tomographie a deux énergies. Un recalage des volumes avant et apres traitement a été
réalisé pour déterminer le volume de la tumeur effectivement irradié.

Un recalage rigide (sans déformation) a été réalisé avec le logiciel Isogray. Une
maximisation du recouvrement de la région d’intérét du crane a été appliquée. L'image
recalée est ensuite interpolée pour créer la méme image avec les voxels correspondant a
I'image de référence.

3.3.1.3. Détermination des régions d’intérét

Les premiers volumes déterminés sont les « volumes naturels » de I'animal. Trois
régions d’intérét ont été définies, le cerveau, I'os du crane et les tissus mous extérieurs.
Un premier seuillage a été effectué sur les coefficients d’atténuation a 0,3 cm-! pour
segmenter un contour extérieur de I'animal. Le volume intérieur a été attribué a du tissu
mou. Ensuite, I'os a été déterminé avec un seuil de 0,5 cm. Le cerveau est défini comme
correspondant au volume de tissu mou se trouvant a I'intérieur du crane.

L’utilisation de fantéme dans la section 3.2.1.2 nous a permis de déterminer
I'incertitude statistique pour les différentes mesures de concentrations de fer et d’'iode.
Pour déterminer les régions d’intérét, nous avons utilisé un seuil égal a trois fois la valeur
de I'écart-type des concentrations mesurées dans le cerveau controlatéral. Nous avons
isolé le plus gros volume détecté dans le volume du cerveau pour chaque concentration.
En effet, on peut supposer que les nanoparticules se distribuent dans un seul volume, ce
qui est validé par I'observation des images.

La détermination des régions d’intérét a été effectuée grace a l'application Isogray.
Cette application a aussi permis de mesurer des volumes a partir des contours
tridimensionnels. Les régions d’'intérét ont ensuite été exportées sous la forme de fichiers
DICOM RT Structure Set, ce qui permet de créer une carte des volumes d’intéréts du
patient, utilisé ensuite comme fichier d’entrée pour la géométrie d’irradiation de GATE.

3.3.1.4. Géomeétrie d’irradiation.

GATE permet d’utiliser des volumes acquis par tomographie pour créer la géométrie
des simulations. Cela permet de créer des volumes réalistes et spécifiques des patients
étudiés.

Pour la simulation, un cylindre d’air a été créé pour contenir les volumes définis par la
tomographie. Ensuite, les images ont été placées au centre de ce cylindre pour pouvoir
aligner le faisceau. Chaque pixel des images tomographiques correspond a un volume
avec les caractéristiques de taille et de matériau le constituant.
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Les voxels font une taille de 0,337 x 0,337 x 0,500 mm3. Cinq structures différentes
ont été utilisées pour la simulation : l'air, le tissu mou, I'os, le cerveau et un mélange de
tissu cérébral et de Fe304. Chacune de ces structures est constituée d’'un matériau sauf ce
dernier, qui est discrétisé en 200 matériaux selon la concentration en nanoparticules, tel
que décrit plus loin. La composition des matériaux biologiques utilisés a été basée sur le
rapport ICRU-44. (White et al. 1989), tel qu'utilisé par le NIST, pour calculer les valeurs
des coefficients d’atténuation (Seltzer 2004). Les compositions sont résumées dans le

Tableau 3.3.1.

Air Tissus Os Tissu Fe304
mous cérébral

H 10,2% 3,4% 10,7%

C 0,0124% 14,3% 15,5% 14,5%

N 75,52% 3,4% 4,2% 02,2%

0) 23,18% 70,8% 43,5% 71,2% 27,6%
Na 0,2% 0,1% 0,2%
Mg 0,2%

P 0,3% 10,3% 0,4%

S 0,3% 0,3% 0,2%

Cl 0,2% 0,3%

Ar 1,28%

Ca 0,3% 22,5% 0,3%

Fe 72,4%

p (g/mL) 1,205x10-3 1,06 1,92 1,04 5,17

Tableau 3.3.1: Fraction massique des éléments atomiques présents dans la composition des différents matériaux
utilisés et leur densité, d’aprés ICRU-44 (White et al. 1989).

Les concentrations en nanoparticules d’oxyde de fer dans le cerveau peuvent étre tres
élevées en fonction de la technique d’injection utilisée, ce qui va avoir un impact sur la
densité du matériau composé de tissu cérébral et de nanoparticules. En estimant que la
densité du mélange milieu/ Fe304 est proportionnelle a celle de ses constituants, on peut
déterminer la composition et la masse volumique du mélange.

En utilisant les concentrations mesurées dans la section 3.2.2, on attribue une valeur
aux voxels se trouvant dans chacune des régions d’intéréts. Chaque voxel prend donc une
valeur comprise entre -3 et 200 correspondant a la composition de la région d’'intérét
comme indiqué dans le Tableau 3.3.2 et la Figure 3.3.2.

Valeur du voxel Matériau

-3 Air
-2 Tissu mou
-1 Os
0 Cerveau
n comprit entre 1 et 200 Tissu cérébral + IONP a n mg Fe/mL

Tableau 3.3.2 : Table d’équivalence des matériaux.
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Figure 3.3.2 : Carte des matériaux.

3.3.1.5. Conditions d’irradiation

La simulation calque les conditions de traitement des animaux. Quatre conditions
d’irradiation sont étudiées dans ce chapitre avec des énergies et des balistiques

différentes. Deux balistiques sont étudiées :

e Condition de faisceaux croisés: une irradiation de 20 Gy selon 2
incidences, délivrant 10 Gy chacune. Un faisceau en direction du dessus du
crane et le second faisceau irradie le coté droit de la téte du rat (Figure 3.3.3).

La section du faisceau est un carré de 10 mm de coté. Cette balistique a
utilisée avec un faisceau d’énergie de 35 keV monochromatique, ou de 100
en rayonnement monochromatique et en rayonnement polychromatique.

été
keV

e Condition de tomothérapie: une irradiation de 20 Gy avec un faisceau en
rotation sur 360° autour de I’'animal, selon le plan transversal. La section du
faisceau est un carré de 10x10 mm?. Cette balistique a été utilisée avec un

faisceau d’énergie de 35 keV monochromatique.
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y (mm)

Figure 3.3.3 : Schéma du plan d’irradiation. En faisceaux croisés, un faisceau vient du dessus du crdne (faisceau rouge)
et autre provient de la droite du rat (faisceau bleu). Schéma du rat en vue de dessus (Gauche) et vue du plan transverse
(Droite). Schéma adapté de (J.-F. Adam 2003)

Juste avant la radiothérapie, les rats ont été imagés par tomographie. La position des
images acquises par rapport au faisceau est donc connue. Pour sélectionner la coupe
centrale, on utilise comme repere, le trou laissé par l'aiguille dans 'os du crane lors de
I'implantation des cellules tumorales. Les faisceaux de radiothérapie sont centrés sur le
centre supposé de la tumeur, la ou les cellules tumorales ont été injectées, dans
I’hémisphere droit du cerveau.

Plusieurs types de rayonnement ont été étudiés :

e Un rayonnement monochromatique d’énergie 35 keV, qui correspond a
’énergie pour laquelle le facteur d’augmentation de dose du fer est maximal.

e Un rayonnement polychromatique, afin d’évaluer l'efficacité du traitement en
condition de thérapie FLASH. Le faisceau utilisé pour la thérapie FLASH est un
rayonnement polychromatique avec une énergie équivalente de 100 keV, dont
le débit de dose est tres élevé.

e Un rayonnement monochromatique de 100 keV, pour comparaison avec
I'irradiation FLASH.

Ceci nous donne 4 conditions d’irradiations :

Deux faisceaux croisés de 35 keV monochromatiques ;

Deux faisceaux croisés de 100 keV monochromatiques ;

Deux faisceaux croisés de 100 keV polychromatiques ;

Une irradiation sur 360° (tomothérapie) de 35 keV monochromatique.

Pour permettre de délivrer une dose connue de rayonnement, la mesure du débit de
dose est réalisée dans un fantéme d’eau cylindrique de 20 mm de diameétre. Une chambre
d’ionisation PinPoint PTW 31014 (PTW, Fribourg, Allemagne) a été utilisée pour la
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mesure de la dose. La chambre d’ionisation PinPoint est une petite chambre cylindrique
avec un volume sensible de 1,5 mm3. La chambre a été calibrée pour la mesure de la dose
dans l'eau avec les qualités de faisceau °Co et TH200 pour la mesure des rayonnements
de faible énergie. Le dosimetre est réglé avec une différence de potentiel de 400 V et la
lecture de la mesure est effectuée avec un électrometre PTW Unidos Webline. Les facteurs
de correction pour la recombinaison des ions, de pression et de température ont été
déterminés et appliqués a la mesure. La chambre d’ionisation est placée au centre du
fantome et une irradiation avec un faisceau de champ carré de 10 mm de c6té (comme
pour le traitement des animaux) est réalisée de facon a irradier toute la zone active de la
chambre.

Une fois le débit de dose mesuré dans le fantome cylindrique, la prescription de dose
dans le rat a été déterminée a partir du débit de dose mesuré.

Pour la simulation, les approximations suivantes ont été faites :

e L’influence de la 3¢ harmonique a été négligée pour les calculs réalisés avec un
faisceau monochromatique. En effet des travaux précédents ont montré que la
contribution de la 3¢ harmonique était négligeable. (Vautrin 2011b). On
consideére donc un faisceau monochromatique

e Le champ du faisceau est supposé uniforme. La mesure du profil du faisceau
montre une variation de 0,5% dans l'intensité du faisceau.

e La vitesse de translation du setup d’irradiation est considérée constante. Un
collimateur de la dimension du champ d’irradiation bouge avec le patient.
L’accélération et le ralentissement de la translation ont lieu lorsque le faisceau
est bloqué par le collimateur. Le débit de dose est donc homogene sur toute la
durée du scan et le champ du faisceau d’irradiation est de la forme du
collimateur.

e Le faisceau est considéré comme étant parallele sur le parcours des photons
dans l'animal. La divergence du faisceau synchrotron est de 3,8 mrad ce qui,
pour un animal de 30 mm d’épaisseur correspond a une augmentation de taille
du faisceau de 114 pm, qui est inférieure a la taille des pixels de 'image qui font
337 um. (Martinez-Rovira, Sempau, and Prezado 2012).

Chaque faisceau est centré sur le centre de '’hémisphere droit, de fagon a ce que la tumeur
soit entierement irradiée par un faisceau ayant un champ carré de 10 mm de c6té. 1,5.108
photons primaires sont simulés en tout. En condition de faisceaux croisés, 7,5.107 photons
sont d’abord simulés sur le premier faisceau, puis une rotation de 90 degrés est effectuée
et les 7,5.107 photons restants sont simulés. En condition de tomothérapie, nous
simulerons un faisceau par angle de 1°. Les photons émis sont distribués sur les 360
angles d’irradiation afin de simuler un total de 1,5.108 photons primaires. Le seuil de
coupure du parcours des photons et des électrons est de 34 um. Les résultats se
présentent sous la forme d'une carte de dose représentant I'énergie déposée dans chaque
voxel pour 1,5.108 photons.

Une simulation du fantome de dosimétrie est aussi réalisée dans les mémes conditions.
La dose de référence est déterminée dans une région d’intérét de 100 voxels au centre du
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cylindre. Pour obtenir la carte dose absolue des rats, les cartes de doses ont été pondérées
par le facteur suivant :

Dose calculée X Dose prescrite
Dose absolue = — 3.2
Dose de référence

La dose calculée (en Gy) est le résultat obtenu par la simulation, la dose de référence
est la dose calculée dans le fantome de référence et la dose prescrite correspond a 20 Gy,
qui est la dose sélectionnée pour traiter la tumeur.

3.3.1.6. Evaluation de I'augmentation de dose

Le facteur d’augmentation de dose ou DEF (dose enhancement factor) est défini comme
le rapport entre la dose dans un voxel contenant des tissus et des nanoparticules et la
dose sans nanoparticules a une position donnée. Le DEF a été évalué voxel par voxel et a
ensuite été moyenné dans la région d’intérét considérée.

DEF Dose avec nanoparticules 23
Dose sans nanoparticules

Trois études ont été réalisées :

e Une étude menée sur le fantome de calibration cylindrique de 20 mm de
diametre, dans lequel une région d’intérét sphérique de 3 mm de diametre a été
placée au centre du fantome et remplie de concentrations croissantes de
nanoparticules d’oxyde de fer. Une simulation a été faite en condition de
faisceaux croisés avec des concentrations de nanoparticules de 0, 1, 5, 10, 20,
50 et 100 mg/mL.

e Une étude menée sur un rat dans les 4 conditions d’irradiation établies
précédemment.

e Une étude menée sur 4 rats en condition de faisceaux croisés avec une énergie
de 35 keV monochromatique.

La dose et le DEF sont évalués de 2 manieres. Premierement, les moyennes de la dose
et du DEF sont mesurées dans le volume tumoral ainsi que dans le volume de distribution
des nanoparticules déterminées par les régions d’'intéréts segmentées précédemment.
Deuxiemement, un histogramme dose-volume est établi pour chaque rat dans ces deux
volumes.

La répartition de la dose dans les différents volumes peut étre déterminée par un
histogramme dose-volume (HDV). Un HDV représente la distribution de dose dans un
volume déterminé (comme la tumeur ou un organe a risques). Le HDV cumulatif calcule
la proportion du volume qui regoit au moins une certaine dose et la représente en fonction
de la dose. (Podgorsak 2005).

3.3.2. Evaluation dosimétrique et vérification de I'efficacité du traitement
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3.3.2.1. Evaluation du DEF sur fantéme

Une simulation a été réalisée sur un fantome d’eau de diametre de 20 mm contenant
une sphere de 3 mm de diameétre correspondant a un volume de 14,14 mm?3 qui est du
méme ordre de grandeur que les volumes de distribution des nanoparticules mesurés sur
les rats. Cette sphére est composée d'un mélange homogene de Fe304 et d’eau avec
différentes concentrations de fer.

Le facteur d’augmentation de dose (DEF) a été évalué dans cette sphére en faisant le
rapport de la dose avec nanoparticules et le fantéme de référence (sans nanoparticules).
La Figure 3.3.4 montre l'’évolution du DEF en fonction de la concentration en
nanoparticules.

Evolution du DEF avec la concentration en nanoparticules

de fer
35
5 y =0,02x+1,0202

R2=0,9991

y=0,015x+1
(NN
w
]

0 20 40 60 80 100 120

Concentration (mg/mL)

® Monte Carlo — Rapport des pen

Figure 3.3.4 : Calcul par simulations Monte-Carlo du DEF a différentes concentrations de nanoparticules d’oxyde de fer
dans un fantéme cylindrique d’eau de 20 mm de diamétre avec une tumeur sphérique de 3 mm de diamétre contenant un
mélange d’eau et de nanoparticule d’oxyde de fer. La courbe rouge représente le DEF estimé par le rapport des pien/p.

Le facteur d’augmentation de dose simulé dans ce fantome est linéaire avec la
concentration, sur la gamme de concentration en fer considérée, comprise entre 0 et
100 mg/mL. Le DEF est linéaire en fonction de la concentration de fer, avec un coefficient
de détermination de 0,99 et suit I'’équation :

DEF =1+ 0,0203 X C,0, 34

Pour comparaison, Le DEF peut étre calculé en prenant simplement en compte le rapport
des coefficients d’absorption massique en énergie d’'un mélange eau/fer par rapport a
'eau. Si Cre << 1 mg/mL, le DEF peut étre approximé par I'équation 1.6 (Chapitre 1, page
32), ce qui nous donne:

139



Méthodes physiques et études radiobiologiques pour la thérapie multimodale
combinant irradiation synchrotron et injection de nanoparticules d’oxyde de fer

DEF =1+ 0,015 X Cpe,0, 35

En considérant les coefficients d’absorption massique en énergie indiqués dans le Tableau
3.3.3 issu du NIST (Seltzer 2004).

Matériau Coefficient d’absorption Coefficient d’absorption
massique a 35 keV massique a 100 keV

Eau 1,15x101 2,54x10-2

Fer 5,20 2,18x101

Os 7,60x10-1 4,59x102

Tableau 3.3.3 : Coefficients d’absorption massique de l'eau, du fer et de I'os a 35 et a 100 keV. D’apreés les données du
NIST (Seltzer 2004)

La différence entre les deux équations est probablement due a linfluence du
rayonnement diffusé qui est pris en compte dans le calcul Monte-Carlo.

