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RESUME

Le microenvironnement tumoral regroupe différentes composantes tres souvent impliquées
dans le phénomeéne de résistance a la thérapie pour de nombreux cancers. Une meilleure
caractérisation de ce microenvironnement, a l'aide d’une stratégie d’imagerie moléculaire et
fonctionnelle in vivo, permettrait une meilleure stratification des patients et donc une prise en charge
thérapeutique optimale et personnalisée.

Cette étude a porté sur le microenvironnement tumoral du chondrosarcome, tumeur maligne
du cartilage chimio- et radio-résistante, possédant une matrice extracellulaire dense, riche en
glycosaminoglycanes (constituants des protéoglycanes), et qui présente des zones d’hypoxie.

La premiére partie de ce travail de these a consisté a développer un contraste en IRM
métabolique dépendant de la fréquence spectrale. Il devait étre spatialement résolu et non invasif afin
de caractériser les deux aspects du microenvironnement tumoral du chondrosarcome SWARM
implanté en sous-cutané chez la souris. Le contraste choisi a été celui du transfert de saturation par
échange chimique CEST (chemical exchange saturation transfer). Les résultats obtenus en IRM CEST
ont été comparés a (i) ceux d’imagerie nucléaire, en [*"Tc]NTP 15-5 et en [*®F]FMISO, permettant de
cibler respectivement, les charges négatives des glycosaminoglycanes et I’hypoxie et (ii) ceux obtenus
par différentes approches ex vivo. Ces méthodes complémentaires d’imageries moléculaires et
fonctionnelles in vivo ont permis de visualiser le microenvironnement tumoral a un stade défini de la
pathologie

La seconde partie de ce travail a été d’évaluer la pertinence de cette stratégie d’imagerie
multimodale, pour suivre I'évolution et les remaniements du microenvironnement tumoral d’un
chondrosarcome SWARM implanté en orthotopique chez le rat, au cours d’une thérapie anti-
cancéreuse ciblée. Une prodrogue activable en hypoxie, le TH-302 (évofosfamide) a été sélectionné.
L'approche multimodale, décrite dans le paragraphe précédent, complétée par d’autres analyses, a
permis de montrer la pertinence d’une stratégie d’'imagerie utilisant plusieurs modalités pour évaluer
I’efficacité du TH-302. Une réduction du volume tumoral d’environ 75%, mais aussi des diminutions du
métabolisme glucidique et de la fraction hypoxique ont pu étre observées, ainsi que des modifications

de la matrice extracellulaire au cours de la croissance tumorale.

Mots clés : Chondrosarcome, CEST, Hypoxie, Imagerie multimodale fonctionnelle, Imagerie nucléaire,
IRM, Matrice extracellulaire, Microenvironnement tumoral, Prodrogues activables en hypoxie,

Protéoglycanes.






ABSTRACT

Tumor microenvironment owns several properties, which are often responsible for therapy
resistance in many cancers. A better characterization of these properties, by using an in vivo molecular
and functional imaging strategy, would offer a better patient stratification and therefore an efficient
personalized therapeutic management.

This study was focused on chondrosarcoma microenvironment, the malignant cartilage tumor
chemo- and radio-resistant. Chondrosarcoma is characterized by its dense extracellular matrix with a
high glycosaminoglycan (proteoglycan component) concentration and presents areas of hypoxia.

The first part of this research was to develop a metabolic MRI contrast frequency-dependent,
non-invasive and with a high spatial resolution. We focused on the chemical exchange saturation
transfer (CEST) contrast. CEST MRI is able to characterize both aspects of the tumor microenvironment
in a SWARM chondrosarcoma subcutaneously implanted in mice. CEST MRI results were compared to
(i) those of nuclear imaging, with [*°™Tc]NTP 15-5 and [®F]FMISO targeting the negative charges of
glycosaminoglycans and hypoxia, respectively and (ii) those obtained by different ex vivo approaches.
These complementary in vivo methods allowed visualizing the tumor microenvironment at a given
stage of the pathology.

The second part of this work was to evaluate the relevance of this multimodal imaging strategy
to monitor evolution and changes in tumor microenvironment of orthotopic SWARM chondrosarcoma
model implanted in rats, during a targeted therapy against cancer. A hypoxia-activated prodrug, TH-
302 (evofosfamide) was selected. The imaging techniques described earlier as well as complementary
ones highlighted the relevance of using multimodal imaging to assess TH-302 effectiveness. A
reduction in tumor volume of about 75% but also decreases in glucose metabolism and hypoxic

fraction were observed as extracellular matrix modifications during tumor growth.

Keywords : Chondrosarcoma, CEST, Hypoxia, Functional multimodal imaging, Nuclear imaging, MRI,

Extracellular matrix, Tumor microenvironment, Hypoxia-activated prodrugs, Proteoglycans.
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Chapitre 1: Contexte des travaux & préambule

Chapitre 1 : Contexte des travaux & préambule

Dans le domaine de la médecine personnalisée en oncologie, I'analyse de la littérature a fait
émerger I'importance de la prise en compte de l'interaction des cellules tumorales avec leur
microenvironnement.! Une meilleure caractérisation de ce microenvironnement est donc une étape
cruciale dans la lutte contre le cancer.? Parmi les multiples composants du microenvironnement
tumoral, la matrice extracellulaire, la vascularisation, I’hypoxie ou encore l'infiltration immunitaire
apparaissent comme les éléments clés de la progression tumorale, de la dissémination métastatique
et de la résistance a la thérapie. Elles pourraient ainsi devenir des biomarqueurs pronostiques mais
également des cibles pertinentes en thérapie.

Dans ce contexte thérapeutique visant a proposer au patient la prise en charge la plus adaptée
a la pathologie tumorale qu’il présente, le recours aux stratégies d’imageries moléculaires in vivo
connait un essor considérable.

Ce travail de thése s’intégre dans la thématique de recherche « ciblage de la matrice

extracellulaire et du microenvironnement tumoral », de 'UMR 1240 IMoST INSERM/UCA. Elle est

également au centre d’une collaboration fructueuse entre deux structures, le laboratoire IMoST et
I’équipe AgroResonance , équipe spécialisée dans la recherche en IRM, de I'UR 370 QuaPA INRAE, dont
les travaux collaboratifs ont été soutenus a deux reprises par la Ligue Régionale contre le cancer
Auvergne Rhone-Alpes. Ce projet de recherche fait partie intégrante de la plateforme d’imagerie « In
Vivo Imaging Auvergne » (IVIA) regroupant toutes les techniques d’imageries médicales. Pour mener a
bien ces travaux, j'ai rédigé des saisines pour les expérimentations précliniques in vivo présentées dans
ce manuscrit. Ces expérimentations ont été autorisées par le MESRI sous les numéros #15991 et
#20398. Une partie de ces recherches a porté sur un modele de chondrosarcome SWARM implanté en
position paratibiale chez le rat, modele qui a pu étre mis en place au sein du laboratoire IMoST grace
al’aide précieuse du Dr. Aurélie DUTOUR (UMR 5286 CNRS et UMR 1052 INSERM, Centre Léon Bérard,
CRCL, Université Claude Bernard Lyon 1). Ces échanges fructueux ont notamment permis de relancer

ce projet a la suite des deux confinements dus a la COVID-19.
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Chapitre 1: Contexte des travaux & préambule

Ce manuscrit est rédigé sur articles et comporte au total 5 chapitres :

- Le premier, celui que vous étes en train de lire, comporte le contexte des travaux ainsi que le
préambule.

- Le second est I'introduction bibliographique comprenant un état de I'art sur la pathologie du
chondrosarcome et plus spécifiguement sur les chondrosarcomes squelettiques, leurs
interactions avec le microenvironnement tumoral. |l aborde les approches diagnostiques et
thérapeutiques associées, transposables ou transposées, en recherche clinique.

- Le troisieme chapitre porte sur la partie expérimentale avec la présentation de chacun des
deux articles scientifiques et les articles eux-mémes.

- Le quatriéme chapitre est une discussion générale comprenant le bilan du travail réalisé, les
limites auxquelles nous avons été confrontées mais également certaines perspectives.

- Le cinquiéme et dernier chapitre cloture ce manuscrit de these sur une conclusion générale.
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Chapitre 2 : Introduction bibliographique

I) Lechondrosarcome

A) Présentation du chondrosarcome

Les sarcomes osseux sont un groupe de tumeurs malignes rares puisqu’ils représentent
seulement 0,2% de tous les cancers humains; ils se développent au niveau du squelette et des
articulations.? Il en existe une vingtaine de types selon I’Organisation mondiale de la santé (OMS) mais

les trois tumeurs les plus fréquentes sont I'ostéosarcome, le sarcome d’Ewing et le chondrosarcome.*

Chondrosarcomes;

Autres; 27%
30%
Sarcomes d'Ewing;
15% Ostéosarcomes;

28%

Figure 1: Proportions moyennes des sarcomes osseux évaluées dans 43 pays, tout dge confondu,
entre 2003 et 2007.°

La plus représentée est la tumeur maligne de l'os, I'ostéosarcome, avec une incidence
moyenne annuelle en Europe de 0,3 cas pour 100 000 correspondant a 28,5% des sarcomes osseux
(Figure 1 & Figure 2).> L'ostéosarcome touche principalement les adolescents entre 15 et 19 ans avec
un sexe ratio homme/femme de 1,4:1.* Ce cancer, considéré comme agressif, se développe

généralement au niveau des os longs mais il peut également étre retrouvé au niveau des os plats.

Le sarcome d’Ewing, quant a lui, posséde une incidence annuelle moyenne en Europe de 0,2
cas pour 100000 et représente 15% des sarcomes osseux (Figure 1 & Figure 2).° Il touche
majoritairement les enfants et les adolescents de sexe masculin (sexe ratio de 1,5:1) avec un age
moyen de diagnostic a 15 ans.* Dans la moitié des cas, son développement a lieu au niveau des
extrémités des os longs. Ce cancer peut aussi toucher les os plats comme les cotes, les os constituant

le pelvis, mais également les vertébres.*
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Figure 2: Variations des taux d'incidence en fonction de I'dge et du type de sarcome osseux,
mesurées en Angleterre entre 1998 et 2007.°

Enfin, le chondrosarcome, tumeur maligne du cartilage, et objet de ce travail de these,
représente 26,7% des sarcomes osseux (Figure 1).> Pendant longtemps, les chondrosarcomes ont fait
partie de la catégorie générale des sarcomes ostéogéniques, tels que I'ostéosarcome. L'un des
premiers a avoir souligné la nécessité d’une distinction entre les tumeurs chondrogéniques et
ostéogéniques a été le docteur Dallas Burton Phemister en 1930. C'est seulement 13 ans plus tard,
grace aux travaux de deux docteurs en médecine newyorkais, Louis Lichtenstein et Henry L. Jaffe, que
I’« American College of Surgeons » accepte de modifier la premiére classification des tumeurs osseuses

et de considérer les chondrosarcomes comme des lésions distinctes des sarcomes ostéogéniques.’

Actuellement, I'incidence annuelle moyenne des chondrosarcomes en Europe est de 0,2 cas
pour 100 000 mais, malgré sa faible incidence, le chondrosarcome reste le plus fréquent des sarcomes
osseux chez I'adulte (Figure 2).*° La majorité des diagnostics est effectuée entre 30 et 60 ans et chaque
année en France, une centaine de nouveaux cas est recensée.* Concernant la prédominance de genres,
plusieurs études récentes affirment que le chondrosarcome peut toucher autant les hommes que les
femmes.*®

Le taux moyen de survie a 5 ans est de 75,2% selon une étude utilisant les données de
I’American College of Surgeons collectées entre 1985 et 2003, sur 9606 cas de chondrosarcomes
étudiés.® Néanmoins, une méta-analyse a permis de mettre en évidence I'importante variation des
taux de survie selon le grade de malignité ou encore le sous-type histologique étudié. En effet, une
absence de survie a des taux de survie de 99% sont renseignés selon les études.’

Les chondrosarcomes squelettiques peuvent se développer aussi bien au niveau des os plats
que des os longs. Les localisations primaires des chondrosarcomes squelettiques se situent
préférentiellement au niveau des os du pelvis (22,1%), du fémur (proximal : 9,8% et distal : 6,9%), de

la colonne vertébrale (10,5%) et de I'humérus proximal (9,5%). De maniére moins fréquente, ils
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peuvent également se développer au niveau du tibia, des cdtes ou encore des omoplates (Figure 3).%°

Dans de rares cas, les chondrosarcomes squelettiques peuvent toucher le sternum, le crane ainsi que
les pieds et les mains. Certaines localisations telles que le crane, la colonne ou encore le bassin rendent

la prise en charge thérapeutique du chondrosarcome plus complexe.

Chondrosarcome (\\)
.laf',‘
& f

Omoplate

Humérus

Cotes

Rachis

Bassin

Fémur

Tibia

Figure 3: Localisations des chondrosarcomes squelettiques.’%!

Plusieurs classifications ont été établies afin de catégoriser I'ensemble des chondrosarcomes.

B) Différentes classifications du chondrosarcome

Les chondrosarcomes peuvent étre classés suivant différents criteres tels que leur modalité
d’apparition, leur localisation, leur aspect anatomopathologique, leur grade tumoral ou encore leur
stade tumoral. Le stade tumoral est identifié grace au systéme TNM (Tumor, Node, Metastasis)
développé par I'Union internationale contre le cancer pour la classification des tumeurs cancéreuses

solides.

1) Classification selon les modalités d’apparition
La premiere caractéristique permettant de classifier un chondrosarcome est de déterminer si
ce dernier est primaire ou bien secondaire. Dans le premier cas, son développement est spontané sans
atteinte préalable du tissu alors que dans le second cas, le chondrosarcome se développe a partir d’'une

fracture ou d’une tumeur bégnine du cartilage préexistante. Les deux types de tumeurs bégnines les

5|Page



Chapitre 2: Introduction bibliographique

plus fréquentes et pouvant étre a l'origine du développement d’un chondrosarcome sont les
enchondromes et les ostéochondromes.*?

Les enchondromes se développent au centre de I'os, dans la cavité médullaire au niveau de la
métaphyse et se caractérisent par la formation d’un cartilage hyalin mature. Les enchondromes sont
généralement uniques mais certains patients peuvent présenter des enchondromes multiples,
autrement nommeés enchondromatose. L’enchondromatose provoque la maladie d’Ollier ou si elle est
associée a des angiomes (agglomération de vaisseaux sanguins), elle provoque le syndrome de
Maffucci. De maniére générale, les enchondromes ou I’enchondromatose sont localisés
préférentiellement au niveau des extrémités distales des membres. Avec la maladie d’Ollier, le risque
de transformation en chondrosarcome secondaire peut atteindre 30 a 50% et ce risque peut doubler
en cas de syndrome de Maffucci.

Les ostéochondromes sont des tumeurs osseuses et cartilagineuses bénignes se développant
a la surface de la partie métaphysaire des os longs suite a une ou plusieurs lésions. Dans le cas de
Iésions osseuses multiples, nous parlerons d’ostéochondromes multiples ou d’ostéochondromatose.
Le risque de développer un chondrosarcome secondaire suite a I'apparition d’'un ostéochondrome
solitaire est seulement de 1% alors qu’avec un ostéochondromatose, le risque peut augmenter jusqu’a

27%.

2) Classification selon la localisation

Le chondrosarcome prendra sa dénomination en fonction de sa localisation au niveau du tissu
0SSeux.
Nous distinguerons alors les chondrosarcomes :
e Centraux ou intra médullaires qui se développent a l'intérieur de la cavité médullaire des os
longs. lls représentent approximativement 85% des chondrosarcomes osseux (Figure 4).1
e Périphériques (>15%) qui se développent a la surface de I'os compact. lls sont souvent dus a
des transformations malignes de tumeurs bénignes préexistantes, de type ostéochondrome,
touchant majoritairement la coiffe cartilagineuse (Figure 4).1
e Justacorticaux ou périostés (<1%) qui apparaissant a la surface des os au niveau du périoste
(Figure 4).8
Macroscopiquement parlant, ces chondrosarcomes osseux sont souvent de larges tumeurs (>
4 cm) lobulaires. Les lobules sont séparés par des septa et sont translucides de couleur bleu-gris ou
blancs indiquant la présence de cartilage hyalin (Figure 4). De la méme fagon, des zones jaunatres sont
régulierement retrouvées et sont associées a des dépots de calcium, autrement dit a des zones de

minéralisation dans la tumeur (Figure 4).14

6|Page



Chapitre 2: Introduction bibliographique

Chondrosarcome
intramédullaire
du tibia Chondrosarcome de l'ischion
Chondrosarcome Chondrosarcome L g
majoritairement calcifié

en périphérie

périphérique du fémur périosté du fémur

Figure 4: Pieces anatomiques de chondrosarcomes : intramédullaire, périphérique, périosté et calcifié.

3) Classification selon I'analyse anatomopathologique

C'est a partir de I'analyse anatomopathologique qu’est effectuée la détermination du grade et
le caractére conventionnel ou non d’un chondrosarcome. Un chondrosarcome conventionnel présente
des lobules de cartilage hyalin avec des degrés variables de cellularité. Les chondrocytes sont atypiques
et présentent un polymorphisme avec des noyaux généralement hypertrophiés et binucléés. La
matrice extracellulaire des chondrosarcomes conventionnels est de type chondroide hyaline et/ou

myxoide (Figure 5).%°
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Figure 5: Coupes histologiques de chondrosarcomes conventionnels de différents grades
histologiques.*®
Coloration a I’hématoxyline et éosine ; grossissement : x200 (grades 1 et 2) et x600
(grade 3). Des atypies cytologiques et nucléaires sont observées ainsi que I’évolution des
matrices chondroides hyalines (grade 1) a des matrices myxoides (grade 3). Les fléches
blanches représentent des binucléations de chondrocytes et la fléeche noire, un important
chondrocyte trés atypique.

Les chondrosarcomes squelettiques décrits ci-dessus sont dans 85% des cas, des
chondrosarcomes conventionnels. Les 15% des chondrosarcomes squelettiques restants représentent

des sous-types plus rares : les chondrosarcomes non conventionnels (Figure 6).
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Chondrosarcomes
non conventionnels;

15%

|
A
7\

Chondrosarcomes
mésenchymateux;
3%

Chondrosarcomes
dédifférenciés;

Chondrosarcomes
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85%

Figure 6: Proportions théoriques des différents chondrosarcomes squelettiques
regroupant les conventionnels et les non-conventionnels.

Trois types sont actuellement recensés :
i Chondrosarcomes a cellules claires

Les chondrosarcomes a cellules claires sont en général de faible grade et représentent 2% de
I’ensemble des chondrosarcomes squelettiques primaires. Ces tumeurs sont composées de
chondrocytes tumoraux hypertrophiques « osteoclast-like » claires avec un cytoplasme vide et une
matrice extracellulaire chondroide hyaline (Figure 7A).Y” La majorité des patients diagnostiqués est
agée de 25 a 50 ans avec un sex-ratio de 3,82 :1. Le taux de survie a 5 ans est de 62,3% avec un faible

taux métastatique de 5,7%.%8

ii. Chondrosarcomes mésenchymateux

Les chondrosarcomes mésenchymateux représentent entre 3% a 10% des chondrosarcomes
squelettiques primaires selon les études. Ils sont associés a un haut grade puisque ces tumeurs sont a
la fois composées de petites cellules rondes indifférenciées et d’ilots de cartilage hyalin différenciés,
sans démarcation entre ces régions histologiques (Figure 7B).Y Ce type de cancer atteint
majoritairement des patients agés de 20 a 30 ans avec un sex-ratio de 1,19 :1. Le taux de survie a 5 ans
est de 37,6% pour les chondrosarcomes mésenchymateux et dans 10,6% des cas, ces derniers
présentent une évolution métastatique avec comme sites préférentiels les poumons, les os et les

ganglions.?>®®
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iii. Chondrosarcomes dédifférenciés
Les chondrosarcomes dédifférenciés sont associés a un haut grade de malignité et
représentent environ 10% de tous les chondrosarcomes. Ce sous-type se singularise des précédents
puisqu’il est composé de deux entités distinctes. La premiére est assimilable a un type tumoral dont la
matrice extracellulaire est cartilagineuse et différenciée de faible grade alors que la seconde a un
aspect non cartilagineux et de haut grade de malignité comme c’est le cas pour I'ostéosarcome. Sur
coupe histologique, ces deux composantes tissulaires ne se chevauchent pas et la démarcation de I'une
par rapport a l'autre est abrupte (Figure 7C).1"* ’age médian de survenue des chondrosarcomes
dédifférenciés est de 55 ans avec un sex-ratio de 1,18 :1 et un taux de survie a 5 ans de 11,3%. Le risque
d’évolution métastatique, au niveau des poumons et des os, est le plus important pour ce type de

chondrosarcome non conventionnel avec un taux de 19,8%.>1#

A) Chondrosarcome a cellules claires  B) Chondrosarcome mésenchymateux

C) Chondrosarcome dédifférencié
> ". B ’ -‘ - 3 | ; Sl

- 4 ‘q 3 Y

AT SR EVENGIA T WD SRR i
Figure 7: Coupes histologiques des différents types de chondrosarcomes non conventionnels’
Coloration a I’hématoxyline et éosine ; grossissement : x500. (A) Chondrosarcome a
cellules claires montrant des chondrocytes clairs avec un cytoplasme abondant et une matrice
chondroide hyaline. (B) Chondrosarcome mésenchymateux avec des petites cellules rondes
bleues indifférenciées (en bas) et un ilot de cartilage hyalin différencié (en haut). (C)
Chondrosarcome dédifférencié avec une interface nette entre la partie non cartilagineuse (a
gauche) et la partie cartilagineuse différenciée (a droite).

Dans la mesure ou ce travail de these est focalisé sur les chondrosarcomes squelettiques dits

conventionnels, la suite de ce manuscrit s’intéressera uniqguement a ce type de tumeurs.

4) Classification des chondrosarcomes conventionnels selon le grade

histologique de Evans

Louis Lichtenstein et Henry L. Jaffe décrivirent, en 1943, les premiéres caractéristiques
histologiques des chondrosarcomes. lls s’intéresserent a la fois au nombre de noyaux retrouvés dans
les cellules tumorales mais aussi a leur taille et leur forme.” En 1977, le Docteur Harry L. Evans et ses

collaborateurs mirent au point une méthode permettant de grader histologiquement un
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chondrosarcome afin de lui associer par la suite, un potentiel métastatique, et une valeur
pronostique.?° Ainsi naissait la classification d’Evans. Cette derniére est divisée en 3 grades
histologiques, du plus bénin (grade 1) au plus malin (grade 3), basés sur la taille des noyaux des cellules

cancéreuses, la cellularité et le type de matrice extracellulaire (Figure 8).

i Grade 1

Un chondrosarcome de grade 1 présente une matrice extracellulaire de type chondroide
hyaline, abondante et une cellularité faible 8 modérée associée a un indice mitotique faible.’>% Les
noyaux des cellules de chondrosarcome de grade 1 sont ronds, hyper chromatiques et de tailles
uniformes. Ces tumeurs sont de bon pronostic puisque les taux de survie des patients a 5 et 10 ans
sont respectivement de 90% et 83% et leur potentiel métastatique est nul.?’ C’est d’ailleurs pour cette
raison que depuis 2013, elles sont classées par I’'OMS dans la catégorie des tumeurs cartilagineuses
atypiques (TCA).* Une nouvelle précision a été apportée par cette méme organisation en 2020, en
indiquant que la catégorie des TCA devait étre utilisée pour les tumeurs apparaissant dans les os longs
et tubulaires du squelette appendiculaire, tandis que les tumeurs situées au niveau du squelette axial
comprenant le bassin, les omoplates et la base du crane doivent étre appelées chondrosarcomes de

grade 1.2

ii. Grade 2

Un chondrosarcome conventionnel de grade 2 posséde une matrice extracellulaire plus
myxoide que chondroide et une cellularité augmentée. L’'indice mitotique augmente légérement par
rapport au grade 1 méme s’il reste faible.'>?? Les noyaux cellulaires deviennent atypiques, de tailles
plus importantes et sont toujours hyper chromatiques. Les taux de survie a 5 et 10 ans sont de 81% et

64%, respectivement, associés a un potentiel métastatique pulmonaire de 10%.%°

iii. Grade 3

Un chondrosarcome conventionnel de grade 3 ou de haut grade est caractérisé par une
matrice extracellulaire principalement myxoide et/ou muco-myxoide. La cellularité ainsi que I'indice
mitotique sont élevés. Les cellules cancéreuses sont de plus grandes tailles mais celles présentes en
périphérie de lobule sont fusiformes et moins différenciées que les cellules du centre.?? Leurs noyaux
sont hyper chromatiques, atypiques et, eux aussi, de taille augmentée. Des zones nécrotiques peuvent
étre présentes au sein du tissu tumoral. ** Les taux de survie 3 5 et 10 ans sont de 43% et 29%,
respectivement. Le potentiel métastatique pulmonaire des chondrosarcomes conventionnels de grade

3 atteint les 71%.%°
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La majorité des chondrosarcomes primaires conventionnels sont de faibles grades de malignité
(1 ou 2). Les travaux menés par Nota et al., regroupant 13 études comportant au total 1114 patients
atteints de chondrosarcomes conventionnels centraux, montrent qu’en moyenne 21% des patients
sont atteints de chondrosarcomes de grade 3.° Cependant, il est important de mentionner qu’au sein
d’une méme tumeur, plusieurs grades peuvent coexister et que dans environ 10% des cas de récidive,

le chondrosarcome augmente de grade de malignité.?

Grade 1 12 T Grade2 3 TRELT

Cellularité
Matrice chondroide
Changement myxoide

Atypie Gaire

Cellules fusiformes

Mitoses et nécroses

Figure 8: Coupes histologiques représentatives de différents grades de chondrosarcome suivies d’une
représentation schématique illustrant la détermination du grade de malignité.*®

Apres avoir introduit la pathologie du chondrosarcome, au travers de son impact chiffré sur la
population, sa description anatomique et ses différentes classifications, il est important d’aborder

maintenant les principaux mécanismes impliqués dans son développement.

C) Etiologie du chondrosarcome

Méme si les chondrosarcomes se développent au niveau des cartilages articulaires, il existe
toutefois des localisations cartilagineuses préférentielles reliées aux os plats comme la scapula, les
coOtes ou les os du pelvis mais aussi aux os longs (humérus, fémur, tibia) ou encore aux os composant
le rachis vertébral.2*

Les causes de survenue de ce cancer ne sont actuellement pas toutes identifiées mais
I'implication de certaines voies de signalisations cellulaires a été mise en évidence. En effet, des
mutations peuvent apparaitre de maniére précoce en entrainant la formation de tumeurs bégnines de
types enchondromes ou ostéochondromes, par exemple, au cours de I'ossification enchondrale. Ces
mutations peuvent survenir de maniére plus tardive, en favorisant la transition d’une tumeur bénigne

a une tumeur maligne dans le cas d’un chondrosarcome secondaire ou directement, avec I'apparition

sporadique d’un chondrosarcome primaire.
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1) Mutations géniques précoces donnant lieu a des tumeurs

I. IDH1/IDH2

Une des modifications géniques prédominantes, pouvant entrainer I'apparition de tumeurs
cartilagineuses et osseuses bénignes et malignes, est celle qui touche les genes codant pour les
isocitrates déshydrogénases 1 et 2, respectivement, IDH1 et IDH2. En effet, ce type de mutations a été
identifié dans les chondrosarcomes primaires et secondaires centraux a hauteur, respectivement, de
70% et 86%.%°

IDH1 et IDH2 sont des enzymes du cycle de Krebs catalysant la décarboxylation oxydative de
I'isocitrate pour produire de I'a-cétoglutarate (aCG). Lorsque les génes IDH sont mutés, les enzymes
perdent leur capacité a convertir l'isocitrate en aCG entrainant l'accumulation de delta-2-
hydroxyglutarate (D-2HG). Le D-2HG est considéré comme un oncométabolite favorisant la
tumorigenese.

De plus, une analyse génomique de type « whole-exome sequencing » a été réalisée sur 49 cas
de chondrosarcomes par une équipe de Cambridge en 2013 et a permis de confirmer la présence de

mutations sur les génes IDH1/2 dans 59% des cas.?®

fi. EXT1/EXT2

Lorsque des mutations touchent les genes EXT1 et EXT2 (exostosines 1 et 2), la polymérisation
des héparanes sulfates est incompléete. Ces glycosaminoglycanes (GAGs) ne pourront donc plus se lier
a la protéine de signalisation impliquée dans le développement : I'Indian hedgehog (IHH). Cela conduit

a une perte de polarité des chondrocytes et donc, une prolifération anarchique de ces cellules.'?3

fil. IHH/PTHrP
La voie de signalisation induite par les protéines Indian hedgehog et Parathyroid hormone
related protein (IHH/PTHrP) est également impliquée dans le processus de tumorigenése. En effet,
cette voie est activée afin de contrdler la croissance et la différentiation chondrocytaire. Dans un
contexte pathologique, la voie IHH/PTHrP est perpétuellement activée, ce qui induit la prolifération
anarchique des chondrocytes sans induire un blocage de la différenciation chondrocytaire.'>?” Ces

mutations sont présentes a hauteur de 18% au sein des chondrosarcomes.?

Toutefois, les mutations touchant des génes impliqués dans les voies de signalisation décrites
ci-dessus ne permettent pas, a elles seules, de déclencher la genése d’'un chondrosarcome.
Néanmoins, elles prédisposent le tissu aux transformations malignes futures que nous allons

désormais aborder.
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2) Modifications géniques tardives donnant lieu a des tumeurs

malignes
Ces modifications sont retrouvées dans des chondrosarcomes de grades 2 et 3 intervenant

directement au niveau d’oncogénes et de genes suppresseurs de tumeurs impliqués dans la régulation

du cycle cellulaire, en modulant leur expression.