3.3.2.2. Résultats précliniques

Une comparaison de plusieurs conditions d’irradiation a été faite sur un des rats. La
Figure 3.3.5 représente une carte de dose pour la condition de faisceaux croisés a 35 keV.
On observe une augmentation de dose importante dans le volume de distribution des
nanoparticules dans le cerveau ainsi que dans 'os situé sur la trajectoire des faisceaux.

y (mm)

Dose (Gy)

x (mm)

Figure 3.3.5 : Exemple de carte de dose du traitement synchrotron avec renforcement de nanoparticules d’oxyde de
fer avec un faisceau d’énergie 35 keV.

Le DEF calculé par simulations Monte-Carlo, en fonction des concentrations mesurées
dans les tumeurs des rats par TQRS pour une irradiation a 35 keV, est représenté sur la
Figure 3.3.6. La courbe peut étre ajustée par la fonction linéaire :

DEF =1+ 0,0286 X CF6304 3.6

Avec un coefficient de corrélation R? de 0,9957
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Figure 3.3.6 : Facteur de renforcement de dose en fonction de la concentration dans le rat.

Les DEF calculés dans les tumeurs sont proches des DEFs calculés dans un fantome
cylindrique (équation 3.4).

Histogrammes dose/volume

La Figure 3.3.7 représente les histogrammes dose/volume pour les 4 conditions
d’irradiation. Quelle que soit la géométrie d’irradiation (croisée ou tomothérapie), on
observe une plus grande augmentation de dose due aux nanoparticules en irradiant avec
un faisceau monochromatique d’énergie 35 keV par rapport aux irradiations a 100 keV.
Les augmentations de dose résultantes des deux géométries d’irradiation a 35 keV sont
comparables (Figure 3.3.7 C), cependant les distributions de dose dans la tumeur sont
différentes selon la géométrie d’'irradiation utilisée (Figure 3.3.7 A et B).

La dose dans le volume de distribution des nanoparticules a été mesurée et comparée
pour chaque condition d’irradiation (Tableau 3.3.4). Les HDV sont représentés pour les 4
conditions étudiées. On observe qu’'une dose moyenne plus élevée pour une énergie de
35keV, par rapport aux conditions 100 keV, que ce soit avec un faisceau
monochromatique ou en polychromatique. L’augmentation de dose due au faisceau
polychromatique est plus élevée que celle induite par le faisceau monochromatique a 100
keV. Ceci est probablement di a linfluence des basses énergies du faisceau
polychromatique. En revanche, il n’y a pas de différences entre les conditions de faisceaux
croisés et tomothérapie a 35 keV.
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Figure 3.3.7 : Histogrammes dose volume dans la tumeur chez un rat porteur de glioblastomes F98 selon 4 conditions
d’irradiation : faisceaux croisés avec une énergie monochromatique de 35 keV (Bleu) ou 100 keV (Orange) ou avec un
spectre polychromatique d’énergie équivalente a 100 keV (Vert), tomothérapie avec une énergie monochromatique de
35 keV (Rouge). A. Tumeur sans nanoparticules. B. Tumeur avec injection de 20 uL de nanoparticules de fer a 32 mg /mL.
C. DEF calculé dans le volume tumoral avec injection de 20 uL de nanoparticules de fer a 32 mg /mL.

Dose moyenne Dose moyenne DEF moyen

Conditions Tumeur sans fer Tumeur avec fer Tumeur

(a.u.)

Faisceaux croisés

35 keV 198 e v
Tomothérapie
35 keV G 281 v
Faisceaux cr01ses_100 keV 21,0 23,3 1,11
monochromatiques
Faisceaux croises 100 keV 21,0 23,9 1,14
polychromatiques

Tableau 3.3.4 : Dose et DEF moyen mesuré dans le volume tumoral d’'un rat ayant recu une dose prescrite de 20 Gy avec
ou sans nanoparticules d’oxyde de fer pour les quatre conditions d’irradiation étudiées.

Des modeéles virtuels de 4 rats ont été réalisés a partir des images tomographiques
acquises pendant le traitement (Figure 3.3.8). Ces volumes virtuels ont permis de faire un
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calcul de dose selon les conditions d’irradiation précédemment décrites. Le calcul permet
de déterminer la dose recue par I'animal pendant le traitement.

Figure 3.3.8 : Modéles virtuels en 3 dimensions des 4 rats réalisés avec Isogray. Le volume des nanoparticules de fer est
représenté par le volume orange, le volume de la tumeur par le volume bleu clair. Le cerveau a été délimité par le volume
bleu foncé transparent. Les deux faisceaux d’irradiation se croisent au niveau de la tumeur et sont représentés en bleu et
en rouge.

Le Tableau 3.3.5 indique les valeurs de dose et de DEF mesuré dans la tumeur et dans
le volume de nanoparticules de fer. La dose moyenne mesurée dans le volume de fer
représente la dose maximale théorique qu’aurait recue la tumeur, dans le cas ou celle-ci
serait parfaitement recouverte par les nanoparticules d’oxyde de fer.

Dose Dose DEF moyen DEF moyen
moyenne moyenne Tumeur volume fer
Tumeur (Gy) Volume fer

Moyenne 32+7 40+ 6 1,6+ 04 2,1+0,3
totale

Tableau 3.3.5 : Résultats des mesures de dose et de DEF dans le volume de fer et le volume tumoral.
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La Figure 3.3.9 représente les HDV des rats planifiés dans le volume contenant les
nanoparticules de fer et dans le volume tumoral avec et sans nanoparticules de fer. Pour
chaque rat, la dose et le DEF ont une courbe du HDV similaire. On observe que la tumeur
recoit moins de dose a cause du recouvrement partiel du volume tumoral par les
nanoparticules. Le maximum de dose mesuré est entre 100 et 140 Gy correspondant a un
DEF entre 5 et 7. L’augmentation de dose dans la tumeur est seulement partielle dans tous
les rats. Cette différence est due au recouvrement incomplet des nanoparticules qui limite
I'augmentation de la dose dans la tumeur.
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Figure 3.3.9 : Histogrammes dose volumes chez 4 rats ayant recu 20 uL de nanoparticules & 44 mg/mlL. A gauche,
représentation de la répartition du DEF dans les volumes de fer et tumorale. Au centre, répartition de la dose dans les
volumes de fer et tumorale ainsi que la dose déposée dans la tumeur sans nanoparticules. A droite, vue 3D représentant le
volume visible de nanoparticules de fer (orange) ainsi que le volume tumoral (bleu).
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3.4. Discussion des résultats

Dans cette partie, les résultats obtenus par imagerie apres injection des nanoparticules
d’oxyde de fer par voie intraveineuse ou en CED sont discutés et comparés a la littérature.
Les distributions de dose ont été calculées selon plusieurs géométries de traitement, en
prenant en compte les concentrations en nanoparticules mesurées dans le cerveau des
rats. L’originalité de ce travail consiste en I'implémentation de techniques d’imagerie et
de planification de traitement spécifiques au rayonnement synchrotron pour évaluer
I'augmentation de dose macroscopique in vivo induite par les nanoparticules d’oxyde de
fer.

3.4.1. Distribution de la concentration de nanoparticules en CED

Dans la premiére partie de ce chapitre, nous avons mis en place les méthodes
d’imagerie qui permettent d’obtenir les données quantitatives nécessaires aux
simulations. L’utilisation de la tomographie monochromatique nous a permis de
quantifier le fer présent dans le cerveau des animaux. Nous avons démontré au chapitre
2 que les images IRM ne peuvent pas étre utilisées, car une saturation du signal IRM induit
par les nanoparticules d'oxyde de fer empéche d’évaluer la biodistribution des
nanoparticules. De plus, I'IRM ne produit pas de données quantitatives des concentrations
de fagon simple.

Lors de [linjection CED, nous mesurons par tomographie synchrotron une
concentration de nanoparticules dans un volume moyen de 11,4 + 1,3 mm?3 pour une
injection de 20 mm3. Ce volume est plus faible que ce qui était attendu. Apres injection
CED dans le cerveau, les drogues vont se loger dans l'espace interstitiel, puis
éventuellement étre captées par les cellules. Lorsqu’elles restent dans I'espace interstitiel,
les volumes de distribution sont alors plus élevés que le volume d’injection.

D'un point de vue macroscopique, il faudrait idéalement que le volume de
nanoparticules recouvre totalement la tumeur. Une autre étude utilisant de I'iode en agent
de contraste montre que le volume de prise de contraste occupe un volume équivalant a
4 fois le volume injecté par CED. (Julia Rousseau et al. 2007). Les auteurs émettent
I’hypothese que ce volume élevé est dii a la part du volume interstitiel ou 'agent de
contraste diffuse.

Pour les nanoparticules d’oxyde de fer, ce volume de distribution est de 11,3 mm3 pour
un volume d’injection de 20 mmb3. Ceci peut étre dii a la taille des nanoparticules utilisées,
qui apres sonication ont un diametre hydrodynamique supérieur a 100 nm a cause de
I'agglomération des nanoparticules, alors que la taille du noyau métallique des
nanoparticules vade 10 a 15 nm. (Reymond 2018). De plus il a été observé que le diametre
hydrodynamique augmente lorsque les nanoparticules sont mises dans du milieu de
culture (Reymond 2018).

Dans une autre étude (Besse 2011), il a été également observé que lors d’une injection
par CED de gadolinium-DOTA, le volume de distribution était de 3 a 4 fois le volume
d’injection (Figure 3.4.1) et la concentration macroscopique était d’environ 20% a 25% la
concentration de la solution d’injection.
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Bobyk et al. ont étudié la distribution de nanoparticules d’or (15 nm) par tomographie
quantitative dans le temps (Bobyk et al. 2013). La concentration tumorale des
nanoparticules mesurée au temps initial était de 20% celle de la solution d’injection et
décroissait au cours du temps selon une courbe exponentielle avec une constante de
temps de 500 minutes (Bobyk et al. 2013).
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Figure 3.4.1 : Evolution du volume de distribution par rapport au volume d’injection des agents de contrastes. A.
Gadolinium (Gd-DOTA) a une concentration de 1 mmol/L! (Besse 2011). La courbe rouge correspond a une vitesse
d’injection de 3 uL/min et la courbe bleue correspond a une vitesse d’injection de 0,5 uL/min. La concentration du volume

injecté est de 1 mmol/L. B.lode (lopamidol) a une concentration de 100 mg/mL avec une vitesse d’injection de 0,5 uL/min
dans un cerveau de rat normal (bleu) et dans un cerveau de rat porteur d’'une tumeur F98 (Rousseau et al. 2007).

Les agents de contraste restent majoritairement dans l'espace interstitiel du tissu
cérébral qui représente environ 25% du volume. La mesure étant macroscopique avec
une résolution spatiale de quelques centaines de microns, la concentration est moyennée
entre la concentration de I'agent dans I'espace interstitiel et la concentration de I'agent
dans les cellules qui pénetre peu et/ou trés lentement lorsqu’il s’agit d’agents de
contraste.

La taille des nanoparticules joue un réle important sur le volume de distribution. En
particulier, si les nanoparticules s’agglomerent, elles peuvent rester au point d’injection
et faiblement diffuser dans les tissus interstitiels. (M. Y. Chen et al. 2005; Besse 2011).

La concentration des nanoparticules d’oxyde de fer observée au cours de notre étude
est élevée en comparaison des concentrations observées avec d’autres nanoparticules
utilisées en renforcement de dose (Taupin 2013; Krishnan 2020). En comparaison, les
concentrations tumorales moyennes de nanoparticules d’or observées sont de 5 mg/mL
(apres injection de 5uL a 25 mg/mL) et de 3,5 mg/mL (apres injection de 5uL a
22 mg/mL) pour les nanoparticules de gadolinium (Bobyk et al. 2013; Taupin 2013).
D’autres études ont montré qu’il est possible d’atteindre des concentrations encore plus
élevées. Pour la thermothérapie notamment, I'équipe de Maier-Hauff a montré qu'il était
possible d’injecter par CED chez le rat 2 mol/L de nanoparticules (= 110 mg/mL) dans un
volume de 20 pL. (Jordan et al. 2006). Cette équipe a aussi effectué des essais cliniques
chez ’homme qui ont abouti a une autorisation de mise sur le marché pour un traitement
chez 'homme incluant une injection intracérébrale de 4,5 mL de nanoparticules de fer a
la concentration de 112 mg/mL (Maier-Hauff et al. 2011).
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Les nanoparticules de fer utilisées dans le cadre de notre étude s’agglomeérent
fortement et une sonication est nécessaire avant l'injection. Cependant, méme apres
sonication, la taille hydrodynamique reste supérieure a 100 nm. (Reymond 2018) (Figure
3.4.2). Le diametre hydrodynamique des nanoparticules a été mesuré par diffusion
dynamique de la lumiere ou DLS (Dynamic Light Scattering). Le diametre
hydrodynamique prend en compte le revétement ainsi que la couronne de protéines
éventuelles qui peuvent se fixer sur les nanoparticules. Cette taille prend en compte la
taille du cceur métallique, et aussi de toute modification de la structure de surface qui
pourrait modifier sa vitesse de diffusion. D’autres études utilisant les nanoparticules de
fer ont aussi observé une agglomération des nanoparticules. (Hauser et al. 2016; S.-]. Seo
et al. 2013). Chen et al montre que l'utilisation d’albumine dans le revétement des
nanoparticules permettrait une meilleure distribution malgré la taille des agglomérats de
nanoparticules (M. Y. Chen et al. 2005).

D’un point de vue microscopique, a I'échelle cellulaire, la taille des nanoparticules va
aussi influencer sur la captation par les cellules tumorales. Les cellules de gliome F98 sont
dérivées des astrocytes qui sont des cellules phagocytaires. (Cahoy et al. 2008). Une étude
réalisée avec des cellules F98 en culture pendant 24h avec les nanoparticules d’oxyde de
fer (Reymond 2018) a montré que ces cellules accumulaient davantage de nanoparticules
lorsque les agglomérats de nanoparticules n’étaient pas soniqués et donc plus gros. Cet
avantage d’incorporation des nanoparticules par les cellules tumorales peut étre
contrebalancé par la faible diffusion des nanoparticules dans les tissus. Un compromis
doit étre trouvé entre ces deux facteurs pour obtenir un effet thérapeutique optimal.
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Figure 3.4.2 : Mesure du diamétre hydrodynamique par DLS (Dynamic Light Scattering) des FeONP apreés une ou
plusieurs sonications (600 W, 20 kHz) de 15 minutes. Méme apreés sonication, les agglomérats de FeONP ont toujours un
diamétre supérieur a 100 nm. (Reymond 2018).

La limitation du volume de distribution influence le recouvrement de la tumeur par les
nanoparticules. Pour les rats injectés en CED, on observe un recouvrement tumoral par
les nanoparticules de fer de 30% £ 20%, ce qui est relativement faible et aura tres
certainement une influence sur I'efficacité du traitement. La distribution reste a améliorer
pour obtenir un effet thérapeutique important.

L’injection d’'un agent de contraste iodé qui passe la barriere hématoencéphalique dans
la zone tumorale ou la barriére est partiellement rompue nous a permis d’'évaluer le
volume tumoral. Toutefois le volume tumoral complet est toujours tres difficile a mesurer
de facon précise et les techniques d'imagerie ne permettent pas de détecter les cellules
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migrantes qui donnent souvent lieu a la reprise tumorale. Une étude a comparé la
tomographie synchrotron avec prise de contraste d’iode avec 'analyse histologique ainsi
qu’avec d’autres techniques d’imagerie. (Taupin 2013). Le volume d’iode mesuré par
tomographie a été trouvé maximal a 15 minutes apres injection et une diminution du
volume d’iode est observé au cours du temps, lorsque le produit de contraste s’élimine.
Comparée avec les autres techniques d’imagerie, la mesure par tomographie a 15 minutes
d’injection d’iode surestime le volume tumoral observé par les autres techniques dans le
cas des plus gros volumes tumoraux. Les temps pour lesquels le contraste d’iode
représente le mieux la tumeur est de 17 minutes pour une tumeur d’environ 5 mm3,
contre 48 minutes pour une tumeur de 166 mms3. Connaitre I'étendue de la tumeur
macroscopique permet un meilleur ciblage, mais le volume de distribution nécessite
d’étre grand par rapport a ce volume afin de détruire les cellules tumorales distantes de
la masse principale et qui ne sont pas visibles par imagerie macroscopique in vivo.

3.4.2. Dosimétrie

Dans une premiere étude, le calcul de dose a été réalisé dans un fantdome et dans un
modele CT basé sur les images tomographiques acquises chez les rats. Le calcul de dose a
été réalisé pour quatre conditions chez un rat :

e Deux faisceaux croisés de 35 keV monochromatiques;

e Deux faisceaux croisés de 100 keV monochromatiques;

e Deux faisceaux croisés de 100 keV polychromatiques;

e Une irradiation sur 360° (tomothérapie) de 35 keV monochromatique.

Ces quatre conditions correspondent aux conditions d’irradiations pratiquées dans
’étude préclinique chez le rat porteur d’'une tumeur F98 présenté dans le chapitre 4.

L’'impact de la géométrie d’irradiation sur la dose calculée a été mis en évidence (voir
Section 3.3.2.2). Le traitement en mode tomothérapie a 35 keV induit une dose dans la
tumeur sans agent légerement plus faible par rapport a un traitement par faisceaux
croisés a la méme énergie. Ceci peut étre expliqué par le fait que la dose de référence est
calculée dans le fantome d’eau a 1 cm, ce qui correspond a la profondeur d’irradiation
pour les faisceaux croisés qui sont émis depuis le c6té du rat ou se trouve la tumeur (le
centre du faisceau). Cependant en tomothérapie, la dose est émise de maniére homogene
autour du rat, des faisceaux d’irradiation seront émis depuis le c6té du rat qui n’est pas a
1 cm de profondeur ce qui va faire baisser la dose moyenne.

L’énergie a également une influence sur la distribution de la dose (Tableau 3.3.4).
L’irradiation avec une énergie de 100 keV induit une dose moyenne dans la tumeur
calculée dans la tumeur de 21,0 Gy en l'absence de nanoparticules, que ce soit en
rayonnement monochromatique ou polychromatique, pour une dose prescrite au centre
de 20 Gy. En comparaison, le traitement simulé a 35 keV donne une dose de 19,8 et
17,2 Gy, respectivement pour les modes d’irradiations croisées et mode tomothérapie.
Ceci est sans doute causé par la présence de 'os sur le parcours du faisceau. En effet, aux
basses énergies, |'os atténue plus fortement les rayons X a cause de I'effet photoélectrique.
En effet, d’apres le NIST (Seltzer 2004), 0,5 mm d’os correspond a une atténuation de
8,3 % de l'intensité du faisceau primaire a 35 keV contre 1,8 % a 100 keV. La dose
prescrite de 20 Gy étant mesurée par une chambre d’ionisation dans un fantéme
cylindrique de 20 mm de diameétre constitué uniquement d’eau (sans os), on surestime
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pendant la calibration la dose a basses énergies comparativement aux hautes énergies et
cela induit des doses délivrées a la tumeur différente en fonction de I'énergie
d’irradiation.

L’influence des nanoparticules de fer pour ces 4 conditions d’irradiation a ensuite été
prise en compte. On observe une augmentation de dose de 1,62 en moyenne a 35 keV pour
les conditions de faisceaux croisés et pour la tomothérapie. A 100 keV, on observe une
différence entre une irradiation avec un faisceau monochromatique et polychromatique.
L’augmentation de dose est de 1,11 pour le faisceau monochromatique alors qu’elle est
de 1,14 pour le faisceau polychromatique, soit une différence de 2,7 %. Cette différence
est due a l'influence des basses énergies pour le spectre polychromatique. Ces résultats
sont importants pour pouvoir comparer linfluence des différentes conditions de
traitement sur la survie dans le chapitre 4.

Dans la seconde étude, nous avons réalisé un plan de traitement pour des animaux
ayant recu des nanoparticules d’oxyde de fer. Le plan de traitement de 4 animaux a été
mis en place pour la radiothérapie avec augmentation de dose par nanoparticules de fer.
Pour chaque animal, une carte de dose et une carte du DEF ont été calculées. A partir de
ces cartes, les histogrammes dose-volume ont été extraits dans les volumes d’intéréts : le
volume de fer et le volume tumoral (Figure 3.3.5).

Le DEF moyen calculé dans la tumeur (N=4 rats) pour une irradiation réalisée a 35 keV
est de 1,6 £ 0,4 (Tableau 3.3.5). Cependant, le recouvrement de la tumeur par les
nanoparticules est partiel et ne permet un renforcement de dose effectif dans toute la
tumeur. De plus, on observe sur les images tomographiques un reflux des nanoparticules
dans le corps calleux chez certains rats ce qui déplace la région de renforcement de dose
hors de la région tumorale et peut conduire a des effets déléteres.

L’augmentation de dose par les nanoparticules affecte les cellules selon 2 effets
principaux : I'altération de I'’ADN par le rayonnement ce qui provoque la mort cellulaire
(effet direct) et la création d’especes réactives de I'oxygeéne dans le milieu, ce qui entraine
des réactions chimiques en cascade qui peuvent provoquer une dénaturation de la cellule
(effet indirect).

Pour atteindre I’ADN, il faut que les nanoparticules soient proches des cellules a
atteindre, ou idéalement, intégrées dans les cellules. En effet, les électrons secondaires
émis par les nanoparticules de fer lorsqu’elles sont irradiées par un rayonnement de
35 keV ont un parcours de 'ordre de 23 pm (Figure 3.4.3), soit de 'ordre de la dimension
d’'une cellule (environ 10 um pour les cellules F98). Pour avoir une efficacité sur les
cellules tumorales, il est important que les nanoparticules soient a proximité des cellules
tumorales. L’efficacité du traitement sera supérieure si les cellules ont internalisé et
concentré les nanoparticules (Figure 3.3.6).
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Figure 3.4.3 : Parcours des électrons dans l'eau selon I'approximation du ralentissement continu (CSDA). En rouge les
photons de 35 keV ont un parcours de 2,3.10-3 g/cm?2, soit 23 um pour une masse volumique de 1 g/cm3. (Berger 1992)

Les travaux de Solveig Reymond montrent qu’en 24 h, les nanoparticules de Fer sont
internalisées en plus forte concentration dans les cellules F98 que le Dotarem, un agent
de contraste a base de Gadolinium. Dans cette expérience, des cellules F98 ont été
incubées dans un milieu de culture contenant 0,06 mg (Fe)/mL de nanoparticules de Fer
ou 5mg (Gd)/mL de Dotarem. Les cellules ayant recu les nanoparticules de Fer ont
internalisé 71 £22 pg [Fe]/cellule, alors que les cellules ayant recu le Dotarem en ont
internalisé 2,10 £0,26 pg (Gd)/cellule. (Reymond 2018). Les cellules F98 ont donc
internalisé plus de nanoparticules de Fer alors que les nanoparticules étaient moins
concentrées dans le milieu de culture que le Dotarem.

Les mesures d’augmentation de dose sur les volumes tumoraux sont encourageantes.
Le DEF moyen mesuré de 1,6 = 0,4 chez les rats étudiés permettrait d’observer des
augmentations significatives du temps de survie des rats. Par contre, le faible taux de
recouvrement de la distribution des nanoparticules par rapport au volume tumoral
pourra poser probleme.

Dans le cas de la survie cellulaire mesurée par tests clonogéniques, les courbes de
survie peuvent étre approximées par le modele linéaire quadratique comme représenté
(Figure 3.4.4) pour les cellules F98. On voit qu’'une augmentation de dose aurait plus
d’effet pour une dose prescrite élevée par rapport aux faibles doses. Cependant, ce modele
issu de données in vitro ne permet pas de prédire le comportement des tumeurs dans le
cadre d’essais précliniques avec une des doses de rayonnement administrées lors d’'un
traitement hypofractionné, comme c’est le cas dans notre expérience. (Delorme et al.
2017).
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¢ Modeéle Linéaire Quadratique pour les F98
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Figure 3.4.4 : Modéle linéaire quadratique : La survie des cellules tumorales diminue avec la dose selon la formule
S/S0=exp (— aD-BDZ2). (Reymond 2018)

La différence entre le DEF mesuré de fagon macroscopique (qui est le seul accessible
in vivo) et le DEF microscopique ajoute une complexité supplémentaire. En effet, au
niveau microscopique, l'effet des nanoparticules sur le rayonnement dépend de la
distance des nanoparticules avec le noyau des cellules, qui est considéré comme la cible
principale. Ainsi, la distribution des nanoparticules au sein des cellules au niveau
microscopique aura une forte influence sur I'impact du rayonnement sur la survie
cellulaire. La concentration observée au niveau macroscopique ne présupposant pas une
distribution homogene des nanoparticules au niveau microscopique.

Enfin, les fortes concentrations de nanoparticules observées dans certains volumes du
cerveau non ciblés, comme le corps calleux lors du reflux au moment de l'injection, par
exemple, pourra exposer les animaux traités a un risque de toxicité intrinseque aux
nanoparticules ou bien par surirradiation qui peut avoir un impact sur la survie des
animaux et limiter I'efficacité du traitement.

3.5. Conclusion

Dans ce chapitre, un outil de calcul a été développé pour la planification de traitement
en radiothérapie synchrotron en présence de nanoparticules d’oxyde de fer. Ce systéme a
été utilisé pour estimer la dose dans le cas de différentes configurations d’irradiation. Les
mesures de concentration sur fantdme nous ont permis de valider la méthode de mesure
par tomographie synchrotron. Pour atteindre cet objectif, une méthode d’imagerie
capable de séparer un minimum de 3 éléments dans un mélange était nécessaire. La
tomographie a 2 énergies permet de séparer la contribution de 3 éléments et a été utilisée
dans cette étude pour séparer l'iode injecté par voie intraveineuse par la veine caudale,
les nanoparticules de fer injectées par CED au lieu d’injection de la tumeur, et le tissu
cérébral. Ensuite, ces informations nous ont permis de créer un module de simulation
dosimétrique, qui utilise ces données pour créer un modele virtuel du rat et qui permet
de reproduire les conditions d’irradiations expérimentales et ainsi obtenir une estimation
de la dose absorbée dans I'’ensemble du volume irradié.
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Les résultats de cette étude nous ont permis d'une part de déterminer I'impact de la
géométrie d’irradiation sur la distribution de dose ainsi que I'influence de 'augmentation
de dose par les nanoparticules. Ces calculs nous ont permis de faire une estimation de
I'efficacité de la radiothérapie combinée pour le traitement des rats porteurs d’une
tumeur F98. Il en ressort que les nanoparticules en forte concentration dans la tumeur
permettraient d’augmenter considérablement la dose déposée dans la tumeur.
Cependant, le faible taux de recouvrement de la distribution des nanoparticules par
rapport au volume tumoral vient pondérer l'efficacité attendue. L’étude préclinique de
survie présentée dans le chapitre suivant permettra de mesurer I'efficacité thérapeutique
de ce traitement combiné et de proposer des pistes d’amélioration.
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Chapitre 4.  Etude in vivo de la radiothérapie synchrotron par
photo-activation de nanoparticules de fer chez le rat porteur du
gliome F98
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4.1. Contexte et objectifs

Dans le traitement du cancer, la radiothérapie stéréotaxique par rayonnement
synchrotron utilise des éléments lourds déposés dans la tumeur pour augmenter la dose
localement a I'aide d’un faisceau de rayons X monochromatiques. Les nanoparticules
d’'oxyde de fer sont un bon candidat pour ce traitement, grace a leur capacité a
s’accumuler dans les cellules tumorales et a la bonne tolérance tissulaire. Cette tolérance
tissulaire des nanoparticules de fer et leur nature ferromagnétique font d’elles de bonnes
candidates pour étre utilisées comme transporteurs pour délivrer des genes ou des
médicaments de maniere ciblée, ou encore comme agent pour détruire les tissus
tumoraux par hyperthermie. (Singh et al. 2010). Ces transporteurs peuvent étre guidés
par un champ magnétique externe afin de cibler un tissu ou un organe spécifique
(Muthana et al. 2015).

La thése présente est la suite des travaux de these réalisés in vitro par Paul Gimenez et
Solveig Reymond. Paul Gimenez a étudié 'application de l'effet Mdssbauer (un mode
d’'interaction entre les rayons y et les atomes menant a la production d’électrons
secondaires) a la radiothérapie avec des nanoparticules de fer 57. De plus, Paul Gimenez
a montré au cours de sa these que l'irradiation in vitro de cellules ayant été exposées au
préalable aux FeONP induit une augmentation tres élevée de la mort cellulaire par rapport
a l'irradiation seule. On observe que ce phénomeéne a une dépendance a I'énergie ainsi
qu'une dépendance a la concentration d’exposition. L'importance de l'effet mesuré
(augmentation par trois de la mort cellulaire) reste élevée, méme a une énergie de 80 keV,
qui pourrait étre utilisée dans le cadre d’essais cliniques pour le traitement de tumeurs
cérébrales.
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Les travaux de Paul Gimenez ont été poursuivis par Solveig Reymond. Elle a mesuré la
concentration de ces nanoparticules de fer dans les cellules F98 et a observé que les
nanoparticules d’oxyde de fer sont internalisées de maniere importante par rapport a
d’autres nanoparticules testées dans le laboratoire. (Reymond 2018). En effet, on observe
une concentration de Fe304 allant jusqu’a 120 pg Fe/cellule pour une concentration dans
le milieu de culture de 0,3 mg/mL et un temps d’incubation de 24 h. Reymond et al.
(Reymond 2018) estiment que 100 pg/cellule correspond approximativement a une
concentration de 100 mg/mL. Ces travaux concordent avec ceux de Choi et al. (G.-H. Choi
etal. 2012) qui trouve une concentration en fer de 168 pg/10¢ cellules, soit 168 pg/cellule
avec une concentration d'incubation de 2 mg/mL de nanoparticules pendant une nuit. Les
nanoparticules s’accumulent dans les vésicules du cytoplasme en plus grande quantité
pour de plus grosses nanoparticules, ou si les nanoparticules se sont agglomérées. Pour
les temps d’incubations étudiés (24 h), il n’a pas été observé d’accumulation de
nanoparticules d’oxyde de fer dans le noyau. (Reymond 2018). Toutefois, comme vu
précédemment, les photoélectrons produits sur la couche K des atomes de fer avec un
rayonnement d’énergie > 25 keV ont des parcours supérieurs aux diametres des cellules
tumorales F98 (section 3.4.2 page 150) et cela ne devrait donc pas constituer un
probleme.

Des simulations et des études in vitro ont été réalisées et ont montré une augmentation
de dose significative et une efficacité améliorée pour détruire les cellules tumorales F98.
Dans ce chapitre, un essai préclinique a été réalisé pour vérifier I'efficacité du traitement
dans un modele de gliome implanté chez le rat.

4.1.1. Objectifs de I'expérience

Différents groupes de rats porteurs du modele de glioblastome F98 ont recu des
traitements par radiothérapie avec ou sans nanoparticules et ont été comparés entre eux.
La survie de ces différents groupes a été suivie et une analyse post-mortem a été réalisée
pour évaluer la quantité de nanoparticules de fer restant dans le cerveau.

Deux modes d’injections des nanoparticules ont été évalués :
e Une injection par intraveineuse (IV) dans la veine caudale
e Une injection intratumorale par CED.
Pour ces deux modalités, différentes concentrations de nanoparticules ont été testées.

Concernant le traitement par radiothérapie, différentes modalités ont été évaluées :

e Une énergie d’irradiation correspondant au maximum du facteur
d’augmentation de dose du fer de 35 keV en rayonnement monochromatique a
été utilisée, soit en irradiation par deux faisceaux d’incidences croisées, soit en
tomothérapie.

e Un faisceau polychromatique d’énergie équivalente a 100 keV pour tester
I'efficacité de l'effet FLASH a tres haut débit de dose (2 faisceaux d’incidences
croisées).

e Une irradiation monochromatique a 100 keV pour comparer directement avec
'effet FLASH (2 faisceaux d’'incidences croisées).
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4.2. Matériel et méthodes

Les essais précliniques chez le rat Fisher porteur d’'une tumeur pour la radiothérapie
synchrotron par renforcement de dose avec les nanoparticules d’oxyde de fer nécessitent
plusieurs étapes qui seront développées dans cette partie.

Les étapes sont: I'implantation de tumeur F98 dans I’hémisphere droit des rats,
I'injection des nanoparticules d’oxyde de fer soit par voie intraveineuse soit en CED, la
radiothérapie et enfin le suivi de la survie apres le traitement, tel que représenté
(Figure 4.2.1).
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Figure 4.2.1 : Frise chronologique représentant les différentes étapes de l'expérience.

4.2.1. Préparation des animaux

Les animaux ont regu une implantation de 5000 cellules F98 dans ’hémisphere droit
du cerveau, 9 jours avant la radiothérapie, tels que développés dans la section 2.2.1. Le
diametre tumoral attendu le jour du traitement est d’environ 3 mm.

Les nanoparticules de fer ont été synthétisées par I'équipe du Pr Jong Ki Kim de
I'université de Daegu en Corée du Sud. La concentration de la solution mere obtenue est
de 25 mg/mL de Fe304, soit 18 mg Fe/mL. Cette solution mére a été évaporée sous flux
d’azote afin d’obtenir des concentrations jusqu’a 54 mg Fe/mL. La syntheése des
nanoparticules est détaillée dans la section 2.2.2.1.