I. Rb et p53

C'est notamment le cas pour les voies impliquant les genes suppresseurs de tumeurs
rétinoblastomes (Rb) et p53 étant décrites pour étre mutées respectivement dans 96% et 50% des
chondrosarcomes conventionnels.?® Dans les chondrosarcomes de plus haut grade, une perte de
I’'hétérozygotie de Rb est observée empéchant ainsi sa liaison au facteur de transcription EF2 et
inhibant la voie « suppresseur de tumeurs » (Figure 9). L’atteinte de la voie p53, connue pour controler
les check-points lors des transitions en phase G1/S et G2/M, est décrite dans plus de 90% des
chondrosarcomes.? ’inactivation de la protéine p53 peut avoir lieu a la suite de la liaison avec la
protéine Murine Double Minute 2 (MDM2) (Figure 9), dont la surexpression a été retrouvée a hauteur
de 33% dans les chondrosarcomes de haut grade et son taux d’ARNm (acide ribonucléique messager)

est corrélé au grade histologique.?®

C
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Cycle cellulaire Arrét de la croissance
Progression Mort cellulaire

Figure 9: Présentation simplifiée des voies de signalisations impliquant Rb, p53 et PI3K-Akt-mTOR.

fi. PI3K-Akt-mTOR

Cette voie de signalisation est largement décrite dans la littérature car elle joue un réle majeur
dans la croissance, la prolifération et la survie cellulaire. L'activation de cette voie est permise par la
fixation de facteurs de croissance sur les récepteurs transmembranaires a activité tyrosine kinase (RTK)
et sérine-thréonine kinase (Akt) (Figure 9). La voie de signalisation PI3K-Akt induit de nombreux

messagers cellulaires, tels que « mammalian target of rapamycin » (mTOR), qui régulent la progression
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du cycle cellulaire, la prolifération et la croissance cellulaire, I'autophagie et I'angiogenése. Au sein des
chondrosarcomes conventionnels, I'activation de la voie PI3K-Akt-mTOR a été observée dans 69 % des

échantillons cliniques.*®

3) Meécanismes induisant ces modifications géniques

I. Anomalies chromosomiques

Depuis les années 90, plusieurs scientifiques ont observé que les chondrosarcomes étaient
sujets a de nombreux remaniements chromosomiques favorisant la tumorigénése.3! Ces
remaniements ont lieu au cours des divisions cellulaires successives entrainant une répartition
aberrante des chromosomes dans les cellules tumorales filles. Ces derniéres présenteront un
pourcentage élevé de monosomies et de variations du statut de ploidie. Il est a noter que les
chondrosarcomes périphériques les plus prolifératifs présentent une perte d’hétérozygotie sur de
nombreux loci tandis que les chondrosarcomes centraux montrent des noyaux plutét diploides voire
haploides avec des anomalies chromosomiques de types 9p21, 10, 13q14 et 17p13.%% Il a été démontré
que la suppression du locus 9p21 est notamment impliquée dans la progression des chondrosarcomes
in vivo.?®

Au-dela de la répartition et de la modification de certains génes clés lors des divisions
cellulaires, induisant la tumorigenése du chondrosarcome, I’expression génique peut également étre
modifiée par la méthylation/déméthylation de I'ADN (acide désoxyribonucléique) ou encore par

I'intervention de microARNs comme cela va étre étudié par la suite.

ii. Epigénétique : hyperméthylations de I’ADN et modifications
d’histones

Une étude italo-suédoise, menée sur 22 chondrosarcomes, a mis en évidence des
hyperméthylations de I'ADN dans 41% des échantillons étudiés, avec notamment une
hyperméthylation * du promoteur du gene suppresseur de tumeur pl6, entrainant ainsi son
inhibition.* Une étude in vitro a également montré le role de I'hyperméthylation du facteur de
transcription RUNX3, considéré comme suppresseur de tumeurs, sur I’'augmentation de la prolifération
et la réduction de I'apoptose dans les cellules de chondrosarcome.?* Chez les patients atteints de
chondrosarcomes, I'expression de RUNX3 a ensuite été corrélée a I'amélioration de leur taux de

survie.3* Comme évoqué précédemment, I'hyperméthylation retrouvée au niveau de nombreux

9 L’hyperméthylation de ’ADN permet une meilleure compaction de la chromatine et est donc associée
a une diminution de I'expression génique.
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promoteurs de genes suppresseurs de tumeur au sein des chondrosarcomes serait induite par la
mutation d’IDH.®

Au niveau des modifications d’histones, la protéine méthyltransférase EZH2 (Enhancer of zeste
homolog 2) semblerait étre impliquée dans les chondrosarcomes de haut grade et pourrait représenter

une cible thérapeutique intéressante.3®

fii. microARNSs

Aujourd’hui, l'implication des microARNs (miRs) est clairement établie dans le
chondrosarcome et semble corrélée au grade de malignité de la pathologie telle que présenté dans la
Figure 10. Les trois miARNSs principaux retrouvés sont : miR-451a, miR-21-5p, miR-140-3p. miR-451a
est majoritairement surexprimé dans les chondrosarcomes de grade 1 (21,8%). En revanche, miR-21-
5-p est surexprimé dans les chondrosarcomes de grade 3 (10,0%). Enfin, miR-140-3p est
principalement surexprimé dans les chondrosarcomes de grade 2 (47,5%) mais également
significativement présent dans les chondrosarcomes de grade 1 (18,3%) et 3 (23,4%).*’

Il est intéressant de citer, en plus, le miR-519d dont I'expression aurait pour conséquence
d’augmenter le potentiel métastatique de la tumeur.3® Une étude récente a également mis en évidence
un fort niveau d’expression de miR-211 dans des biopsies de chondrosarcomes par rapport aux tissus
sains environnants. Ce niveau d’expression a été corrélé au grade histologique ainsi qu’au mauvais

pronostic pour le patient.®
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Figure 10: Pourcentages de chaque microARN identifié par séquenc¢age dans des chondrosarcomes
conventionnels centraux de grade 1 (Gl), 2 (Gll) et 3 (GllI).>”

Maintenant que nous avons passé en revue les mécanismes génétiques et épigénétiques
associés dans la tumorigenese du chondrosarcome, voyons comment cette pathologie est

diagnostiquée en clinique.
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D) Diagnostic du chondrosarcome

1) Symptoémes

La découverte de cette pathologie chez un patient est souvent fortuite lors d’un examen ou
d’une intervention de routine.

Les symptomes associés aux chondrosarcomes varient en fonction de I'emplacement et de la
taille de la tumeur.”’ Le symptéme le plus répandu est la douleur osseuse. Elle débute par une
sensibilité au niveau de I'os porteur de la tumeur et évolue, de plus en plus, vers une douleur
persistante. Lorsque la diaphyse de I'os (partie médiane des os longs) est atteinte, une inflammation
se met en place induisant un gonflement et des rougeurs a la surface de la peau. Il peut s’ensuivre une
fracture osseuse. En effet, la tumeur, au cours de son développement central ou périphérique, peut

finir par trop fragiliser I'os.

2) Recommandations

Le diagnostic et la prise en charge du chondrosarcome nécessite une approche
multidisciplinaire en plusieurs étapes regroupant des cliniciens, des radiologues et des pathologistes
dans le but d’apporter, aux patients, la solution thérapeutique la plus appropriée. L'examen de

premiére intention fait appel a I'imagerie anatomique.*

I Imageries anatomiques conventionnelles retrouvées en
clinique
La radiographie conventionnelle en planaire est le premier examen radiologique. Lorsque le
diagnostic de malignité ne peut étre définitivement exclu sur les radiographies, une imagerie par
résonance magnétique (IRM) de I'ensemble du compartiment avec les articulations adjacentes doit
étre réalisée. L'IRM est actuellement considérée comme la meilleure modalité de stratification locale
pour les tumeurs touchant les extrémités des membres, la colonne vertébrale et le bassin. La
tomodensitométrie (TDM) peut fournir des informations supplémentaires sur I'atteinte osseuse et

peut &tre choisie comme modalité d'imagerie principale pour d'autres sites primaires.*?

e Laradiographie
Ainsi, lors de l'imagerie d’'un chondrosarcome, les radiographies planaires permettent
d'identifier I'agressivité de la Iésion. Les tumeurs de bas grade présentent classiqguement une marge
géographique lobulaire, tandis que la destruction osseuse, avec un aspect mité ou infiltrant, indique

des lésions de grade supérieur. Le remodelage cortical, I'épaississement cortical et la réaction
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périostique sont également évocateurs d'un chondrosarcome central. Les radiographies des
chondrosarcomes centraux des os longs montrent typiqguement une région de lyse mixte et des
scléroses identifiables par des anneaux et des arcs de minéralisation de la matrice chondrale. Elles sont

observées dans 60 a 78 % des cas (Figure 11a).2*

e Latomodensitométrie
La TDM, ou scanner, permet de mettre en évidence certaines caractéristiques difficilement
visualisables par radiographie, telles que les destructions corticales par érosion endo-osseuse, mais
également l'invasion métastatique. Le scanner permet également une meilleure appréciation de la

minéralisation de la matrice mais aussi de la profondeur et du degré de I’érosion endo-osseuse (Figure

11b).43,44

e L’imagerie par résonance magnétique

Comme pour la tomodensitométrie, la profondeur et I'étendue de I'érosion endo-osseuse,
I'extension extra osseuse et les modifications corticales engendrées par la tumeur sont toutes
clairement observées par IRM.1

En pondération T:°, la lésion présente généralement un signal avec une intensité faible a
intermédiaire. Toutefois dans 35% des cas, de petites zones mouchetées sur la masse tumorale
peuvent étre observées avec une intensité de signal élevée. Des zones présentant une intensité de
signal nul sont également retrouvées sur les images et sont dues a une minéralisation de la matrice
(Figure 11c).1*** Avec une imagerie pondérée en T,, les zones non calcifiées de la tumeur présentent
une intensité de signal trés élevée en raison de leur forte teneur en eau alors que les zones qui
présentent une minéralisation de la matrice auront une intensité de signal faible et hétérogene (Figure

11d).

b T, correspond au temps nécessaire pour que I'aimantation longitudinale retourne & 63% de sa valeur
finale.
¢ T, correspond au temps mis par I'aimantation transversale pour perdre 63% de sa valeur initiale.
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(a) La radiographie
antéropostérieure du genou montre
une lésion du tibia proximal (fléches)
qui révele la minéralisation
caractéristique de la matrice en
anneau et arc de type chondral. (b) Le
scanner axial montre le degré
d’érosion endo-osseuse du cortex
(fleche), qui n'est pas apprécié sur la
radiographie. (c) L'IRM coronale
pondérée en T; montre ['aspect
lobulaire classique du
chondrosarcome. La Iésion a une
intensité de signal  faible a
intermédiaire avec des zones ou le
signal est nul di a la minéralisation de
la matrice (fleches) et des zones avec
une intensité de signal plus élevée due
a la moelle jaune graisseuse
médullaire piégée (tétes de fleches).
Notez la petite Iésion cartilagineuse au
milieu du tibia, qui représente trées
probablement un enchondrome. (d)
L'IRM axiale pondérée en T, révéle de
maniere distincte la profondeur et
I'étendue de I’érosion endo-osseuse.

Figure 11: Différentes imageries d'un méme chondrosarcome de bas grade*

Les septa interlobulaires du chondrosarcome présentent également une faible intensité de

signal T, (Figure 12).

Figure 12: IRM sagittale pondérée en T, d’un chondrosarcome intramédullaire de haut grade.*?
La Iésion est hyper-intense avec des septa internes hypo-intenses (tétes de fleches) et
présente une extension extra-osseuse postérieure.
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L'intérét majeur de I'IRM semble résider dans la possibilité de différencier les
chondrosarcomes des tumeurs bénignes, mais aussi de distinguer les chondrosarcomes de haut grade,
des chondrosarcomes de bas grade.*>*® Par exemple, la graisse de la moelle jaune piégée au sein du
chondrosarcome, observable en pondération T; suggérera la présence d’une tumeur de bas grade,
tandis que I'extension des tissus mous orientera plutét le diagnostic vers un chondrosarcome de haut

11,14

grade.

ji. Prélevements

La biopsie sera I'examen de référence permettant d’effectuer un diagnostic spécifique et
différentiel dans le but d’orienter I'approche thérapeutique. Le prélevement tumoral est dirigé dans la
zone identifiée comme la plus agressive sur les imageries anatomiques mais il peut, toutefois, ne pas
étre représentatif de I'hétérogénéité tumorale du chondrosarcome et limiter le diagnostic
différentiel.*’

La biopsie liquide ne fait pas encore partie des recommandations cliniques concernant la prise
en charge du chondrosarcome mais elle pourrait rapidement le devenir.®® En effet, récemment,
Lyskjeer et al. ont montré le potentiel de I’ADN tumoral circulant chez les patients atteints de

chondrosarcomes présentant des mutations pour IDH1/2. L’expression de biomarqueurs peut

également aider a la stratification des patients tout en ajoutant une valeur pronostique.*

3) Diagnostic différentiel

Le principal diagnostic différentiel au sein des sarcomes osseux est celui des chondromes,
notamment dans la différenciation entre un chondrome bénin et un chondrosarcome central de bas
grade ou une tumeur cartilagineuse atypique mais aussi entre un chondrosarcome et un
ostéosarcome.*%%!

Actuellement, aucun test de laboratoire d’analyses médicales ne permet de discriminer un
chondrosarcome et de confirmer un diagnostic méme si de plus en plus de biomarqueurs sont
découverts. Il reste donc primordial de recourir a une concertation multidisciplinaire lorsque des cas

complexes se présentent afin que I'expérience de chaque praticien (oncologues, radiologues,

chirurgiens, anatomopathologistes, etc) puisse permettre d’établir un diagnostic.

4)  Facteurs pronostiques

La masse ou volume tumoral(e) et la présence de métastases détectables sont les deux
principaux facteurs cliniques pris en compte pour évaluer le stade de ces cancers. Un bilan d’extension

exploitant la TDM, I'IRM et |la tomographie par émission de positons (TEP) au 2-[*¥F]fluoro-2-désoxy-d-
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glucose ([®F]FDG) devra étre effectué afin d’évaluer une potentielle dissémination métastatique.>?
L’évaluation de la dissémination métastatique est essentielle pour permettre la définition d’un stade
tumoral grace a la classification TNM de I'OMS. Elle prend en compte la taille de la tumeur et
I’envahissement de tissus voisins, I'atteinte des ganglions lymphatiques et la présence ou non de
métastases distants.

De surcroit, la localisation du site primitif de la tumeur et son grade sont déterminants pour la
prise en charge thérapeutique qui sera proposée au patient. Par exemple, une localisation de la tumeur
au niveau du squelette appendiculaire est associée a une meilleure valeur pronostique qu’une

localisation au niveau du pelvis.>?

E) Prise en charge thérapeutique du chondrosarcome

Les dernieres recommandations fournies, en 2021, par la Société européenne d'oncologie
médicale (ESMO), concernant la prise en charge du chondrosarcome, seront détaillées ci-dessous.>?
Malgré les avancées scientifiques, le pilier du traitement du chondrosarcome squelettique

reste, aujourd’hui encore, la chirurgie (Figure 13).
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Figure 13: Arbre décisionnel pour la prise en charge thérapeutique des chondrosarcomes
squelettiques.t”

1) Chirurgie

L'objectif de la résection chirurgicale des chondrosarcomes squelettiques est le contrdle local
de la tumeur, tout en conservant l'intégrité physique du patient. En effet, il est aujourd’hui rare de
recourir a des amputations pour des sarcomes osseux des membres.?* Il est, néanmoins plus courant,
de devoir recourir a des méthodes de reconstruction. Celles-ci peuvent étre de I'ostéosynthese, des
auto ou allogreffes osseuses, mais aussi a la mise en place de protheses massives (Figure 14).

Concernant la prise en charge chirurgicale du chondrosarcome, I'ESMO recommande que les
tumeurs cartilagineuses atypiques des os longs, au niveau des membres, soient prises en charge par

curetage intra-lésionnel avec ou sans traitement adjuvant local (par exemple en cryochirurgie), avec
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de grandes chances de succés.>** La cryochirurgie ou cryoablation, a recours a de I'azote liquide ou

du dioxyde de carbone liquide pour détruire les cellules tumorales grace au froid intense.

Figure 14: Radiographie préopératoire d’un chondrosarcome de grade 2
touchant I'extrémité proximale du fémur gauche (A). Radiographie postopératoire avec
reconstruction fémorale par prothése modulaire (B).*6

Les chondrosarcomes périphériques, mais aussi les chondrosarcomes centraux de plus hauts
grades, doivent étre excisés chirurgicalement avec une résection dite en-bloc et de larges marges
chirurgicales (Figure 13).52

Dans environ 15% des cas, le grade de malignité de la tumeur récidivante est supérieur a celui
de la tumeur primaire et est associé a un phénotype dédifférencié.’’ Les récidives locales de
chondrosarcomes de grade 1, sans évolution du grade de malignité et localisées au niveau des os longs,
seront réséquées en intra-lésionnel et une thérapie adjuvante sera appliquée. Cependant, en cas
d’invasion des tissus mous, une exérése avec de larges marges chirurgicales sera privilégiée.'’
Concernant les récidives locales des chondrosarcomes de grade 1 au niveau des os plats, ainsi que
celles de grades 2 et 3, elles seront prises en charge de maniére plus radicale avec une large exérése.>®
Cependant, [l'utilisation du statut des marges chirurgicales comme facteur pronostique est
controversée dans la littérature.>”° Fromm et al, ont démontré en 2018, que le statut des marges
chirurgicales n’avait pas d’impact sur la survie globale des patients atteints de chondrosarcomes
conventionnels centraux.>

Concernant les chondrosarcomes localisés dans des régions anatomiques complexes ouU
I’exérése chirurgicale peut-étre risquée, comme les os du crane ou de la colonne vertébrale, la

radiothérapie, détaillée ci-apres, est privilégiée.
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2) Radiothérapie

La radiothérapie peut étre mise en place avant la chirurgie, nous parlerons de radiothérapie
néoadjuvante, pour réduire la taille de la tumeur afin de permettre sa résection compléte. Elle peut
étre prescrite apres la chirurgie, en thérapie adjuvante, si la résection est compléte mais que le
chondrosarcome est de haut grade ou dédifférencié ou si la résection de la tumeur est incompléte.
Dans ces cas-la, nous parlerons de radiothérapie curative. En revanche, si la région anatomique
impliquée est inaccessible a la chirurgie comme pour les chondrosarcomes a la base du crane ou au
niveau du rachis, nous parlerons de radiothérapie palliative.

D’une maniere générale, les chondrosarcomes sont considérés comme des tumeurs
radiorésistantes.'”® En effet, elles se caractérisent par une croissance lente et une faible fraction de
cellules en division mais aussi par une faible vascularisation et donc un faible taux d’oxygénation.
Néanmoins, quelques études ont démontré que la radiothérapie externe pouvait améliorer le taux de
survie des patients atteints de chondrosarcomes.

La radiothérapie externe conventionnelle est généralement appliquée avec une dose
supérieure a 60 Gy pour les chondrosarcomes afin d’assurer un contrdle local de la tumeur.
Récemment, une méta-analyse a démontré que les taux de survie a 5 ans des patients atteints de
chondrosarcomes recevant une radiothérapie a forte dose (> 60 Gy) étaient significativement plus
élevés (70 %) que ceux des patients recevant une radiothérapie a faible dose (entre 40 a 60 Gy) (57%)

(Figure 15a).%!

a) Survie a 5 ans par dose de radiation b) Survie a 5 ans par modalité de rayonnement
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Figure 15: Courbes de Kaplan-Meier stratifiées par (a) dose et (b) modalité,
comparant la survie & 5 ans de patients atteints de chondrosarcomes et traités par radiothérapie.5’
EBRT : radiothérapie externe conventionnelle; IMRT : radiothérapie par modulation
d'intensité ; Proton : protonthérapie ; SRS : radiochirurgie stéréotaxique.
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En revanche, cette méme étude a aussi mis en évidence que la radiothérapie externe
conventionnelle présentait des taux de survie a 5 ans plus faibles que les nouvelles radiothérapies
externes (Figure 15b). C'est pour cette raison que depuis quelques années, plusieurs nouvelles sources
de rayonnement sont utilisées pour réaliser de la thérapie par rayons ionisants. Il s’agit de
I’hadronthérapie qui fait appel a des particules lourde comme les ions carbones (carbone-thérapie) et
protons (proton-thérapie), en effet, les faisceaux de particules lourdes permettent de délivrer une
dose élevée au niveau du volume cible en limitant la dose diffusée.®? En effet, une étude portant sur
I'utilisation de la protonthérapie a haute dose (> 70 Gy) pour le traitement de chondrosarcomes de la

base du crane a permis d’estimer a 93,6% la survie globale a 7 ans des patients.®

3) Chimiothérapie
Ce traitement va préférentiellement agir sur les cellules se divisant rapidement. Il pourra donc
soit détruire directement les cellules cancéreuses, soit les empécher de se multiplier. La
chimiothérapie peut étre proposée avant le traitement principal, de maniére néoadjuvante, ou apres,

en thérapie adjuvante.

I. Chimiothérapies conventionnelles

Il existe 4 classes de cytotoxiques utilisées en cliniques (Figure 16) :

TN
Synthése d’ADN @

ADN

< Agents alkylants
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Figure 16: Les différents niveaux d'action des 4 classes d'agents chimiothérapeutiques.

e Les antimétabolites sont des analogues structuraux des bases puriques et pyrimidiques de
I’ADN, entrainant ainsi une inhibition de la réplication et donc empéchant la transcription de

I’ADN lors de la phase S du cycle cellulaire. Exemple : gemcitabine, 5-fluorouracile.
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e Les agents alkylants se lient a certains nucléotides, formant ainsi des ponts intra- ou inter-
caténaires, afin de modifier la conformation de la double hélice d’ADN. Par la suite, la
transcription ou la réplication de I'ADN sera impossible. Exemple : cyclophosphamide,
ifosfamide.

e Les inhibiteurs de topoisomérases agissent directement au niveau de la transcription et de la
réplication de I’ADN. Ces enzymes sont essentielles car elles maintiennent I'arrangement de
I’ADN et évitent la formation de coupures. Exemple: daunorubicine, mitoxantrone
(anthracyclines).

e Les poisons du fuseau interviennent au niveau de la mitose, en interagissant avec la
polymérisation et/ou dépolymérisation des microtubules, bloquant ainsi la division cellulaire.
Le docétaxel est inclus dans cette classe.

Certaines molécules peuvent étre catégorisées dans 2 classes, c’est notamment le cas de la
doxorubicine qui rentre dans la classe des agents alkylants mais aussi des inhibiteurs de
topoisomérases. Cette molécule a la capacité d’inhiber I'action de la topoisomérase Il tout en se liant
a la guanine.

Dans le cas de chondrosarcomes non résécables, la chimiothérapie peut étre utilisée seule
mais le taux de survie a 5 ans des patients chute a 2% car |'efficacité globale de la chimiothérapie est
limitée.5#%5 Egalement, un faible taux de réponse objective (14 %), déterminé a I'aide des critéres
d’évaluation RECIST (response evaluation criteria in solid tumors), a été rapporté pour une
chimiothérapie a la gemcitabine suivi de docétaxel dans un essai clinique de phase I, chez les patients

atteints de chondrosarcomes non résécables ou en récidives locales (NCT00073983).%°

Concernant la chimiothérapie adjuvante administrée aprés chirurgie, elle n'a
malheureusement pas fait ses preuves dans les chondrosarcomes centraux. En effet, les tumeurs
cartilagineuses atypiques ou chondrosarcomes de bas grade ont un taux de survie a 5 ans de 83% et
les chondrosarcomes de grades Il et lll ont un taux de survie a 5 ans plus faible de I'ordre de 36% et
3%, respectivement, en raison de la fréquence plus élevée de métastases.”? La chimiothérapie a base
d'anthracyclines a montré une efficacité modeste dans le chondrosarcome mésenchymateux. Une
revue suggere plutot de I'utiliser en traitement adjuvant, associée a la résection chirurgicale, afin
d’améliorer nettement la survie des patients avec des chondrosarcomes dédifférenciés par rapport a
la chirurgie seule.®’ Cette étude anglaise, incluant 22 patients, montre des taux de survie a 5 ans de
I'ordre de 36% pour les patients ayant recu une chimiothérapie a base de doxorubicine et de cisplatine
contre une absence de survie a 1 an pour les patients seulement traités avec de la chirurgie.®® De plus,
une étude rétrospective a mis en évidence l'intérét d’employer l'ifosfamide en chimiothérapie

adjuvante a la suite d’une résection chirurgicale chez les patients atteints de chondrosarcomes

dédifférenciés, avec un taux de survie a 5 ans passant a 27% contre 6% en cas de chirurgie seule.®®
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Pour conclure, les chondrosarcomes mésenchymateux et dédifférenciés semblent plus
sensibles a la chimiothérapie qu’elle soit néoadjuvante ou adjuvante comparativement aux
chondrosarcomes conventionnels. C'est pour cette raison que nous observons un développement

croissant des chimiothérapies ciblées.

ii. Nouvelles chimiothérapies ciblées

e Ciblage de la voie de signalisation des tyrosines kinases

Les tyrosines kinases sont d’importantes médiatrices impliquées dans la croissance cellulaire,
la différenciation, I'angiogenese, le métabolisme et I'apoptose en réponse a des stimuli internes ou
externes via les RTK. Une surexpression des RTK, tels que I'EGFR (epidermal growth factor receptor),
I'lGF-IR (Insulin-like growth factor-1 receptor), le PDGFR (platelet-derived growth factor receptor), le
FGFR (fibroblast growth factor receptor) ou encore le VEGFR (vascular endothelial growth factor
receptor), a été retrouvée dans les chondrosarcomes.3%”° Des essais de phase Il étudient actuellement
I'efficacité du pazopanib en monothérapie qui est un inhibiteur puissant et sélectif de PDGFR, chez les
patients atteints de chondrosarcomes non résécables chirurgicalement ou métastatiques.”’? Le
pazopanib s'est révélé prometteur chez 46 des 47 patients inclus dans I'essai clinique de Chow et al,
avec un taux de controle de la maladie atteignant les 43% aprés 16 semaines de traitement
(NCT01330966). Plus prometteur encore, I'association sirolimus et cyclophosphamide a montré son
efficacité chez 10 patients atteints de chondrosarcomes non résécables traités avec un taux de
contréle de la maladie a 70%.” Un essai clinique de phase Il vient également d’étudier cette association
médicamenteuse (sirolimus + cyclophosphamide) mais les résultats ne sont pas encore disponibles
(NCT02821507). Un autre inhibiteur de mTOR, I’évérolimus, a montré son efficacité sur le modele
orthotopique SWARM de chondrosarcome de rat, avec une inhibition de la croissance tumorale de
56,7%. De plus, I'évérolimus, employé en chimiothérapie adjuvante, a permis de retarder
significativement voire d’empécher la récidive tumorale chez les rats porteurs de chondrosarcome
SWARM ayant subis un curetage intralésionnel incomplet.”* Un essai clinique de phase |
(NCT01061788) portant sur des patients atteints de tumeurs solides a des stades avancés et dans
lequel un patient atteint d’un chondrosarcome a été inclus, a montré le potentiel intérét d’associer
I’évérolimus et le ganitumab. En effet, une réponse thérapeutique importante et durable (> 24 mois)

a été observée chez ce patient.”®
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e Ciblage des microARNs

Plusieurs études précliniques menées in vivo démontrent qu’en augmentant I'expression de
certains microARNs présents dans les cellules tumorales de chondrosarcomes, ces derniers seraient
capables de réduire I'expression de certains oncogenes. C'est notamment le cas pour miR-494 dont la
surexpression inhibe la prolifération et I'invasion des cellules tumorales via SOX9 dans un modéle
murin de chondrosarcome humain SW1353.7° Une surexpression de miR-454-3p a également entrainé
une réduction significative du volume tumoral chez des souris porteuses de xénogreffes de
chondrosarcomes HCS-2/8.”7 En ciblant SOX4, la surexpression induite de miR-129-5p permet de
réduire de maniere significative le volume tumorale des xénogreffes de chondrosarcomes humains
SW1353 et JJ012.78 Une étude plus récente a également démontré que la surexpression artificielle de
deux microARN, miR-143 et miR-145, pouvait entrainer un important effet suppresseur de tumeur in
vivo dans un modéle murin de xénogreffe orthotopique JJ012.7°

Une autre stratégie vise a développer des oligonucléotides anti-microARN afin d’inhiber
I’expression de microARNs pro-tumoraux. Cette méthode a fait ses preuves dans des modeles murins
de chondrosarcomes humains JJ012 et CS-1, respectivement de grade 2 et 3. L'inhibition de miR-181a
a permis de réduire le volume tumoral de 32% et a presque doublé le taux de survie des animaux

traités en passant de 23% a 45%.%°

e Inhibition du métabolisme de glucose

L'EGFR et I'enzyme de la lactate déshydrogénase-A (LDHA) ont une action indirecte sur la
glycolyse des cellules de chondrosarcomes. De plus, ces deux protéines ont un niveau d’activité élevé
dans les lignées cellulaires de chondrosarcomes qui sont résistantes au cisplatine et a la doxorubicine,
respectivement.t%® Ainsi, la combinaison d’un inhibiteur de 'EGFR et du cisplatine au cours d’une
thérapie entraine in vitro un arrét du cycle cellulaire ainsi qu’une augmentation de I'apoptose au sein
de deux lignées tumorales de chondrosarcome CH2879 et JJ012.8! De la méme maniére, des
chercheurs ont démontré que I'association d’un inhibiteur de la LDHA a la doxorubicine permettait de
réduire significativement le volume tumoral chez des souris xénogreffes avec des cellules de

chondrosarcome humain SW1253.%2

e Régulation négative de I'activité des cyclines
Il a été montré que la diacéréine inhibe efficacement la prolifération et la viabilité de deux
lignées cellulaires humaines de chondrosarcomes SW1353 et Cal-78 en régulant a la baisse I'expression
de la cycline B1 et de sa kinase cycline-dépendante CDK1.% Ainsi, I'inhibiteur de CDK4, le palbociclib a

montré in vivo une réduction du volume tumoral chez des souris porteuses de xénogreffes SW1353.24
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e Induction de I'apoptose via le stress du réticulum endoplasmique
L'activation du stress du réticulum endoplasmique par la réponse UPR (unfolded protein
response) associé a un programme de mort cellulaire par apoptose s'est avérée prometteuse dans le
traitement du chondrosarcome. En effet, une étude réalisée in vivo a montré qu’un dérivé de
benzofuran avait permis de réduire, de maniére significative, le volume tumoral, chez des souris

porteuses de xénogreffes de cellules JJ012.%

e Ciblage de la famille Bcl-2
Une étude a montré qu’une inhibition sélective de Bcl-xl conduit a une sensibilité accrue a la
doxorubicine et au cisplatine in vitro sur 3 lignées cellulaires de chondrosarcome. In vivo, dans un
modele de chondrosarcome de rat SWARM orthotopique, I'inhibition sélective de Bcl-xl entraine une
inhibition de la croissance tumorale bien qu’aucune sensibilisation a la doxorubicine n’ait été

observée.®

e Ciblage de la mutation IDH

Dans la littérature concernant le chondrosarcome, seuls des inhibiteurs de IDH1 tels que I'AGI-
5198, le DS-1001b et I’AG-120, sont retrouvés.

Dans une premiere étude, I'inhibiteur AGI-5198 a montré une diminution des taux de D-2HG
dans les lignées cellulaires de chondrosarcomes humains JJ012 et HT1080 ainsi qu’une inhibition
cellulaire, dose dépendante, de la capacité a former des colonies et a migrer. Le cycle cellulaire de ces
lighées est également interrompu, ce qui induit I'apoptose de ces cellules tumorales.®’

L'utilisation du DS-1001b semble prometteuse puisque ce traitement a permis d’inhiber la
prolifération des lignées cellulaires de chondrosarcome L835 et JJ012 in vitro et in vivo en diminuant
les taux de D-2HG.%8

Actuellement, un essai clinique de phase | évalue l'innocuité, la pharmacocinétique, la
pharmacodynamique et I'activité clinique de I'AG-120 dans les tumeurs solides avancées, incluant des
chondrosarcomes présentant une mutation IDH1 (NCT02073994). Les premiers résultats ont montré
une importante et persistante inhibition de 2-HG dans les chondrosarcomes mutants pour IDH1.8° Un
essai clinique de phase Il utilisant AG-120 a débuté en Mars 2020 pour évaluer I'efficacité de ’AG-120
chez les patients atteints de chondrosarcomes avancés et/ou métastatiques ou récidivants

(NCT04278781).
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e Inhibitions d’enzymes méthyltransférases et désacétylases

Une étude menée sur le chondrosarcome SWARM de rat a montré que la perte de méthylation
de I'ADN, induite par le traitement a la décitabine, s'est accompagnée d'une augmentation du pouvoir
invasif des cellules in vitro, ainsi que d'une augmentation de la croissance tumorale in vivo. En
revanche, aprés I'arrét du traitement a la décitabine, un niveau équivalent de la méthylation de ’ADN
a été retrouvé in vitro entre les cellules contréles et traitées.*

Le DZNep ou le 3-Deazaneplanocine A, inhibiteur spécifique de I’histone méthyltransférase
EZH2, a récemment montré une activité de pré-sensibilisation au cisplatine in vivo dans les modeéles
de xénogreffes de chondrosarcomes humains SW1353 et JJ012.°! Dans ces mémes modéles
précliniques, la trichostatine A et le valproate de sodium, des inhibiteurs de I'histone désacétylase
(HDAC), ont montré une activité antitumorale in vivo via un arrét du cycle cellulaire en phase G2/M.*?

Des combinaisons thérapeutiques associant des inhibiteurs de ’'HDAC, comme la décitabine et
le vorinostate, et des inhibiteurs de la DNMT (ADN méthyltransferase), ont montré une activité
antitumorale in vivo dans les xénogreffes JJ012. Un essai clinique de phase Il est dailleurs
actuellement en cours afin d’évaluer cette stratégie thérapeutique pour la prise en charge des

chondrosarcomes conventionnels inopérables ou métastatiques (NCT04340843).

e Ciblage de la voie de signalisation Hedgehog (Hh)

Deux autres études ont rapporté que l'inhibition directe de la voie Hh, par I'intermédiaire du
saridegib et du ciliobrevin A, diminuait significativement la prolifération cellulaire, la capacité
d'invasion et de migration in vitro. Une inhibition de la croissance tumorale in vivo a également été
mise en évidence dans différents modéles PDX (Patient derived xenografts) de chondrosarcomes.’*%

Cependant, les résultats encourageants de ces études précliniques n’ont pas été retrouvés au
cours d’essais cliniques ciblant la voie Hh dans le chondrosarcome. En effet, un essai clinique de phase
I (NCT01310816) sur le saridegib n’a pas montré d’amélioration des survies sans progression et globale
chez les patients atteints de chondrosarcomes non résécables ou métastatiques. Un autre essai
clinique de phase Il portant sur le vismodegib (NCT01267955), incluant des patients avec des

chondrosarcomes avancés, n’a pas atteint le taux de bienfaits cliniques initialement fixé a 40% puisqu’a

6 mois, ce dernier s’élevait a 25,6%.%
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iii. Chimiorésistance
La nature méme du chondrosarcome rend ce cancer chimiorésistant. Sa faible vascularisation
limite considérablement la délivrance des principes actifs a la tumeur. Par ailleurs, la nature
chondrogénique et dense de sa matrice extracellulaire est a I'origine d’une pression interstitielle
élevée au sein du tissu tumoral, qui représente un véritable obstacle physique a la diffusion des
molécules thérapeutiques.?’*®
Trois principaux facteurs sont impliqués dans la chimiorésistance des chondrosarcomes :
e Le faible taux de division des chondrocytes tumoraux : l'efficacité des chimiothérapies
conventionnelles est basée sur I'index mitotique élevé des cellules tumorales qu’elles ciblent.’
e La nature hypoxique du tissu tumoral est identifiée comme I'un des facteurs responsables de
la résistance des chondrosarcomes aux traitements de chimiothérapies et de
radiothérapies.9 102
e L’expression de la P-glycoprotéine, codée par le gene MDR1 (Multi drug resistance), véritable
« pompe a efflux » transmembranaire qui expulse les principes actifs du milieu
intracellulaire.® || est intéressant de citer les stratégies d’inhibition de I'expression de MDR1
(notamment par siRNA) qui ont permis d’augmenter la chimiosensibilité des chondrosarcomes
et qui démontrent bien le réle de MDR dans la résistance de ce cancer a la chimiothérapie.!®
Le développement de la pathologie a I’échelle cellulaire a été exposé ainsi que son diagnostic
et sa prise en charge thérapeutique en clinique. Malgré tous les outils actuellement disponibles, de
nombreuses stratégies thérapeutiques n’ont pas tenu leurs promesses et le chondrosarcome reste
inclus dans la catégorie des tumeurs chimio- et radiorésistance. La littérature pointe du doigt le
microenvironnement tumoral et le désigne comme principale cause de la résistance thérapeutique.

Dans la partie suivante, une présentation détaillée du microenvironnement tumoral sera abordée d’un

point de vue cellulaire puis vasculaire et enfin, matriciel.

Il) Le chondrosarcome et son microenvironnement tumoral

Dans la prise en charge diagnostique et thérapeutique de la pathologie cancéreuse, si la cible
premiere reste la cellule cancéreuse, le microenvironnement est clairement indissociable de cette
derniere et joue un réle primordial. Le microenvironnement tumoral n’est autre que I'environnement
des cellules tumorales a I’échelle microscopique. Cette notion a été introduite pour la premiere fois en
1889 par Stephen Paget, le présentant comme étant le sol nécessaire a la croissance de la graine. La
plasticité du microenvironnement tumoral est a I'origine de son évolution conjointe a celle des cellules

tumorales.
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Composante matricielle
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Figure 17: Représentation schématique des cellules tumorales et du microenvironnement
du chondrosarcome.

Le microenvironnement tumoral se met en place afin de supporter et de favoriser la
multiplication des cellules cancéreuses et donc, in fine, la propagation du cancer tout en lui conférant
certaines propriétés de résistance face aux thérapies conventionnelles. Le microenvironnement
tumoral est constitué d’'une composante cellulaire, d’'une composante vasculaire et d’'une composante
matricielle (Figure 17). La composante cellulaire du microenvironnement est composée de cellules
immunitaires et de cellules fibroblastiques qui peuvent étre associées aux cellules tumorales. La
composante vasculaire regroupe a la fois les vaisseaux mais aussi I’hypoxie tumorale. La composante
matricielle est quant a elle composée de la matrice extracellulaire (composante insoluble) et des

molécules solubles dans le liquide interstitiel.

A) Composante cellulaire

1) Cellules tumorales

Les chondrocytes sont les cellules composant les cartilages et par conséquent les
chondrosarcomes. Ces cellules deviennent tumorales en développant certaines caractéristiques
propres (Figure 18). En effet, les cellules tumorales possedent une plasticité phénotypique, pouvant
étre influencée par le microbiome environnant, avec une instabilité génomique entrainant de
nombreuses mutations mais aussi induite par une reprogrammation épigénétique. Ceci leur conféere
de nombreux avantages tels que linsensibilité aux signaux anti-prolifératifs, I'’échappement
immunitaire et surtout la résistance a la mort cellulaire. Certaines des cellules tumorales peuvent
méme rentrer en senescence. Elles possedent également un potentiel de réplication illimité avec le
maintien des signaux prolifératifs, ce qui entraine une reprogrammation de leur métabolisme
énergétique. Les cellules cancéreuses ont également acquis la capacité d’invasion métastatique et

d’induction de I'angiogenése tout en promulguant I'inflammation tumorale.1®
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Figure 18: Les principales caractéristiques du cancer.’®

2) Cellules fibroblastiques

Les CAFs (cancer-associated fibroblasts) sont une large population de cellules fibroblastiques
présente au niveau de la matrice extracellulaire. Ces cellules dérivent en général de fibroblastes déja
présents dans le stroma et sont ensuite recrutées puis activées par des facteurs de croissance. Les CAFs
peuvent aussi sécréter des facteurs de croissance tels que TGFB, FGF2 et PDGF mais aussi des cytokines

impliquées dans I'angiogenése et la résistance aux thérapies.%

3) Cellules immunitaires

Les cellules du systéme immunitaire interagissent constamment avec les cellules tumorales via
des signaux moléculaires médiés par des cytokines ou des chemokines. A ce jour, peu d’études portent

sur l'investigation de I'environnement immunitaire du chondrosarcome.

I. Macrophages

Les macrophages associés aux tumeurs (tumor associated macrophages, TAMs) sont répartis
en deux catégories, M1 et M2, qui ne jouent pas du tout le méme role au sein du microenvironnement
tumoral. En effet, les macrophages M1 sont activés par la cytokine IFNy et ont un effet anti-tumoral
alors que les M2, induits sous I'expression d’interleukines telles que I'lL-4, IL-10 et IL-13, sont des
cellules favorisant la tumorigenése. Les TAMs présentent les marqueurs cellulaires CD68 et CD163 et
sécretent des cytokines induisant la suppression des lymphocytes T CD8+ cytotoxiques du
microenvironnement tumoral. Des chercheurs ont voulu étudier I'infiltrat immunitaire a la fois sur des

échantillons humains de chondrosarcomes mais aussi sur des échantillons de chondrosarcomes
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SWARM de rats. Leur étude a démontré qu’il y avait une infiltration importante de TAMs M2 CD163+
dans les chondrosarcomes les plus invasifs alors que des concentrations plus élevées de lymphocytes
T CD8+ cytotoxique sont retrouvées dans des chondrosarcomes moins agressifs et ce, pour les deux

modéles étudiés.'®’

ii. Lymphocytes
Les lymphocytes infiltrant les tumeurs, les TILs, sont de différentes catégories et inclus les
lymphocytes T cytotoxiques, natural killer, auxiliaires et régulateurs, mais aussi des lymphocytes B.
Théoleyre et al. ont démontré I'importante cytotoxicité et I'efficacité des TILs sur les cellules

d’ostéosarcome.®®

e Lymphocytes T
o T Cytotoxiques (CD3+, CD8+)

Ces lymphocytes peuvent reconnaitre et détruire les cellules cancéreuses a I'aide d’enzymes
apoptotiques. Ces lymphocytes jouent un réle dans le microenvironnement tumoral du
chondrosarcome en ralentissant la progression tumorale.’

o T Natural Killer (CD16+, CD56+)

Les lymphocytes T Natural Killer sont des cellules cytotoxiques. Elles peuvent induire un stress
chez les cellules cancéreuses détectées a la suite d’absence d’antigénes de cellules saines a leur
surface.'®

o T Auxiliaires (CD3+, CD4+)

Tout comme les macrophages, ils peuvent se diviser en deux groupes, Tul et Ty2. Les Tyl ont
la capacité de sécréter des cytokines inflammatoires pour favoriser la destruction des cellules
cancéreuses alors que les Ty2 sécretent des cytokines anti-inflammatoires et sont donc plutét pro-
tumorigenése.'®

La balance entre ces deux populations dépend du stade de développement de la pathologie et
donc de son grade.

o TRégulateurs (CD4+, CD25+, FOXP3+, CD45RA+)

Ces cellules sont divisées en deux pools, une partie des Treg se trouve dans le sang alors que
la deuxieme partie est dans le microenvironnement tumoral. Les Treg présents au sein du
microenvironnement tumoral ont un réle majoritaire dans I'immunosuppression comparé aux Treg du

sang périphérique. Leur role est donc contexte-dépendant.
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e Lymphocytes B (CD19+, CD20+)

Ils ont une action anti-tumorigéne en s’attaquant directement aux cellules cancéreuses ou bien
en ayant une action pro-tumorigéne avec la sécrétion de cytokines et en activant les Treg du
microenvironnement tumoral.

Une étude a rapporté que 52% des chondrosarcomes dédifférenciés étudiés exprimaient PD-
L1 (programmed death-ligand 1) et que cette expression corrélait avec I'expression de TILs. Les TILs
identifiés correspondaient a des lymphocytes T cytotoxiques a hauteur de 58 % des chondrosarcomes
dédifférenciés primaires et des métastases étudiés. Les lymphocytes T régulateurs étaient plus
fréquents dans les métastases (18%) que dans les chondrosarcomes dédifférenciés primaires (4 %). La
proportion de lymphocytes T auxiliaires était de 24% dans les métastases contre 38% dans les

chondrosarcomes dédifférenciés primaires.?

Un travail plus récent a étudié, les TlLs et les TAMSs de 27 chondrosarcomes conventionnels et
49 chondrosarcomes dédifférenciés humains.''? La population immunitaire principale est représentée
par les TAMs CD68+, a hauteur de 25%, dont I'expression a été corrélée a la présence de métastases

et donc au mauvais pronostic.

jii. Cellules dendritiques (CD11c+, CD83+, CD123+)

Les cellules dendritiques dérivent de la moelle osseuse et elles présentent des antigenes
tumoraux aux cellules du systeme immunitaire.

Une analyse multiomique sur 98 chondrosarcomes humains conventionnels a été réalisée
récemment. Elle propose trois groupes pour classer les chondrosarcomes en fonction de leur
phénotype immunitaire. Le premier groupe rassemble les chondrosarcomes présentant un nombre
élevé de MDSCs. Le second groupe est composé de chondrosarcomes présentant une forte infiltration
de lymphocytes T et peu de cellules dendritiques, qui correspondraient a un épuisement immunitaire,
tandis que le troisieme groupe inclut des chondrosarcomes avec tres peu de cellules immunitaires. Les
deux premiers groupes, riches en cellules immunitaires, rassemblent des chondrosarcomes
caractérisés par la mutation IDH, un grade élevé et un cedéme péritumoral. Le premier groupe inclus
également des chondrosarcomes dont la matrice extracellulaire présente par une transformation

myxoide.!?

33| Page



Chapitre 2: Introduction bibliographique

B) Composante vasculaire

1) Angiogenése tumorale
Au sein du microenvironnement tumoral, les vaisseaux néoformés au cours de I'angiogenese
tumorale possedent de nombreuses anomalies architecturales et fonctionnelles (Figure 19). Les
tortuosités, les dilatations et/ou rétrécissements du diameétre vasculaire, les vaisseaux borgnes ou
encore |'endothélium vasculaire discontinu sont a I'origine d’un flux sanguin hétérogéne « chaotique
» induisant des territoires hypoxiques voire nécrotiques et conduisant a la mise en place d’un « cercle

vicieux » participant a la chimiorésistance.

2) Décollement périvasculaire
et dilatation des vaisseaux

1) Dormance 3) Début de la germination angiogénique

4) Germination continue: formation et maturation de

X . . 5) Systeme vasculaire tumoral
nouveaux vaisseaux, recrutement de cellules périvasculaires

=
[ ) Cellule saine Vaisseau sanguin avec un péricyte
&

./ b Cellule tumorale Cellule apoptotique ou nécrotique
.

@ Cellules en division

Figure 19: Angiogenése tumorale.

Les cellules endothéliales tumorales (TECs) sont atypiques par rapport aux cellules
endothéliales rencontrées en conditions physiologiques. Une étude ex vivo réalisée sur des
prélevements de chondrosarcomes humains a montré que l'indice de la prolifération des TECs, était
significativement plus haut dans les chondrosarcomes conventionnels de grade 2 et 3 que de grade 1
et dédifférenciés.*

Les péricytes sont impliqués dans le remodelage membranaire des vaisseaux au cours de
I’'angiogenése tumorale. Une étude a démontré que I'indice de couverture des microvaisseaux par les

péricytes corrélait a la dédifférenciation des chondrosarcomes.'*
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2) Hypoxie

L’hypoxie se caractérise par une faible concentration en oxygéne au sein des tissus avec une
concentration inférieure a 1% d’oxygéne (7,5 mmHg). Lors de la croissance tumorale, la multiplication
cellulaire est rapide et les vaisseaux sanguins néoformés, de structure anormale, entrainent
I'apparition de zones hypoxiques avec un pourcentage faible en oxygene, inférieur a 1%, contre 3a 7%
dans les tissus sains. Deux types d’hypoxies sont distingués a ce jour :

e |’hypoxie aiglie ou intermittente est caractérisée par des fluctuations locales et transitoires du
flux sanguin.

e |’hypoxie chronique ou prolongée est dépendante de la limite de diffusion de I'oxygéne dans
les tissus, généralement comprise entre 70 et 180 um. Elle apparait lorsque la néo-
angiogenése est insuffisante face a la prolifération des cellules tumorales puisque la distance
inter-capillaire devient supérieure a la limite de diffusion de I'oxygene. Un gradient d’oxygene
va donc se mettre en place et les cellules passeront d’un statut de normoxie a un statut
d’hypoxie puis d’anoxie au plus loin des vaisseaux. Ceci va conduire a une mort cellulaire et
I"apparition de zones nécrotiques.

Ces deux types d’hypoxies sont retrouvés simultanément au sein du tissu tumoral. Ainsi,
I'aspect fluctuant de I'hypoxie aiglie et la distribution altérée de I'oxygéne, liée a I'hypoxie chronique,
contribuent a I’'hétérogénéité du microenvironnement tumoral.

En situation d’hypoxie, les cellules cancéreuses vont mettre en place des mécanismes

adaptatifs afin d’assurer leur survie et leur prolifération malgré cet environnement hostile.

3) Facteurs HIFs

i Présentation

La réponse cellulaire a I’hypoxie fait intervenir les facteurs de transcription HIF (Hypoxia
inducible factor). Ce sont des hétérodiméres composés d’une sous-unité HIF-1p constitutivement
exprimée et d’'une sous-unité HIF-1o. dont I‘expression est régulée par I'oxygéne. Il existe trois
isoformes de la sous-unité HIF-a : HIF-1a, HIF-2a et HIF-3a.. Une fois couplés avec la sous unité HIF-
1B, ils formeront respectivement les facteurs de transcription HIF1, HIF-2 et HIF-3.

En conditions normoxiques, HIF-1a est rapidement dégradée. Les prolyl-4-hydroxylases (PHDs)
1-2 vont hydrolyser les prolines p402 et p564 de la sous-unité HIF-1a. La sous-unité HIF-a hydroxylée
va ensuite étre reconnue par la protéine suppresseur de tumeur VHL (Von Hippel-Lindau) qui va
recruter des ubiquitines ligases E3. Ces protéines vont catalyser la poly-ubiquitination de HIF-a qui sera

ensuite dégradée par la voie dépendante du protéasome.
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En conditions hypoxiques, le processus d’hydroxylation par les PHDs sera inhibé, ce qui va
conduire a la stabilisation, a la translocation au niveau nucléaire puis a la dimérisation de la sous-unité
HIF-1a avec la sous-unité HIF-13, formant ainsi le facteur de transcription HIF-1. Une fois I'assemblage
terminé, I'"hétérodimeére HIF pourra se fixer au niveau des motifs consensus A/GCGTG présents dans

les régions HRE (Hypoxia responsive element) afin d’amorcer la transcription de genes cibles (Figure

20).115
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Figure 20: Assemblage du facteur HIF permettant d'activer la transcription de genes
en fonction de l'oxygénation du tissu.'*®

Concernant le chondrosarcome, Beceuf et al. ont démontré le role de I'hypoxie dans la
progression de ce cancer.® En effet, I'accumulation nucléaire de la sous-unité HIF-1la dans le
chondrosarcome central de haut grade (2 et 3) indique que ce facteur de transcription pourrait jouer
un réle important dans la régulation du métabolisme cellulaire et de la néoangiogenése et donc dans
la progression des chondrosarcomes. La présence de HIF-1a dans les prélevements tumoraux a
tendance a réduire la survie cumulée des patients atteints de chondrosarcomes (Figure 21A). La
présence de CAIX (carbonic anhydrase 9) a également été révélée dans les prélevements de patients
atteints de chondrosarcomes centraux et son expression réduit de maniere significative le taux de
survie cumulée. CAIX est définie comme étant un marqueur prédictif de I'évolution du
chondrosarcome, indépendamment de son grade histologique (Figure 21A).1%

Une méta-analyse sur les sarcomes osseux a récemment mis en évidence une corrélation
négative entre la surexpression de HIF-1a et la survie chez les patients atteints d'ostéosarcomes et de
chondrosarcomes, suggérant ainsi que la sous-unité HIF-1a pourrait étre utilisée, elle aussi, comme un

biomarqueur pronostique.t®
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Figure 21: Courbes de Kaplan-Meier représentant la survie des patients atteints de chondrosarcomes
en fonction de I'expression de HIF-1a (A) et de CAIX (B) dans les biopsies tumorales 1%

Au sein du chondrosarcome, plusieurs études ont mis en évidence la présence du facteur HIF-
1 mais aussi de HIF-2. En plus des deux études décrites précédemment (Boeuf et al. et Luo et al.), une
étude récente a quantifié I'expression de HIF-1la par immunohistochimie sur des prélévements
humains de tumeurs cartilagineuses bénignes et de chondrosarcomes a différents grades. Les résultats
ont démontré que I'expression de HIF-1a était la plus forte dans les chondrosarcomes de grade 3 alors

qu’elle était nulle dans les tumeurs cartilagineuses bénignes (Figure 22).1%°
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Figure 22: Profils d'expression de HIF-1a en fonction du grade de malignité des chondrosarcomes.*®

Des chercheurs ont également montré, in vitro sur la lignée cellulaire humaine de
chondrosarcome JJ012, qu’en réalisant un knockout (KO) du géne IDH1 muté, ils constataient une
diminution des niveaux d’expression du gene HIF-1a. La mutation d’IDH1 semblerait pouvoir induire
I’expression de HIF-1a dans le chondrosarcome.'?’

Concernant HIF-2, une étude a démontré qu’il n’était pas non plus exprimé dans les tumeurs
cartilagineuses bénignes mais qu’il était exprimé a hauteur de 25% dans les chondrosarcomes humains

étudiés.’®* Dans une seconde étude, les taux d’ARNm et de protéines d’HIF-2a ont été quantifiés et
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ont montré dans les chondrosarcomes étudiés, un taux élevé de 52,9% d’HIF-2a corrélant positivement
avec le grade de malignité. D’un point de vue immunohistochimique, I'expression protéique tumorale
élevée de HIF-2a a été identifiée comme un marqueur de mauvais pronostic.!*®

En préclinique, des souris porteuses de xénogreffes JJ012 ou SW1353 ont permis de mettre en
évidence que I'expression de HIF-2a favorisait la croissance tumorale mais aussi la propension a
développer des métastases. De plus, pour le modele JJ012, I'inhibition pharmacologique de HIF-2a
améliorait |I'efficacité de la chimiothérapie conventionnelle. Ces résultats ont été également confirmés
in vitro. Enfin, comme pour HIF-1a, des mutations sur les genes IDH1 ou IDH2, respectivement dans
les lignées JJ012 et SW1253 avec pour contrdle négatif la lignée OUMS-23 non mutée pour ces génes,

limiteraient la dégradation de HIF-2a par la voie dépendante du protéasome.!®

4) Roles des facteurs HIFs dans la reprogrammation du métabolisme
énergétique du chondrosarcome

I Modulation de la glycolyse : I'effet Warburg

L'effet Warburg est la capacité des cellules tumorales a métaboliser préférentiellement le
glucose en lactate, pour court-circuiter la phosphorylation oxydative, et ceci indépendamment de la

concentration en oxygéne (Figure 23).12°
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Figure 23: L'effet Warburg.

Dans le chondrosarcome, HIF induit 'augmentation de I'expression d’enzymes impliquées
dans la glycolyse comme GAPD (Glycéraldéhyde 3 - phosphate déshydrogénase), I’ALDOA (aldolase A)

ou le PKM2 (pyruvate kinase musculaire 2). HIF diminue I'expression du gene MT-CYB (mitochondrially
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encoded Cytochrome B) codant pour une protéine jouant un role dans la phosphorylation oxydative
au sein des chondrocytes.!*!

L'expression d’ HIF-1 stimule I’expression des genes codant pour les transporteurs du glucose,
et particulierement GLUT1 dont I'augmentation a d’ailleurs été mise en évidence au sein des
chondrocytes tumoraux.!??

HIF-1 intervient également sur I'expression du gene de I'hexokinase-2 (HK-2) permettant de
faciliter le métabolisme du glucose ou encore en augmentant la disponibilité du lactate dans la cellule.
En effet, en favorisant I’expression de la PDK-1 (pyruvate déshydrogénase kinase-1), la conversion du
pyruvate en acétyl-CoA est inactivée, ce qui permet au pyruvate d’étre disponible dans la cellule pour
étre converti en lactate via la LDHA dont I'expression est aussi favorisée par HIF-1. La LDHA est
surexprimée dans les cellules et les biopsies humaines de chondrosarcomes.

Ces modifications du métabolisme vont contribuer a une acidification progressive du

microenvironnement cellulaire.

ii. Acidification du microenvironnement tumoral

En effet, le lactate, synthétisé dans les cellules tumorales en normoxie lors de « I'effet
Warburg » mais aussi dans les cellules tumorales hypoxiques lors de la glycolyse anaérobie, est exporté
avec un proton dans l'espace extracellulaire grace au transporteur monocarboxylate 4 (MCT4),
entrainant une diminution du pH extracellulaire (pHe) au sein de la tumeur (Figure 24).

Un second transporteur impliqué dans I'acidification du microenvironnement est le
transporteur transmembranaire NHE1 (Na*/H* exchanger 1) qui permet le flux entrant d’un ion sodium
Na* couplé au flux sortant d’'un proton H* a travers la membrane plasmique (Figure 24).

Enfin, HIF est également impliqué dans I'augmentation de I’expression du gene qui code pour
I’enzyme CAIX. Il s’agit d’'une glycoprotéine associée a la membrane sous forme dimérique et qui
comporte un domaine extracellulaire catalytique, une région « proteoglycan-like » (domaine PG), un
domaine transmembranaire qui sert d’encrage a la protéine, et une courte région C-terminale
cytoplasmique. CAIX est impliqué dans I’hydratation réversible du CO, extracellulaire en acide
carbonique (HCOs) formant un proton extracellulaire. HCOs™ peut ensuite diffuser en dehors de la
tumeur ou entrer dans la cellule grace au transporteur NBC (Na*/HCOs co-transporter) (Figure 24).1%

Ainsi, 'augmentation des protons dans I'espace extracellulaire conduit a la diminution du pHe,
alors que le pH intracellulaire (pHi) est basique voire alcalin. Ce phénomeéne, appelé « gradient de pH
inverse », impacte négativement la distribution et la pénétration cellulaire des drogues, favorisant ainsi
la chimiorésistance des tumeurs. En effet, les propriétés acides de |'espace extracellulaire des tumeurs

vont protoner les drogues basiques empéchant leur diffusion au travers de la membrane plasmique.
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Le pH peut ainsi varier en général entre 7,2 et 7,5 a l'intérieur du cytoplasme des cellules alors que
dans I'espace extracellulaire, il peut descendre de 7,3 a 6,4 a la suite de ces différents mécanismes
d’acidification.’*® Ce gradient de pH inverse au sein du microenvironnement tumoral favorise ainsi la
survie des cellules cancéreuses et I'invasion cellulaire.?®

Depuis quelques années, des études montrent que I'acidose tumorale va, a son tour, influencer
les préférences métaboliques des tumeurs. Cela passe, notamment, par une réduction de I'abondance
de HIF-1 et une augmentation de I'expression de HIF-2. Ce dernier est identifié comme un régulateur

clef de I'adaptation métabolique a I'acidose en favorisant le métabolisme de la glutamine en

124,125

remplacement du métabolisme du glucose.
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Figure 24: Mécanismes d’acidification du pH extracellulaire en fonction du niveau d’oxygénation
du tissu tumoral.*®

La surexpression de CAIX dans les chondrosarcomes centraux a été démontrée au cours d’une
étude portant sur des échantillons de patients. Les résultats de I'étude génomique par PCR et
immunohistochimie ont montré que CAIX était significativement plus exprimé dans les
chondrosarcomes de grade 2, et que son expression était significativement corrélée a la réduction de
la survie sans métastase.’®? Une autre étude est aussi parvenue a mettre en évidence la présence
d’autres types de transporteurs comme MCT1 ou de pompes ion/proton telles que NHE1, V-ATPase et
CAll, par PCR en temps réel, au sein de cultures primaires de chondrosarcomes prélevés chez des

patients, mais aussi dans la lignée cellulaire SW1353.1%6
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jii. Invasion cellulaire et dissémination métastatique

Les facteurs HIF-1a et HIF-2a permettent aux cellules cancéreuses, via la régulation de
I'expression de certains génes, de synthétiser des molécules capables de dégrader la matrice
extracellulaire. C’est notamment le role des LOX (Lysyl Oxydase) capables de dégrader les fibres de
collagéne ou encore des MMPs (Matrix metallopeptidases).'?’