Les nanoparticules d'oxyde de fer ont été administrées par deux méthodes:
administration par injection intraveineuse (IV) et administration intracérébrale par
Convection Enhanced Delivery (CED). Ces deux modes d’administration sont développés
dans la section 2.2.2.2. Les nanoparticules ont été administrées soit 3 h avant la
radiothérapie, soit 24 h avant en fonction du groupe (section 4.2.3). Pour tous les
groupes IV, 1 mL de solution de nanoparticules a été injecté dans la veine caudale du rat,
suivi d'un bolus de 1 mL de solution physiologique. Pour tous les groupes CED, une
injection de 20 uL de solution de nanoparticules a été réalisée aux coordonnées
stéréotaxiques du site d'implantation de la tumeur, avec un débit de 1 pL/min.

4.2.2. Conditions d’irradiation

L’irradiation a été réalisée surla ligne ID17 de 'ESRF. Le faisceau est tout d’abord filtré
par des filtres de carbone et d’aluminium pour s’affranchir des trés basses énergies et
réduire la charge thermique sur le monochromateur. Le monochromateur permet de
sélectionner un rayonnement d’énergie ayant une bande passante dE/E = 0,1 %, ce qui
permet de le considérer comme monochromatique.
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L’installation d’irradiation se trouve a 150 m de la source. Un cadre stéréotaxique, dans
lequel la téte de I'animal sera maintenue, est placé verticalement sur une plateforme
motorisée permettant de positionner précisément les animaux a irradier.

4.2.2.1. Dosimétrie

Afin de déterminer la dose délivrée, le débit de dose du faisceau est calculé pour nos
conditions de traitement. Pour ce calcul, nous avons utilisé un fantéme cylindrique de
3 cm de diameétre rempli d’eau. Le fantéme a été placé sur le cadre stéréotaxique et une
chambre d’ionisation de type PinPoint PTW 31014, placée au centre du cylindre, a servi
de dosimetre.

La chambre d’ionisation a été calibrée par les services de métrologie de PTW pour une
mesure de la dose dans I’eau avec une qualité de faisceau TH200 (200 KVp, 109 keV, 4 mm
Al, 1 mm Cu) et le courant est mesuré par un électrometre PTW Unidos Webline.

4.2.2.2. Centrage de la tumeur sur I’axe de rotation

Avant le traitement, les animaux sont anesthésiés avec un mélange de
kétamine/xylazine (64.5/5.4 mg/kg) en injection intrapéritonéale, puis sont installés
verticalement maintenus par un cadre stéréotaxique en PMMA. Une tomographie de la
téte du rat est effectuée, puis 'animal est positionné pour placer la tumeur au centre de
rotation du systéme d’irradiation.

Une acquisition tomographique 3D constituée de 32 coupes jointives, de 0,5 mm
d’épaisseur, est réalisée. Cette acquisition est réalisée en mode coupe a coupe avec le
détecteur germanium. Pour 'imagerie, le faisceau est atténué avec 10 cm de PMMA, placés
juste apres le monochromateur d’angiographie. Chaque coupe est réalisée en 2 s (180°/s)
par I'acquisition de 1024 profils d’atténuation. La dose moyenne délivrée est de 92 mGy
dans le cerveau et de 360 mGy dans I'os. L’énergie du faisceau est réglée a 35 keV (delta
E/E = 0,1 %). Les coordonnées de l'acquisition dans le plan horizontal sont repérées a
'aide des positions absolues des moteurs. Cette acquisition volumique sert a la fois pour
centrer ’'hémisphere droit sur I'axe de rotation pour les irradiations et sert d’'images de
référence pour la soustraction temporelle. Ceci permet d’obtenir, apres injection, des
images résolues en concentrations absolues d’iode et de fer (voir section 3.2.2).

L’'image représentant la coupe du centre théorique de la tumeur est utilisée pour le
centrage de I'animal pour la radiothérapie. Le centre de I'hémispheére droit est repéré et
le rat est déplacé a l'aide des deux translations motorisées horizontales et
perpendiculaires placées au-dessus de la rotation, afin de faire coincider ce point avec
'axe de rotation. Le centre de la tumeur est supposé étre situé au point d’injection des
cellules tumorales approximativement au centre de 'hémispheére droit du cerveau. On
repere dans I'os du crane 'orifice ayant permis I'implantation des cellules tumorales, cette

position sera nommeée isocentre par la suite.
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4.2.2.3. Traitements de radiothérapie

Plusieurs conditions d’irradiation ont été étudiées en faisant varier I'énergie du
rayonnement et la géométrie d’irradiation. Ces conditions sont détaillées dans le
chapitre 3 et sont les suivantes :

e Radiothérapie monochromatique — Energie : 35 keV

a. Géométrie d’irradiation : deux faisceaux croisés
b. Géométrie d’irradiation : tomothérapie

e Radiothérapie monochromatique Energie : 100 keV
a. Géométrie d’irradiation : deux faisceaux croisés

e Radiothérapie FLASH : Faisceau polychromatique
a. Géométrie d’irradiation : deux faisceaux croisés.

Pour la radiothérapie, la largeur du faisceau est de 10 mm et la hauteur du faisceau de
1,35 mm. L’atténuateur en PMMA utilisé pour I'imagerie est retiré du faisceau. Le débit de
dose mesurée dans la zone tumorale a irradier est de 1,5 mGy/s/mA. Le courant dans
I'anneau de stockage est approximativement de 200 mA, ce qui nous donne un débit de
dose dans 'eau a la tumeur de 18 Gy/min.

4.2.3. Suivi post-traitement

Apres le traitement, les rats sont surveillés quotidiennement afin de relever leur poids
et de suivre I'état physique des animaux.

Des points limites ont été définis pour réduire la souffrance des animaux. Les animaux
ont été euthanasiés si les signes suivants étaient observés :

e Perte de poids supérieure a 20 % par rapport a leur poids initial,

e perte de poids pendant plusieurs jours ainsi que deux des points limites
suivants : chromodacryorrhée (excrétions rouges ressemblant a un saignement
autour des yeux et du nez), prostration, déplacements circulaires, poils
ébouriffés.

Le temps de survie des animaux euthanasiés a été allongé de 1 jour par rapport a la
date de I'euthanasie. Lorsqu'un animal était retrouvé mort, son temps de survie a été
compté au jour de la mort de I'animal.

4.2.4. Analyse statistique

Pour chaque groupe d’animaux, la courbe de survie de Kaplan-Meier a été tracée et les
valeurs médianes et moyennes de survie ont été calculées. Les groupes ont été comparés
2 a 2 avec un test du log-rank. Le pourcentage relatif d’augmentation de temps de survie
% ILS (Increase Life Span) par rapport aux controles non traités, ont été calculés de la
maniere suivante :

MST, — MST,
%ILS = ST 4.1
(o4

158



Méthodes physiques et études radiobiologiques pour la thérapie multimodale
combinant irradiation synchrotron et injection de nanoparticules d’oxyde de fer

Avec MSTt, le temps de survie médian ou moyen des groupes traités et MST. celui du
groupe controle non traité, exprimé en jours.

4.2.5. Groupement et protocoles

Trois séries d’expériences ont eu lieu au synchrotron tel que décrit ci-dessous. Pour
donner plus de cohérence aux comparaisons de traitements, nous avons par la suite choisi
de présenter les résultats non pas par ordre chronologique, mais par comparaison de
traitements.

Dans la premiere expérience, 10 groupes de rats ont été constitués :
e Nonirradiés:
o Sans nanoparticules
o Administration IV de 44 mg Fe/mL de nanoparticules d’oxyde de fer
o Administration CED de 1,8 mg Fe/mL de nanoparticules d’oxyde de fer.

e Radiothérapie par tomothérapie avec un faisceau monochromatique de 35 keV :
o Sans nanoparticules
o Administration IV de 44 mg Fe/mL de nanoparticules d’oxyde de fer 24 h
avant la radiothérapie
o Administration CED de 1,8 mg Fe/mL de nanoparticules d’oxyde de fer
24 h avant la radiothérapie.

e Radiothérapie par irradiation en faisceaux croisés avec un faisceau
monochromatique de 100 keV
o Administration CED de 1,8 mg Fe/mL de nanoparticules d’oxyde de fer
24 h avant la radiothérapie.

e Radiothérapie par irradiation en faisceaux croisés avec un faisceau
polychromatique équivalent a 100 keV a tres haut débit de dose.
o Administration CED de 1,8 mg Fe/mL de nanoparticules d’oxyde de fer
24 h avant la radiothérapie.

Dans la seconde expérience, une combinaison de traitements a été expérimentée avec
les nanoparticules a la concentration de la solution mere. Les rats ont donc été séparés en
quatre groupes :

e Nonirradiés:
o Sans nanoparticules
o Administration CED de 18 mg Fe/mL de nanoparticules d’oxyde de fer.

e Irradiation en faisceaux croisés avec un faisceau monochromatique de 35 keV
o Sans nanoparticules
o Administration CED de 18 mg Fe/mL de nanoparticules d’oxyde de fer
24 h avant irradiation.

Dans la troisieme expérience, 6 groupes d’animaux ont été créés. Dans cette
expérience, les nanoparticules ont été injectées le jour méme du traitement, 3 h avant
l'irradiation.
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e Nonirradiés:
o Sans nanoparticules,
o Administration CED de 32 mg Fe/mL de nanoparticules d’oxyde de fer
o Administration IV de 54 mg Fe/mL de nanoparticules d’oxyde de fer

e Irradiation en faisceaux croisés avec un faisceau monochromatique de 35 keV :
o Sans nanoparticules,
o Administration CED de 32 mg Fe/mL de nanoparticules d’oxyde de fer 3
h avant irradiation
o Administration IV de 54 mg Fe/mL de nanoparticules d’oxyde de fer 3 h
avant irradiation.

Les conditions expérimentales de ces trois expériences sont synthétisées dans le
Tableau 4.2.1

Faisceau
polychromatique
2 Faisceaux
croisés

Energie : 35 keV Energie : 35 keV Energie : 100 keV
Monochromatique Monochromatique Monochromatique
2 Faisceaux croisés Tomothérapie 2 Faisceaux croisés

Groupe
Controle
Non irradiés

Concentration

Nanoparticules

Expérience 1

(N=5) Expérience 2 Expérience 1
0 Expérience 2 (N=5) (t(?mo N=5) Expérience 1 Expérience 1
(N=3) Expérience 3 ! (N=5) (N=5)
Expérience 3 (N=8)
(N=8)
CED 1,8mg/mL Expérience 1 Expérience 1 Expérience 1 Expérience 1

(N=5) (tomo, N=10) (N=9) (N=8)

Expérience 2 Expérience 2
CED 18 mg/mL (N=3) (N=7)

Expérience 3 Expérience 3

Expérience 1

Expérience 1
weemgmt i [ o [ R
Expérience 3 Expérience 3

Tableau 4.2.1 : Tableau récapitulatif des différents modes d'injection des nanoparticules et conditions d’irradiation. Le
nombre de rats dans chaque groupe est précisé. La radiothérapie est réalisée avec un rayonnement monochromatique avec
d’énergie 35 keV ou 100 keV, ou polychromatique avec une énergie équivalente de 100 keV. Les nanoparticules ont été
injectées soit en injection intraveineuse (IV) soit par Convection-Enhanced Delivery (CED).

4.3, Résultats de survie

Dans cette section, nous allons présenter les résultats des expériences de survie. Cette
section est divisée en trois parties. En premier lieu, nous allons évaluer l'effet des
nanoparticules sans irradiation, puis nous allons regarder l'effet des radiations sans
nanoparticules et enfin nous allons aborder I'effet combiné de la radiothérapie avec les
nanoparticules d’oxyde de fer.

4.3.1. Effets des nanoparticules sans irradiation
Les courbes de Kaplan-Meier des groupes témoins et des groupes ayant recu
uniquement des nanoparticules, soit par voie veineuse, soit par injection directe
intracérébrale sont représentées dans la Figure 4.3.1.
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Figure 4.3.1 : Courbes de survie des rats porteurs d’'une tumeur F98 ayant recu une injection de nanoparticules d’oxyde
de fer par convection-enhanced delivery (CED) ou par voie intraveineuse (IV).

La survie médiane des différents groupes non irradiés est comprise entre 22 jours et
28 jours (Tableau 4.3.1). Les groupes de rats témoins ne recevant aucun traitement ont
des médianes de survie proches. Notons que le groupe témoins de la premiére expérience
a une survie non significativement inférieure aux survies des groupes témoins des deux
expériences suivantes (p=0,15).

Voie d’injection/

Concentration Survie Médiane St %ILS %ILS s
. : Moyenne g Log-Rank
Nanoparticules G) ) Médiane Moyenne (p-value)
[mg/mL]
Expérience 1 0 5 22,0 23,6 - - -
Expérience 2 0 8 26,0 25,7 - - 0,69
Expérience 3 0 3 27,0 27,1 - - 0,15-
Expérience 1 CED/ 18 5 24,0 24,4 9% 3% 0,96
Expérience 2 CED/ 18 3 22,0 24,3 -15% -5% 0,94
Expérience 3 CED /32 5 23,0 25,0 -15% -8% 0,35
Expérience 1 IV /44 4 24,5 24,8 11% 5% 0,87
Expérience 3 IV /54 5 27,0 28,2 0% 19% 0,70

Tableau 4.3.1 : Résultats de survie chez les rats porteurs d’'une tumeur F98 n’ayant pas recu de radiothérapie. Les rats ont
recu une injection par CED de 20 puL de nanoparticules d’oxyde de fer ou par IV de 1 mL aux concentrations indiquées dans
le tableau. N : nombre d’animaux par groupe.
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Il n'y a pas de différence significative entre les courbes de survie des groupes traités
par rapport a leur groupe contréle (test de log-rank). On observe une légére toxicité des
nanoparticules injectées par CED aux fortes concentrations (18 et 32 mg/mL qui ont des
survies médianes et moyennes inférieures aux contréles, mais la différence n’est pas
significative (p>0,05).

4.3.2. Effets de la radiothérapie seule
4.3.2.1. Radiothérapie a 35 keV
Les survies des animaux apres radiothérapie en rayonnement monochromatique a

35 keV selon les différentes conditions d’irradiation, telles que décrites dans la section
4.2.5, sont comparées entre elles sur la Figure 4.3.2 et le Tableau 4.3.2.
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Figure 4.3.2 : Courbes de survie de rats porteurs d’'une tumeur F98 ayant regu une irradiation de 20 Gy prescrits a la tumeur
a 35 keV en tomothérapie ou en faisceaux croisés, sans injection de nanoparticules.
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Survie Survie Test Test
Irradiation Médiane Moyenne M‘Zt::llilz;sne M:f)g;lsne Log-Rank/ Log-Rank/
(1)) (1)) Y Controles Tomo 35
Expérience 1 - 5 22,0 23,6 ) ) ) )
Expérience 2 - 8 26,0 25,7 ) ) ) )
Expérience 3 - 3 27,0 27,1 ) ) ) )
Tomo
Expérience 1 35 keV 5 35,0 34,2 59% 45% <0,01
mono
Croisés
Expérience 2 35 keV 5 47,0 48,0 81% 87% <0,01 <0,01
mono
Croisés
Expérience 3 35 keV 8 43,0 41,9 59% 55% <0,01 0,02
mono
Croisés
Expérience 1 100 keV 5 45,0 48,6 104% 106% <0,01 <0,01
mono
Croisés
Expérience 1 100 keV 5 45,0 45,0 104% 91% <0,01 <0,01
poly

Tableau 4.3.2: Résultats de survie chez les rats porteurs d’'une tumeur F98 ayant recu la radiothérapie sans
nanoparticules. Les rats ont recu une irradiation de 20 Gy en tomothérapie (tomo) de 35 keV ou en faisceaux croisés
(croisés) aux énergies de 35 keV et de 100 keV avec un faisceau monochromatique (mono) ou polychromatique (poly). N :
nombre d’animaux par groupe.

Par rapport aux témoins non irradiés, une augmentation significative de la survie apres
la radiothérapie est obtenue, quelle que soit la modalité d’irradiation. L’augmentation de
survie apres irradiation en mode tomothérapie a 35 keV est inférieure a celle obtenue
apres traitement en faisceaux croisés (Figure 4.3.2 et Tableau 4.3.2). Ceci peut étre di a
un mauvais recouvrement de la tumeur par les faisceaux. Rappelons en effet que
I'irradiation est réalisée a I'’endroit ou la tumeur est supposée se situer, sans imagerie de
contrdle. Une autre hypotheése, développée dans le chapitre précédent, suggere que pour
une méme dose prescrite, la dose a 'isocentre en tomothérapie est plus faible qu’en
condition de faisceaux croisés. Ainsi dans les simulations présentées précédemment, une
dose prescrite de 20 Gy en tomothérapie correspond a une dose moyenne délivrée a la
tumeur sans nanoparticules de 17,2 Gy contre 19,8 Gy en faisceaux croisés a 35 keV
(Tableau 3.3.4) Ceci est dii au fait que I'isocentre ne se situe pas au centre du rat et que
les faisceaux arrivant par le coté le plus long sont plus atténués en tomothérapie.