L'expression de MMP-1 a été mise en évidence dans des échantillons humains de
chondrosarcomes.'?® Une autre étude a démontré qu’il existait une corrélation positive entre le score
d’'immunomarquage des MMPs 2, 3, 9 et 13 et le grade de malignité des échantillons humains de
chondrosarcomes prélevés.'?® Une étude plus récente, portant également sur des échantillons de
chondrosarcomes humains, a évalué, par immunohistochimie, I'expression des MMPs 1, 3, 9 et 13.
64% des prélévements étaient positifs pour MMP-1, 46% pour MMP-3 et 61% pour MMP-9. En
revanche, une expression élevée de MMP-9 a été retrouvée dans les chondrosarcomes de plus bas
grades (1 et 2) et était associée a une augmentation du temps de survie sans métastases et de survie
globale chez les patients atteints de chondrosarcomes étudiés.'*°

Ainsi les facteurs HIFs vont jouer un réle dans cette dissémination métastatique. L’activation
de HIF-1 permet de stimuler I'expression du récepteur CXCR4 (C-X-C motif chemokine receptor 4) et,
grace a son ligand SDF-1 (stromal-derived factor 1) également appelé CXCL12, les voies PI3K/Akt/mTOR
et MEK/ERK vont étre activées. Ces voies de signalisation sont directement impliquées dans la
colonisation et I'adhésion des cellules tumorales au niveau des tissus cibles. Sun et al. ont constaté que
la surexpression de HIF-1a en situation d’hypoxie dans des cellules de chondrosarcome humain JJ012
augmentait I'expression de CXCR4 et MMP1, favorisant ainsi I'invasion des cellules in vitro.*! Une
autre étude a mis en évidence que tous les prélevements humains de chondrosarcomes étudiés étaient
immunomarqués pour CXCR4. De plus, une importante expression de CXCR4 est retrouvée dans les
chondrosarcomes de plus hauts grades suggérant ainsi que CXCR4 pourrait étre un potentiel

biomarqueur d’agressivité tumorale pour le chondrosarcome.!3?

iv. Angiogenése tumorale

Lors d’hypoxie aiglie le facteur HIF-1 permet d’augmenter la densité vasculaire tumorale par
son action sur VEGF (vascular endothelial growth factor) alors qu’en situation d’hypoxie prolongée,
HIF-2 permettra de réguler son expression. Une étude a d’ailleurs fait le lien entre HIF-1 et VEGF
puisqu’in vitro, une augmentation de I'expression de VEGF a été observée sur les cellules de
chondrosarcomes incubées pendant 24 h en hypoxie, mais aussi qu’un KO de HIF-1a entrainait une
diminution de I'expression de VEGF.'*? Kouvaras et al. ont plus récemment démontré, en réalisant un

immunomarquage de HIF-1a et VEGF sur des échantillons humains de chondrosarcomes de différents
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grades, que l'expression de ces deux marqueurs était fortement corrélée. En effet, tous les
chondrosarcomes présentaient un immunomarquage HIF-1a et VEGF alors que les enchondromes

étudiés étaient tous négatifs. Les chondrosarcomes doublement positifs a HIF-1a et VEGF étaient

presque exclusivement des chondrosarcomes a haut grade.'®

C) Composante matricielle

La matrice extracellulaire est un tissu de soutien formant un réseau tridimensionnel de
macromolécules insolubles. Elle est présente en grande quantité au sein des tissus conjonctifs, des
vaisseaux, ou encore des cartilages et assure ’homéostasie des tissus. Le réseau tridimensionnel de la
matrice extracellulaire est composé de protéines fibreuses (collagénes, élastines), des protéines
d’adhérence (fibronectines, lamines) et des protéoglycanes (Figure 25). Ce réseau de fibres confere,
aux tumeurs solides, une force mécanique mais aussi la possibilité de lier des molécules telles que des
facteurs de croissance, des molécules d’adhésion ou encore les cytokines.'**

Comme pour le cartilage sain, les cellules tumorales du chondrosarcome synthétisent de la
matrice extracellulaire de type chondrogénique, essentiellement composée de collagene et d'un
réseau de protéoglycanes contenant des glycosaminoglycanes (GAGs). Au sein du chondrosarcome, la
composition de la matrice extracellulaire évolue au cours de la maladie et avec les différents grades
de malignité. En effet, plus le grade histologique est élevé et plus la composition de la matrice
extracellulaire du chondrosarcome évolue d’'une composition proche de celle du cartilage sain avec

une matrice chondroide, vers une composition plus riche en glycoprotéines de type mucine avec une
matrice myxoide ou mucoide.®
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Figure 25: Organisation macromoléculaire de la matrice extracellulaire.
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1) Protéines fibrillaires : élastine et collagene

Dans la littérature actuelle, aucune étude ne fait mention d’élastine dans la matrice
extracellulaire des chondrosarcomes, seule la présence de différentes fibres de collagene a été décrite.
La composition qualitative et quantitative en collagéne dans I'espace extracellulaire du
chondrosarcome varie fortement en fonction de son grade histologique. Dans les chondrosarcomes de
bas grade, la matrice est décrite comme étant chondroide avec une présence majoritaire des fibres de
collagéne de type Il mais des fibres de collagene de type VI, IX, X et Xl sont également retrouvées en
faibles quantités 135138

Concernant les chondrosarcomes de plus hauts grades (Il ou lll), leur matrice étant en partie
myxoide, elle contient une faible quantité de collagéne qui est plutét de types | et 111.136139

Au niveau des génes codant pour les fibres de collagéne, une étude de Tarpey et al. ont mis en
évidence que dans 37% des cas de chondrosarcomes étudiés, une mutation du géne COL2A1 engendre
une production de collagéne de type Il non fonctionnel et ce, de maniére significativement plus
importante dans les chondrosarcomes de grades Il et 1111326136 | e rgle de la protéine COMP (cartilage
oligomeric matrix protein) présente dans la matrice extracellulaire du chondrosarcome a également
été mis en évidence pour la modulation de la polymérisation du collagéne de type Il et la régulation de
la prolifération des chondrocytes.’*® Hamm et al. ont étudié I'expression génique en séquencant
différents génes codants pour des molécules de la matrice extracellulaire en fonction du site
d’implantation du chondrosarcome de rat SWARM et comparativement a du cartilage sain de rat
(Figure 26). Pour les chondrosarcomes SWARM se développant au niveau du tibia ou métastasés au
niveau pulmonaire, COMP est peu exprimé alors qu’il I'est d’autant plus dans les tumeurs SWARM

développées en sous-cutané ou méme dans le cartilage sain.**!
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Figure 26: Niveau d’expression de génes codants pour différents précurseurs du cartilage
en fonction du lieu de développement des chondrosarcomes SWARM
et par rapport au cartilage sain de rat (figure adaptée de Hamm et al., 2010).1*

2) Protéines de structure

Les protéines de structure présentes dans la matrice extracellulaire sont des glycoprotéines de
taille variable qui jouent un réle dans I'organisation entre les cellules ou entre la matrice et les cellules.
Elles sont également capables de transduire des signaux cellulaires. Deux grandes familles sont
retrouvées au sein de la matrice extracellulaire : les fibronectines et les laminines. Dans la littérature,
tres peu d’études ont été menées sur les protéines de structure présentes dans la matrice
extracellulaire du chondrosarcome. En général, une analogie est faite entre la matrice extracellulaire
du cartilage sain et celle du chondrosarcome. Toutefois, une publication scientifique de 1982
démontre, par immunofluorescence, la présence de fibronectine dans la matrice extracellulaire des
chondrosarcomes de rat SWARM.2*2 Hamm et al., ont également étudié I'expression de la fibronectine
1 qui est plus réduite dans le cartilage sain de rat mais aussi dans les tumeurs SWARM développées en
sous-cutané alors que dans les tumeurs SWARM développées au niveau tibial ou pulmonaire, son

expression est augmentée.'*!

44| Page



Chapitre 2: Introduction bibliographique

3) Protéoglycanes
Dans les chondrosarcomes, les protéoglycanes sont des constituants clés du
microenvironnement, synthétisés par les chondrocytes. Leur localisation peut étre extracellulaire, au
sein de la matrice, mais aussi de la lame basale, ou encore, surfacique voire intracellulaire a I'intérieur
des chondrocytes. Leur position, tout comme leurs diverses fonctions, est influencée par leur
constitution. Dans cette partie, un aspect général vous sera présenté tout en s’appuyant sur I'exemple

d’un protéoglycane extracellulaire plus détaillé dans la littérature : 'agrécane.

i. Structure

Les protéoglycanes sont des macromolécules composées d’une partie protéique représentée
par la protéine de soutien ou « core » sur laquelle vient se greffer de maniére covalente des chaines

polyosidiques sulfatées linéaires, les GAGs (Figure 27).
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Figure 27: Structure d'un agrégat de protéoglycanes.

e Structure d’un glycosaminoglycane :

Les GAGs sont des chaines polyosidiques sulfatées linéaires qui sont constituées d’unités
disaccharides répétées contenant toujours un sucre aminé de type glucosamine (GIcNAc) ou
galactosamine (GalNAc) et un acide uronique.

L’acide uronique posséde deux isoformes : I'acide glucuronique (GlcA) et I'acide iduronique
(IdoA). Il confére aux GAGs leur caractere anionique avec une charge négative portée par le groupe
carboxylate et par les N- et O-sulfatations. Ces groupements ionisés sont appelés densité de charges
fixes (FCD) et sont responsables d’un excés de pression interstitielle a I'intérieur de la matrice
chondroide. Cette pression est un frein « biomécanique » a la diffusion des principes actifs, et donc un

élément majeur participant a la résistance thérapeutique du chondrosarcome.'*?

45| Page



Chapitre 2: Introduction bibliographique

Les GAGs peuvent étre de cing types : chondroitine sulfate, dermatane sulfate, héparane
sulfate, kératane sulfate et I'acide hyaluronique (Tableau 1). Ce dernier est le seul GAG non lié a une
protéine core puisqu’il sert lui-méme de support aux protéoglycanes afin de former des agrégats

(Figure 27).

Tableau 1: Différentes structures de glycosaminoglycanes mettant en évidence les charges négatives
portées par les unités di-saccharidiques qui les composent.

e Acide D-glucuronique (GlcA)
0, 0
Acide hyaluronique o Ao o +
- o--- D-N-acétylglucosamine (GIcNAc)
050, NHSO;

Acide D-glucuronique (GlcA)

€00 " CH,050;"
o oH] . —o-
Chondroitine sulfate OH +
L D-N-acétylgalactosamine (GalNAc)

NHCOCH;

05§ CH;O0H Acide D-iduronique (IdoA)

o [] o 0~
Dermatane sulfate g +
D-N-acétylgalactosamine (GalNAc)
OH NHCOCH;
£H;080, Acide D-glucuronique (GlcA)
0 0
Héparane sulfate -l A H +
0~ . .
) D-N-acétylglucosamine (GIcNAc)
050, NHSO;™
CH20H CH;0505" D-galactose
OH
0 o O~
Kératane sulfate o /on +
D-N-acétylglucosamine (GIcNAc)
OH NHCOCH;

e Structure de la protéine core :
La protéine core possede trois principaux motifs distinctifs (Figure 28). Le premier domaine
G1, situé au niveau N-terminal, est globulaire et il est responsable de l'interaction avec I'acide
hyaluronique afin de former des agrégats de protéoglycanes. Un domaine interglobulaire le sépare du
domaine globulaire G2. Le domaines interglobulaire est particulierement sensible aux enzymes
présentes dans la matrice extracellulaire de type agrécanases et MMPs. Le dernier domaine globulaire
G3 est retrouvé au niveau de la partie C-terminale de la protéine core. Il est rattaché au domaine G2

par un nouveau domaine interglobulaire ou sont ancrés les GAGs grace a un consensus de sérine-
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glycine. Il peut contenir plus d’une centaine de chaines de chondroitine sulfate (CS1 et CS2) et environ

une trentaine de chaines de kératane sulfate.'*
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Figure 28: Structure détaillée d'un protéoglycane, ici, I'agrécane.**

ii. Classification et réles des protéoglycanes

Comme nous avons pu le voir précédemment, la composition pouvant énormément varier
d’un protéoglycane a I'autre, notamment a I'intérieur d’une méme famille, il est plus aisé de les classer
en fonction de leur localisation au sein du microenvironnement (Figure 29).

Les protéoglycanes peuvent donc étre classés en trois groupes principaux : les protéoglycanes
intracellulaires comme la serglycine, les protéoglycanes de surface comme le syndécane et le
glypicane, et les protéoglycanes extracellulaires tels que I'agrécane, le versicane, etc.

Nous arborerons ici, uniquement les protéoglycanes extracellulaires qui composent la matrice.

Cellule
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HYALECTANES
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NH,
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L

Acide hyaluronique

PROTEOGLYCANES NON LIANT
LACIDE HYALURONIQUE

Collagéne XV
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oo Agrine, Perlécane E
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Figure 29: Classification des protéoglycanes en fonction de leur localisation.'*
Deux grandes familles de protéoglycanes extracellulaires sont distinguées au sein de la

matrice :
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e Lafamille des hyalectanes incluant I'agrécane, le versicane, le neurocane et le brevicane. Ces
protéoglycanes possédent une FCD plus importante que celle des autres familles, conférant a
la matrice extracellulaire des propriétés hydrophiles et des capacités de déformations.*

e Lafamille des petits protéoglycanes riches en leucine (SLRPs - Small leucine-rich Proteoglycans)
posséde, comme leur nom I'indique, une protéine core riche en leucine (leucine-rich repeats,
LRRs). Cette famille regroupe la décorine, le biblycane et le luminanne. Leurs nombreuses
leucines jouent un réle important dans I'interaction protéine-protéine et dans la stabilité de la
trame du collagéne. Ils ont un impact sur la signalisation, la croissance, la survie, I'adhésion et
donc la migration des cellules cancéreuses mais également sur linflammation et

I'angiogenése.}*

Au sein du microenvironnement tumoral du chondrosarcome, les protéoglycanes de la famille
des hyalectanes ont été mis en évidence. La proportion de ces protéoglycanes est dépendante du stade
de développement de la pathologie. En effet, I'agrécane est retrouvé de maniére abondante dans la
matrice extracellulaire tumorale dans des chondrosarcomes de bas grade histologique qui possedent
une matrice chondroide alors que le versicane est quant a lui présent dans les matrices myxoides de
chondrosarcomes de plus haut grade. Wasa et al. ont d’ailleurs étudié I'expression des protéoglycanes
dans des prélevements humains de chondrosarcome et dans le chondrosarcome SWARM de rat. lls
ont mis en évidence, par des techniques d'immunohistochimie, une corrélation entre le degré de
malignité des tumeurs et I'expression du versicane.'*® Séder et al. ont étudié, toujours par
immunohistochimie, des marqueurs susceptibles de permettre un diagnostic différentiel entre un
chondroblastome, tumeur bénigne du cartilage, et un chondrosarcome a cellules claires. Alors que
I'agrécane est présent dans les deux types de tumeurs, le collagene de type Il est, quant a lui, absent
dans les chondroblastomes mais exprimé dans les chondrosarcomes a cellules claires. Il pourrait ainsi
étre considéré comme un marqueur diagnostique.’*” De surcroit, Dornauer et al. se sont plus
particulierement intéressés a la matrice des chondrosarcomes humains dédifférenciés. lls ont observé,
par immunohistochimie, que I'agrécane et le collagene de type Il sont, tous deux, retrouvés dans les
chondrosarcomes bien différenciés, c’est-a-dire de bas grade, comme dans les chondrosarcomes
dédifférenciés.'*®

Des petits protéoglycanes riches en leucine, tels que le biglycane et la décorine, ont été mis en
évidence par une étude de Wiberg et al. lls permettraient de lier les fibres de collagéne de type VI au
sein de la matrice extracellulaire du chondrosarcome SWARM de rat.'*°

De plus, Hamm et al., toujours grace au séquencage, ont étudié I'expression de deux genes
codant pour le biblycane et I'agrécane. Le biblycane est fortement exprimé dans le cartilage sain de

rat et peu dans les tumeurs SWARM quel que soit leur site de développement. En revanche, I'agrécane
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présente un important niveau d’expression dans toutes les tumeurs SWARM mais aussi dans le

cartilage sain de rat.}*!

Concernant la composition en GAGs des chondrosarcomes, il a été démontré que les
chondroitines sulfates 4 et 6, I'acide hyaluronique et le kératane sulfate étaient les principaux
composants des protéoglycanes de la matrice extracellulaire du chondrosarcome. L’augmentation du
grade histologique du chondrosarcome n’entraine pas de variation significative du ratio chondroitines
sulfate 4 et 6 alors qu’il y a une augmentation de la proportion de kératane sulfate au sein de la matrice
extracellulaire. En revanche, la longueur des chaines des chondroitines sulfates 4 et 6 diminue de plus
de moitié entre un chondrosarcome de grade | et lll alors que celle des kératanes sulfates ne varie que
trés peu.t>°

Plusieurs études sur le chondrosarcome ont mis en évidence une variation de I'acide
hyaluronique dans la composition de la matrice extracellulaire comme c’est déja le cas dans d’autres

cancers.>4152 |

acide hyaluronique a récemment été exploré dans des prélevements humains de
fascias sains et de chondrosarcomes grace a différentes techniques (colorimétrique,
immunohistochimique et PCR en temps réel). La quantité d’acide hyaluronique était significativement
plus haute dans les tissus péri-tumoraux que dans les prélevements de fascias sains. En intratumoral,
un fort immunomarquage a été également observé dans les préléevements de chondrosarcomes

comparativement aux fascias sains.'>!

4) Enzymes

Trois types d’enzymes sont retrouvées au sein de la matrice extracellulaire du
chondrosarcome. Les deux premiéres familles sont des agrécanases et sont constituées par les ADAMs
(A Disintegrin and Metalloproteinases) avec la sous-famille des ADAMTSs (A Disintegrin and
Metalloproteinases with thrombospondin motifs) et les MMPs qui sont deux types de protéines
protéolytiques capables de cliver les protéoglycanes de type hyalectanes. Plus précisément, les
ADAMTSs identifiées dans le chondrosarcome sont les isoformes 4 et 5 permettant de dégrader les
protéoglycanes.'?® En ce qui concerne les MMPs, ce sont des collagénases permettant de dégrader le
collagéne de type Il (MMP-1, 8 et 13), des gélatinases (MMP-2 et 9) surexprimées, de la stromélysine
(MMP-3) dégradant les protéoglycanes et les glycoprotéines ou encore de la matrilysine (MMP-7)
lysant la fibronectine de la matrice extracellulaire des chondrosarcomes.'>* Hamm et al. ont montré
que la MMP-2 était plus fortement exprimée dans les tumeurs SWARM ayant métastasé au niveau des

poumons alors que la MMP-13 est fortement exprimée au sein des tumeurs SWARM tibiales.
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L’expression de la MMP-9 est, quant a elle, retrouvée exclusivement au niveau des tumeurs tibiales et
pas pulmonaires ou sous-cutanées.'*!

Afin de réguler I'action protéolytique des enzymes, les TIMPs (Tissue inhibitor of
metalloproteinases) 1, 2 et 3 ont également été retrouvées au sein de la matrice du chondrosarcome,

permettant, ainsi, d’inhiber les MMPs.1?

Apres avoir traité la composante matricielle du microenvironnement tumoral, il semble
pertinent d’aborder, a une échelle plus large, I'environnement osseux dans lequel les

chondrosarcomes squelettiques se développent.

D) Interactions entre le chondrosarcome et I'os

L'invasion de l'os par une cellule tumorale de chondrosarcome affecte I'équilibre du
remodelage osseux. Le rble clé de I'environnement osseux dans le développement des
chondrosarcomes a été suspecté, il y a de nombreuses années. En effet, un modele de
chondrosarcome implanté en intra-osseux chez le rat a été développé afin de simuler la progression
du chondrosarcome humain et de pouvoir évaluer les interactions entre I’environnement osseux et le
chondrosarcome.’* l’implantation d’un chondrosarcome dans la moelle osseuse ou en contact étroit
avec l'os, dont le périoste a été préalablement cureté, entraine un remodelage osseux. En revanche,
I'implantation d’un chondrosarcome, en contact étroit avec |'os, mais sans lésion du périoste préalable,
n'a aucun effet sur l'os. Cela suggére que les facteurs libérés lors de la cicatrisation osseuse
interagissent avec le développement tumoral. De plus, les tumeurs qui se sont développées en milieu
intramédullaire, présentent différents foyers avec des gradations variées confirmant que le milieu
osseux est un facteur important dans la pathogenése du chondrosarcome (Figure 30).2** Une revue a
notamment mis en évidence la présence de nombreux types cellulaires au sein de la niche osseuse qui
sont donc en contact étroit avec les cellules tumorales. Il peut s’agir d’ostéoblastes et d’ostéoclastes
mais également de macrophages, de lymphocytes, de cellules endothéliales ou encore de cellules
souches hématopoiétiques.'>®

Lorsqu’un chondrosarcome est central ou primaire et qu’il se développe dans I'espace
médullaire de I'os, ses cellules tumorales induisent un déreglement de I'équilibre entre ostéoblastes
et ostéoclastes afin d’activer la résorption osseuse de I'os trabéculaire. Lorsqu’un chondrosarcome est
périphérique ou secondaire, il se développe a partir de la surface osseuse. La masse tumorale interagit
donc avec le périoste qui mime la « niche osseuse » puisqu’il est en réalité une membrane continue
recouvrant |'os, vascularisée et contenant des cellules ostéoprogénitrices dont des cellules souches

mésenchymateuses. La pénétration des cellules tumorales des chondrosarcomes périphériques dans
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le tissu osseux est également associée a |'activation de la résorption osseuse induite par la formation
d'ostéoclastes.
Ainsi, les chondrosarcomes centraux et périphériques interagissent avec un

microenvironnement osseux similaire.r>*%°

(<)
Figure 30: Mise en évidence histologique de l'interaction entre le chondrosarcome et '0s.%**
Coloration a I’hématoxyline et éosine, objectifs (x20 : a et b ; x40 : c). Infiltration de
cellules de chondrosarcome dans le tissu osseux (a—c). Le développement du chondrosarcome
est associé a des foyers de résorption osseuse (b). Fléeches : zone de résorption osseuse et * :
partie proliférative.

Le lien entre le chondrosarcome et son environnement osseux a été aussi étudié d’un point de
vue moléculaire. En effet, I'expression de SOX9 a été retrouvée dans des prélevements de
chondrosarcomes humains. Cela suggére que I'origine de ces tumeurs proviendrait de cellules souches
multipotentes présentes au sein de la niche osseuse qui se seraient engagées dans une voie de
différenciation chondrogénique.’®® Une étude a également démontré que la chimiokine inflammatoire
CCL5, produite par les lymphocytes T eux aussi présents au sein de la niche osseuse, augmente
I’expression de la MMP-3 et donc le pouvoir migratoire des cellules de chondrosarcome humain
1J012.%7 De méme, I'ostéopontine localisée dans la matrice osseuse augmente I'expression de MMP-
9 et donc la migration des cellules JJ012.2°® RANKL participe a I'activation des ostéoclastes et est
considéré comme un facteur pro-résorption osseuse. Une étude a d’ailleurs montré que I'expression
de RANKL dans les tissus de chondrosarcomes humains était plus élevée que celle dans le cartilage sain

et que RANKL augmentait, in vitro, la migration des cellules JJ012.1%° Enfin, les cytokines pro
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inflammatoires IL-1 et TNF-a et TNF-B (Tumour necrosis factor), ainsi que les différents facteurs de
croissance, présents dans cet environnement osseux, jouent un role tout aussi important en favorisant
la production d’ostéoclastes et en réduisant la formation osseuse afin de faciliter le développement
tumoral.®°

Toutes ces études montrent ainsi le caractere essentiel de la niche osseuse dans le soutien de

la croissance et de I'invasion tumorale.

Les composantes cellulaires et matricielles du microenvironnement tumoral font I'objet de
plus en plus d’études. Une meilleure caractérisation de leurs interactions avec les cellules tumorales,
gu’elles soient directes ou indirectes, permettrait d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques afin
de contourner des mécanismes de résistance thérapeutique. Dans cette prochaine partie, nous
aborderons les différentes stratégies diagnostiques et thérapeutiques exploitant les caractéristiques

du microenvironnement tumoral du chondrosarcome.

lll) Les stratégies d’imagerie diagnostique et les approches

thérapeutiques exploitant le microenvironnement tumoral

A) Présentations des imageries fonctionnelles

Alors que les techniques d’imageries anatomiques telles que la radiographie, le scanner et
I'IRM de routine fournissent des informations relatives a la taille, la localisation et I'architecture
tumorale avec un haut niveau de résolution, I'imagerie fonctionnelle va permettre d’accéder aux

processus cellulaires, moléculaires, tissulaires impliqués dans ces pathologies.

1) Imagerie nucléaire

L'imagerie nucléaire exploite des radioisotopes utilisés pour cibler une molécule ou un systeme
biologique et suivre son devenir in vivo. A la suite de 'administration de radio-pharmaceutiques
spécifiques, I'imagerie nucléaire permet d’accéder in vivo a des informations quantitatives, relatives a
I'activité métabolique, moléculaire et fonctionnelle de l'organe et/ou de la cible. Elle permet
également d’accéder a des remaniements lors de I'évolution de la pathologie et de suivre une réponse
thérapeutique. Les radio-pharmaceutiques exploités en imagerie nucléaire sont soit des
radionucléides seuls, soit une association entre un radionucléide et une molécule servant a son
transport et possédant une forte affinité pour la cible d’intéret.

L'imagerie nucléaire sera de deux types en fonction de l'isotope radioactif utilisé : nous

parlerons de tomographie d’émission monophotonique (TEMP) pour la détection du signal émis par
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les isotopes émetteurs gamma, tels que le technétium métastable 99, et de TEP pour l'imagerie

exploitant les radioisotopes émetteurs B+, tels que le fluor 18.

2) IRM CEST

Cette partie est volontairement plus développée que celle portant sur I'imagerie nucléaire
puisqu’au cours de ce travail de thése, de nombreuses optimisations ont été nécessaires afin de
pouvoir exploiter le potentiel de cette méthode d’imagerie.

Le CEST est une approche basée sur le transfert d’aimantation entre les protons d’une fonction
chimique d’intérét et les protons de I'eau libre présents dans le milieu. La premiére expérience CEST
peut étre attribuée a Forsén et Hoffman qui, en 1963, mesurérent, a I'aide d’impulsions de saturation,
des constantes d’échange dans plusieurs systémes.'®? Un des premiers spectres de saturation, aussi
appelé spectre Z, fut produit en 1989 par Balaban et Wolff in vivo sur des reins de lapin et ex vivo sur
du tissu cardiaque canin.'®? Depuis le début des années 2000, le CEST est devenu une méthode de

choix en IRM grace a ses nombreuses applications in vivo.16'%*

I. Principe de I'IRM CEST

L’originalité de la méthode CEST réside dans I'observation des protons des molécules d’eau,
présents en trés fortes concentrations dans les tissus biologiques, pour imager indirectement un
métabolite d’intérét présent a des concentrations environ 4 ordres de grandeur plus faibles grace aux
échanges chimiques qui existent entre ces deux populations. Une illustration schématique est
proposée dans la partie supérieure de la Figure 31. Le principe de I'IRM CEST peut étre décrit de la
maniére suivante.

Dans un premier temps, les protons échangeables de la fonction chimique d’intérét sont
sélectivement saturés (Figure 31, étape 1), permettant d’égaliser les deux populations de ces protons
sur leurs deux niveaux d’énergie. Cette saturation sélective des protons de la fonction chimique
d’intérét permet de les rendre « invisibles » d’un point de vue IRM. Si un proton saturé de la fonction
d’intérét vient s’échanger avec un proton non saturé de I'eau, le proton non saturé arrivant sur la
fonction d’intérét pourra étre, a son tour, saturé et sera prét pour un prochain transfert sur une
molécule d’eau. Ainsi, si la saturation est appliquée pendant une durée suffisante, la quantité de
protons saturés sur les molécules d’eau sera suffisante pour observer une diminution de I'intensité de
son signal. Cette diminution est I'effet ou le contraste CEST (Figure 31, étape 2). Pour quantifier cet
effet CEST, I'intensité du signal RMN (Résonance magnétique nucléaire) est en général mesurée a
plusieurs fréquences pour obtenir le spectre Z. Ce spectre représente l'intensité du signal de I'eau en

fonction de la fréquence de saturation.!® Sur le spectre Z (Figure 31, étape 3), un signal proche de 0
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est observé pour une fréquence de 0 ppm. Par convention, cette fréquence correspond a la fréquence
de résonance de I'eau. Autour de cette fréquence centrale de 0 ppm, la diminution de I'intensité du
signal correspond a la saturation directe de I'eau. A 1 ppm, une atténuation supplémentaire du signal
est observée correspondant a I'effet CEST des fonctions hydroxyles.

L'IRM CEST enregistrera donc une image des protons des molécules d’eau qui sera pondérée

par I’échange chimique avec les protons de la fonction d’intérét, ici, les hydroxyles.
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Figure 31: Principe de I'lRM CEST.