4.3.2.2. Comparaison Radiothérapies a 35 keV et 100 keV en faisceaux croisés
monochromatiques

La Figure 4.3.3 compare l'influence sur la survie des animaux d’une radiothérapie

réalisée en faisceaux croisés, a une énergie de 35 ou 100 keV, en rayonnement
monochromatique.
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Figure 4.3.3 : Courbes de survie de rats porteurs d’'une tumeur F98 ayant recu une irradiation en faisceaux croisés de
20 Gy réalisée a 35 keV ou a 100 keV, en rayonnement monochromatique, sans injection de nanoparticules.

Les deux modes d’irradiation induisent une augmentation significative de la survie des

animaux par rapport aux groupes témoins non irradiés (p<0,05). [ n’y a pas de différence
significative entre les deux modes d’irradiation (p > 0,05).

4.3.2.3. Comparaison radiothérapies a 100 keV, en faisceaux croisés,
rayonnement monochromatique ou polychromatique

La Figure 4.3.4 représente les courbes de survies des rats ayant recu une radiothérapie
par faisceaux croisés a 100 keV en utilisant soit un rayonnement polychromatique a haut
débit de dose (~5000 Gy/s), soit un rayonnement monochromatique a faible débit de
dose (~0,4 Gy/s).
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Figure 4.3.4 : Courbes de survie de rats porteurs d’une tumeur F98 ayant recu une irradiation en faisceaux croisés de
20 Gy a 100 keV avec un rayonnement monochromatique (débit de dose 0,4 Gy/s) ou polychromatique (débit de dose 5000
Gy/s).

On observe des augmentations significatives de la survie des rats irradiés par rapport
a leur groupe contréle. Les survies médianes et moyennes sont similaires entre les

groupes monochromatiques et polychromatiques. Il n'y a pas de différence significative
entre ces deux groupes (p> 0,05).
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Dans tous les essais réalisés, la radiothérapie seule améliore la survie des animaux de
maniere significative par rapport au groupe d’animaux non irradiés (p<0,01). Pour la
radiothérapie réalisée a 35 keV, une augmentation de survie de 45% est observée en
mode tomothérapie (Expérience 1), alors que pour l'irradiation en condition de faisceaux
croisés 'augmentation de survie est de 87% et 55% (Expériences 2 et 3, respectivement).
Pour les irradiations réalisées a 100 keV, les augmentations de survie par rapport aux
groupes contrbles sont de 106% et 107% en rayonnement monochromatiques et
polychromatiques respectivement (p < 0,001, par rapport aux contréles). Les courbes de
Kaplan-Meier sont représentées dans la Figure 4.3.2. 1 n’y a pas de différence significative
entre les irradiations en conditions monochromatiques et polychromatiques pour le
faisceau de 100 keV (p> 0,05).

4.3.3. Effet de la radiothérapie combinée a linjection de nanoparticules
d’oxydes de fer

Dans un premier temps, nous allons présenter les résultats de 'essai préclinique
réalisé apres injection par CED des nanoparticules et irradiation a 35 keV; puis les
irradiations réalisées a 100 keV et enfin les résultats apres injection des nanoparticules
par voie IV et irradiation réalisée a 35 keV.

4.3.3.1. Radiothérapie a 35 keV avec injection de nanoparticules de fer.

La

Figure 4.3.5 représente les courbes de Kaplan-Meier des rats ayant recu le traitement
combiné de radiothérapie a 35 keV en tomothérapie avec les nanoparticules injectées en
CED a une concentration de 1,8 mg/mL ; ou en faisceaux croisés avec les nanoparticules
injectées en CED a 18 mg/mL et 32 mg/mL. Les résultats de survie et les tests statistiques
par rapport aux contrdles irradiés sont indiqués dans leTableau 4.3.3.
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expérience 1 - tomothérapie 35 keV + nanoparticules CED
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Figure 4.3.5 : Courbes de survie des rats porteurs d’'une tumeur F98 apres une thérapie combinant une irradiation de
20 Gy a 35 keV monochromatique en mode tomothérapie avec les nanoparticules d’oxyde de fer injectées par CED a une
concentration de 1.8 mg/mL (expérience 1), en faisceaux croisés avec les nanoparticules d’oxyde de fer injectées par CED a
une concentration de 18 mg/mlL (expérience 2) et 32 mg/mL (expérience 3).

Méthodes Survie Survie %ILS %ILS Test
Se Irradiation Médiane Moyenne Médiane Moyenne
d’injection : . Log-rank
() (j)
Expérience 1 - - 5 22,0 23,6 - - -
Expérience 2 - - 8 26,0 25,7 - - -
Expérience 3 - - 3 27,0 27,1 - - -
Expérience 1 - Tomo 5 35,0 34,2 59% 45% -
Expérience 2 - Croisés 5 47,0 48,0 81% 87% =
Expérience 3 - Croisés 8 43,0 41,9 59% 55% -
Expérience 1 CED Tomo 10 360 37,9 64%  61% 025
1,8 mg/mL
Expérience 2 CED Croisés 7 44,0 42,9 69% 67% 0,01
18 mg/mL
Expérience 3 CED Croisés 10 400 414 48%  53% 076
32 mg/mL

Tableau 4.3.3 : Résultats de survie chez les rats porteurs d’'une tumeur F98 ayant regu le traitement combiné de
radiothérapie avec injection de nanoparticules. Les rats ont recu une irradiation de 20 Gy en tomothérapie (tomo) de
35 keV ou en faisceaux croisés (croisés) aux énergies de 35 keV monochromatiques. Les rats ont regu une injection par CED
de 20 uL de nanoparticules d’oxyde de fer aux concentrations notées dans le tableau. Les comparaisons et calculs
d’augmentation de survie ont été réalisés par rapport au groupe contréle « non traité » de chaque expérience. N: nombre
d’animaux par groupe.
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On n’observe pas d’accroissement significatif de la survie entre les groupes ayant recu
les traitements combinés de radiothérapie en présence de nanoparticules et les groupes
irradiés seulement. Les différences des moyennes et des médianes de survie sont
inférieures a 3 jours. Une toxicité significative (p =0,01) est observée pour le groupe
ayant recu la radiothérapie en faisceaux croisés et les nanoparticules d’oxyde de fer a une
concentration de 18 mg/mL par CED par rapport au groupe de rats irradiés seulement
dans les mémes conditions (Expérience 2), le groupe de rats irradiés seulement ayant une
survie supérieure au groupe de rats recevant le traitement combiné.

4.3.3.2. Irradiation 100 keVV monochromatiques faisceaux croisés et
nanoparticules de fer injectées par CED a 1,8 mg/mL.

Les courbes de survie des rats ayant recu une irradiation a 100 keV en faisceaux croisés
monochromatiques, avec ou sans nanoparticules de fer, sont représentées Figure 4.3.6.
Le débit de dose était de 0,4 Gy/ s. Les survies médianes sont de 43 jours pour les animaux
ayant recu les nanoparticules et de 45 jours pour ceux qui n‘ont pas recu les
nanoparticules (Tableau 4.3.4). Un test de log-rank montre une différence significative
(p<0,05). L’ajout de nanoparticules a diminué la survie des animaux par rapport a
I'irradiation seule.

expérience 1
faisceaux croisés 100 keV monochromatique
+ nanoparticules CED

1.0 7 —— Contréle
| X seuls
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Figure 4.3.6 : Courbes de survie des rats porteurs d’'une tumeur F98 aprés une thérapie combinant une irradiation de
20 Gy a 100 keV rayonnement monochromatique en faisceaux croisés avec (vert) ou sans (orange) nanoparticules d’oxyde
de fer injectées en CED a la concentration de 1,8mg/mL.

4.3.3.3. Irradiation 100 keV polychromatiques faisceaux croisés et nanoparticules
de fer injectées par CED a 1,8 mg/mlL.

Les courbes de survie des rats ayant recu une irradiation FLASH avec ou sans
nanoparticules de fer sont représentées dans la Figure 4.3.7. Le débit de dose était de
~5000 Gy/s dans cette expérience. La survie médiane des animaux est de 45 jours pour
les deux groupes d’animaux sans différence significative des survies (p>0,05). Notons
qu'un animal survit 70 jours lors de cette expérience dans le groupe ayant recu les
nanoparticules et la radiothérapie haut débit.
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expérience 1
faisceaux croisés 100 keV polychromatique
+ nanoparticules CED
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Figure 4.3.7 : Courbes de survie des rats porteurs d’'une tumeur F98 aprés une thérapie combinant une irradiation de
20 Gy avec un faisceau polychromatique d’énergie équivalente a 100 keV (FLASH) en faisceaux croisés avec (vert) ou sans
(orange) nanoparticules d’oxyde de fer injectées en CED a la concentration de 1,8mg/mL.

Survie Survie %ILS
Irradiation Médiane Moyenne Médiane Moyenne
I () I S ) I
- - 5 22,0 23,6 - - -
Croisés
- 100 keV 5 45,0 48,6 104% 106% -
mono
Croisés
Expérience 1 - 100 keV 5 45,0 45,0 104% 91% =
poly
CED Croisés
100 keV 9 43,0 43,7 95% 85% <0,01
1,8 mg/mL
mono
CED Croisés
100 keV 8 45,0 48,9 105% 107% 0,56
1,8 mg/mL poly

Tableau 4.3.4 : Résultats de survie chez les rats porteurs d’'une tumeur F98 ayant regu le traitement combiné de
radiothérapie avec injection de nanoparticules. Les rats ont recu une irradiation de 20 Gy en faisceaux croisés (croisés) aux
énergies de 35 keV et de 100 keV avec un faisceau monochromatique (mono) ou polychromatique (poly). Les rats ont recu
une injection par CED de 20 uL de nanoparticules d’oxyde de fer, aux concentrations notées dans le tableau. N : nombre
d’animaux par groupe.

4.3.3.4. Radiothérapie en faisceaux croisés a 35 keV avec injection IV de
nanoparticules d’oxyde de fer.

Les courbes de survie des rats ayant regu les nanoparticules par voie veineuse et une

radiothérapie a 35 keV monochromatiques en mode tomothérapie et en faisceaux croisés
sont représentées Figure 4.3.8.
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expérience 1 - tomothérapie 35 keV + nanoparticules IV expérience 3 - faisceaux croisés 35 keV + nanoparticules IV
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Figure 4.3.8 : Courbes de survie des rats porteurs d’'une tumeur F98 aprés une thérapie combinant une irradiation de
20 Gy a 35 keV monochromatiques et des concentrations croissantes de nanoparticules d’oxyde de fer injectées en IV.
(Irradiation en mode tomothérapie a gauche et faisceaux croisés a droite).

Groupe z Survie Survie ® %ILS
Controle lxle.thofle Irradiation Médiane Moyenne ,/OI.L S Moyenne et
. .. d’injection . . Médiane log-rank
Non irradiés (1)) (1))
Expérience 1 - - 5 22,0 23,6 - - -
Expérience 3 - - 3 27,0 27,1 - - -
Expérience 1 - Tomo 5 35,0 34,2 59% 45% =
Expérience 3 - Croisés 8 43,0 41,9 59% 55% -
2t IV 54
Expérience 1 Tomo 9 38,0 38,3 73% 62% 0,07
mg/mL
- 1V 54 cx
Expérience 3 Croisés 9 43,0 44.4 59% 64% 0,22
mg/mL

Tableau 4.3.5 : Résultats de survie chez les rats porteurs d’'une tumeur F98 ayant regu le traitement combiné de
radiothérapie avec injection de nanoparticules. Les rats ont recu une irradiation de 20 Gy en tomothérapie (tomo) ou en
faisceaux croisés (croisés) a 35 keV avec un faisceau monochromatique. Les rats ont recu une injection de nanoparticules
d’oxyde de fer ou par IV de 1 mL a la concentration de 54 mg/mL.

Par rapport au groupe irradié seulement, on observe une augmentation de 12% de la
survie moyenne pour le groupe irradié en mode tomothérapie apres injection par voie
veineuse des nanoparticules (p = 0,07). Lors de la seconde expérience, en mode faisceaux
croisé, 'augmentation de la survie moyenne est de 6 % (p =0,22). Bien que les survies
soient augmentées apres injection des nanoparticules par voie IV, par rapport aux
irradiations seules, on n’atteint pas une différence significative a p < 0,05.
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4.4. Discussion

Les conditions de nos expériences étaient sensiblement différentes des expériences
réalisées antérieurement dans le laboratoire (J.-F. Adam et al. 2003 ; Julia Rousseau et al.
2010; Bobyk et al. 2013). En effet, usuellement 1000 cellules tumorales sont implantées,
et le traitement est effectué au bout de 14 jours, soit 12 jours avant le temps de survie
moyen des animaux. Dans nos expériences, nous avons implanté 5000 cellules tumorales,
puis la radiothérapie a eu lieu 9 jours apres I'implantation, soit 12 jours avant traitement.

La survie médiane des animaux sans radiothérapie est de 26 jours. Dans nos résultats
nous observons que la survie des rats avec les nanoparticules d’oxydes de fer ne change
pas significativement la survie des rats seuls. On n’a pas d’effet intrinseque des
nanoparticules de fer sur la survie des animaux a aucune concentration ni de toxicité.

Quatre conditions d’irradiations ont été testées. On observe une augmentation de
survie significative des animaux avec l'irradiation par rapport aux animaux non irradiés.
Cette augmentation de survie des animaux face aux rayons X ne change pas avec 'énergie
ni avec un éventuel effet FLASH.

En revanche, on observe une diminution de la survie significative dans le cas d’'une
irradiation en tomothérapie. Cette technique implique d’irradier en étage l'animal
puisque le rayonnement synchrotron n’a pas une hauteur suffisante pour irradier le
champ désiré en entier. Les problemes de recouvrement entre les différents étages
d’irradiation provoquent des inhomogénéités qui sont surement responsables de la
diminution de la survie.

Pour une injection de 1000 cellules tumorales dans le cerveau des animaux avec un
traitement 14 jours apres implantation (J.-F. Adam 2003), les survies augmentaient
exponentiellement avec la dose (Figure 4.4.1). Dans notre étude nous avions implanté
5000 cellules ce qui dans notre modeéle nous donne un volume tumoral équivalent au bout
de 9jours (dans ces 2 cas, le temps correspond a 12 jours avant la fin de survie sans
traitement). Mais les survies observées dans notre expérience ne correspondent pas a ce
qu’on s’attendrait par rapport a la progression observée pour l'injection de 1000 cellules,
alors que le volume tumoral théorique au moment de l'irradiation est le méme.
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Figure 4.4.1 : Temps de survie théorique (d’aprés Adam 2003)
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Pour chaque condition de radiothérapie, un traitement combiné avec injection de
nanoparticules de fer a été testé. Avec une injection en CED, aucune augmentation
significative de survie n’a été observée. Dans la derniere expérience, 'administration de
nanoparticules a 18 mg/mL en CED montre une diminution non significative de la survie
des animaux. Cette concentration correspond a celle de la solution meére. Dans le
chapitre 2, les résultats obtenus en LIBS avec les nanoparticules d’oxyde de fer montrent
que les nanoparticules sont transportées dans les tissus sains, ce qui pourrait provoquer
un effet toxique. La CED permet d’avoir un renforcement de dose macroscopique, mais
elle est sujette a la difficulté de distribuer correctement les nanoparticules dans la tumeur.

Le plan de traitement d’'un des groupes d’animaux a été mis en place, et montre une
corrélation entre I'augmentation de dose due aux nanoparticules dans la tumeur et la
survie des animaux. Ces résultats sont encourageants, mais le nombre d’animaux étudié
est petit (5 rats) et le coefficient de corrélation R 2=0,58 est relativement faible.
Cependant, la survie des animaux de ce groupe ne surpasse pas celle des animaux ayant
recu la radiothérapie seule.