Pour obtenir un transfert de saturation efficace, deux conditions sont nécessaires.
Premiérement, la constante d’échange chimique (kex) de la fonction étudiée doit étre du méme ordre
de grandeur ou inférieure a I’écart entre les fréquences de résonance des deux populations en échange
(Ap). Cette condition montre I'intérét de réaliser des expériences CEST sur des imageurs ayant un
champ magnétique principal Bo® élevé. En effet, en augmentant le By I'écart des fréquences A, entre
la fonction et le métabolite (en Hz) augmentera tandis que la vitesse d’échange ke restera constante.
Une gamme plus large de vitesse d’échange pourra donc étre investiguée. Deuxiemement, la constante
d’échange kex doit étre également supérieure au temps de relaxation longitudinal T: des protons du

soluté pour assurer un temps suffisant d'échange avant une relaxation compléte des spins.1%®

ii. Facteurs pouvant influencer I'effet CEST

4By correspond a l'intensité du champ magnétique de I’'aimant présent dans I'imageur, il est exprimé
en Tesla (T).
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Au cours de I'acquisition, I'expérimentateur doit définir plusieurs paramétres pour lancer la
séquence CEST dont la durée et I'intensité de la saturation radiofréquence. La durée de la saturation
doit étre choisie par rapport a la constante d’échange kex des fonctions chimiques d’intérét. Elle doit
étre assez longue pour que I'état d’équilibre soit atteint au cours de la saturation. L'intensité de la
saturation radiofréquence, soit la valeur de B:® de I'impulsion de saturation, doit également étre
optimisée. En effet, un B; trop élevé aura tendance a élargir les effets CEST visibles sur le spectre Z. Le
risque est de ne plus pouvoir distinguer deux effets CEST & des fréquences proches. A I'inverse, une
valeur trop faible de B; pourra ne pas faire apparaitre des effets CEST peu intenses.®” D'autres facteurs
extrinséques tels que la température, le pH et la concentration de la fonction d’intérét dans
I’échantillon influencent I'effet CEST.1®®

Au niveau intrinseque, donc propre a I'’équipement, il a été montré que les inhomogénéités
des champs By et B; ont un impact sur la quantification. Pour mesurer la fréquence du B, dans chaque
pixel de I'image, une séquence peut étre acquise séparément de la séquence CEST, en utilisant un
balayage a faible intensité de saturation avec des décalages de fréquences étroitement centrés sur la
résonance de l'eau. Cette technique est connue sous le nom de WASSR (water saturation shift
referencing) et permet de corriger les inhomogénéités du champs Bo.2*® Une nouvelle technique
nommée WASABI a été publiée en 2017 et permet de cartographier, de maniére simultanée, les

inhomogénéités des champs magnétiques By et B;.17°

jii. Quantification du contraste CEST

Le CEST peut étre considéré comme un contraste appartenant a la famille des contrastes par
transfert d’aimantation (MTCs). Un des principaux enjeux pour la quantification du contraste CEST est
donc de parvenir a évaluer les contributions des différents transferts d’aimantation au signal enregistré
mais aussi celle de la saturation directe (DS) de I’eau sur le spectre Z. Dans un milieu complexe tel que
retrouvé in vivo, les différents contrastes de transferts d’aimantation observables peuvent provenir de
macromolécules semi-solides ou immobiles (MTCiv) ou bien de macromolécules mobiles (MTCuwm). En
effet, les protons de certaines macromolécules peuvent transférer leur aimantation vers ceux de I'eau
ayant alors un effet similaire a celui de I'effet CEST mais grace a d’autres mécanismes d’échanges. Dans
le contraste CEST, I'échange chimique est réalisé grace soit a des métabolites (glucose, créatine par

exemple) soit a des macromolécules mobiles (GAG, protéines).t”

¢ B; correspond a l'intensité de saturation de I'impulsion radiofréquence, il est exprimé généralement
enmT ou en uT.
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Figure 32: Spectres Z schématiques représentant I’effet de la saturation directe de I'eau
et des différents contrastes de transfert d'aimantation.*”?
Spectre Z avec uniquement |’effet de la DS de I’eau en gris, spectre Z avec I’effet de la
DS et du contraste de transfert d’aimantation des macromolécules semi-solides ou immobiles
(MTC;m) en noir, et spectre Z avec I’effet de la DS, du MTCy, du contraste de transfert
d’aimantation des macromolécules mobiles (MTCum) et du contraste des échanges chimiques
(CEST) en rouge.

La saturation directe de I'eau et la majorité des MTCs sont symétriques par rapport a la
fréquence de résonance de I'eau. A I'inverse, I’effet CEST lui ne se produit que pour des fréquences de
saturation positive. Ainsi, les effets symétriques peuvent étre supprimés en faisant la différence de
leurs intensités de signaux pour une méme valeur absolue de fréquence de part et d’autre de la
fréquence de résonance de I'eau arbitrairement placée a 0 ppm. De ce fait, seuls les effets dus a
I’échange chimique seront mesurés. Cette approche décrit I'idée d’une analyse par asymétrie et est la
premiere a avoir été proposée pour la quantification de I'effet CEST. Elle se résume par la formule :

[S(-Aw) — S(+Aw)]
So

MTRasym = €Y

ou S, fait référence a l'intensité du signal de I'eau saturée a une fréquence trés éloignée de
celle de I'eau et S(+Aw) et S(—Aw) font référence aux intensités du signal qui sont obtenues aprés
I'application d’une saturation a une fréquence de + Aw.'”3

Cependant, les effets nucléaires Overhauser (NOEs), principalement observés dans les MTCuw,
sont eux aussi non symétriques par rapport a la fréquence de résonance de |'eau et apparaissent
seulement a des fréquences négatives du spectre 2.177%7* Ainsi, ’hypothése de symétrie considérée
dans I'approche par MT Ry, n’est pas validée. Utiliser cette approche alors qu’il existe des MTCum
entraine la mesure d’un effet CEST également pondéré par d’autres MTCuwm. Il est donc nécessaire de
disposer d’autres méthodes d’analyse.1®%17

De nouvelles approches ont donc été développées pour ne mesurer que I'effet de I'échange

chimique. Zaiss et al. ont proposé de quantifier I'effet CEST grace a un ratio de transfert d’aimantation
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(MTR) de la relaxation dépendant de la constante d’échange dans le repere tournant (R,,) : le
MTRg,,.r"® Cette grandeur présente I'avantage, par rapport au MTRg5ym , de ne dépendre, ni de la
relaxation Ti, ni des transferts d’aimantation des macromolécules immobiles (symétriques par rapport

a la fréquence de résonance de I’eau). Cette grandeur est calculée a partir de I'expression suivante :

1 1 Rox

MTR = — =
Rex ™ S(+Aw) S(—Aw) ~ cos? x 0 X Ry,

(2)

Avec 8 et Ry, qui sont, respectivement, I'angle de bascule du train de saturation et la
constante de relaxation longitudinale de I'eau. Il est possible de rendre le MTRg,, uniquement
dépendant des parameétres d’échange par la méthode de relaxation apparente échange-dépendante
(AREX) :

AREX = MTRg., X Ry, 3)

Dans une idée proche, le traitement QUASS CEST « Quasi-steady-state CEST » proposé par
Phillip Zhe Sun permet de remonter a I'effet CEST a I’équilibre de saturation en prenant en compte les
limitations des impulsions de saturation avec leur durée définie mais aussi les phénomeénes de

1777179 | est important de noter, aussi bien pour I'approche AREX que pour I'approche

relaxation.
QUASS CEST, que des données complémentaires obtenues durant I'acquisition, notamment le Ry,
sont nécessaires. Ceci se traduit par des durées de protocoles plus importantes, ce qui peut étre une
limitation.

Une autre approche est la méthode des 3 points détaillée par Jin et al, qui consiste a repérer
sur le spectre Z, les deux fréquences limites de I'effet CEST (fléches cyan sur la Figure 33) et une 3™
fréquence correspondant au pic de I'effet CEST (fleches oranges sur la Figure 33).

Bornes
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Figure 33: Approche quantitative de I'effet CEST par la méthode des 3 points.
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Entre les fréquences minimum et maximum de I'effet CEST, sera tracée, une fonction linéaire
(ligne cyan sur la Figure 33). Le contraste CEST (ou MTCum™) correspondra a I'intensité sous la droite

cyan de la Figure 33, calculé en utilisant la formule :

MTCyypy * = {[ * I_ }/So 4)

2

ou S, fait référence a l'intensité du signal de I'eau saturée a une fréquence trés éloignée et
S(w + A) et S(w — A) font référence aux intensités du signal au niveau des bornes minimum et
maximum de I'effet CEST, respectivement. S(w) correspond, quant a lui, a I'intensité du signal au
niveau de la fréquence du pic de I'effet CEST. L’hypothése dans cette approche est qu’entre les deux
points extrémes de |'effet CEST, une ligne droite estime correctement I'ensemble des effets de
transferts d’aimantation autres que ceux dus a I'échange chimique.”?

Les autres approches passent par des étapes de modélisation d’un ou plusieurs effets de
transfert d’aimantation. La saturation directe de I'eau étant toujours présente dans les spectres Z, il
est possible de la modéliser a I'aide d’une fonction Lorentzienne puis de soustraire cette atténuation
due au signal de I'eau pour obtenir un spectre Z indépendant de la saturation de I’eau : c’est 'approche
par différence lorentzienne (LD).1® Afin de s’affranchir des MTCiu, qui sont symétriques par rapport a
la fréquence de résonance de l'eau, ceux-ci peuvent également étre simulés pour, qu’une fois
soustraits au spectre Z expérimental, les seuls effets de transfert d’aimantation restant soient dus a
I’échange chimique ou aux macromolécules mobiles. C’'est le principe de I'approche EMR (Extrapolated
semisolid magnetization transfer reference) ou de I'ajustement LD décrit par Zhang et al.*8182 Enfin, il
est possible de simuler une partie ou la totalité du spectre Z en créant un modele contenant les
différentes populations de protons étudiés (5 ou 6 en général) présentant des transferts d’aimantation.
Les spectres Z sont alors simulés soit a partir des équations de Bloch-McConnell, soit par a un
ajustement avec de multiples fonctions Lorentziennes.'®318> Dans cette derniére approche, puisque
les transferts d’intérét sont simulés, leur intensité est directement extraite du modele. Il est, en
général, admis que pour des données in vivo, les fonctions Lorentziennes décrivent correctement les
phénoménes observés. Il est a noter qu’un papier propose également de modéliser les transferts

d’aimantation par une fonction Gausienne-Lorentzienne.®?

Au cours de ce travail de thése, nous avons optimisé de nombreuses méthodes de
guantifications du contraste CEST. Nous avons décidé d’utiliser un ajustement Lorentzien pour les
fonctions chimiques étudiées qui résonnent a une fréquence proche de celle de I'eau et pour les
fonctions un peu plus éloignées, nous avons choisi une analyse par la méthode des 3 points, décrite

par Jin et al.”?
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Une fois la valeur de I'effet CEST quantifiée pour chaque voxel d’'une région d’intérét, des
cartes colorimétriques sont générées. Elles représentent I'intensité de I'effet CEST de chaque voxel et
sont généralement superposées a des images anatomiques, permettant ainsi, une meilleure

interprétation.

iv. Fonctions d’intérét étudiées par I’'IRM CEST pour I'oncologie

clinique

Toutes les fonctions possédant des protons échangeables sont susceptibles d’étre visualisées
par IRM CEST mais, pour rester dans le domaine de la cancérologie, les principales fonctions étudiées
sont les hydroxyles, les amines et les amides. Depuis le premier essai clinique faisant appel a de I'lRM
CEST en 2012, 16 autres ont été déposés dans le domaine de I'oncologie.

L'IRM CEST peut étudier des fonctions possédant des protons échangeables endogenes a
I’'organisme ou bien des fonctions exogénes.'’® Les effets CEST peuvent étre classés en deux grands
groupes :

e Les agents CEST diamagnétiques (diaCEST) regroupent des fonctions possédant des

protons échangeables n’impliquant pas d’ions métalliques et résonnants entre 0 et 6 ppm.
La grande majorité des agents diaCEST est endogéne et ne nécessite donc pas
d’injection.1®®

e Les agents CEST paramagnétiques (paraCEST) impliquent des ions métalliques et, par

conséquent, sont généralement éloignés de I'eau en résonnant au-dela de 6 ppm. Les
agents paraCEST sont généralement exogenes, ils doivent étre administrés par injection et
sont également associés a une toxicité potentielle due aux ions métalliques qu’ils
possédent.1®

Au cours de ma these, puisque nous avons utilisé différentes techniques d’imagerie, nous nous
sommes concentrés sur la méthode CEST la moins invasive donc celle portant sur les agents diaCEST.

Quelgues exemples d’applications vous sont présentés ci-dessous.

paramagnétique:
tine

/T—Agents
- Amides
- < Amines

Cr
paramagnétiques

Glutamate
éa
GAG

- Lactate
Agents

T 1 1 1 1T 7171 T
12 1 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

Fréquence de saturation (ppm)

Figure 34: Fréquences de résonance des différents métabolites ou fonctions visibles par IRM CEST.
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e Fonctions hydroxyles

Elles résonnent autour d’une fréquence de 1 ppm et peuvent aller de 0,4 a 2,2 ppm environ.
Les molécules riches en protons hydroxyles échangeables sont, par exemple, les glycanes qui
constituent les glycoaminoglycanes®, le glycogéne'®, les glycoprotéines!® mais aussi le glucose.

o Le glucose (glucoCEST)

La concentration de glucose endogene est relativement faible dans I'organisme. Pour cette
raison, le glucoCEST surveille I'absorption dynamique et I'élimination, au sein des tumeurs, d’un dérivé
naturel du glucose exogene, le D-glucose. C'est un agent de contraste diaCEST cliniqguement approuvé
par la « food and drug administration » et qui peut générer un large effet CEST grace a ses cing
groupements hydroxyles résonnant entre 0,8 et 2,2 ppm. Ce contraste nécessite tout de méme de
réaliser deux imageries en pré- et post-injection, ce qui rallonge dramatiquement le temps
d’acquisition. Le glucoCEST a été étudié avec succes sur des modeles tumoraux précliniques tels que

189-191

le cancer colorectal, le cancer du sein et le gliome mais aussi, en clinique sur des patients atteints

de gliomes ou de cancers oto-rhino-laryngologiques (ORL).192719
o Le lactate (LATEST)

La formation de lactate résulte du métabolisme du glucose lorsque I'oxygénation du tissu est
insuffisante et c’est notamment le cas dans le muscle au cours d’efforts physiques intenses. Le lactate
posséde des fonctions hydroxyles visualisables par IRM CEST en appliquant une saturation a 0,4 ppm.
Le LATEST (Lactate chemical exchange saturation transfer) a fait I'objet de deux études de faisabilité
en 2016 et en 2022 sur des volontaires sains afin d’estimer le taux d’accumulation d’acide lactique
dans leurs muscles squelettiques avant et aprés un effort physique.'®>1°® Radke et al. ont réussi a
observer a 3T, une augmentation temporaire de la concentration de lactate dans le muscle apres

19 | ’étude de DeBrosse et al. a montré une corrélation entre les résultats d’IRM CEST et ceux

I'exercice.
obtenus par des techniques de spectroscopie.’® Au cours de cette méme étude, une concentration
élevée de pyruvate a été administrée a des souris porteuses d’'un lymphome afin de stimuler
rapidement la conversion métabolique de I'exces de pyruvate en lactate. L'IRM CEST réalisé avant et
aprés a permis de détecter cette conversion.’®® Bien que ces résultats soient prometteurs, ils
nécessitent d’étre appuyés par d’autres études afin de vérifier I'innocuité d’une injection de pyruvate

concentrée et de confirmer sa nécessité pour étudier le niveau du métabolisme glycolytique dans les

tumeurs hypoxiques.
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o Les glycosaminoglycanes (gagCEST)
Une molécule de GAG comme la chondroitine sulfate contient un groupement —NH pour trois

groupements —OH pouvant étre détectés par IRM CEST (Figure 35).

(@)
OH NH
-_HO ¢} o1
@) )
© - HO
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O// \ -

Figure 35: Mise en évidence des protons échangeables de la chondroitine sulfate
susceptibles d’étre détectés par IRM CEST.

La technique gagCEST a été développée par Ling et al. en 2008 pour cartographier le contenu
en GAG in vivo.' Cette technique est considérée comme une méthode trés sensible pour I'évaluation
de la teneur en GAGs dans le cartilage articulaire et dans les disques intervertébraux des patients. Le
gagCEST s'est révélé prometteur pour le diagnostic de I'arthrose du genou (Figure 36a). En effet, les
cartes gagCEST du cartilage rotulien d’un patient 4gé de 65 ans souffrant de douleurs au genou ont
montré des valeurs plus faibles d’effet CEST que chez un sujet volontaire jeune.’®® Un autre exemple
chez un patient de 41 ans ol une diminution de I'effet CEST est observée dans le 5°™ disque

intervertébral lombaire (Figure 36b). Cette diminution est corrélée avec une augmentation du score

l5

de Pfirrmann marquant la dégénérescence discale.'®

b
25 Score de

Pfirrmann
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I

a Sujet jeune
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gagCEST,;, (%)
gagCEST,,, (%)

0
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Figure 36: Superposition de cartes gagCEST avec des IRM anatomiques du genou (a)
et de la colonne vertébrale (b).29%*%°
Acquisitions réalisées a 7 et 3 T, respectivement.

Malgré les applications pathologiques du gagCEST en clinique, peu d’études portent

actuellement sur I'utilisation de ce contraste en oncologie. Deux études ont notamment permis
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d’évaluer la forte teneur en protéoglycanes d’'une tumeur du pancréas dans un modele préclinique. La
premiere étude met en évidence une corrélation positive entre le volume tumoral et le signal gagCEST
in vivo mais également une corrélation positive entre la quantification de I'immunohistochimie ciblant
I’acide hyaluronique ex vivo et le signal de gagCEST in vivo.2®® Dans la seconde étude, trois modéles
animaux de cancer du pancréas sont développés : un sous-cutané, un orthotopique et un génétique.
Aprés un traitement par ultrasons focalisés sur la tumeur, les auteurs observent une diminution des
valeurs moyennes intratumorales de gagCEST et de T, pour le modéle génétique et une augmentation
des valeurs d’ADC (Apparent diffusion coefficient) pour les 3 modeéles. L'immunohistochimie de I'acide
hyaluronique montre une plus faible intensité dans les tumeurs traitées que dans les tumeurs contréles
et ce dans les 3 modeéles. De plus, une corrélation positive entre la concentration tumorale en acide
hyaluronique et la mesure de gagCEST a été observée pour les tumeurs traitées et controles du modele

orthotopique et les tumeurs traitées du modéle génétique.?®*

e Fonctions amines
Elles possedent une fréquence de résonnance s’étalant de 1,5 a 3,2 ppm environ.
o Les protons guanidyles (guanidylCEST)

Les protons guanidyles résonnent autour de 2 ppm et sont abondants au niveau des chaines
latérales des protéines et peptides cytoplasmiques.?®? Ils sont également sensibles aux variations de
pH qui affectent leur vitesse d’échange chimique avec lI'eau. En effet, une acidification de
I’environnement tumoral entrainera une diminution de leur vitesse d’échange avec les protons de
I'eau et donc une augmentation du contraste guanidylCEST.2°2 Plusieurs études précliniques et
cliniques ont montré la pertinence de réaliser un ratio signal des amides sur celui des guanidyles pour

I’étude du pH intracellulaire des cellules tumorales (Figure 37).292-204

8.0
7.5

7.0

pHcomb\

6.5

6.0

55
Figure 37: Superposition de cartes de pH obtenues a I'aide des contrastes guanidyles et des amides
avec coupes axiales anatomiques de souris xénogreffées avec des cellules humaines de cancer du
cblon en sous-cutané au niveau du flanc.?%

(A) Tumeur de petite taille, (B) Tumeur de taille moyenne, (C) Tumeur de grande taille.
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o Lacréatine (CrCEST)

La créatine est un métabolite important pour I’énergie cellulaire puisqu’elle facilite le recyclage
de l'adénosine triphosphate (ATP). La méthode de CrCEST permet donc de saturer les protons
guanidyls de la créatine a une fréquence de 2 ppm. Plusieurs études cliniques ont d’ailleurs montré
I’efficacité du CrCEST pour le suivi de la concentration de ce métabolite dans le muscle du mollet par
exemple. Une autre étude a mis en évidence que des concentrations anormales de créatine, évaluées
par CrCEST au niveau du myocarde, reflétaient des disfonctionnements cardiaques chez les patients.2%
Récemment, la créatine a été utilisée comme biomarqueur d’'une maladie neurodégénérative, |'ataxie
de Friedreinch. Le CrCEST a démontré sa pertinence pour suivre les patients atteints de cette
pathologie au cours du temps.?”® En oncologie, des augmentations et des diminutions des
concentrations de créatine dans les tumeurs ont été observées, justifiant la nécessité d'une méthode
d'imagerie non invasive pour améliorer notre compréhension du role de la créatine dans le
métabolisme tumoral.?’”-2%® Une étude d'IRM CrCEST, sur des modéles précliniques de gliomes, a
montré que le contraste CrCEST diminue avec la progression et |'agressivité tumorale.?®

o Le glutamate (gluCEST)

Le glutamate est un neurotransmetteur excitateur majeur du systéme nerveux central et sa
concentration est directement liée & de multiples pathologies neurologiques et psychiatriques.?’° La
concentration de glutamate a été quantifiée grace au GIUCEST avec une saturation sélective des
protons amines a une fréquence de 3 ppm. Dans une étude chez des patients atteints de troubles
cognitifs, les résultats ont montré une augmentation significative de la concentration de glutamate
dans la matiére grise de la région préfrontale par rapport aux volontaires sains.?'! Le gluCEST peut
également permettre de détecter de maniére précoce des patients a risque psychotique. En effet, un
niveau plus faible de glutamate a été retrouvé dans certaines régions corticales et sous-corticales
gluCEST chez des jeunes patients présentant des symptomes similaires a ceux des patients
diagnostiqués schizophrénes par rapport aux patients témoins.?'? Une autre application en clinique
concerne I'épilepsie qui ne peut étre diagnostiquée chez un tiers des patients a I'aide de simples IRM
anatomiques. Le gluCEST a permis une détection qualitative et quantitative de I'épilepsie temporale
non lésionnelle chez les patients.?'? Enfin, en oncologie clinique, le gluCEST a montré sa faisabilité chez
10 patients adultes pour la détection de gliomes avec une prise de contraste gluCEST dans I'espace
peritumoral.?** D’une maniére plus générale, le glutamate est une source potentielle d’énergie pour
les cellules cancéreuses et, du fait qu’il soit un acide aminé essentiel, le glutamate est impliqué dans
la synthese protéique. Il peut ainsi refléter le processus métabolique des cellules tumorales qui se
développent et se multiplient rapidement.?®> De surcroit, les niveaux de glutamate peuvent
considérablement augmenter au cours d’'une immunothérapie.?%® Le gluCEST semble donc &tre un outil

pertinent pour I'imagerie fonctionnelle tumorale.
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Pour conclure, il a été montré récemment que les protons amines résonant a 3 ppm pouvaient
aussi représenter un biomarqueur intéressant pour diagnostiquer et suivre les tumeurs présentant une
mutation IDH, comme c’est le cas pour de nombreux chondrosarcomes.?t”2!° Ceci peut s’expliquer par
le fait que les protons amines sont sensibles aux variations de pH et que les mutations IDH influencent

de nombreux processus biologiques tels que I'oxygénation et le pH des tissus, a travers le facteur

HIF 117,220

e Fonctions amides
Les fonctions amides résonnent généralement autour de 3,6 ppm.
o Les amides (APT CEST)

L'imagerie par transfert de protons amides (APT) est une approche d’IRM CEST permettant de
détecter les protons amides, des protéines mobiles et des peptides endogénes, qui résonnent a 3,5
ppm.??! Les protons amides sont également sensibles aux variations d’acidité de leur environnement,
tout comme les protons amines précédemment décrits, du fait de I'influence du pH sur leur vitesse
d’échange avec les protons de I'eau.?? Initialement, I'APT CEST a été exploité pour étudier les accidents
vasculaires cérébraux ischémiques, les troubles neurologiques et les tumeurs cérébrales.?27228 |es
tumeurs, du fait de leur prolifération anarchique, présentent souvent une accumulation de protéines
et de peptides mal formés.??>%° Dans une étude préclinique de Yan et al., il a été démontré qu'un
contraste APT CEST plus élevé était retrouvé dans les gliomes comparativement au tissu cérébral sain
chez le rat. Ces résultats étaient corrélés avec une concentration accrue de protéines cytosoliques dans
les tumeurs.?! En clinique, ’APT CEST a été utilisé pour caractériser et diagnostiquer des tumeurs
cérébrales chez les patients.?32723° Cette méthode a montré son efficacité pour discriminer les

236

lymphomes primitifs du systéme nerveux central des gliomes de haut grade*®, pour distinguer les

237 ot méme afin de prédire les mutations génétiques

métastases cérébrales solitaires du glioblastome
dans les gliomes, en particulier celle de I'IDH.23823 Enfin, I'APT CEST est particuliérement intéressant
pour sa capacité a distinguer une pseudo-progression tumorale qui peut s’apparenter a un cedéme
induit par la thérapie d’une véritable progression tumorale.?*%?*! De la méme maniére, cet outil est
capable de faire la différence entre les parties d’un gliome encore viable et les zones radio-nécrosées
de la tumeur permettant ainsi de prédire la réponse thérapeutique tumorale.?*?

En plus des tumeurs cérébrales, I'APT CEST a été étudié dans le cancer du sein et de la prostate.
Comme cela a été démontré dans les tumeurs cérébrales, cette méthode a été capable de distinguer
les tissus sains des tissus cancéreux prostatiques.?*® De surcroit, des variations du signal APT CEST ont

été observées dans les tumeurs du sein avant et aprés thérapie, rapportant probablement un effet

thérapeutique avec une modification du tissu mammaire (Figure 38).2*42 En résumé, I’APT représente
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un biomarqueur prometteur pour I'oncologie permettant de diagnostiquer des tumeurs malignes, de
surveiller leur progression mais aussi d’évaluer une potentielle réponse thérapeutique. Cette méthode

peut facilement étre mise en ceuvre avec les imageurs cliniques existants.

A Réponse complete B Pathologie évolutive

APT Map

/g:f(

\

\

\

N

Figure 38: Superposition de cartes APT CEST sur des images anatomiques de cancer du sein
permettant d’évaluer la réponse de deux patientes a un cycle de chimiothérapie néoadjuvante.
Patiente présentant une réponse compléte (panel A) et patiente présentant un cancer
évolutif (panel B). La ligne du haut correspond a une imagerie pré-traitement et la ligne du
bas correspond a une imagerie post-traitement.

245

o Les agents de contraste iodés (AcidoCEST)

La méthode d’acidoCEST utilise des agents de contraste iodés tels que le iopamidol et le
iopromide qui sont des agents diaCEST exogenes mais également utilisés comme agents de contraste
pour le scanner. lls possédent deux fréquences de résonance dues aux deux pools de protons amides
échangeables qu’ils comportent dans leurs structures.?*®?* |Is engendrent donc deux pics d’effet CEST
autour de 4,2 et 5, 5 ppm qui permettent d’évaluer le pHe d’un tissu avec précision entre 5,5 a 7,9,
indépendamment de la concentration de I'agent de contraste et avec une précision de 0,1 unité pH.2*®
Actuellement, le iopamidol est I'agent de contraste le plus utilisé de sa catégorie. Au niveau clinique,
il a été étudié pour mesurer le pHe de la vessie mais aussi chez une patiente atteinte d’un cancer
ovarien métastatique. Une seule métastase sur les trois a absorbé assez d’agent de contraste pour
pouvoir évaluer un pHe contrairement a la vessie qui contenait assez d’agent de contraste pour évaluer
un pHe fiable. Chez le patient atteint d'un carcinome canalaire invasif de haut grade, une faible
absorption de I'agent a été observée dans toute la tumeur et les tissus environnants. Les résultats de
ces études cliniques indiquent que les mesures de pHe ne peuvent étre effectuées que dans des tissus

absorbant fortement I'agent de contraste.?**?*°
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Une molécule peut porter plusieurs fonctions avec des protons échangeables comme a la fois
des hydroxyles et des amines et, de la méme maniere, ces différentes fonctions ont des fréquences de
résonnance qui se chevauchent parfois. C'est pour cette raison que la méthode IRM CEST est qualifiée
de peu spécifique malgré qu’elle soit hautement résolutive, en opposition a I'imagerie nucléaire.

Les différentes imageries fonctionnelles viennent de vous étre détaillées dans cette partie,
chacune possedant ses avantages et ses inconvénients. Pour cette raison, de nouvelles technologies
visent a combiner différentes méthodes d’imagerie, par exemple I'IRM a I'imagerie nucléaire, et sont
en cours d’évaluation. Ainsi, I'imagerie fonctionnelle permet d’accéder non plus a la morphologie de
la tumeur mais bel et bien au fonctionnement de celle-ci grace a I'activité des cellules tumorales et de

leur microenvironnement.

B) Imageries fonctionnelles de la tumeur et de son

microenvironnement

Dans cette partie, nous allons nous focaliser sur I'imagerie fonctionnelle appliquée au

métabolisme des cellules cancéreuses et au microenvironnement tumoral du chondrosarcome.

1) Imagerie in vivo de la prolifération cellulaire et du métabolisme

tumoral

Les tumeurs, en général, présentent une importante et anarchique prolifération cellulaire
associée a des propriétés métaboliques sévérement altérées par rapport aux tissus sains. Une
augmentation des métabolismes glucidiques et lipidiques, ainsi que de la synthése protéique sont
observées au sein des cellules tumorales et ces changements peuvent étre évalués grace a I'imagerie
fonctionnelle.

L'IRM de diffusion a montré, dans de nombreux cancers, qu’elle pouvait étre le reflet de la
prolifération cellulaire a travers I’ADC.%¥?°2 Concernant le chondrosarcome, la littérature est
controversée quant a l'utilisation de I'IRM de diffusion pour aider au diagnostic différentiel ou a la
stradification méme si la majorité des études confirme le bénéfice apporté par cette technique
d'lRM.ZS?’_ZSG

Pour I'étude des remaniements cellulaires associés a la prolifération en imagerie nucléaire, la
scintigraphie au thallium 201 est un outil de choix car elle cible la pompe Na*/K* ATPase dépendante
présente au niveau membranaire des cellules viables. La pertinence de la scintigraphie au thallium 201
a été démontrée dans 4 études cliniques pour le diagnostic et la stradification de 87 chondrosarcomes

et 113 tumeurs bénignes cartilagineuses. Cette approche a présenté une sensibilité de 30% et une
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spécificité de 91% pour le diagnostic différentiel entre les chondrosarcomes et les tumeurs bénignes
cartilagineuses et une valeur prédictive allant de 88 % a 100 % a été observée dans 3 des 4 études.?”’

La spectroscopie par résonance magnétique (SRM) quant-a-elle permet de visualiser plusieurs
métabolites en méme temps. Elle peut étre basée sur le signal des protons mais aussi d’autres noyaux
tels que le carbone 13 ou le phosphore 31.2°%2%9 Cette technique non invasive peut étre utilisée de
maniére répétée in vivo en préclinique et en clinique. Son principal inconvénient est sa faible
sensibilité qui conduit a de long temps d’acquisition afin d’obtenir un spectre fréquentiel résolu. Aussi,
la SRM est souvent employée pour des acquisitions monovoxel afin d’obtenir un meilleur rapport signal
sur bruit.2%%261 |3 SRM permet de visualiser et de quantifier plusieurs métabolites d’intéréts pour
I'oncologie tels que le N-acétylaspartate, la choline, la créatine ou encore le lactate. D’autres
métabolites pourront également étre observés tels que la glutamine ou le glutamate ou encore le D-
2HG issu de la mutation des génes IDH, mutation prépondérante dans les chondrosarcomes.
Cependant, la littérature est peu abondante a ce sujet. Une seule étude in vivo réalisée a haut champ
(9.4T) avec une cryosonde haute performance fait état de la détection du D-2HG dans un modele murin
de chondrosarcome JJ012 grace a la SRM du proton.26?

Une autre étude en clinique s’est intéressée au signal de la choline attribuée au métabolisme
membranaire sur des prélévements de patients atteints de tumeurs osseuses dont trois présentaient
des chondrosarcomes squelettiques. L'étude a mis en évidence une augmentation significative du
signal de la choline dans les tumeurs les plus malignes comparativement aux tissus contrdles sains.2
La SRM peut étre aussi utilisée ex vivo. En effet, une étude portant sur des échantillons de
chondrosarcomes SWARM orthotopiques a mesuré différents rapports de signaux RMN afin d’évaluer
I’efficacité thérapeutique du melphalan et d’un de ces dérivés. Les rats traités présentaient des ratios
de signaux marqueurs de I'apoptose cellulaire et caractéristiques de la nécrose significativement plus
importants que ceux des rats contrdles non traités.?®*

Le métabolisme du glucose dans les cellules cancéreuses peut étre investigué par IRM grace
au contraste de glucoCEST mais également par TEP au [*®F]FDG. Depuis que le [®F]FDG a été évalué
pour la premiére fois dans les années 70, il est devenu le radiotraceur de référence pour le bilan
d’extension en oncologie.?®>?% A la suite de son administration par voie intraveineuse, le [**F]FDG est
essentiellement pris en charge par les transporteurs de glucose de type GLUT1 pour pénétrer dans le
milieu intracellulaire. Aprés pénétration intracellulaire, le [*®F]FDG est phosphorylé immédiatement
par les hexokinases | a IV pour former le [*¥F]FDG-6-phosphate ([**F]FDG-6-P). A cette étape, la
présence du [*F] en position 2, a la place d’'un -OH dans le cas du glucose, empéchera la poursuite du
métabolisme glucidique vers la glycolyse et la voie des pentoses phosphates. Ce mécanisme aboutit
ainsi a son accumulation dans le milieu intracellulaire et au signal enregistré par imagerie TEP (Figure

39).266
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Espace extracellulaire Espace intracellulaire
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Hexose-6-P isomérase 3
Voie des pentoses
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2-[*¥F]fluoro-2- N 2-['8F]fluoro-2- Hexokinase 2_[18F|fluoro-2- x
désoxy-d-glucose SIUT désoxy-d-glucose désoxy-glucose-6-P

Glycolys ex Voie des pentoses
phosphates

Figure 39: Comparaison des voies métaboliques du D-glucose et du [**F]FDG
expliquant 'accumulation intracellulaire de ce dernier.

La valeur d'absorption standardisée maximale (SUVmax) est corrélée au grade de
chondrosarcome alors que les tumeurs bénignes sont plutot caractérisées par des valeurs de SUVmax
plus faibles.?®” Les résultats publiés dans une méta-analyse récente ont montré que cette méthode
d’imagerie présente une spécificité et une sensibilité élevées, pour le diagnostic des chondrosarcomes,
supérieures a la scintigraphie au [®™Tc]MDP (méthyléne diphosphonate), au [*"Tc]DMSA (acide
dimercaptosuccinique) et au [2°'TI].%%7 Le [*8F]FDG est également bénéfique pour la gradation et le suivi
des tumeurs.?”2%8 Cependant, la valeur de SUVmax seule n’est pas suffisante pour différencier un
chondrosarcome de bas grade d’une lésion bénigne.?° Le [8F]FDG n’apporte donc qu’une légére plus-

value dans le diagnostic du chondrosarcome.

2) Imagerie in vivo ciblant les acteurs de I'immunité tumorale

Les nouveaux traceurs pour I'imagerie des acteurs de I'immunité tumorale peuvent étre des
agents de contraste pour I'IRM ou pour le scanner mais aussi des traceurs radioactifs ou fluorescents.
En recherche préclinique, il est également possible de choisir une stratégie d’imagerie bimodale
impliquant, par exemple, de I'imagerie optique et de I'imagerie nucléaire.?’”°

La modalité la plus utilisée aujourd’hui pour I’étude de I'immunité en oncologie reste la TEP,
nous parlons d’ailleurs d’immunoTEP.?’! Les principales cibles de I'immunoTEP comprennent les
principaux points de contréle, tels que CTLA-4 (Cytotoxique-T-Lymphocyte- Antigen 4 protein), PD-1
(Programmed cell death protein 1) et PD-L1 mais aussi l'infiltrat immunitaire au sein du
microenvironnement tumoral comme les lymphocytes T CD3, les CD8 et les lymphocytes infiltrant les
tumeurs, les TILs.?’2 Les approches les plus utilisées en immunoTEP exploitent un anticorps monoclonal

anti-CTLA-4, l'ipilimumab, sous la forme du [®*Cu]NOTA-ipilimumab, permettant ainsi de suivre
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I'expression de CTLA-4 in vivo.?’® A notre connaissance, aucune étude ne porte sur 'imagerie de CTLA-
4 dans le chondrosarcome.

Une autre cible intéressante pour I'imagerie du systéeme immunitaire est représentée par PD-
1 et/ou PD-L1. Un autre essai de phase Il est actuellement en cours pour tester I'efficacité de
I'atezolizumab (anti-PD-L1) sur des chondrosarcomes de haut grade (NCT04458922) mais cet anticorps
peut étre marqué avec du Zirconium 89 et fait aussi I'objet d’autres essais cliniques d’'immunoTEP sur

des tumeurs solides et métastatiques (NCT04006522, NCT02453984, NCT04029181).274

3) Imagerie in vivo de I'angiogenése

L'angiogenése représente |'un des processus clés de la progression tumorale, c’est pourquoi
plusieurs stratégies d’'imagerie fonctionnelle ont été mises ceuvre afin de visualiser cet évenement.

L’angiographie, par exemple, peu étre réalisée par IRM pondérée en T1 ou en T,*'. Elle
nécessite I'injection d’un agent de contraste dans la circulation sanguine, le plus souvent a base de
gadolinium. De la méme maniére que pour le scanner, une IRM de perfusion est réalisée
conjointement, de maniére dynamique, afin d’apporter des informations complémentaires.?’”> Une
étude clinique regroupant 75 patients atteints de tumeurs bénignes cartilagineuses et 31 patients
atteins de chondrosarcomes a mis en évidence la pertinence de I'IRM de perfusion pour réaliser un
diagnostic différentiel chez ces patients. En effet, une perfusion plus importante a été retrouvée dans
les tumeurs malignes comparativement aux tumeurs bénignes avec une sensibilité de 100% et une
spécificité de 63,3%.%7¢

L'imagerie nucléaire peut également investiguer I'angiogenése en se concentrant sur deux
cibles moléculaires principales : VEGF et le motif RGD des intégrines, constitué d’arginine, de glycine
et de sérine. Le premier marquage du motif RGD remonte a 1999 avec le radiotraceur [1*°]] et est utilisé
en scintigraphie sur différents modeéles tumoraux chez la souris tels que le mélanome, le carcinome
mammaire et I'ostéosarcome.?”” Par la suite, de plus en plus de radiotraceurs ont émergé,
principalement composés du radionucléide [*®Ga], comme par exemple, le [®8Ga]DOTA-RGD,. Une
étude fait cas d’un patient atteint d’'un chondrosarcome de grade 2 au niveau du fémur qui présentait
une faible fixation au [*®F]FDG avec un SUVmax de 2.1 alors qu’un SUVax de 4.8 a été retrouvé avec le
[*8Ga]DOTA-RGD;. Les auteurs considérent le [®®Ga]DOTA-RGD, comme une piste prometteuse de

stratégie théranostique a employer pour les chondrosarcomes.?’®

f T,*: paramétre sensible & I'oxygénation du sang, basé sur la source de contraste qu’apporte la
désoxyhémoglobine (forme désoxygénée de I’hémoglobine).
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4) Imagerie in vivo de I'hypoxie et du pH

L'imagerie pondérée en fonction de la susceptibilité (SWI) est une technique d'IRM pondérée
en T2*, paramétre sensible a I'oxygénation du sang mais également aux dépots de calcium et, peut
donc étre utilisée pour détecter des calcifications tumorales. C’est notamment le cas pour le cancer de
la prostate et les tumeurs cérébrales. Elle pourrait étre applicable aux chondrosarcomes puisqu’ils
présentent eux aussi des calcifications.?’>%° L'imagerie des taux d’oxygénation du sang (BOLD) est
également utilisée dans des études d'hypoxie tumorale lors d’une résistance thérapeutique.?®! Une
derniere méthode d’IRM permet d’explorer I’hypoxie tumorale en faisant inhaler de I’oxygéne pur aux
patients, puis en mesurant la variation du taux de relaxation longitudinale des protons R1, qui n’est
autre que l'inverse du T; (R1 = 1/ T1). L'IRM enrichie en oxygéne (OE-MRI) a déja fait ses preuves en
préclinique et en clinique notamment dans le cancer du poumon et du rein.28223

Toujours grace a I'IRM, il est possible d’évaluer le pH tumoral intracellulaire et extracellulaire
directement relié a I’hypoxie comme nous avons pu le comprendre dans la partie « Acidification du
microenvironnement tumoral ». Cette fois-ci, I'étude du pH fait appel a des méthodes basées sur
I’échange chimique des protons de métabolites d’intérét avec ceux de 'eau. Le lactate, issu de la
glycolyse anaérobie dans les tumeurs en conditions hypoxiques, contribue a une acidification du pH.
Comme nous I'avons vu précédemment, le LATEST permet de suivre le lactate par IRM CEST. Un plus
grand signal en LATEST s’apparente a une plus grande quantité d’acide lactique, relarguée dans le
milieu extracellulaire, associée a une diminution du pH.1%>2%

Les fonctions amines ont des protons dont la vitesse d’échange varie en fonction du pH. Les
amines peuvent résonner a différentes fréquences, il y a notamment les guanidyl a 2 ppm et les autres
amines a 3 ppm. Deux études sur le glioblastome ont montré la pertinence de la mesure du signal
aminoCEST des amines a 3ppm pour investiguer le pH intracellulaire tumoral.220:28

En ce qui concerne le guanidylCEST, I'étude du pH requiére également I'étude du signal des
amides a 3,6 ppm par contraste APT CEST. En effet, Jin et al. mettent en lumiére que les signaux APT
CEST et guanidylCEST changent dans des directions opposées avec la diminution du pH in vitro et in
vivo dans un modele expérimental d’accident vasculaire cérébral sur le rat. Ainsi, la différence entre
I’APT CEST et le guanidylCEST peut améliorer la sensibilité de la mesure du pH.?°2 Une étude de 2022
investigue, in vitro et in vivo, sur un modele de cancer colorectal chez la souris, les variations de pHi en
utilisant également le signal des guanidyles et des amides. En revanche, ils proposent, plutét que
d’utiliser la différence, de réaliser un ratio des deux signaux afin de se soustraire de l'influence de la
concentration de ces protons au sein du tissu tumoral.2®
Au cours de cette thése, nous avons choisi d’employer cette stratégie en faisant le ratio du

signal APT CEST sur le signal guanidyICEST afin d’explorer le pHi tumoral.
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La technique AACID (Amine and amide concentration independent detection) est une autre
technique permettant de détecter des changements de pHi tumoraux en faisant le ratio du signal APT
CEST sur le signal aminoCEST. En revanche, cette méthode a uniquement été utilisée dans le cadre du
glioblastome et les protocoles établis nécessitaient I'injection de substance entrainant une
acidification tumorale comme la cariporide, lionidamine, le topiramate ou encore le
dichloroacetate.?®728 Une nouvelle étude suggére que I'intégration du signal guanidylCEST en plus des
signaux APT CEST et aminoCEST permettrait d’améliorer la détection des variations de pH in vivo par
la méthode AACID.?*° Les amides sont également sensibles aux variations de pH et c’est d’ailleurs pour
cela que le signal de I’APT CEST seul peut étre utilisé pour explorer le pH intracellulaire. Schiire et al.
ont notamment observé des variations de signal APT CEST correspondant a des variations de pH in vivo
mesurées par une technique de référence, la spectroscopie du phosphore 31, chez des patients
atteints de glioblastomes.??? La spectroscopie par résonance magnétique du 3!P permet d’estimer le
pHi a partir du déplacement chimique entre le phosphate inorganique et la phosphocréatine mais cette
technique n’apporte aucune résolution spatiale puisque le signal est enregistré dans un seul voxel de
taille choisie. La derniere méthode d’IRM CEST qui permet d’évaluer le pH, cette fois-ci, extracellulaire
tumoral est I'acidoCEST et fait appel a des agents de contraste précédemment détaillés. L’acidoCEST a
montré son efficacité pour évaluer le pH extracellulaire dans le cancer métastatique des ovaires®,

292293 ot dans le cancer du poumon.?

dans le myélome multiple?®?, dans le cancer du pancréas

Aprés I'IRM, c’est au tour de I'imagerie nucléaire de présenter sa pertinence pour I'étude de
I’hypoxie tumorale. Plusieurs radiopharmaceutiques TEP sont étudiés et peuvent étre potentiellement
utilisés en clinique. Les radiotraceurs les plus utilisés, tel que le [*¥F]FMISO (fluoromisonidazole),
appartiennent a la famille des nitroimidazoles. Aprés pénétration cellulaire par diffusion passive, ces
radiotraceurs sont réduits par action des nitro-réductases en anions avec un radical nitro (nitroso-
FMISO). En présence d'oxygeéne, les anions sont réoxydés et pourront diffuser dans le milieu
extracellulaire. Dans des conditions hypoxiques, la réoxydation n’est pas possible et les dérivés nitroso-
FMISO auront la capacité de se lier aux molécules intracellulaires de maniére covalente, empéchant
ainsi la sortie du traceur. Le [*®F]-Fluoromisonidazole ou [*F]FMISO a été le premier traceur TEP a
cartographier I'oxygénation tissulaire in vivo chez I'Homme. Les derniéres études évaluant le
[*8F]FMISO en oncologie clinique portent, par exemple, sur la surveillance de I'hypoxie chez des
patients atteints de cancers ORL au cours d’une chimiothérapie. Les résultats ont montré que les
patients qui présentaient un signal [*F]FMISO localisé spatialement au cours du temps, ont une
progression plus lente de leur pathologie, contrairement a ceux qui ont une expansion du signal de
[*8F]FMISO au cours du temps.?®> Dans le cancer du poumon, le [*®F]FMISO est comparé a un autre
radiotraceur de I’hypoxie, le [*®F]FAZA (Fluoroazomycin arabinoside) en préopératoire afin de détecter

les Iésions cancéreuses les plus hypoxiques. Le [*®F]FMISO détecte plus de Iésions que son homologue
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chez les patients malgré le fait qu’aucune corrélation entre le SUVma de ces radiotraceurs et les
résultats ex vivo d'immunomarquages aux GLUT1, CAIX, LDH-5 et HIF-1a n’ait été mise en évidence.?*®
Au niveau du cancer du sein, I'hypoxie mesurée par [*¥F]JFMISO était corrélée négativement avec la
microcirculation capillaire des tumeurs mesurée par IRM de perfusion et leur fraction hypoxique
augmentait avec la taille de la Iésion.?*” En revanche, le [*®F]FMISO n’a pas totalement fait ses preuves
dans le diagnostic du cancer rectal, du fait de la difficulté d’interprétation des images. En effet, ce
radiotraceur s’accumule dans le tube digestif et dans la vessie.?®

L'utilisation du [*®F]FMISO en routine clinique est donc sujet a quelques limitations
essentiellement dues a son profil pharmacocinétique relativement lent. En effet, sa nature lipophile
empéche une élimination rapide du traceur dans les tissus non-cibles. Ceci conduit généralement a un
ratio tumeur sur muscle relativement faible (ou une valeur de 1,2 est déja considérée comme
spécifique de I'hypoxie) et a I'origine d’images au contraste modéré, rendant difficile la visualisation
des régions hypoxiques au niveau du microenvironnement tumoral. De ce fait, des efforts
considérables ont été réalisés afin de développer des dérivés, appartenant a la famille de
nitroimidazoles, de seconde génération avec des propriétés pharmacocinétiques améliorées. La Figure
40 vous présentent 4 souris porteuses de xénogreffes de cancer du larynx ayant recu chacune 1 des 4
radiotraceurs TEP de I’hypoxie tels que le [ F]FMISO, le [*F]HX42%, le [®*Cu]ATSM3® et |e [*8F]FAZA3L,
Les images démontrent que le [**Cu]-diacetylbis(4-methylthiosemicarbazonato) ([**Cu]ATSM), faisant
partie du groupe des composés non nitroimidazoles, présente un rapport signal sur bruit optimal et a
I'neure actuelle, plusieurs études précliniques et cliniques ont évalué et validé son utilisation pour
I'imagerie de I'hypoxie dans les tumeurs. C'est le cas pour le cancer du poumon et les tumeurs ORL3%,

le cancer du col de I'utérus®® mais aussi le glioblastome.3%*

[18F]FMISO  [18F]HX4 [SCu]ATSM [I8F]FAZA

Figure 40: Comparaison des différents traceurs TEP pour I'étude de I'hypoxie tumorale chez la
souris.>%

Images coronales représentatives obtenues a partir de souris porteuses de xénogreffes
cancer du cou, chacune injectée avec le traceur d’hypoxie TEP indiqué. Les images ont été
normalisées a la méme échelle et la fenétre sélectionnée pour permettre la comparaison de
l'absorption relative de la tumeur. La fléche rouge indique I'emplacement de la tumeur sur le
membre postérieur. %1D/g = pourcentage de dose injectée par gramme.
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Le facteur de transcription HIF-1 peut étre également ciblé en imagerie nucléaire. En effet, une
protéine de fusion marquée a I'lode 123, PTD-ODD-SAV (IPOS), a été développée. IPOS posséde le
méme domaine de dégradation oxygéne-dépendant que HIF-1 et suit donc la méme voie de
dégradation. Ainsi, I'IPOS radiomarquée est dégradée dans les cellules oxygénées et s'accumule, tout
comme HIF-1 dans les cellules hypoxiques. [*2%[]I-POS a montré in vivo une accumulation tumorale
élevée et sélective 24 h post-injection avec un ratio tumeur/muscle moyen de 9,6, sur un modéle souris
de cancer du sein. De plus, une corrélation positive a été trouvée entre I'accumulation tumorale de
[*21]1-POS et I'activité de HIF-1 dans les cellules tumorales.3°® Une autre sonde, [*%°1]I-DKOP30, basée
sur le méme principe et testée sur le méme modele murin in vivo, a montré une accumulation
tumorale. De plus, ex vivo en autoradiographie au [*?°[]I-DKOP30, les régions hypoxiques identifiées
coincident avec celles identifiées par immunomarquage au HIF-1a et au pimonidazole.3%”

Une derniére stratégie en imagerie nucléaire pour cibler I'hypoxie vise a radiomarquer des
anticorps, fragments d’anticorps ou affibodies dirigés contre CAIX. A ce jour, le radiotraceur anti-CAIX
le plus efficace dans les essais cliniques est I'anticorps ¢G250, le Girentuximab. cG250 a été marqué
avec de I'Indium 111, de I'iode 124 et le Zirconium 89 pour l'imagerie TEMP et TEP.3% Des études
cliniques pilotes chez des patients atteints de carcinomes rénaux métastatiques avec ¢cG250, marqué
a I'Indium 111 et I'iode 124, ont démontré une détection réussie des lésions.3%31° Afin de diminuer le
temps de circulation des anticorps et I'absorption tumorale, des fragments d’anticorps (Fabs) anti-CAIX
ont été radiomarqués. Par exemple, I'acide diéthyléne triamine penta acétique (DTPA)-cG250(FAb')2
radiomarqué a I'indium 111 a montré des résultats prometteurs en recherche préclinique. Ce Fab a
permis une évaluation quantitative du tissu tumoral positif au CAIX dans un modele de souris
xénogreffées avec des cellules de cancer ORL.3!! || est également possible de radiomarquer des petites
molécules inhibitrices de CAIX, a base de benzéne sulfonamide, notamment I'ATS-DTPA-In[In!!!] qui a
montré des rapports de signaux tumeur/fond prometteurs dans un modéle murin de cancer
colorectal.3'? De plus, Lau et al. ont créé trois inhibiteurs a base de sulfamides avec une puissante
inhibition de CAIX. Lors de leur évaluation in vivo sur un modéle de souris xénogreffées avec des
cellules de cancer colorectal, ces derniers radiomarqués au Gallium 68, ont démontré un ratio
tumeur/muscle moyen de 4,63, 1h post-injection.3’® D’autres inhibiteurs de CAIX sont en cours
d’évaluation, notamment le [**}In]DO3A-IS1, qui a montré une importante accumulation spécifique
dans les tumeurs exprimant fortement CAIX.3! Enfin, de petites protéines, les affibodies, peuvent étre
synthétisées dans le but d’avoir une forte affinité pour des anticorps monoclonaux ciblant CAIX.
L'affibody ZCAIX:2 radiomarqué au technétium métastables 99, le [*°™Tc]Tc(CO)s-(HE)s-ZCAIX:2, s'est
révélé le plus prometteur en raison de sa forte fixation tumorale in vivo sur des souris porteuses de

xénogreffes de cancer rénal.3?® Une variante de cet affibody marqué a I'Indium 111, I'[**}In]In-DOTA-
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HE3-ZCAIX:2, a montré I'absorption tumorale la plus importante de tous les composés testés in vivo en
préclinique sur un modéle murin de cancer rénal métastasé.3®

L'imagerie nucléaire est également en mesure d’'imager les zones tumorales présentant des
valeurs de pH plus basses. C’'est le principe des pHLIPs, ces peptides changent de forme dans des
conditions de pH acide, ce qui leur permet de pénétrer la membrane cellulaire et donc de s'accumuler
dans les cellules tumorales en acidose. Plusieurs synthéses de pHLIP telles que WT, Vars; et Var; ont été
développées et marquées avec du Cuivre 64 et Fluor 18. Dans I'évaluation préclinique in vivo sur un
modeéle souris orthotopique de cancer du sein, le NO,A-cysVars s'est avéré étre le meilleur candidat
avec I'absorption tumorale la plus élevée a 4 h post-injection, qu’il soit marqué avec du Fluor 18 ou du
Cuivre 64.3Y Un peptide modifié de Vars marqué au Fluor 18 a été évalué dans un essai clinique de
phase | chez des patientes atteintes de cancers du sein mais les résultats ne sont pas encore publiés
(NCT04054986).

Le DMSA mime métaboliquement le phosphate et s'accumule dans les cellules cancéreuses les
plus acides par hydrolyse. Néanmoins, trois études ont été investiguées au cours d’'une méta-analyse
dans le but d’étudier I'efficacité du **"Tc-DMSA dans le diagnostic clinique des chondrosarcomes. Au
total, 51 chondrosarcomes et 93 tumeurs bénignes cartilagineuses ont été recensés. Le ®™Tc-DMSA a
démontré globalement une sensibilité de 100 % et une spécifique a 47 % dans le diagnostic différentiel
du chondrosarcome.’

Il est aussi important de noter que la nécrose est fréquente dans les zones hypoxiques et parce
que les cellules nécrotiques ne fixent pas les radiotraceurs de I'hypoxie, elles ont tendance a diminuer
le signal en TEP et TEMP. Il est donc essentiel de combiner différentes modalités d’imagerie pour

accéder a I’hétérogénéité tumorale et pour une meilleure interprétation des résultats.

5) Imagerie in vivo des composants de la matrice extracellulaire

Par IRM tout d’abord, la composition des matrices extracellulaires chondrogéniques peut faire
varier, en partie, l'intensité du signal de plusieurs contrastes (Figure 41).

Les contrastes T, et T,* ressortent en hypersignal lorsque la matrice extracellulaire est riche
en collagéne puisque ce dernier retient les molécules d’eau. A I'inverse, le contraste Ti,, qui refléte la
composition biochimique des tissus, présente en hyposignal une matrice extracellulaire riche en
protéoglycanes.318-320
L'IRM de diffusion est, elle aussi, sensible a la composition de la matrice extracellulaire. En

effet, plus une matrice extracellulaire est dense en fibres de collagene et plus le mouvement des

molécules d’eau sera restreint.3?*
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La technique dGEMRIC utilise un agent de contraste a base de gadolinium chargé
négativement, le Gd-DTPA?". Aprés I'injection intraveineuse du produit, ce dernier se distribue au sein
de la matrice extracellulaire de maniére inversement proportionnelle au contenu en GAGs chargés eux
aussi négativement. Autrement dit, plus la matrice extracellulaire est riche en GAGs et moins il y aura
d’accumulation de Gd-DTPA?™ dans celle-ci. Puisque le Gd-DTPA?" réduit le temps de relaxation T; au
sein du tissu infiltré, les mesures élevées de T; refleteront une importante teneur en GAGs de la
matrice.3??

L'IRM du sodium permet d’évaluer la concentration de sodium endogene présent dans les
tissus grace a une antenne dédiée. L'ion sodium 22Na*, chargé positivement, est capable de se lier aux
charges négatives portées par les groupements sulphate et caboxylate des GAGs. Ainsi, une matrice
extracellulaire riche en GAGs présentera un signal en IRM du sodium plus important.32

Enfin, le contraste gagCEST, comme nous l'avons vu précédemment, permet d’imager les
groupements hydroxyles portés par les GAGs au sein de la matrice extracellulaire tumorale du cancer

du pancréas de stade avancé.?®
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Figure 41: Techniques d'IRM permettant d'évaluer les propriétés de la matrice extracellulaire :

représentation de l'intensité du signal IRM en fonction de la concentration en composé.3?*

»
g

Par le manque évident de radiotraceurs dédiés a I'exploration de la matrice extracellulaire,
notamment au niveau des protéines fibrillaires, FUMR 1240 INSERM a développé une stratégie de
ciblage des GAGs. En effet, le radiotraceur N-(triéthylammonium)-3-propyl-[15]ane-N5 marqué au
9mTc et appelé [P Tc]NTP 15-5 est une molécule bi-fonctionnelle qui posséde une fonction ammonium
guaternaire (AQ) chargée positivement qui pourra venir se lier aux groupes sulfates et carboxylates
des GAGs portant les charges négatives, et un polyazamacrocycle chélatant le ®™Tc, I'isotope de choix

pour I'imagerie TEMP en médecine nucléaire (Figure 42).33

75| Page



Chapitre 2: Introduction bibliographique

:

H
’

\Nj cr J

N\/\/;jk\/

-~ 8 Z
-0
—|:o

S

4
7

I

(\\
I—2Z211,

\

Figure 42: Structure chimique du [ *™Tc]JNTP 15-5.

Aprés avoir démontré la liaison spécifique du #°™Tc-NTP 15-5 a I'agrécane et le role du vecteur
AQ dans ce ciblage, la preuve de concept préclinique de I'intérét de ce radiotraceur pour I'imagerie
spécifique du chondrosarcome en médecine nucléaire a été réalisée dans le modele SWARM sur rats.
Deux approches expérimentales ont été évaluées avec un modele de tumeur primitive implantée en
situation paratibiale et un modele de récidive locale apres implantation en situation condylienne et
curettage intralésionnel. Trente minutes apres I'administration intraveineuse du radiotraceur, une
accumulation de celui-ci est observée au niveau du tissu tumoral a raison de 3 a 4% de la dose injectée
par gramme. Ce radiotraceur est a l'origine d'un excellent contraste en imagerie TEMP in vivo, tel

qu’illustré par la Figure 43 en TEMP/TDM.

Figure 43: Rat porteur d'un chondrosarcome SWARM implanté en paratibial au niveau de la patte
droite et imagé par TEMP/TDM au [ *°"Tc]NTP 15-5.

Ainsi, le radiotraceur [*™Tc]NTP 15-5 autorise un diagnostic dés le stade J+4 post-
implantation pour 70% des animaux, quand la scintigraphie osseuse est négative, et le diagnostic
au [*8F]FDG, traceur de référence en oncologie, n’est positif qu'a un stade tardif J+25, et seulement
pour 45% des animaux. Il a démontré sa pertinence pour le diagnostic de la récidive locale aprés
chirurgie et I’évaluation de la réponse a la thérapie.?64324326 En recherche clinique, le [*™T¢]NTP 15-5
est actuellement évalué dans un essai de premiére administration chez I'homme (first in human) sur

la pathologie de I'arthrose (NCT04481230).
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6) Imagerie in vivo du remodelage osseux

La scintigraphie osseuse est recommandée pour les plus hauts grades de chondrosarcomes et
pour les chondrosarcomes non conventionnels dédifférenciés.??” Les radiopharmaceutiques utilisés
pour une scintigraphie osseuse utilisent des biphosphonates tels I’hydroxyméthyléne diphosphonate
(HMDP), le MDP ou encore le 2,3-dicarboxypropane-1,1-diphosphonate (DPD) qui ont une grande
affinité pour les cristaux d’hydroxyapatite. Une étude clinique a récemment démontré que la
scintigraphie osseuse au [**™Tc]HMDP avait permis un diagnostic différentiel chez 34 patients entre un
chondrosarcome de bas grade et une tumeur bégnine de type enchondrome avec une sensibilité et
une spécificité de 86% et 75%, respectivement.3?® En revanche, une méta-analyse, a la suite de I'étude
de 3 articles comprenant 110 chondrosarcomes au total dont 103 était de grade 1, a conclu que la
scintigraphie osseuse au [*"Tc]MDP présentait une spécificité de seulement 4 %. Le [**™Tc]MDP
semble n’avoir qu’une faible valeur diagnostique, plus faible que celle du [*¥F]FDG, dans le cadre des
chondrosarcomes conventionnels de grade 1.%’

Une exploration du remodelage osseux peut aussi avoir lieu en imagerie TEP par
I'intermédiaire du fluorure de sodium marqué au fluor 18, le [*®F]NaF. En effet, une fois injecté, le
[*8F]NaF va s’incorporer au réseau osseux en formation, en se substituant aux ions hydroxyles (OH)
dans les cristaux d’hydroxyapatite, de facon a produire de la fluoroapatite. Pour I'instant, I'utilisation
de la TEP au [*F]NaF a été évaluée dans I'ostéosarcome en montrant une plus grande performance

diagnostique pour la détection des métastases osseuses par rapport a la scintigraphie osseuse.329330

Nous venons d’explorer les différentes méthodes d’imageries fonctionnelles applicables in vivo
permettant I'étude des caractéristiques du microenvironnement tumoral du chondrosarcome. Nous

allons maintenant nous intéresser aux stratégies thérapeutiques déployées afin de cibler ce dernier.