Les rats ayant recu une injection IV combinée avec la radiothérapie montrent une
amélioration non significative de la survie. Les résultats obtenus dans le Chapitre 2 ont
montré la présence de nanoparticules dans le cerveau jusqu’a 24 h apres injection IV. Ces
nanoparticules ont pu créer une augmentation de la survie des rats par
radiosensibilisation. Ces nanoparticules se sont accumulées dans la 1ésion d’implantation,
cependant, nous n’avons pas pu montrer d’accumulation préférentielle dans la tumeur, ce
qui limite 'efficacité des nanoparticules, puisqu’elles n’ont pas pu étre internalisées par
les cellules tumorales.

Lors de la derniére expérience, un nouveau protocole d’anesthésie a été instauré en
préconisant 'utilisation de buprénorphine pour le bien-étre des animaux apres les
opérations chirurgicales. Lors de I'établissement de ce protocole, 8 animaux sont décédés
subitement, ce qui nous a fait chercher les causes de cet incident.

Le protocole d’anesthésie préimplantatoire consiste en une injection péritonéale d'un
meélange de kétamine/xylazine, la xylazine provoquant une importante dépression
cardio-respiratoire. La buprénorphine a aussi comme effet secondaire, une dépression
respiratoire. Lors de 'injection de buprénorphine post-chirurgical, les animaux, toujours
anesthésiés, ont probablement subi une dépression respiratoire qui a été fatale pour un
certain nombre d’entre eux. Un effet similaire a été observé précédemment. (Hedengvist,
Roughan, and Flecknell 1999; Roughan, Burzaco Ojeda, and Flecknell 2000). Dans ces
études, les animaux ont été anesthésiés avec un mélange kétamine/médétomidine. La
médétomidine est un médicament de la famille des alpha-2 agoniste, comme la xylazine.
Dans ces études, les chercheurs ont observé que l'association entre cette méthode
d’anesthésie avec I'injection de buprénorphine provoque un taux important de décés dus
a une défaillance respiratoire. Ce protocole a été modulé en retardant 'administration de
buprénorphine.

4.5. Conclusion

Dans ce chapitre, nous présentons les résultats des essais précliniques réalisés chez
des rats Fischer porteurs d'une tumeur cérébrale F98. Cette étude est, a notre
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connaissance, la premiere étude de survie combinant nanoparticules d’oxyde de fer et
radiothérapie pour le traitement du glioblastome.

Dans cette expérience, différentes conditions de traitement ont été évaluées. Si la
radiothérapie a montré une augmentation de la survie des rats traités, les nanoparticules
ne semblent pas avoir d'influence sur la survie.

Un résultat important de ce chapitre est une légere augmentation de la survie apres
une injection intraveineuse de nanoparticules combinée avec la radiothérapie. Ces
résultats ne sont pas significatifs, mais montrent une piste de recherche possible, puisque
les nanoparticules sont présentes dans le cerveau. La survie dépend des conditions
d’irradiation, mais l'injection de nanoparticules ne montre pas d’effet. La survie est plus
faible que ce qui est observé dans les études précédentes.

L’augmentation limitée de la survie due au renforcement de dose par les
nanoparticules peut étre expliquée par la distribution cérébrale de ces dernieres, comme
nous avons vu dans les précédents chapitres. Dans le chapitre suivant, nous allons mettre
en relation les résultats observés dans une discussion générale.
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Chapitre 5.  Discussion Générale
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Cette discussion générale va nous permettre de mettre en relation les résultats discutés
dans chaque chapitre afin de dresser un bilan sur le travail effectué. Elle sera suivie d'une
conclusion ouvrant sur les perspectives pour la radiothérapie combinée aux
nanoparticules d’oxyde de fer.

5.1. Biodistribution des nanoparticules

Dans la premiere partie de ce travail, nous avons étudié la distribution des
nanoparticules dans le cerveau de rat porteur d'un glioblastome F98. Nous avons étudié
deux modes d’administration pour les nanoparticules d’oxyde de fer, l'injection
intraveineuse (IV) et 'administration renforcée par convection (CED).

Linjection intraveineuse permet une administration pratique des nanoparticules, ce
qui en fait le mode d’administration le plus aisé. Nous avons pu observer par IRM, la
présence des nanoparticules dans le cerveau avec des concentrations de 'ordre de la
dizaine de pg/mL, 24 h apres injection des nanoparticules. Ces résultats sont corrélés avec
les mesures réalisées précédemment par Seo et al. (S.-]. Seo et al. 2013) (Tableau 5.1.1).
Les nanoparticules restent longtemps dans la circulation sanguine et pourraient
potentiellement s’accumuler dans la tumeur par effet EPR.

Nous avons mis en place des méthodes d’analyse de la distribution des nanoparticules
apres injection IV qui nous ont donné des résultats encourageants. Cependant a ce stade,
les résultats ne montrent pas d’accumulation tumorale différente significative, comme
nous 'attendions di a I'effet EPR.

Une explication de ces résultats serait que les nanoparticules utilisées s’agglomerent
fortement, ce qui limite leur passage a travers la barriere hématoencéphalique. Une étude
plus approfondie pourra étre réalisée pour évaluer les conditions permettant d’optimiser
I'accumulation tumorale. Un suivi par IRM quantitative pourrait étre utilisé afin d’étudier
les mécanismes qui influencent I'effet EPR des nanoparticules de fer. Parmi les facteurs
pouvant exercer une influence sur 'agglomération, on peut citer le temps de conservation,
la stabilité des nanoparticules qui dépend du revétement de la nanoparticule, et enfin la
sonication. (Reymond 2018; Hauser et al. 2016; Gimenez 2015a).

173



Méthodes physiques et études radiobiologiques pour la thérapie multimodale
combinant irradiation synchrotron et injection de nanoparticules d’oxyde de fer

Référence Nanoparticule Concentration Concentration Volume Masse

tumorale injectée injecté  injectée
LB Oxyde de Fer >10 pg/mL 75 mg/mL 1 ml 75 mg
(Sg .asleo Oxyde de Fer 37,6 ug/ml 25 mg/mL Variable 300 mg/kg
2013) Oxyde de Fer 19,6 pg/ml 25 mg/mL Variable 100 mg/kg

Tableau 5.1.1 : Synthése des études mesurant la concentration tumorale de nanoparticules d’oxyde de fer chez le rat
porteur d’une tumeur cérébrale, apreés injection des nanoparticules en 1V.

Contrairement a l'injection IV, la CED est une technique invasive qui nécessite des
manipulations complexes permettant I'administration locale d’'une grande quantité de
nanoparticules.

Lors de ces expériences, les nanoparticules avaient été synthétisées longtemps en
avance et étaient fortement agglomérées. Ceci a rendu difficile le transport par convection
créé par le systeme d’injection.

Lors de nos expériences, nous avons utilisé la méthode de spectrométrie d’émission
atomique induite par laser (LIBS). Cette technique est une méthode efficace pour mesurer
de faibles quantités de nanoparticules, mais c’est une technique utilisée en post-mortem,
nécessitant de sacrifier I'animal pour étudier les tissus. Nous avons pu observer deux
phénomeéenes dans les échantillons analysés par LIBS: une grande quantité de
nanoparticules restent au lieu d’injection et seule une quantité faible de nanoparticules
diffuse dans les tissus. Les nanoparticules ont également tendance a se diffuser dans les
tissus offrant moins de résistance, comme la diffusion transversale dans le corps calleux.

La tomographie quantitative par rayons synchrotron avec contraste de phase nous a
permis de suivre I’évolution temporelle des nanoparticules dans les tissus in vivo.
Malheureusement, la limite de détection élevée de cette technique ne permet de suivre
que les grandes quantités de nanoparticules, puisque le fer a un numéro atomique
relativement faible. Nous avons pu voir que le volume de distribution était tres dépendant
de la concentration injectée. Les nanoparticules utilisées s’agglomérent fortement. A
cause de ce phénomeéne, la convection des nanoparticules dans le tissu cérébral reste
limitée a une région autour du site d'injection. En effet, le volume de distribution des
nanoparticules concentrées est de 20 mm3, alors que nous attendions un volume de
distribution supérieur a 60 mms3, dii a la proportion du volume interstitiel.

Ce mode d’administration reste cependant la technique permettant d’amener dans la

tumeur des concentrations de nanoparticules significatives pour faire de 'augmentation
de dose physique.
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Chapitre 2  Oxyde de Fer 17 mg/ml 32 mg/ml 20 ul
Chapitre 3 10 mg/ml 32 mg/ml
2 mg/ml 18 mg/ml
(Taupin Gadolinium 3,41 mg/ml 22 mg/ml 5ul
2013) 3,84 mg/ml
3,64 mg/ml
(Bobyk et Or 5,0 mg/ml 25 mg/ml S5ul
al. 2013)
(Besse lode 34,03 mg/ml 100 mg/ml 20 pL
2011) 32,45 mg/ml
(Julia lode 20,20 mg/ml 100 mg/ml 5ul
Rousseau
et al.
2007)
(Jordanet  Oxyde de Fer Non mesuré 112 mg/ml 20 pl
al. 2006)

Tableau 5.1.2 : Synthese des études mesurant la concentration tumorale de nanoparticules d’oxyde de fer chez le rat
porteur d’une tumeur cérébrale, apreés injection des nanoparticules en CED.

Différentes études utilisant des nanoparticules de fer, d’or et de gadolinium ont été
réalisées, utilisant deux techniques différentes d’injection. Concernant les nanoparticules
injectées en CED, on parvient a injecter des quantités de fer dans le méme ordre de
grandeur que ce qui est fait pour l'or et le gadolinium en nanoparticules dans la tumeur
(Tableau 5.1.2).

En conclusion, ces deux méthodes d’administration ont été abordées et nous ont
permis de connaitre leur limite, mais aussi d’envisager des solutions. Ces expériences
nous montrent que les nanoparticules utilisées ne sont pas adaptées pour l'injection
intraveineuse, puisqu’elles ne s’accumulent pas suffisamment dans la tumeur. Une
modification du revétement des nanoparticules pourrait les rendre plus stables, afin de
diminuer l'agglomération des nanoparticules et améliorer l'accumulation des
nanoparticules dans la tumeur. En outre, la CED est une technique permettant
d’accumuler suffisamment de nanoparticules dans le cerveau, mais la distribution des
nanoparticules est inégale. En utilisant des nanoparticules de plus petite taille, elles
pourraient avoir une distribution plus homogene et ainsi mieux recouvrir la tumeur.

5.2.Calcul de dose en présence de fer

Dans le deuxieme chapitre, nous avons mis en place une étude de planification de
traitement. Nous avons étudié l'influence des nanoparticules sur la dose déposée dans la
tumeur a I'aide de simulations sur GATE, une plateforme permettant de calculer la dose
par simulation de Monte-Carlo. Deux expériences ont été réalisées a partir des images
tomographiques des rats irradiés. Dans cette étude, nous cherchions a déterminer
principalement la dose déposée dans la tumeur.
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Les simulations effectuées en fonction des différents plans de traitement nous ont
permis de visualiser la dose déposée dans le cerveau, premiérement, en fonction des
balistiques d’irradiations étudiées, deuxiemement, en prenant en compte la présence des
concentrations de nanoparticules mesurées par imagerie de rayons X. Afin de prendre en
compte les différentes conditions d’irradiation utilisées dans les essais précliniques, deux
géométries d’'irradiations, en faisceaux croisées et en tomothérapie, ainsi que deux
énergies différentes, 35 et 100 keV, ont été étudiées.

Nous avons commencé par des simulations dans un fantéme d’eau cylindrique pour
étudier la sensibilité des rayons X aux nanoparticules. Cette expérience nous permet de
confirmer la linéarité du renforcement de dose en fonction de la concentration des
nanoparticules d’oxyde de fer jusqu’a 100 mg/mL de fer.

Nous avons ensuite utilisé des images tomographiques de rats dans les conditions
d’irradiation pour simuler la dose recue dans la tumeur. Les expériences précédentes
réalisées a I'ESRF pour le renforcement de dose avec d’autres éléments ont été réalisées
dans une seule condition d’irradiation. (Adam et al., 2006 ; Bobyk et al., 2013 ; Rousseau
et al, 2010). Cette simulation était donc nécessaire afin de comparer la survie des
différents groupes. Ces premieres simulations nous ont permis d’observer des variations
de la dose recue a la tumeur en fonction de la géométrie d’irradiation. En effet, on observe
une différence de 2 Gy entre l'irradiation par faisceaux croisés et la tomothérapie. Cette
différence de dose a la tumeur permet d’expliquer la différence de survie entre ces
2 groupes dans les essais précliniques.

Des simulations ont ensuite été réalisées avec les nanoparticules et nous ont permis
d’observer l'influence des nanoparticules d’'oxyde de fer sur la distribution de dose
macroscopique pour le mode d’administration en CED. La dose déposée dans les volumes
ayant des nanoparticules est renforcée d'un facteur 2 en moyenne. Ces simulations
montrent un fort impact des nanoparticules sur la distribution de dose observée.
Cependant, ce facteur d’augmentation de dose ne se reflete pas avec la méme intensité
dans une étude de survie. Le faible changement d’augmentation de survie observé dans
les études précliniques peut étre dii a la distribution inégale des nanoparticules dans la
tumeur.

Dans ces analyses, nous faisons ’hypothése simplificatrice que la concentration de fer
est considérée comme homogéene dans les voxels pour le calcul de la dose. Cependant,
nous savons que la distribution de dose dépend de la taille et de la répartition des
nanoparticules. Des simulations prenant en compte I'oxyde de fer aux dimensions de la
nanoparticule permettraient d’avoir des résultats plus proches de la réalité (Reymond
2018).

Le DEF est le facteur d’augmentation de dose induit par les nanoparticules. Il
correspond au rapport entre la dose déposée en présence de nanoparticules et la dose

sans nanoparticules dans le milieu.

Nous nous sommes placés dans la continuité de ces essais en utilisant des
nanoparticules de fer.
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Ocadiz Fer 2,10 35 keV Moyenne =

17 mg/ml

Fer 1,11 100 keV Moyenne =

17 mg/ml

(Magali lode 2,37 58 keV 10 mg/ml

Edouard Gadolinium 2,27 58 keV 10 mg/ml

2010) Or 2,30 43 keV 10 mg/ml
Hwang, Comparaison <1,05 4 MV al5 MV 7,18,

Kim, and Fe, Au, Gd, | 30 mg/ml

Kim 2017)

Tableau 5.2.1 : Synthése des calculs de DEF pour différentes nanoparticules réalisées avec des concentrations
réalisables biologiquement.

Peu d’études de simulations ont été réalisées avec des nanoparticules de fer. Les études
récentes réalisées avec des nanoparticules ont été faites avec des faisceaux ayant des
énergies de l'ordre du MeV. (Martelli, 2020; Hwang, Kim, and Kim 2017). Les études
réalisées avec des faisceaux de basse énergie ont essentiellement été réalisées sur les
atomes de Z plus élevé comme le gadolinium ou l'or (Magali Edouard 2010). Si l'on
considére les concentrations réellement observées dans la tumeur, le DEF du fer
s’approche des valeurs de DEF mesuré pour les autres éléments analysés, pour I'énergie
optimale de DEF.

5.3. Essais précliniques

Dans la derniere partie, nous avons réalisé des essais in vivo sur les rats porteurs de
tumeurs F98. Ces expériences sont, a notre connaissance, la premiere étude de survie chez
les rats porteurs de gliomes malins pour la radiothérapie avec renforcement de dose par
les nanoparticules d’oxyde de fer.

Dans ces expériences, différentes conditions ont été testées, mais les résultats n’ont pas
été a la hauteur du potentiel pressenti lors des études de planifications. Nous avons pu
observer un renforcement de dose limité par rapport a I'irradiation seule. En effet, seul un
groupe de rat ayant recu les nanoparticules de fer en intraveineux a montré une
augmentation qui s’approche du seuil de significativité sans pour autant l'atteindre
(p=0,07). Les nanoparticules injectées en IV ont un potentiel de recouvrement tumoral
élevé, mais la concentration qu'’il est possible d’injecter est limitée. On peut cependant
supposer que les nanoparticules sont internalisées par les cellules tumorales, permettant
au niveau microdosimétrique une augmentation de la radiosensibilité des cellules
tumorales. Des études microdosimétriques réalisées avec des nanoparticules de
gadolinium montrent une augmentation de la dose déposée dans le noyau des cellules
lorsque les nanoparticules sont internalisées par rapport a des nanoparticules en contact
avec la membrane plasmique de la cellule. (Delorme et al., 2017). Des travaux comparatifs
entre les nanoparticules d’'oxyde de fer et de gadolinium ont montré que les
nanoparticules de fer sont internalisées en plus grandes quantités dans les cellules
tumorales que les nanoparticules de gadolinium (Reymond, 2018).
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Pour les nanoparticules injectées par CED, les concentrations élevées utilisées n’'ont pas
permis de controler la tumeur mieux que l'irradiation seule. Il semblerait que le taux de
recouvrement reste en deca de ce qui est nécessaire pour une couverture thérapeutique.
En effet, nous avons pu observer dans I'étude de distribution que la structure des
nanoparticules empéchait la convection des nanoparticules dans le cerveau et donc dans
la tumeur, rendant difficile d’avoir un recouvrement tumoral efficace. Le glioblastome F98
permet la croissance tumorale a partir d’'un faible nombre de cellules ce qui le rend plus
susceptible a une repousse tumorale dans le cas ou I'irradiation serait imparfaite. De plus,
le parcours des électrons secondaires, créés par les nanoparticules, est limité a une
dizaine de pm. Cette distance correspondant approximativement au diametre des cellules
tumorales, les cellules qui ne sont pas au contact des nanoparticules ne sont
probablement pas affectées par 'augmentation de dose due aux nanoparticules.