C) Stratégies thérapeutiques ciblant le microenvironnement tumoral

1) Ciblage des acteurs de 'immunité anti-tumorale

La plupart des immunothérapies sont basées sur linhibition des points de contrdles
immunitaires par le biais d’anticorps anti-PD-1/2 ou anti-PD-L1/L2. Les chondrosarcomes
dédifférenciés sont connus pour avoir une infiltration lymphocytaire tumorale corrélée a I'expression
de PD-L1, ce qui suggére que ces tumeurs pourraient étre sensibles a I'immunothérapie.!** De plus,
Yang X et al. ont rapporté que PD-L1 et PD-L2 étaient exprimés a hauteur de 68 % et 42 %,
respectivement, dans les chondrosarcomes conventionnels et leur expression est associée a celle du

marqueur de prolifération cellulaire ki-67 ainsi qu’a un phénotype clinique avancé.?*! En revanche, une
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seconde étude a mis en évidence I'expression de PD-L1 exclusivement dans les chondrosarcomes
dédifférenciés de 42,6 % des patients et non dans les chondrosarcomes conventionnels.*?

Actuellement, quatre essais cliniques sont en cours pour évaluer le bénéfice de
I'immunothérapie pour le traitement du chondrosarcome. Trois font appel a des anticorps anti-PD-1
comme le Pembrolizumab (NCT05039801), le Nivolumab (NCT02982486) et le Toripalimab
(NCT03474640) et un fait appel a un anticorps anti-PD-L1, Atezolizumab (NCT04458922) mais aucun
résultat n’a, pour l'instant, été publié.

Un essai clinique de phase Il terminé (NCT02301039) utilisant le Pembrolizumab, a montré que
1 des 5 patients inclus avec un chondrosarcome présentait une réponse partielle au traitement avec
une réduction de la masse tumorale supérieure a 50% et durable au-dela de 6 mois. Un autre patient
montrait une stabilisation de sa maladie et 3 patients subissaient une progression tumorale. Le critére
d’évaluation principal n’a donc pas été atteint pour cet essai clinique.3*? De la méme maniére, Bilusic
et al. ont mené un essai clinique de phase | utilisant un anticorps inhibiteur de I'lL-8 chez des patients
atteints de tumeurs solides métastatiques ou non résécables (NCT02536469). Dans cet essai,
seulement un patient atteint de chondrosarcome a été inclus et une progression de son cancer a été
observée sur le mois ol ce patient a été suivi.>*3

Enfin, une étude rétrospective sur les résultats cliniques utilisant du Nivolumab incluant
seulement deux patients atteints de chondrosarcomes dédifférenciés dont un qui a montré, au stade
métastatique, une réponse partielle au traitement. En effet, apres avoir recu 6 cycles de Nivolumab
par voie intraveineuse, une réponse partielle a été observée chez ce patient de 74 ans et cette réponse
est maintenue aprés 26 cycles.?

A notre connaissance, peu d’études précliniques portent sur le ciblage de CTLA-4 dans le
chondrosarcome et seulement deux essais cliniques sont actuellement en cours afin d’évaluer cette
immunothérapie en association. Le premier est un essai clinique de phase Il associant I'anticorps anti-
PD1, le Nivolumab et I’anticorps anti-CTLA-4, I'lpilimumab (NCT02982486). Le second essai de phase |
et Il est plus récent encore et combine a la fois 'YHOO1 (anti-CTLA-4) et I'Envafolimab (anti-PD-L1),
avec ou sans doxorubicine, chez des patients atteints de chondrosarcomes a un stade métastatique

(NCT05448820). Aucun résultat n’est encore publié pour ces deux essais.

2) Ciblage de I'angiogenese
Dans les lignées cellulaires de chondrosarcome humain, I'angiogenese est favorisée par
I'adiponectine, une hormone métabolique des acides gras.>*® En effet, cette étude montre in vitro et
in vivo sur un modele de souris portant des xénogreffes de JJ012, que l'adiponectine favorise

I'expression de VEGF-A par le biais de son récepteur AdipoR mais aussi par I'intermédiaire de PI3K, de
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Akt, de mTOR et des cascades de signalisation du facteur HIF-1a. Deux autres études ont décrit que les
chimiokines CCL5 et CXCR4 favorisent également I'expression de VEGF-A dans les cellules tumorales
de chondrosarcome et donc I’angiogenése en activant la voie PI3K, Akt.336:3%7

La voie de signalisation PI3K, Akt, mTOR est donc une cible de choix pour l'inhibition de
I’angiogenéses dans le chondrosarcome. C’est pour cela qu’une étude a utilisé un inhibiteur de tyrosine
kinase, le SU6668, in vivo dans un modele préclinique de chondrosarcome. L’effet anti-angiogénique
de SU6668 a été démontré et son utilisation a entrainé une inhibition de la croissance tumorale.3*®

Le pazopanib, précédemment décrit dans la partie « Nouvelles chimiothérapies ciblées » est
un inhibiteur oral de la tyrosine kinase qui inhibe VEGF. Il a fait ses preuves, dans un essai clinique de
phase 1l, pour les chondrosarcomes conventionnels métastatiques ou non résécables
(NCT01330966).7*

Un essai clinique de phase Il vient de débuter en associant I’Anlotinib, un inhibiteur de tyrosine
kinase qui cible le récepteur de VEGF, a un inhibiteur de PD-1 pour le traitement du chondrosarcome

(NCT05193188).3%°

3) Ciblage de I’hypoxie
I Inhibition du facteur de transcription HIF

L'inhibition thérapeutique de HIF peut intervenir a différentes étapes de la voie de signalisation
(Figure 44).
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Figure 44: Mécanismes d'actions des inhibiteurs de HIF agissant a différents niveaux
de la voie de signalisation HIF.3%°
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Il peut s’agir d’un blocage de la traduction de HIF, c’est le cas de I'inhibiteur de topoisomérase
1, CRLX101 (NCT01652079) qui a déja fait ses preuves dans le cancer de I'ovaire au cours d’un essai
cliniqgue de phase 11.3*! ’EZN-2968 est un oligonucléotide anti-sens de ’ARNm de HIF-a ce qui aura
pour conséquence de stopper sa traduction. Une étude pilote a été menée sur des patients atteints de
tumeurs solides (NCT01120288) et a démontré que EZN-2968 permettait de moduler, par
I'intermédiaire de la régulation de HIF, I'expression de certains genes cibles impliqués dans la
tumorigenése.3*

Un autre inhibiteur de la traduction de ’ARNm de HIF-a est PX-478. Cette petite molécule
dérivée du melphalan est utilisée dans un essai clinique de phase | sur des tumeurs solides et des
lymphomes mais aucun résultat n’est pour l'instant publié (NCT00522652).343

Une nouvelle application a été attribuée a la digoxine, qui semble inhiber la traduction de HIF-
o et est actuellement évaluée dans un essai clinique de phase Il (NCT01763931) sur le cancer du sein.
La 2ME2 (Panzem) inhibe également la synthése de la protéine de HIF-a et empéche sa translocation
nucléaire et donc son activité de facteur de transcription. Malheureusement, dans la plupart des essais
cliniques ou il est utilisé, le taux de réponse objective globale n’est pas atteint. En revanche, lorsque
ce dernier est couplé au bevacizumab, une réduction de la taille des tumeurs de 68% et 11,3 mois de
survie sans progression de la maladie sont observés chez les patients atteints de tumeurs carcinoides
métastatiques (NCT00328497).344

Le 17-AAG ou la tanespimycine inhibe la Hsp90 qui est une protéine chaperonne de HIF-a. Cet
inhibiteur entrainera la dégradation prématurée de la protéine HIF-a par le protéasome. De la méme
maniére, le Vorinostat est un inhibiteur d’histones désacétylases qui va maintenir acétylée la Hsp90,
qui ne jouera plus son réle de protéine chaperonne pour HIF-a et provoquera sa dégradation par le
protéasome.3*® Le Vorinostat a été approuvé pour le traitement des lymphomes cutanés par la Food
and Drug Administration suite aux résultats prometteurs d’une étude clinique de phase 11.34

Enfin, une inhibition de la dimérisation nucléaire entre les deux sous unités de HIF est la cible
des molécules PT-2385 et PT-2977 (Belzutifan). Elles empécheront ainsi la liaison du facteur de
transcription HIF-2a a I’ADN et donc la transcription de génes cibles. PT-2385 a montré son efficacité
dans un essai de phase | (NCT02293980) avec un contrdle de la maladie chez 66% des patients atteints
de carcinomes rénaux métastatiques, cancers présentant fréquemment une expression constitutive
de HIF.3¥ D’autres essais cliniques (NCT03216499, NCT03108066, NCT02293980) sont actuellement en
cours pour confirmer I'efficacité de PT-2385. Son homologue de deuxiéme génération, PT-2977, fait
actuellement l'objet de 15 essais cliniques, pour la plupart trés récents, et qui concernent
principalement le cancer du rein (NCT02974738, NCT03401788).34834° Fajt non surprenant puisque le
Belzutifan a démontré, in vivo dans plusieurs espéeces, un profil pharmacocinétique significativement

amélioré par rapport a PT-2385.3°
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Les inhibiteurs de HIF-2a sont pertinents pour une approche thérapeutique dans le
chondrosarcome puisqu’une étude récente a démontré qu’HIF-2a conférait a ces tumeurs les
capacités nécessaires a la croissance tumorale ainsi qu’a l'invasion locale et métastatique. De plus, une
inhibition pharmacologique de I’'hétéro-dimérisation de HIF-2a par TC-S7009, associée avec des agents
chimiothérapeutiques tels que le cisplatine ou la doxorubicine, améliore de maniére synergique
I'apoptose des cellules de chondrosarcome SW1353, JJ012 et OUMS-27. De surcroit, cette combinaison
thérapeutique a réduit les volumes tumoraux des modeles murins JJ012 sous-cutanés et SW1353
orthotopiques. Dans ce dernier modeéle, une inhibition de I'invasion tumorale des tissus mous autour

du tibia et une résorption des métastases pulmonaires ont également été rapportées.'?’

ii. Inhibition de 'anhydrase carbonique IX

DTP348 et DTP338 sont des molécules inhibant spécifiquement CAIX mais seule DTP348 a
montré son efficacité in vivo dans des modéles précliniques de cancer du sein.?*! Actuellement, cet
inhibiteur de CAIX oral fait I'objet d'un essai clinique de phase | (NCT02216669) incluant des patients
atteints de tumeurs solides ou de cancers ORL.

Le SLC-0111 est linhibiteur de CAIX le plus étudié en préclinique et en clinique.3>%3>3
Actuellement, SLC-0111 est en essai clinique de phase | (NCT02215850) dans le traitement des cancers
métastatiques du pancréas. Les premiéres conclusions sont encourageantes d’apres les données de
pharmacocinétique et de tolérance chez les patients, le SLC-0111 a été recommandé pour la poursuite

en phase 1.3

jii. Activation de prodrogues grdce a I’hypoxie
Contrairement aux deux stratégies précédemment décrites, cette derniére consiste en
I’exploitation de I'inconvénient qu’est I’hypoxie pour en tirer un avantage. Ainsi, dans les années 90,
débute I'investigation des prodrogues activables en hypoxie, ou HAPs. La sélectivité des HAPs repose,
en conditions hypoxiques, sur une diffusion facilitée dans les zones pauvres en oxygéne du
microenvironnement tumoral mais également sur la libération du principe actif cytotoxique dans les
cellules tumorales hypoxiques avec la possibilité de diffuser vers les cellules voisines dans les zones
plus oxygénées de la tumeur.
Il existe de nombreuses prodrogues activables en hypoxie qui ont été développées ces 3
dernieres décennies mais la plus ancienne est probablement la tirapazamine.
La HAP tirapazamine a fait I'objet de nombreux essais cliniques de phases | et Il, associée ou
non a de la chimio- et/ou de la radiothérapie, dont la plupart ont montré une efficacité et une bonne

tolérance chez les patients.®>%® En revanche, au cours des essais cliniques de phase Ill, la molécule
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n’a pas réussi a montrer une amélioration significative de la survie globale des patients atteints de

337359 | "explication majeure du manque d’efficacité de

cancers ORL, du poumon et du col de I'utérus.
la molécule en clinique est la faible stratification des patients en fonction de leur fraction hypoxique
tumorale.®° || a aussi été montré que la tirapazamine avait un taux de pénétration relativement faible
du fait de son activation précoce dans des conditions d’hypoxie légére. La HAP est métabolisée avant
d’avoir eu le temps d’atteindre les régions tumorales les plus hypoxiques.3®® Fort de ce constat, des
prodrogues analogues a la tirapazamine ont été développées avec de meilleures propriétés de
pénétration et de métabolisme comme le SN30000.362

La molécule AQ4N a montré son intérét en conditions hypoxiques et particulierement pour
I'activation des macrophages hypoxiques associés aux tumeurs. Apres la réduction de AQ4N dans les
macrophages, il y a la formation de radicaux libres qui entraineront la destruction des cellules
tumorales environnantes.>®3 Trois essais cliniques de phase | ont porté sur ’AQ4N en monothérapie ou
associé a de la radiothérapie dans des tumeurs solides (NCT00090727), des lymphomes
(NCT00109356) et des glioblastomes (NCT00394628).3543% Les principales conclusions de ces 3 essais
sont que I"AQ4N est relativement bien toléré par les patients et ceux atteints de tumeurs solides
présentent une stabilisation de leur pathologie.?®> AQ4N est activé spécifiquement dans les régions
hypoxiques et est capable de franchir la barriére hématoencéphalique.?** AQ4N montre un effet anti-
tumoral significatif lorsqu’il est associé a de la radiothérapie.>®®

PR-104, faisant partie de la famille des nitroaromatiques, a été développé au sein de
I'université de Auckland.3®” Cette HAP subit une réduction mono- ou di-électronique pour former les
composés PR-104H et PR-104M qui pourront se lier a I’ADN via des liaisons inter-brins. Huit essais
cliniques de phases | et Il ont été menés avec et sans I'association de chimiothérapie principalement
sur des patients atteints de leucémies, de cancers des poumons, de cancers du foie ou de tumeurs
solides mais aucune réponse ou seulement une réponse partielle avec PR-104, associée a une forte

toxicité, a été observée.3%83% Un essai de phase | et [l a néanmoins observé une diminution significative

des cellules leucémiques hypoxiques au sein de la moelle osseuse des patients (NCT01037556).37°

Parmi les HAPs de seconde génération, le TH-302 ou I'évofosfamide est le plus étudié. Cette
molécule a été publiée, pour la premiére fois, en 2008.3’! Elle est composée d’un nitroimidazole couplé
a un effecteur de type moutarde isophophoramide bromée (Br-IPM). En conditions hypoxiques, le TH-
302 libére, suite a une réaction de réduction mono-électronique, le Br-IPM qui est un puissant agent

alkylant de I’ADN (Figure 45).
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Figure 45: Métabolisme du TH-302.3"?

L'efficacité antitumorale du TH-302 en monothérapie a été rapportée dans de nombreuses
études précliniques in vitro et in vivo portant sur différents modeles tumoraux notamment,
I’'ostéosarcome.3”*37* In vitro, une étude a d’ailleurs montré que le TH-302 avait un important pouvoir
cytotoxique sur les cellules d'ostéosarcome cultivées en conditions hypoxiques, alors que les
ostéoblastes humains sains n’étaient pas impactés dans les mémes conditions de culture.?”>37¢ |n vivo,
le TH-302 seul a réduit la charge tumorale dans les tibias de souris et associé avec la doxorubicine ou
un antagoniste du récepteur pro-apoptotique, tel que la dulanermine ou le drozitumab, il a protégé
les os de l'ostéolyse induite par l'ostéosarcome, tout en réduisant également les métastases

375377 )| a été démontré que l'association du TH-302 & d’autres médicaments de

pulmonaires.
chimiothérapie conventionnels, améliore leur effet antitumoral. C'est notamment le cas pour le
docétaxel, le cisplatine, le pemetrexed, l'irinotécan, la gemcitabine, le témozolomide et le
topotécan.’”? Saggar et Tannock ont méme démontré que le TH-302 pouvait inhiber la prolifération
des cellules tumorales hypoxiques ayant résisté a la chimiothérapie in vitro et la réoxygénation
tumorale ex vivo a partir de xénogreffes de cancers du sein et de la prostate.?”®

D’autres études précliniques ont étudié la pertinence de I'association TH-302 et radiothérapie
et les résultats sont tres encourageants. Par exemple, dans le cancer du poumon, le
rhabdomyosarcome, le cancer de la peau, le cancer colorectal ou encore le cancer du pancréas, un
retard significatif de la croissance tumorale a été observé ainsi qu’une diminution de la fraction
hypoxique tumorale.3”?

Récemment, deux études précliniques récentes ont associé le TH-302 a de I'immunothérapie

anti PD-1 et anti-CTLA-4 dans des modeéles expérimentaux de cancer de la prostate et de cancer
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ORL.37938 jJayaprakash et al. ont démontré que les régions hypoxiques des modéles murins de cancer
de la prostate présentaient une plus faible infiltration des lymphocytes T, créant potentiellement des
zones de résistance a l'immunothérapie. lls ont donc combiné le TH-302 avec des anticorps dirigés
contre CTLA-4 et PD-1, améliorant considérablement I'effet de I'immunothérapie. Le TH-302 a donc
diminué la fraction hypoxique tumorale et favorisé I'infiltrat immunitaire.>”® De méme, Jamieson et al.
ont également constaté que la thérapie combinée avec le TH-302 et un anti-CTLA-4 peut encore
améliorer les taux de survie d'un modele syngénique de cancer ORL par rapport a une
monothérapie.3®°

D’un point de vue clinique, le TH-302 est étudié depuis 2007 dans de nombreux essais allant
jusqu’a la phase Ill mais pour l'instant, aucune étude préclinique in vivo et clinique n’a étudié la
pertinence du TH-302 pour la prise en charge du chondrosarcome. Plusieurs essais cliniques de phases
| et Il ont rapporté des résultats encourageants pour plusieurs types de tumeurs, tels que les sarcomes
des tissus mous, les glioblastomes, le cancer du pancréas et le cancer ORL. Ces cancers sont tous décrits
comme particulierement hypoxiques et résistants aux thérapies, c’est pour cette raison que le TH-302,
seul ou en association avec d'autres thérapies, a montré son importante et prometteuse efficacité
antitumorale.380-38

Malgré ces résultats cliniques prometteurs, le TH-302 n’a toujours pas recu I'approbation des
autorités de santé. En effet, il a montré une efficacité limitée dans un essai clinique de phase | pour le
traitement de la leucémie (NCT01149915) et a échoué dans deux essais cliniques de phase llI
(NCT01746979, NCT01440088).38438 |es causes possibles pour expliquer ce manque d’efficacité
pourraient étre le manque de stratification des patients en fonction de leur fraction hypoxique
tumorale, I'antagonisme entre les médicaments ou encore les changements de formulation de la

prodrogue 386388

4) Ciblage des composants de la matrice extracellulaire

Le ciblage des protéoglycanes de la matrice extracellulaire du chondrosarcome portant de
nombreuses charges négatives peut s’effectuer a I'aide de molécules cytotoxiques associées a un AQ
chargé positivement. C'est notamment le cas pour le melphalan, un agent alkylant de I’ADN, qui a été
couplé a AQ afin d’étudier in vivo son action sur un modeéle de rat SWARM orthotopique. Le melphalan-
AQ a entrainé une réduction significative du volume tumoral chez les rats traités comparativement aux
contrdles. De plus, une diminution significative de la fixation tumorale du radiotraceur [*™Tc]NTP 15-
5 dans le groupe traité est observée et ces résultats sont confirmés ex vivo par dosage biochimique

des GAGs et par coloration au bleu alcian.3*
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Une autre stratégie thérapeutique pertinente peut étre I'inhibition des protéinases de la
matrice extracellulaire puisque ces dernieres sont a 'origine de la dégradation de la matrice et donc
de la prolifération et I'invasion cellulaire mais surtout de la dissémination métastatique.3®°

De nombreuses études précliniques s’intéressent a I'action des métalloprotéinases (MMPs,
ADAMs et ADAMTs) au sein du chondrosarcome.?*3%2 Certaines proposent méme de nouveaux
inhibiteurs prometteurs tels que le salubrinal qui réduit partiellement I'expression de la MMP-13 ou
encore le gefitinib qui diminue I'expression des MMP-2 et 9.39%:3%

Le zaltoproféne, qui est un anti-inflammatoire, a été aussi décrit comme supprimant
I’expression de la MMP-2 dans les lignées cellulaires humaines de chondrosarcome inhibant ainsi la
prolifération, la migration et I'invasion cellulaire.3® Chez un patient atteint d’un chondrosarcome de
haut grade au niveau des cervicales de la colonne vertébrale, le zaltoproféne a montré une réduction
de I'expression de MMP-2 pouvant expliquer la stabilisation de la tumeur sans métastase durant les 2
ans de traitement. L'administration a long terme de zaltoproféne pourrait prévenir la progression
tumorale du chondrosarcome.3%*

La doxycycline et la doxycycline avec un AQ ont été évaluées in vitro sur des cellules de
chondrosarcome de rat et in vivo dans sur un modéle rat SWARM orthotopique. In vitro, les deux
composés inhibent I'activité des MMP-13 mais seul le dérivé de la doxycycline avec 'amonium
guaternaire inhibe celle de MMP-1. De plus, les deux composés bloguent le cycle cellulaire des cellules
tumorales en phase S et G2/M. In vivo, ils réduisent de maniére significative le volume tumoral mais
également la quantité de protéoglycanes présents dans la matrice extracellulaire. Ce dernier résultat
est observé in vivo par imagerie nucléaire au [*®"Tc]NTP-15-5 mais aussi confirmé ex vivo par dosage
biochimique. De plus, une tendance a la réduction de la quantité relative de MMP-13 est observée
dans les tumeurs SWARM traitées.3%

D’un point de vue clinique, d’autres inhibiteurs des MMPs comme le marimastat et le
prinomastat ont été testés dans le cancer du poumon (NCT00002911, NCT00003011) et n’ont pas
montré de résultats anticancéreux significatifs.>*” Mais actuellement, aucun essai clinique ne porte sur
I'inhibition des métalloprotéinases dans le chondrosarcome.

Du coté des inhibiteurs d’ADAMS, la molécule INCB7839 cible sélectivement les ADAMs 10 et
17 et est utilisée dans 5 essais cliniques actuellement. lls concernent les cancers du sein (NCT01254136,
NCT00864175), les tumeurs cérébrales (NCT04295759), les tumeurs solides (NCT00820560) et les

lymphomes non hodgkiniens (NCT02141451) mais aucun résultat clinique n’est, pour l'instant, publié.
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5) Ciblage du remodelage osseux

Le chondrosarcome est une tumeur qui interagit particulierement avec son environnement
0sseux comme nous avons pu le voir dans la partie « Interactions entre le chondrosarcome et I'os ».
Par exemple, une dérégulation du couplage ostéoblastes-ostéoclastes a lieu au sein des sarcomes
osseux et cela induit la libération de facteurs initialement piégés dans la matrice osseuse, qui a leur
tour, favorisent la prolifération des cellules tumorales.?> La stimulation des ostéoclastes s’effectue par
I'intermédiaire de I'hormone parathyroide PTHrP sécrétée par les chondrocytes tumoraux qui va
réguler positivement I’expression de RANKL (receptor activator of nuclear factor-«B ligand). Ainsi, pour
éviter la dégradation de I'os et donc, lutter contre la progression tumorale, une inhibition des
ostéoclastes peut étre envisagée comme stratégie thérapeutique.’®® Deux types de molécules
permettent d’inhiber la formation et le maintien des ostéoclastes, les bisphosphonates et les
molécules inhibant RANKL.

Les bisphosphonates sont des molécules ayant une grande affinité pour I'os en se liant
fortement a I’hydroxyapatite. Les bisphosphonates pourront ainsi étre ingérés par les ostéoclastes et
induire leur apoptose. L'acide zolédronique est un bisphosphonate qui a fait ses preuves en tant
gu’anti-cancéreux dans plusieurs études précliniques et une étude clinique sur le
chondrosarcome.32>3%-401 pe plus, un essai clinique de phase | a débuté en Juillet 2017 afin d’étudier
I’effet d’une chimiothérapie néoadjuvante a I'acide zolédronique sur des chondrosarcomes résécables
de tout grade (NCT03173976). Malheureusement, a ce jour, aucun résultat n’a encore été publié.

L’anticorps anti-RANKL le plus étudié actuellement reste le denosumab. Un essai clinique de
phase Il impliquant le denosumab comme traitement de I'ostéosarcome est actuellement en cours
(NCT02470091) mais, pour linstant, aucun essai clinigue ne porte sur la pathologie du

chondrosarcome.
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IV) Objectifs du travail de thése

L’état de I’'art a démontré que le chondrosarcome est encore considéré comme une tumeur
chimio- et radio-résistante du fait de son microenvironnement. Il est donc primordial de pouvoir
caractériser ce microenvironnement tumoral a I'aide d’une stratégie d’imagerie multimodale
fonctionnelle qui permettrait une meilleure stratification des patients et donc une amélioration de

leur prise en charge grace a une médecine personnalisée.

C'est dans ce contexte que se sont inscrits mes travaux de thése regroupés au sein de deux

objectifs :

Le premier a été de développer la méthode d’IRM CEST pour caractériser certaines propriétés
du microenvironnement tumoral du chondrosarcome : la teneur en protéoglycanes de la matrice

extracellulaire et la fraction hypoxique.

Le second objectif a été d’évaluer I'intérét de la stratégie d’imagerie bimodale IRM CEST et
imagerie nucléaire pour le suivi fonctionnel in vivo des remaniements du chondrosarcome, associés
a la croissance tumorale et a la réponse thérapeutique avec une approche ciblant le

microenvironnement.
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Chapitre 3 : Travail expérimental

I) Présentation de I'article « Simultaneous proteoglycans and
hypoxia mapping of chondrosarcoma environment by

frequency selective CEST MRI »

Ce premier chapitre décrit les recherches effectuées pour atteindre le premier objectif de ma
thése : la caractérisation du microenvironnement tumoral du chondrosarcome de maniere non
invasive par I'IRM CEST.

Dans un premier temps, de nombreuses optimisations ont été réalisées in vitro sur des
solutions témoins mimant différentes concentrations en protéoglycanes ou différentes valeurs de pH
retrouvées in vivo. Cette étape a permis d’optimiser les parametres d’acquisition et également le
traitement des données.

Dans un second temps, la caractérisation, en terme de protéoglycanes et de pH, du
microenvironnement tumoral du chondrosarcome SWARM implanté chez la souris a été réalisée par
IRM CEST in vivo et comparée avec les méthodes d’imageries fonctionnelles telles que la TEMP au
[**"TcINTP 15-5 et la TEP au [*¥F]FMISO. Ces travaux ont donné lieu a une premiére publication dans

Magnetic Resonance in Medicine en 2021.

A) Contexte et objectifs de I’étude

De nombreuses composantes constituent le microenvironnement tumoral rendant sa
caractérisation complexe par imagerie in vivo. De précédents travaux en imagerie nucléaire ont
toutefois permis d’étudier certains aspects du microenvironnement dans différents modeles
expérimentaux de chondrosarcome en s’intéressant d’une part, a sa teneur en protéoglycanes dans la
matrice extracellulaire et d’autre part, a sa fraction hypoxique. Depuis quelques années, la littérature
rapporte lI'intérét de I'IRM CEST pour la visualisation des protons échangeables appartenant aux
fonctions hydroxyles portées par les GAGs (gagCEST) ainsi que les fonctions guanidyles et amides
(guanidyICEST et APT CEST) dont la vitesse d’échange est sensible au pH. Ces différents signaux
pouvant étre identifiés sur un méme spectre Z acquis par IRM CEST, cette méthode d’imagerie pourrait
permettre la visualisation des deux composantes principales du chondrosarcome en un seul examen.

Ainsi, nous avons souhaité développer I'lRM CEST dans le but d’évaluer sa pertinence pour la
visualisation des deux composantes majeures du microenvironnement du chondrosarcome qui sont sa

teneur en protéoglycanes et son caractere hypoxique et ceci en un seul examen non invasif et résolutif.
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B) Méthodes

Une preuve de concept in vitro a été réalisée sur deux solutions: une solution de
concentrations croissantes en GAGs réalisée avec de la chondroitine-4-sulphate et une solution de
protamine, portant des fonctions guanidyles et amides, a différents pH.

Par la suite, nous avons choisi de poursuivre notre étude in vivo sur un chondrosarcome
SWARM implanté en sous cutané chez la souris immunodéprimée au niveau des omoplates. Ce modéle
a été choisi car il avait précédemment montré un microenvironnement tumoral possédant une matrice
extracellulaire riche en protéoglycanes et un niveau d’hypoxie modéré. Entre 12 a 16 jours post-
implantation, lorsque la tumeur est mesurable, le microenvironnement tumoral a été exploré par une
approche préclinique d’'imagerie multimodale permettant de comparer le signal obtenu par IRM CEST
aux données obtenues par imagerie nucléaire. Pour la composante matrice extracellulaire, les résultats
d’IRM CEST ont été confrontés a ceux d’imagerie TEMP exploitant le radiotraceur [**™Tc]NTP 15-5
développé par IMoST pour le ciblage des charges négatives portées par les protéoglycanes. Concernant
la composante hypoxie, ces mémes résultats d’IRM CEST ont été comparés a I'imagerie TEP au
[*8F]FMISO, radiotraceur ciblant I’hypoxie.