La structure des nanoparticules empéche un bon recouvrement tumoral,
principalement a cause de la taille des agglomérats. Pour mieux valoriser la technique, il
faut modifier les nanoparticules, les rendant plus stables afin de favoriser la diffusion
passive dans les tissus.

Cette étude est a notre connaissance la premiere étude de traitement préclinique
intracérébral de glioblastome de rat combinant nanoparticules d’oxyde de fer et
rayonnement synchrotron. Cette spécificité apporte une complexité supplémentaire par
rapport a d’autres études étudiant I'efficacité du renforcement de dose des nanoparticules
d’'oxyde de fer. Une étude récente a cependant montré une efficacité du traitement
combiné de nanoparticules d’oxyde de fer avec la radiothérapie dans le cadre de tumeurs
sous-cutanées de souris. (Russell et al. 2021). Cette étude a pu montrer une réduction
significative de la croissance tumorale avec un traitement associant 50 uL de
nanoparticules d’oxyde de fer a la concentration de 23,5 pg/mL avec une irradiation de
12 Gy avec un faisceau polychromatique de 220 kVp (énergie moyenne = 113 keV).

5.4. Conclusion

En conclusion, nous avons réalisé dans le cadre de cette these le premier essai
préclinique d’irradiation de glioblastomes par rayonnement synchrotron renforcé par les
nanoparticules de fer. Nous avons mis en place des études in vivo et in silico permettant
d’évaluer les facteurs influengant le traitement effectué. Malgré des résultats modérés en
termes d’augmentation de survie pure, nous avons mis en place un protocole global
permettant le suivi des nanoparticules et leur influence sur la distribution de dose. Ces
études nous permettent de guider les recherches futures afin d’optimiser le traitement.
Nous avons pu évaluer que le facteur principal limitant I'efficacité du traitement est
I'agglomération des nanoparticules qui limite 'administration des nanoparticules autant
en [V qu’en CED.

Les deux modes d’administration des nanoparticules ont chacun le potentiel d’obtenir
une augmentation de survie. Linjection intraveineuse permet, d'une part, d’avoir une
meilleure répartition des nanoparticules dans la tumeur, et d’autre part, un plus grand
potentiel de transfert clinique dii a son caractere non invasif. Cependant, une injection
locale permet d’atteindre de plus grandes concentrations intracérébrales et permet donc
de profiter de la dépendance a la concentration de I'effet du renforcement de dose.
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Les recherches futures devraient se concentrer sur la synthése de nanoparticules
stables avec un comportement prédictible. Les nanoparticules d’oxyde de fer dont nous
disposions présentaient une forte agglomération, puisque leur diametre hydrodynamique
était supérieur a 100 nm. Ces limitations peuvent étre contournées de différentes
manieres. Certes, on pourrait chercher a créer des nanoparticules avec des
fonctionnalisations permettant de cibler les cellules tumorales ou les structures
subcellulaires, cependant, travailler pour obtenir des nanoparticules biocompatibles
stables de taille inférieures a 100 nm permettrait d’améliorer leur biodistribution
cérébrale. De ce fait, un travail de caractérisation des nanoparticules permettrait de mieux
comprendre comment optimiser la biodistribution de celles-ci.

Le travail réalisé dans cette these, qui prend en compte les expérimentations réalisées
dans les travaux précédents, ameéne a de nouvelles pistes a suivre dans le traitement
combiné utilisant les nanoparticules de fer. Il pose des bases pour de futures
expérimentations ayant pour objectif un futur transfert clinique pour la radiothérapie
synchrotron avec renforcement de dose par les nanoparticules de fer.
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Figure 1.3.8: Ligne de lumiereID17. La ligne est composée de 2 cabines
expérimentales, la cabine MRT située a 40 m de la source et la cabine SSRT située a 150 m
de la source. Cette distance permet d’avoir un faisceau large (15 cm) (d’apres esrf.eu).38

Figure 1.3.9 : Souris ayant subi une injection de nanoparticules d’or ayant coloré son

pelage (Hainfeld et al. 2013). . ssssssssessssssssssaens 41
Figure 1.4.1: Structure cristallographique de la Magnétite (Fridk, Schindlmayr, and
Yol 0 T=] 3 L) A L PSP 45
Figure 1.4.2 : Application biomédicales des IONPs (Hoskins 2014).......ccoormrnenirreenens 48

Figure 1.4.3: Nanoparticules théranostiques SDBM (SPION loaded Dextran-BPD
Micelles) utilisées comme agent de contraste IRM et photosensibilisant pour la thérapie
photodynamique (PDT). (A, B) IRM pondérée en T2 de souris ayant une tumeur
mammaire 4T1 (cercle rouge pointillé) avant injection des SDBM (A) et 24 h apres
injection intraveineuse de 20 mg Fe/g p.c. (poids corporel) de SDBM (B). (C) Réponse
tumorale in vivo apres injection intraveineuse de PBS (contrdle), BPD (benzoporphyrine
derivative) libre ou SDBM a la concentration de 2,5 mg BDP/g p.c. Les conditions de la
PDT sont : A= 690 nm, Débit de fluence : 75 mW/cm?, Fluence : 135 ]/cmZ. (D) Schéma des
SDBM utilisés dans cette étude. Les micelles sont formé par I'assemblage de SPION
(Superparamagnetic Iron Oxide Nanoparticle, billes noires) et de BPD (Benzoporphyrin
derivative monoacid ring A, en jaune) conjugué au dextrane (vert). Les propriétés
amphiphiles du Dextrane-BPD leur permettent de recouvrir le coeur métallique (Yan et al.
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Figure 1.4.4 : Principe de la thermothérapie par agitation magnétique (Palanisamy and
WANE 2019 oo sessessees s s s RE R 50

Figure 1.4.5 : Mesure des concentrations de nanoparticules de fer (et d’or) mesurées
par ICP-MS dans le sang, la tumeur et le muscle en fonction du temps chez la souris
porteuse d’'une tumeur sous-cutanée CT26 apres injection intraveineuse. Entre
15 minutes et 24 h apres l'injection, les nanoparticules s’accumulent préférentiellement
dans la tumeur, alors qu’il y a peu de nanoparticules mesurées dans le muscle. Au bout de
24 h le rapport de concentration tumeur sur muscle vaut 169 pour I'or et 88 pour le fer (J.
K. Kim €t @l 200 2). ceeececereernenesssesesssssssessessssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssnssens 53

Figure 1.4.6 : Présence de fer et de soufre dans les cellules F98 (glioblastome de rat)
pour deux conditions d’incubation. Les nanoparticules étaient présentes dans le milieu de
culture des cellules a 0,02 mg Fe/mL et 0,06 mg Fe/mL pendant 24 h Le soufre permet de
délimiter le contours des cellules et du noyau. Les nanoparticules sont internalisées par
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les cellules dans des vacuoles cytoplasmiques. L’accumulation de nanoparticules de fer
augmente avec la concentration. Images obtenues par SR-XRF (Reymond 2018)............. 54

Figure 1.4.7 : Distribution des IONPs. A. Distribution habituelle en fonction de la taille
des nanoparticules. B. IONPs marqué avec ?° Tc chez 'homme et 8% Zr pour la un modele
tumoral de souris (modele CT26 implanté en sous-cutané dans les deux flancs). Les
nanoparticule s’accumulent fortement dans le foie et dans la tumeur (Cortajarena et al.
2014; Weissleder, Nahrendorf, and Pittet 2014).....ccummnmnmenimnsssssssssssssssses 55

Figure 1.4.8: Protonthérapie combinée avec nanoparticules : Evolution de la taille
d’'une tumeur sous-cutanée (modele CT26, souris) apres injection de nanoparticules de
fer (SNP) ou d’or (GNP) couplée a une irradiation par protons de 45 MeV. Les
nanoparticules de fer et d’or associées a la protonthérapie réduisent significativement la
taille de la tumeur (J. K. Kim et al. 2010)..c.cnrnnrrerrnessssssesssssssssssssssssssssssesssssssesssssssesssssssens 56

Figure 1.4.9 : Résultats de mesure de la viabilité cellulaire par test MTT. Des cellules C6
(gliome de rat) ont été irradiées par un rayonnement synchrotron de 6,89 keV
uniquement (No-SNP), ou réalisée apres incubation avec 0,1 mg/mL de nanoparticules
pendant 6 h (6h-SNP) ou pendant toute une nuit (ON-SNP) (H.-T. Kim et al. 2009)......... 57

Figure 1.4.10 : Résultats précliniques de radiothérapie synchrotron aprés injection par
voie veineuse de [IONPs pour le traitement d’'une tumeur CD26 implantée en sous-cutanée.
Le volume tumoral a été mesuré en fonction du temps apres différents traitements : (a)
sans traitement (n=3), (b) 100 mg/kg p.c. de FeONP(n=3), (c) radiothérapie synchrotron
(7,1 keV) — 10 Gy (n=5), (d) radiothérapie synchrotron (7,1 keV) — 40 Gy (n=5), (e)
traitement combiné de radiothérapie (7,1 keV) 40 Gy et 100 mg/kg p.c. de FeONP (n=5),
(f) traitement combiné de radiothérapie (7,1 keV) — 10 Gy et 100 mg/kg p.c. de FeONP
(N=5). (G.-H. Choi €t @l. 2071 2) cerrerrererrrererrsesnessssssesessssssesssssssssessssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssens 58

Figure 1.4.11 : SER4 gy mesuré par test clonogénique (A) et par ATP-lite (B) pour une
concentration de 0,06 mg/mL (bleu) et 0,3 mg/mL (rouge) de nanoparticules d’oxyde de
fer, a 3 énergies. Les résultats obtenus par ATP-lite sont similaires aux résultats obtenus
par clonogénicité (GIMENEZ 2015a). ...ccireerrercereereereereereeseeseeseesessessessesssssessesssssssssssesssssssssssssssssssssssens 59

Figure 1.4.12 : Résultats in vitro de radiothérapie synchrotron avec nanoparticules de
fer. Les 2 premieres concentrations (C1 vert et C2 bleu clair) proviennent d'un lot
différent de nanoparticules que les 2 autres concentrations (C2 bleu foncé et C3 orange).
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Figure 1.5.1: Protocole de traitement pour la radiothérapie synchrotron avec
renforcement de dose avec le fer. 9 jours avant le traitement, 5000 cellules tumorales sont
implantée stéréotaxiquement dans le cerveau des rat. 24 h avant irradiation, les rats
recoivent les nanoparticules soit en injection locale avec la méthode de distribution
améliorée par convection, soit par injection intraveine via la veine caudale. Puis une
tomographie de positionnement est faite, suivi du traitement radiothérapeutique. Enfin
une injection d’iode est faite apres le traitement pour localiser la tumeur grace a I'effet
EPR et la méthode de tomographie a 2 nergies......uerenenenneneessessesesssssessesssess 62

Figure 2.2.1 : Cadre stéréotaxique Kopf utilisé pour I'implantation tumorale ainsi que
pour l'injection en CED des NanopartiCUlEs. .......enninnninnsssessssssssssssssssssssssssssssssssens 70

Figure 2.2.2 : A gauche : Position de 'implantation de la tumeur sur le crane d’un rat. A
I'aide d'un cadre stéréotaxique, une seringue est positionnée a 3,5 mm a droite du
Bregma, (position ou les os du crane se rejoignent dans la partie supérieure du crane). A
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droite, schéma d'un cerveau de rat en coupe transversale. L’aiguille est représentée ici a
3,5 mm a droite du bregma, et a 5 mm de profondeur (ce qui correspond a 5,5 mm par
rapport au-dessus de '0S dU CTANE). ... s 70

Figure 2.2.3 : Evolution de la survie en fonction du nombre de cellules F98 injectées.
Pour une injection de 5000 cellules on s’attend a une survie moyenne de 21 jours......... 71

Figure 2.2.4 : Cartographie d’injection CED utilisée pour placer les nanoparticules de
fer dans la tumeur. Le volume interstitiel dans lequel diffusent les nanoparticules occupe
25 % du volume cérébral. Le volume de distribution sera alors d’environ 80 pL. La lésion
causée par I'implantation crée une chemin de moindre résistance qui peut provoquer un
0= 1 10 PO 73

Figure 2.3.1: Décomposition de l'aimantation M créée par le champ B 0 suite a
I'application d’'une impulsion radiofréquence créant un champ B 1 perpendiculaire au
champ B 0 (a gauche). Décroissance exponentielle de I'aimantation transverse Mxy en
fonction du temps apres I'impulsion radiofréquence. (D’apres Taupin 2013)....ccccuurvvenene 75

Figure 2.3.2 : Diagramme représentant les temps d’acquisition des images en IRM
selon chaque groupe a partir du temps d'INJECHION. .....covevcereereereereenireereseeseeeese e 77

Figure 2.3.3 : Acquisitions IRM pondérées en T2 (T2 wi) et en T2* (T2* wi) avant et
apres injection de 1 mL de FeONP a la concentration de 54 mg (Fe)/mL par voie
intraveineuse au temps. Les images ont été acquises avant injection, juste apres (T=0),
puis 2h et 24 h apres l'injection. La tumeur, est encadrée en vert sur les images en
0200 T 1=] = L 0 o I PP 78

Figure 2.3.4 : Acquisition IRM pondérée en T2 (T2 wi) et en T2* (T2* wi) aprés injection
de 1 mL de FeONP a la concentration de 54 mg (Fe)/mL en intraveineuse au temps T=0.
Les images ont été acquises juste apres injection, puis 2 h apres......nnnncnseneeneenees 78

Figure 2.3.5 : Acquisition IRM pondérée en T2 des trois rats (A, B, C) ayant recu 20 pL
de FeONP ala concentration de 32 mg (Fe)/mL par CED a T=0. Les images ont été acquises
juste apres injection, puis 24 h apres l'injection, sauf pour le rat A qui est décédé apres la
PrEIMICTE IMAZETIE. ...eueueeseereeseeseeseeseeseeseeseeseeseseessssesssssssssesesessssssss s s e s e s s s e e e s e s s s e s s ae s b ssssssnsssas 79

Figure 2.4.1: Acquisition des projections d’'un objet et construction du sinogramme
correspondant. Plus on acquiert des projections a des angles différents, meilleure sera
I'image reconstruite (Taupin 2013). .. ssssessssssssssssssssssssssssns 81

Figure 2.4.2 : Exemple de sinogramme obtenu a I'aide d’'un détecteur germanium de
432 pixels. (A) Sinogramme représentant les projections mesurées par le détecteur
Germanium. (B) Sinogramme corrigé avec I’équation correspondant au signal
d’atténuation (C) Projection correspondant a la ligne bleue sur le sinogramme (A) ainsi
que le signal de référence (sans objet entre la source et le détecteur) et le courant résiduel
(sans signal). (D) Projection du sinogramme corrigé correspondant a la ligne bleue sur le
SINOGTAMINE (B). 1ot 82

Figure 2.4.3 : Diagramme représentant les temps d’acquisition des volumes en TQRS
selon chaque groupe a partir du temps d’injection. Une injection d’iode a été faite au temps
intermédiaire (t =3 h ou 12 h) pour localiser la tumeur dans le cerveau. ........ccocovenerreeneen. 84

Figure 2.4.4 : Schéma représentant un profil des concentrations théoriques dans un
volume de distribution de nanoparticules de fer. Les concentrations inférieures au seuil
ne sont pas prise en compte dans le volume calculeé. ... 86
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Figure 2.4.5: Image prise en tomographie synchrotron en projection de maximum
d’intensité. Ce rat a recu 20 pL de nanoparticules en CED a la concentration de
32 mg Fe/mL. Cette image représente la projection en maximum d’intensité, soit pour
chaque pixel la coupe ayant le signal le plus fort. L’encart représente la région encadrée
en jaune avec un contraste rehausse. ... 87

Figure 2.4.6: Image en tomographie synchrotron en projection de maximum
d’'intensité. Ce rat a recu 20 puL de nanoparticules en CED a la concentration de
18 mg Fe/mL. Cette image représente la projection en maximum d’intensité, soit pour
chaque pixel la coupe ayant le signal le plus fort. L’encart représente la région encadrée
en jaune avec Un CONLIraste rENAUSSE. ... ssssssssnes 87

Figure 2.4.7 : Evolution de la concentration moyenne dans le volume de distribution en
fonction du temps pour les rats ayant recu 20 pL de nanoparticules en CED a la
concentration de 18 mg Fe/mL (n=3) ou 32 mg Fe/mL (n=3). La concentration reste
stable dans le temps et correspond approximativement a 30 % de la concentration
injectée. Moyenne sur les 3 animaux et écart-type correspondant. ... 89

Figure 2.4.8 : Modele théorique de I'espace extracellulaire. Ce modeéles a été construit
comme un maillage asymétrique en 2 dimensions pour la méthode des éléments finis
d’une solution informatique pour la diffusion. (K. C. Chen and Nicholson 2000)............... 89

Figure 2.4.9 : Evolution du volume de distribution des nanoparticules en fonction du
temps pour les rats ayant recu 20 pL de nanoparticules en CED. les moyennes pour chaque
groupe et écarts types correspondants sont représentés pour une solution injectée
concentrée a 18 mg Fe/mL (courbe orange, n=3) et 32 mg Fe/mL (courbe bleue, n=3). Le
volume de distribution diminue avec le temps avec une constante de temps de 47 h et
64 h, pour les concentrations injectées de 18 et 32 mg/mL, respectivement...........cc.ceueunee 90

Figure 2.4.10 : Evolution de la masse totale de fer mesurée en fonction du temps pour
les rats ayant recu 20 uL de nanoparticules en CED. Les moyennes et écarts types calculés
pour chaque groupe sont représentés pour une solution injectée concentrée a de 18 mg
Fe/mL (courbe orange, n=3) (correspondant a 360 ug de fer) ou de 32 mg Fe/mL (courbe
bleue, n=3) (correspondant a 640 ug de fer). La masse totale des nanoparticules du
groupe 1 est 10 fois plus faible que le volume de distribution du groupe 2........ccccouunenne.. 91

Figure 2.4.11 : Figure représentant le volume, la concentration moyenne et la masse
totale d’iode déterminés par TQRS pour chaque rat. Le groupe 1 a regu une injection de
20 pL. de nanoparticules d’oxyde de fer a la concentration (Cre, i) de 18 mg/mL. Le
groupe 2 arecu le méme volume de nanoparticules, mais a la concentration de 32 mg/mlL.
Chaque groupe a recu 1 mL de loméron a la concentration de 400 mg/mL par voie
intraveineuse 15 minutes avant [l'acquisition. La concentration seuil pour la
détermination des volumes d’iode est de 0,45 MZ/ML. ..o 92

Figure 2.5.1: Diagramme des séquences d’imagerie et des différents groupes
d’animaux. Dans 'expérience 1 les coupes ont été colorées en coloration HE et bleu de
Prusse sur la méme coupe. Dans 'expérience 2, les coloration HE et bleu de prusse ont été
réalisées sur 2 coupes conjointes. Dans l'expérience 3, la coupe a été imagée par la
technique LIBS décrite dans la SECtion SUIVANTE. ........ccreereereecesnirseeseresses s sesssssssssenaees 93

Figure 2.5.2 : Coupes histologiques des cerveaux de deux rats (A, B) ayantrecu 1 mL de
FeONP a la concentration de 32 mg Fe/mL par voie intraveineuse. Les animaux ont été
sacrifiés approximativement 24 h apres injection. Les coupes ont été marquées par
colorations HE et bleu de Prusse pour observer les nanoparticules d’oxyde de fer. Sur le
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rat de droite on observe une coloration bleue dans les vaisseaux, absente sur 'individu de
gauche et une prise de contraste intense dans 1a tUMEUT. ........cccooureenerreereereenerreenemseenessessesseeneens 95

Figure 2.5.3 : Coupes histologiques des cerveaux des 3 rats ayant recu 20 pL. de FeONP
a la concentration de 32mgFe/mL en CED. Les animaux ont été sacrifiés
approximativement 24 h apres injection. Les coupes ont été marquées par coloration HE
et avec du bleu de prusse simultanément pour marquer la tumeur et observer les
nanoparticules d’0Xyde A fEr. ... ——————————— 95

Figure 2.5.4: Coupes histologiques de cerveaux d'un rat ayant regu 20 pL de
nanoparticules par CED a la concentration de 32 mg Fe/mL observées au microscope. HE:
Coloration a I'hématoxyline-éosine. BP : Coloration au bleu de prusse seul. La tumeur est
encadrée en vert, et les nanoparticules en rOUEZE. ... 96

Figure 2.5.5: Coupes histologiques de cerveau du second rat ayant recu 20 pL de
nanoparticules par CED a la concentration de 32 mg Fe/mL observées au microscope. HE:
Coloration a 'hématoxyline-éosine. BP : Coloration au bleu de prusse seulement. La
tumeur est encadrée en vert et les nanoparticules en rouge. .......omeeeereensernerseessesseessesssesnees 97

Figure 2.5.6: Vue schématique du principe du LIBS. Un faisceau laser émettant a
1064 nm, est focalisé sur une petite portion de I’échantillon (sample), qui est posé sur un
support qui se déplace de pixel en pixel (xyz stage). Pour chaque pixel, le spectre
d’émission est analysé par un spectrometre Czerny-Turner. (Motto-Ros et al. 2013)....98

Figure 2.5.7 : Coupes de cerveaux de rats imagés par la méthode LIBS, ayant recu une
injection de nanoparticules en CED a la concentration de 32 mg/mL, puis suivi pendant
24 h par IRM. Carte des éléments phosphore (P) et fer (Fe) et image combinée des deux
L2123 44 =) oL PP 99

Figure 2.5.8: Distribution du fer mesurée par LIBS d'un rat ayant recu 1 mL de
nanoparticules d’oxyde de fer par voie IV a la concentration de 32 mg Fe/mL, comparée
avec I'IRM T2*du méme individu acquise 24 h post injection. On observe la présence de
fer dans le liquide cérébro-spinal et dans certaines zones périphériques. .......ccouuriunee. 100

Figure 2.5.9 : Distribution du fer mesurée par LIBS de deux rats (A et B) ayant recu
20 puL. de nanoparticules d’oxyde de fer par CED a la concentration de 32 mg Fe/mL
comparée avec I'IRM T2* du méme individu acquise 24 h apres injection des
NANOPATTICULES. 1.t e e 101

Figure 2.5.10 : Distribution du fer mesurée par LIBS de deux rats (A, B) ayant recu
20 pL de nanoparticules d’oxyde de fer par CED a la concentration de 18 mg Fe/mL,
comparée avec la coupe centrale acquise par TQRS du méme individu acquise 24 h apres
injection des NANOPATTICULES. ...t s s 102

Figure 2.6.1 : Comparaison de l'injection de nanoparticules d’oxyde de fer par voie IV,
sans (A, B) ou avec (C, D) un champ magnétique de 0,4 T. (A, C) image IRM pondéré en T2
des cerveaux de rats (B, C) mesure de la différence d’intensité du signal (dR2) créé par les
nanoparticules (Chertok et al. 2008) ... sssssessesssssssseens 105

Figure 2.6.2 : Observation d'un cerveau de rat sain par IRM apres injection de
microbulles et envoi d’'une salve d’ultrasons, puis injection de 200 pL de solution de
nanoparticules d’oxyde de fer concentrées a 18 mg Fe/mL. 100 pL d’agent de contraste
Gd sont ensuite injectés pour attester de 'ouverture de la BHE. Le pattern observé en T2*
provient des nanoparticules (S. Reymond thése 2018). ... 105
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Figure 2.6.3 : Injection de nanoparticules d’or par injection CED (A, B) et par
injection IV (C,D) dans le cerveau de rat possédant une tumeur F98 marquée au mCherry
Red. (A, C) immunofluorescence marquant mCherry red (tumeur, rouge), anti-albumine
(cedéme, vert), DAPI (noyaux, bleu) et anti-CD31 (vaisseaux sanguins, blanc). (B,D)
coloration des nanoparticules d’or. En CED on observe que les nanoparticules d’or ne se
déposent pas dans la tumeur (Smilowitz et al. 2018) ... 108

Figure 3.1.1 : Les différents modules de I'outil de planification de traitement Isogray
pour le traitement d’'une tumeur cérébrale chez le rat. (a) Le module d'Imagerie permet
le chargement et la visualisation des volumes du patient. (b) Le module de Recalage
permet de recaler automatiquement et manuellement les différents volumes chargés. (c)
Le module de Segmentation permet de créer les régions d’intérét a partir de I'étude des
différents volumes. Un contournage manuel ou par seuil d'unités Hounsfield est possible.
(d) Le module de Simulation permet de créer et de positionner les faisceaux et permet de
faire des calculs dOSIMEALIIQUES. ... s ssseses 113

Figure 3.1.2 : Echelle de conversion des unités Hounsfield en masse volumique pour
les différents matériaux biologiques calibrées a partir d’'un fantéme de calibration CIRS 62
(VAULTIN 20T 1) ieeereerieereesesessssesssessessssesssssssesssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssens 114

Figure 3.1.3: Histogramme dose-volume d’'une radiothérapie par modulation
d’intensité pour le traitement d’'un adénocarcinome endométrial avec une dose prescrite
de 45 Gy. 100 % du PTV recoit au moins 45 Gy. Les HDV de la vessie, du rectum, des
intestins et des reins sont représentés. Un des reins est localisé dans la région pelvienne
et est particulierement a risque (Castilho et al. 2006). .....ccovrrrrnnnn e —— 116

Figure 3.1.4 : Module de dosimétrie du logiciel [SOgray. Un modele voxelisé du patient
représentant les différents matériaux et représenté selon les 3 plans de I'espace. L’eau est
représentée en bleu, I'os en noir et les différentes concentrations d’iode sont représentées
par un dégradé de jaune (Vautrin 2011a). cccoerernemenersensseessesesssessesssssssssssessssssssssssssssssssens 117

Figure 3.1.5 : (A) Evolution du DEF simulé en fonction de I'énergie d’irradiation pour
diverses concentrations de Fe, Au, I ou Gd. Les atomes lourds sont répartis de facon
homogeéne dans le volume considéré. (B) Evolution du DEF simulé en fonction de la
concentration des composés dans le milieu. Les incertitudes sur les DEF calculés par
simulation sont de I'ordre de 10-3 (Reymond 2018)......c.coovmrenerernmreeneenesnesnessessessessessessenns 118

Figure 3.1.6 : Ladose D estle dépdtlocal d’énergie (dE) dans un élément de masse (dm)
par les rayonnements ionisants (électrons e —, photon hv) interagissant avec la matiere.
Ce dépot local d’énergie correspond a la différence entre I'énergie du rayonnement
entrant dans I'élément (Rin) et ’énergie du rayonnement sortant (Rout). ....coueerernerreerennns 119

Figure 3.1.7 : Carte de la dose déposée dans le cerveau d’un rat lors d’'une acquisition
en tomographie synchrotron; d’apres (Rosuel et al. 2018). La coupe axiale représentée
est celle du centre du volume exploré dans la direction « museau-queue ». Simulation
réalisée avec le code de CalCUul GATE. ... ssssssssssseens 121

Figure 3.2.1: Fantéme d’eau et de nanoparticules d’oxyde de fer a différentes
concentrations. Le fantdme est rempli d’eau et chaque tube contient un mélange différent.
Les concentrations en nanoparticules d’oxyde de fer sont indiquées dans le tableau de
droite ainsi que la concentration équivalente en élément fer. Les tubes Air et H:20
contiennent respectivement de I'air et de I'€aul......c.vrreneereeneeneeneneenesesesese s 122
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Figure 3.2.2 : Fantome contenant des tubes contenant une solution aqueuse d’iode et
de fer de concentrations connues. La couleur jaune indique des concentrations
croissantes d’iode et le gris indique des concentrations croissantes de fer. Les
concentrations d’iode et de fer sont indiquées dans le tableau. .......ccuvnerenereneererneeneenens 123

Figure 3.2.3 : Fantome composé d’'un mélange de nanoparticules d’oxyde de fer et
d’eau. A. Coupe du fantéme, acquise avec une énergie de 32,0 keV. B. Coupe du fantome,
acquise avec une énergie de 33,5 keV. C. Image de la concentration du fer. D. Schéma du
fantome. Les concentrations nominales sont détaillées dans le Tableau 3.2.2................. 124

Figure 3.2.4 : Mesure du coefficient d’atténuation en fonction de la concentration de fer
théorique pour les énergies en dessous (32 keV, bleue) et au-dessus (33,5 keV, rouge) du
K-edge de l'iode. Les barres d’erreur verticales représentent I'écart-type des mesures sur
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Résumé de la these

La radiothérapie occupe une place de premier plan dans le traitement du cancer. Pour les
tumeurs agressives et radiorésistantes, comme les tumeurs cérébrales, I'optimisation du rapport
entre la dose a la tumeur et la dose aux tissus sains est particulierement difficile. Plusieurs
modalités de thérapies combinées sont a I'’étude pour augmenter le différentiel thérapeutique de
la radiothérapie externe par injections d’éléments radiosensibilisants, s’accumulant
préférentiellement dans le volume tumoral cible. Certaines de ses modalités thérapeutiques
recherchent une augmentation physique de I'absorption du rayonnement ionisant (et donc de la
dose) localisée et restreinte a la tumeur. Plusieurs essais ont été réalisés pour des irradiations
utilisant les rayons x de basse et moyenne énergie (50-100 keV) monochromatiques, produits par
un établissement de rayonnement synchrotron combinées a I'injection de produit de contrastes
iodés, de drogues de chimiothérapie au platine ou a 'iode et enfin plus récemment avec des
nanoparticules métalliques. Ces derniéres permettent d’administrer une plus grande quantité
d’élément lourds dans la tumeur, et ainsi améliorer 'efficacité du renforcement de dose. Les
nanoparticules d’'oxyde de fer ont récemment montré un fort potentiel pour une utilisation en
radiothérapie combinée, car elles sont peu toxiques, faciles a synthétiser, peu cheres, et ont des
propriétés magnétiques intéressantes. De plus elles s’accumulent en grande quantité dans le
volume cible par un phénomeéne d’accumulation intracellulaire. Cette these présente les études
ayant mené au transfert pré-clinique de cette technique de radiothérapie, afin d’en évaluer le
potentiel sur un modele de gliome intracranien.

Au cours de cette these, différents travaux préliminaires en imagerie quantitative, puis en
planification de traitement, ont été effectués afin de vérifier la faisabilité d'un traitement
concomitant de radiothérapie externe en présence de nanoparticules d’oxyde de fer, chez le rat
porteur d'un glioblastome F98.

Apres un chapitre d’état de I'art, un premier chapitre de résultats présente I'étude de la
biodistribution des nanoparticules dans le cerveau en fonction du mode d’injection (intraveineux
et intracérébral). Le second chapitre présente les simulations dosimétriques qui ont été réalisées
afin de calculer le renforcement de dose dii aux nanoparticules d’oxyde de fer dans le cerveau des
rats traités. Ainsi que les indices de couverture du volume cible. Les valeurs de concentration
d’oxyde de fer obtenues par injection intracranienne laissent espérer une augmentation de dose
physique significative. Cette augmentation de dose devrait conduire a une augmentation
significative de la survie des rats.

Le dernier chapitre présente la premiére étude de survie chez les rats porteurs de gliome
malin. De maniere surprenante la réponse préclinique n’a pas été a la hauteur du potentiel
pressenti lors des études de planification. Pour les injections intracraniennes, il semblerait que le
taux de recouvrement reste en deca de ce qui est nécessaire pour une couverture thérapeutique.
Seul un groupe de rat ayant recu les nanoparticules de fer en intraveineux a montré une
augmentation qui s’approche du seuil de significativité sans pour autant I'atteindre. (p=0,07).

En conclusion nous avons réalisé dans le cadre de cette thése, le premier essai préclinique
d’irradiations de gliomes intracraniens par rayonnement synchrotron en présence de
nanoparticules de Fer. Malgré une étude de bio distribution et une planification prometteuse, les
résultats des essais précliniques en termes d’augmentation de survie pure restent modérés.
Plusieurs pistes d’optimisation et d’amélioration du type de traitement sont également présentées
et discutées. Ce travail est pour autant ce qu'il y a de plus aboutie en termes d’évaluation in vivo
d’un traitement combiné utilisant les nanoparticules d’oxyde de Fer.
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