Les données d’imageries in vivo ont été complétées par des analyses ex vivo sur les tumeurs
prélevées a l'issue des examens d’imagerie. La teneur en protéoglycanes a été déterminée par dosage
biochimique et évaluée grace a de I’histologie au bleu alcian. La fraction hypoxique a été déterminée

par de I'immunofluorescence au pimonidazole.

C) Principaux résultats

Les deux solutions de chondroitine-4-sulfate et de protamine ont permis de montrer que I'lRM
CEST était capable de détecter différentes concentrations de GAGs mais également différentes valeurs
de pH in vitro dans nos conditions.

In vivo, I'analyse quantitative de gagCEST a mis en évidence un contraste significativement plus
intense dans le microenvironnement tumoral que dans le tissu sain a proximité. Cette différence
significative est également retrouvée en imagerie nucléaire TEMP au [**™Tc]NTP15-5 mais aussi ex vivo
avec le dosage biochimique des GAGs et la coloration au bleu alcian montrant la richesse en GAGs de
la matrice extracellulaire de ce modéle. Concernant l'imagerie du pH in vivo, le rapport du contraste
des amides sur le contraste guanidyles (ratio APT / GuanidyICEST) a été étudié. Ce dernier a permis de
mettre en évidence une importante hétérogénéité au sein du microenvironnement tumoral. Le statut
modérément hypoxique du microenvironnement tumoral de ce modéle SWARM chez la souris a été

confirmé par I'imagerie TEP [*F]FMISO et ex vivo par I'immunofluorescence au pimonidazole.
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D) Principales conclusions

Nous avons développé cette méthode innovante d’imagerie qu’est I'IRM CEST in vitro mais
aussi in vivo. L'IRM CEST nous a permis de cartographier simultanément deux composantes
fondamentales du microenvironnement tumoral du chondrosarcome au cours d'une seule acquisition
et sans injection de produit de contraste en exploitant la sélectivité fréquentielle de I'effet CEST. Un
potentiel avantage de I'lRM CEST par rapport aux approches d’imagerie nucléaire est la résolution de
I'image. Ainsi, méme si ce modele est modérément hypoxique, I'IRM a permis de mettre en évidence
I'hétérogénéité tumorale. Ce gain d’informations pourrait étre d’intérét notamment pour la

stratification des patients en oncologie
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proteoglycan concentration and its hypoxic core.
Methods: Swarm rat chondrosarcomas were implanted subcutaneously in NMRI
nude mice. When tumors were measurable (12-16 days postoperative), mice were
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R16146C 8E_FMISO, respectively. Data were completed by ex vivo analysis of proteoglycans

(histology and biochemical assay) and hypoxia (immunofluorescence).

Results: Quantitative analysis of GAG CEST evidenced a significantly higher sig-
nal for tumor tissues than for muscles. These results were in agreement with nu-
clear imaging and ex vivo data. For imaging tumoral pH in vivo, the CEST ratio of
APT/guanidyl was studied. This highlighted an important heterogeneity inside the
tumor. The hypoxic status was confirmed by I8E_.FMISO PET imaging and ex vivo
immunofluorescence.

Conclusion: CEST MRI simultaneously imaged both chondrosarcoma properties
during a single experimental run and without the injection of any contrast agent.
Both MR and nuclear imaging as well as ex vivo data were in agreement and showed
that this chondrosarcoma animal model was rich in proteoglycans. However, even if
tumors were lightly hypoxic at the stage studied, acidic areas were highlighted and
mapped inside the tumor.
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1 | INTRODUCTION

Chondrosarcoma (CHS) is a malignant cartilaginous tumor
representing the most common primary bone cancer in
adults."”? CHS is characterized by a dense heterogeneous
extracellular matrix, a low percentage of dividing cells, and
poor Vascularity.3 The combination of these 3 factors leads to
chemotherapy and radiation therapy resistance.*®

Dense and fibrotic extracellular matrix with high lev-
els of collagen and proteoglycans (PGs) is recognized to
impair interstitial transport of drug from blood to cancer
cells.’ In addition, the acidic microenvironment associated
with hypoxia may electrostatically charge the drugs, limit-
ing their ability to cross biological membranes.'® In vivo
assessment of the phenotypic topological heterogeneity of
the tumor microenvironment is key to optimizing person-
alized therapies. Although biopsy is subject to sampling
and pathologist/observer variability, microenvironmental
characterization is mainly achieved from biopsy samples
to determine grade and staging of the disease.!' Tumor
evaluation requires access to morphological and protein in-
formation in a context that takes into account intratumoral
heterogeneity as a whole. In such a situation, developing
imaging methods to access the main recognized CHS fea-
tures, that is, chondrogenic matrix and hypoxia, would be of
great interest for diagnosis and clinical follow-up. Indeed,
the current clinical imaging methods recommended, that
is, CT and MRIL? are used to define tumor morphology
and distinguish postoperative residues from postoperative
or post-chemotherapeutic residual lesions. However, such
approaches cannot be used in the same manner as func-
tional imaging to assess tumor environment.'?

Functional imaging can be done with specific radiotrac-
ers to access metabolic data useful to diagnose and assess
the therapeutic response of CHS. Due to their rarity, there
is a lack of large trials on functional imaging of chon-
droid tumors. Nowadays, nuclear medicine used to image
CHS in a clinical context targets either the bone remodel-
ing or the glucose tumoral metabolism with radiotracers
such as *™Tc-MDP or '®F-FDG, respectively.14 To more
accurately image the CHS microenvironment, radiotracers
should target either extracellular matrix PGs or the CHS
hypoxia feature. PmTe-NTP 15-5 emerged from our lab as
a candidate single photon emission computed tomography
(SPECT) tracer for the functional imaging of cartilage by
targeting PG negative charges in extracellular matrix. It
demonstrated its relevance to specifically diagnose on CHS
animal model and is expected to enter clinical trials short-
1y.15'17 One of the radiotracers extensively used in clinic
for hypoxia is BE_FMISO.'® As with many nitroimidazole
derivatives, under reduced oxygen conditions this tracer is
reduced into a R-NO, radical that binds covalently to intra-
cellular molecules, ultimately leading to the entrapment of
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the tracer in hypoxic cells. To image both tumor features,
2 nuclear exams are required with 2 injections of radioac-
tive agent. Therefore, it would be interesting to develop a
method to simultaneously image both metabolic properties
of CHS.

The recent rise of CEST MRI has opened up new per-
spectives in the imaging of biological molecules within
the tumoral microenvironment.'® This method is based on
the exchange between saturated labile protons of the solute
with the bulk water, revealing the endogenous contrast of
some chemical functions. CEST MRI indirectly maps these
low concentration metabolites by monitoring the variation
of an elevated water signal. Typically, a CEST experiment
is a 2-step process. First, the magnetic field inhomogene-
ity must be mapped; this is the function of the so-called
water saturation shift referencing acquisition. Second, MR
images must be recorded at several saturation frequency
offsets to record a z-spectrum (normalized water signal
as a function of the saturation offset for each voxel). This
z-spectrum, with a zero-frequency referenced to the wa-
ter’s frequency, will display an extra water attenuation at
the metabolite exchangeable proton frequency, that is, the
CEST effect. To quantify this CEST effect, the first pro-
posed method was based on the analysis of the water signal
intensity at the offset of interest and its counterpart neg-
ative value. This magnetization transfer ratio asymmetry
analysis hypothesizes the absence of the magnetization
transfer effect for negative offsets. Because this hypotheses
is not systematically verified, other z-spectrum analyses
were developed, that is, a 3-offset measurement approach
or multiple-pool Lorentzian-fitting method.?**! Hydroxyl,
guanidyl, and amide moieties were independently imaged
by CEST MRI.?*?® Readers interested in a deeper explana-
tion of CEST MRI principles are referred to the following
references. %

CEST MRI has demonstrated its relevance for the
quantitative evaluation and mapping of PGs in cartilagi-
nous tissues by assessing the chemical exchange of satura-
ble protons with the hydroxyl groups (i.e., around 0.5-1.5
ppm) of glycosaminoglycan (GAG) molecules®”*® in both
physiological and pathological situations.”>! In addition,
CEST MRI has been demonstrated to be sensitive to pH
variations, indirectly revealing information on the meta-
bolic switch in response to hypoxia.32 Several studies have
demonstrated that pH variations impact the chemical ex-
change rate of both guanidyl and amide moieties.>*** The
change in the chemical exchange rate with the pH leads to
a variation of the CEST intensity at frequencies of around
1.8 to 2.4 ppm and 3.0 to 4.0 ppm for guanidyl and amide
proton transfer (APT) CEST, respectively. Therefore, the
combination of both guanidyl and APT CEST has been
proposed as a highly sensitive method to explore extracel-
lular pH acidification in tumors.>>3¢
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Considering that PGs and pH each have their own res-
onance frequencies and are therefore sensitive to different
exchangeable moieties, we decided these 2 features would
merit further study using a single CEST MRI acquisition
on CHS animal model. The aim of this study was to eval-
uate the relevance of frequency-selected CEST MRI to si-
multaneously map PG concentration and pH of CHS tissue
in vivo. To validate this approach, CEST MRI was com-
pared to the standard reference nuclear imaging as well as
ex vivo analysis.

2 | METHODS
2.1 | GAG and pH phantom experiments
Phosphate-buffered saline 1X (Gibco Laboratories,

Gaithersburg, MD) containing 1% of bovine serum albumin
solution (Sigma Aldrich, St. Louis, MO) was used to pre-
pare the chondroitin 4-sulfate phantom. Five samples of the
chondroitin 4-sulfate (Sigma Aldrich, St. Louis, MO) were
prepared at 1, 5, 10, 20, and 40 mg/mL at pH 7.4. For pro-
tamine phantom, 15 mg/mL of protamine (Sigma Aldrich,
St. Louis, MO) and 0.15 mM of MnCl, were dissolved in
phosphate-buffered saline. Four samples of protamine were
prepared with pH ranging from 6.5 to 7.7 in 0.4-unit incre-
ments. Both phantoms (chondroitin 4-sulfate and protamine)
were prepared with 15% gelatin in water to fix the syringes
containing the different solutions. Phantoms were submitted
to the same acquisition and analysis protocols as described
below, except for B, which was set to 3 uT.

2.2 | Xenograft model of Swarm rat CHS
Experiments were conducted in accordance with the
European directive 2010/63/EU after approval by the
animal ethical committee C2E2A (authorization number
#15991).

Swarm rat CHS xenografts were performed in 5-week-old
female NMRI nude immunodeficient mice (Janvier Labs, Le
Genest-Saint-Isle, France) from frozen fragments after reac-
tivation in 4-week-old male Sprague Dawley rats (Charles
River Laboratories France, Saint Germain Nuelles, France).
For reactivation, Swarm rat CHS fragments were defrosted
in Dulbecco's Modified Eagle Medium (Gibco Laboratories,
Gaithersburg, MD) and then implanted subcutaneously on
the right flank of 3 anesthetized rats (isoflurane; 2.5%, 1 L/
min, air/O,, 70/30, v/v). After 22 days postsurgery, tumors
were resected and immediately placed in cold Dulbecco's
Modified Eagle Medium. Next, they were manually cali-
brated to 1 mm? and transplanted subcutaneously between the
shoulder blades on anesthetized (isoflurane; 1.5%, 1 L/min,

. . . . 3
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air/O,, 70/30, v/v) NMRI Nude immunodeficient mice (n =
10), and cutaneous wounds were sutured.

2.3 | Invivo animal imaging

All imaging experiments were performed at IVIA facility
(Clermont-Ferrand, France; https://doi.org/10.18145/ivia).
Imaging protocols were performed on the same mice 12 to
16 days after induction, corresponding to an average tumoral
volume of 215.04 + 86.28 mm” (see Supporting Information
Figure S1). During these in vivo acquisitions, all animals
were anesthetized by isoflurane (1.5%, 1 L/min, air/O,,
70/30, v/v). All animals were secured on a dedicated bed with
both breathing rate and temperature being monitored during
acquisitions. Supporting Information Table S1 describes in
detail the animal distribution for each imaging modality.

23.1 | MR imaging

MR images of mice (n = 10) were acquired on an 11.7
Tesla Bruker BioSpec system (Bruker BioSpin, Ettlingen,
Germany) piloted by Paravision 6.0.1 software (Bruker
BioSpin, Ettlingen, Germany). A 72-mm circular polarizer
volume coil was used for RF transmission, and a surface
array coil (2 X 2) positioned on both the tumor and the adja-
cent muscle received the NMR signal (Bruker BioSpin).

DW imaging

Tumor imaging was performed with a DWI sequence (b =
500 s.mm_z, direction [0,0,1]) with a TE of 27 ms and a TR
of 2000 ms. The FOV was 40 mm with an axial slice thick-
ness of 1 mm leading to a nominal resolution of 0.26 X 0.26 X
1 mm?. The number of slices was adjusted to image the whole
tumor (generally, 12 slices were needed). Two averages were
performed for a total acquisition time of 7 min 32 s.

CEST imaging

CEST acquisitions were based on a rapid acquisition with
relaxation enhancement sequence with an effective TE and TR
of 4.756 and 4500 ms, respectively, and anacceleration fac-
tor of 16. The slice thickness was 2 mm and the FOV 40 mm,
that is, the in-plane voxel size was 0.625 x 0.625 mm?. Each
image was recorded from a single transient. A z-spectrum was
recorded to correct for B, inhomogeneities using the water satu-
ration shift referencing approach3 7 (saturation pulses B; 0.1 uT,
54.8 ms gaussian pulses repeated 18 times with an interpulse
delay of a 0.010 ms, and a bandwidth of 20 Hz leading to a
train of 1 s; saturation offsets from + 1000 Hz with A® 20 Hz),
followed by the CEST z-spectrum (30 min acquisition dura-
tion with saturation pulses: B; 1.5 pT, 54.8 ms gaussian pulses
repeated 72 times with a bandwidth of 50 Hz leading to a train
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of 4 s and an equivalent continuous wave CEST saturation of
0.6 uT; saturation offsets from + 2500 Hz with A® 50 Hz).
CEST MRI data were analyzed with an in-house program writ-
ten in MatLab R2017a (MathWorks, Natick, MA). In brief, a
ROI was manually drawn on the high-resolution DW image to
delineate the tumor and muscle of the scapular region. Then, B,
shift was corrected pixel by pixel with the water saturation shift
referencing approach. Finally, the CEST methodology applied
to analyze the data depended on the saturation offset. For GAG
CEST, the analysis was performed on the whole image, and
the z-spectrum was fitted with 2 Lorentzian shapes: the first
one to estimate the signal attenuation due to the water direct
saturation (centered at 0 ppm), and the second one for the hy-
droxyl moieties. The GAG CEST signal intensity corresponded
to the area of this latter Lorentzian shape. Regarding guanidyl
and APT CEST, we applied the 3-offset measurement approach
proposed by Jin et al.” to avoid nuclear Overhauser enhance-
ment interferences. In practice, 2 limits were chosen (1.60-2.40
and 3.20-4.00 ppm for the guanidyl and amide moieties, re-
spectively), and a baseline was drawn between these frequen-
cies. The CEST effect for APT* and guanidyl* were quantified
as the difference between the baseline and the water signal at
1.96 and 3.68 ppm, respectively. The ratio of APT*/guanidyl*
was then calculated. The relative variation of this ratio was ex-
pressed from the mean ratio value on the ROL

2.3.2 | Nuclear imaging

PGs imaging by SPECT/CT using **"Tc-NTP 15-5
radiotracer

SPECT-CT images were acquired using a camera (NanoScan,
Mediso Ltd, Budapest, Hungary) equipped with 4 multi-pinhole
detectors APT62. Acquisitions were performed on Nucline
software (v3.00.018, Mediso Ltd, Budapest, Hungary). 20 MBq
of ™ Tc-NTP 15-5, radiolabeled as described,38 were injected
intravenously in the tail vein. After 30 min, mice (n = 10) were
anesthetized and imaged. Anatomic CT acquisition consisted
of a helical scan with 480 projections, 300 ms per projection,
50 kV, 590 pA. Then, SPECT images were performed with
128 projections, 20 s per projection, and an energy window set
at 140 keV + 20%. After image reconstructions using the 3D
ordered subset expectation maximization algorithm, analyses
were performed with InterView FUSION (v3.03.074, Mediso
Ltd, Budapest, Hungary) software using an interpolated ellipse
region of interest for both tumor and scapular muscle manually
drawn slice by slice. Activity concentrations were obtained in
kBg/mL.

Hypoxia PET imaging using "*F-FMISO

PET images were acquired using a small animal device (eX-
plore Vista 4.10 build 465, GE Healthcare, Chicago, IL).
30 MBq of BE_FMISO were injected intravenously in the
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tail vein. Four hours later, the mice (n = 10) were anesthe-
tized, and PET imaging was performed with a 250 to 700
keV energy window and 6 ns coincidence time window (30
min duration, 2 bed positions) with eXplore Vista PET-CT
MMWKS software (GE Healthcare). After 2D ordered sub-
set expectation maximization reconstructions, analyses were
performed with VivoQuant (v4.0 patchl, inviCRO, Boston,
MA) software using a 3D region of interest for tumor, and
scapular muscle manually drawn. BE_.FMISO uptake was
quantified in kBg/mL.

2.4 | Ex vivo analysis

Histological and immunofluorescence analysis in tumoral
tissues were performed at the histopathology facility Anipath
(CNRS UMR 6293/Inserm U1103 GReD, Clermont-Ferrand,
France).

After a multimodal imaging session, 20 days postinduc-
tion, mice (n = 3) were sacrificed by cervical dislocation
under anesthesia, and tumors were resected and cut into 2
samples. The first sample was fixed into 10% neutral buff-
ered formalin for 24 h and embedded in paraffin for histo-
logical analysis (Alcian blue or pimonidazole staining). The
second sample was frozen in liquid nitrogen for GAG assays.
For pimonidazole analysis, animals received an intraperi-
toneal injection of pimonidazole hydrochloride (60 mg/kg,
Hypoxyprobe, Burlington, MA) 1 hour before sacrifice.

Alcian blue staining

5-um thick sections of embedded tumors were cut and ad-
hered to poly-L-lysine-coated microscope slides. After de-
waxing and rehydration, slides were stained by Alcian blue
(pH 1) to visualize PGs, counterstained by nuclear red, after
which coverslips were fixed. Staining was detected, and
images were recorded using a slide scanner (X20, Zeiss
AxioScan Z1, ZEN software, Oberkochen, Germany).

Pimonidazole staining

5-um thick sections of embedded tumors were cut and adhered
to poly-L-Lysine-coated microscope slides. After dewax-
ing and rehydration of tumor slices, antigens were retrieved
(boiling tris: 10 mM, pH 6), and slides were placed into the
InsituPro VSi robot (Intavis bioanalytical instruments, Koln,
Germany). Endogenous peroxidases were quenched (H,0,:
0.3%, 30 min) and saturated (bovine serum albumin: 1%, 1
h). Slides were then incubated with a primary antibody (anti-
pimonidazole: mouse monoclonal antibody, 1/300, 1h, room
temperature; Hypoxyprobe). Biotinylated secondary antibody



Chapitre 3: Travail expérimental

AUTISSIER ET AL.

(1/500, bovine serum albumin 0.1%, 1 h; Vector Laboratories,
San Francisco, CA) was used to reveal the first antibody.
Biotin was then complexed with streptavidin-coupled horse-
radish peroxidase (1/500, 30 min; Vector Laboratories).
Peroxidase was detected using tyramide signal amplification
(TSA) as per manufacturer’s instructions (TSA-Alexa488;
Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). Then,
nuclei were counterstained with Hoechst (33342), and cover-
slips were fixed. Emitted fluorescences (461 nm for Hoechst
and 519 nm for TSA) were imaged and recorded as previ-
ously (X20, Zeiss AxioScan Z1, ZEN software).

GAG assay

Samples (n = 10) were weighed (20-50 mg) and incubated
overnight at 65°C in 1 mL of a papain extraction buffer and
then centrifuged (1000 g, 10 min). Sulfated GAG content was
determined using a Blyscan Sulfated Glycosaminoglycan
Assay kit (Biocolor Ltd, Carrickfergus, UK) as per manu-
facturer’s instructions. Absorbance was measured at 656
nm using Thermo Scientific Multiskan GO device (Thermo
Fisher Scientific). Experiments were performed in duplicates.

2.5 | Statistical analyses

Statistical analyses were performed on Prism software ver-
sion 6.0 (GraphPad Software, San Diego, CA). For in vivo
and ex vivo studies, data were presented as individual val-
ues with mean + SD. Data normal distributions were verified
with Shapiro-Wilk tests before performing Student ¢ tests.
For in vivo imaging quantification, paired Student ¢ tests
were applied; and for ex vivo analyses, unpaired Student ¢
tests were performed. Results were considered significant
at P < .05 (*P < .05, **P < .01, ***P < .001, ****+P <
.0001). Significance of results was verified with a Wilcoxon
matched-pairs signed rank test.

3 | RESULTS
3.1 | GAG CEST, guanidyl CEST, and APT
CEST on phantoms

GAG CEST effects were observed on the z-spectra of chon-
droitin 4-sulfate solutions (Figure 1A), and guanidyl and
APT CEST effects were observed on that of protamine solu-
tions (Figure 1C). The highest CEST effect offset for each
moiety appeared at different chemical shifts: 0.75, 1.96, and
3.68 ppm for GAGs, guanidyl, and APT, respectively.
Linear relationships were found between CEST area under
the curves and either the GAG concentration (R2 = 0.9845)
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or the pH (R? = 0.8849 and R? = 0.8477, for guanidyl* and
APT* respectively). An increase in GAG concentration and
in pH led to an increase of the CEST signal (Figure 1B,D).
The relative variation of the ratio (reference pH at 7.2) in-
creased from pH 6.8 to 7.7.

3.2 | Quantitative assessment of GAGs in
CHS tumoral tissue

From signal analysis of GAGs by CEST MRI, a GAG
concentration-related map (Figure 2A) was constructed.
The signal from GAG was clearly evidenced within tu-
moral tissue and observed to be heterogeneously distributed.
Regarding muscle, CEST MRI of GAGs was very low with
area under the curve = 2.15 + 1.88 as compared to 27.29 +
8.38 in tumor (P < .0001; n = 9) (Figure 2B), leading to a
tumor/muscle ratio of 23.35 + 16.97

Nuclear imaging, evidenced a significantly (P < .0001;
n = 9) higher uptake of the 9MTC-NTP 15-5 radiotracer in
tumoral tissue (179.38 + 38.39 kBg/mL) as opposed to mus-
cle (35.07 + 5.17 kBq/mL), leading to a tumor/muscle ratio
of 5.11 + 0.69 (Figure 2C,D). Four images of 9mTe-NTP
15-5 SPECT imaging are shown on Supporting Information
Figure S3A.

Ex vivo experiments confirmed this high PG feature of
CHS tissue. From biochemical assays, GAG concentration
was demonstrated to be 6.33 + 1.60 pg/mg in the tumor,
whereas it was only 0.41 + 0.09 pg/mg in the muscle (P <
.0001) (Figure 2F). As illustrated on Figure 2E, tumoral tis-
sue was strongly stained by Alcian blue, confirming its rich-
ness in GAGs.

3.3 | Quantitative assessment of pH and
hypoxia in CHS tumoral tissue

Figures 3A shows both the anatomical and relative variation
of the APT*/guanidyl* ratio images for 3 randomly chosen
mice out of 7. The ratio was only calculated inside the tumor
because it cannot be compared with muscle due to extra
CEST signal coming from Cr and PCr. The CEST-based im-
ages highlighted a heterogeneous pH distribution inside the
tumor.

Figure 3B displays a representative image of BE_FMISO
PET. Whereas on this slice a clear difference between the
tumor and the muscle was observed, this was no longer the
case once the signal was integrated over the whole tumor (red
dots on Figure 3C). At the group level (n = 5), the tumor
mean signal (18.70 + 10.54 kBq/mL) was different from the
muscle’s signal (8.60 + 4.30 kBg/mL). However, the inter-
individual variations, especially for the tumor, led to the ab-
sence of differences between both tissues. The 3 incidences
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FIGURE 1 z-spectra of (A) chondroitin 4-sulfate and (C) protamine at several concentrations and pH, respectively. The CEST effects were

estimated by measuring the AUC from 0.02 to 1.50 ppm for chondroitin 4-sulfate (GAG CEST) and the signal intensity at 1.96 and 3.60 for
guanidyl* and APT* CEST, respectively. The relationship between CEST quantification and concentrations or pH are represented on panels (B)
and (D), respectively. APT, amide proton transfer; AUC, area under the curve

of BF-FMISO PET imaging are shown on Supporting
Information Figure S3B.

Ex vivo experiments by immunofluorescence with pimo-
nidazole evidenced a weak staining within tumoral tissue,
mainly localized in the center of CHS lobules (Figure 3D).

4 | DISCUSSION

This work aimed to develop in 1-scan multiple CEST MRI
contrasts to characterize in vivo PG and hypoxic features of
the CHS microenvironment. By exploiting the CEST fre-
quency selectivity, we aimed to simultaneously image the
PG concentration and pH as it relates to hypoxia. CEST MRI
images were compared to current state-of-the art imaging ap-
proaches, that is, **™Tc-NTP 15-5 and "*F-FMISO to map
PGs and hypoxia, respectively. To the best of our knowledge,
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this work is the first one to investigate the microenvironment
of CHS by CEST MRI In most published studies exploit-
ing CEST MRI to image GAG concentration and pH, dif-
ferent saturation protocols are used. Both level and duration
of the saturation RF trains are optimized depending on the
exchangeable protons targeted. Typically, to image the hy-
droxyl moieties, the saturation pulse level is moderate,
whereas the duration is long.39’4° For APT CEST, a variety
of saturation conditions has been used.*! However, to maxi-
mize the APT effect, Zhou et al.¥' recommend the usage of
a saturation duration higher than 0.8 s and a level of around
2 uT. Our experimental conditions were close to the optimal
ones for the different contrasts. Because we wanted to image
both tumor features in a single acquisition, we chose to use
a long saturation train (ti, = 4 s) with moderate power (B, =
1.5 pT) that was demonstrated from phantom experiments to
be a satisfactory compromise. Indeed, the GAG CEST effect
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FIGURE 2 In vivo multimodal imaging of GAGs in Swarm rat CHS-bearing mice (A) GAG CEST parametric image. To clearly identify
the tumor, the high-resolution image was added inside the inset. (C) SPECT-CT imaging with 9MTc-NTP 15-5. ROI quantitative analysis of
GAG CEST and SPECT-CT are presented in (B) and (D), respectively. (E) Ex vivo tumor slice (X20 magnification) stained with both Alcian blue
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respectively. CHS, chondrosarcoma; M, muscle; ROI, region of interest;SPECT, single photon emission computed tomography; T, tumor
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was not too broad and did not overlap with the guanidy] one.
Obviously, this compromise on the saturation parameters is
at the cost of the optimized sensitivity for each CEST effect.
Carefully choosing the saturation frequencies made it pos-
sible to simultaneously assess PGs (GAG CEST) and pH
(guanidyl and APT CEST). In vitro, we can note that we
found an increase of the guanidyl* signal such as Oskolkov
et al.,*? whereas Jin et al.>* observed an opposite trend. This
discrepancy can be due to: 1) our multiple-contrast CEST
conditions because experimental conditions were not set to
the optimal values to maximize the CEST effect for pH and/
or 2) physical parameters because especially the chemical ex-
change rate constant is not comparable to what was simulated
in the other study. To obtain a pH variation independent of
protein concentration, the ratio of the APT* and guanidyl*
CEST was calculated.

In vivo GAG CEST images were obtained by acquiring
signals resulting from the chemical exchange of the abundant
hydroxyl groups in GAGs. A 23-times higher CEST effect
was observed for the tumor compared to muscle demonstrat-
ing the high PG density in the CHS microenvironment. CEST
signal studies of different forms of GAGs typically found in
articular cartilage recently demonstrated that the CEST effect
arises mainly from chondroitin 4-sulfate.* Swarm rat CHS
was demonstrated to highly express aggrecan, which is com-
posed of a core protein with covalently attached side chains
of linear GAGs, including a high number of chondroitin sul-
fate, especially chondroitin 4-sulfate.** The GAG CEST ap-
proach was combined with *™Tc-NTP 15-5 nuclear imaging,
a radiotracer designed to target negatively charged molecules
of GAGs.'** As expected, a higher radiotracer accumula-
tion was observed in tumor in respect to muscle (ratio ~5),
confirming the higher PG concentration measured by GAG
CEST. The discrepancies in the tumor to muscle ratios be-
tween the MRI and nuclear imaging can be explained by the
poor vascularization of the tumor, thereby limiting the deliv-
ery of the radiotracer. Because CEST MRI provided signals
from hydroxyl moieties of PGs, we also have to consider that
hydroxyl moieties are found in other molecules such as glu-
cose or lactate.**” We therefore were interested to complete
GAG CEST with 'H MRS to identify their respective con-
tribution in the CEST signal. Unfortunately, due to its high
chondrogenic structure, CHS tissue did not provide enough
resolution on the MRS spectrum. Finally, ex vivo quantitative
analysis, that is, GAG assays, reinforced the in vivo multi-
modal imaging results and evidenced high PG concentration
within tumoral tissue (ratio tumor/muscle ~18, that is, in be-
tween SPECT and CEST ratios).

CEST MRI assessment of intratumoral pH variations
was performed by exploiting both guanidyl and amide to
enhance the sensitivity of pH-weighted MRI.3* Because
acidosis is associated to hypoxia,48 it was expected that
mapping tumoral pH through CEST MRI would be a
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relevant methodology to delineate areas of hypoxic and
well-oxygenated cells within tumoral tissue. The CEST sig-
nals from both chemical groups were assigned to proteins.
To have a map independent from protein concentration, the
APT*/guanidyl* ratio was calculated inside the tumor. This
approach assumes that the guanidyl signal is coming only
from the proteins. This hypothesis is acceptable for tumors,
although it cannot be applied to other tissues, especially
muscle, due to the presence of Cr and PCr. These metabo-
lites give a guanidyl signal, the APT*/guanidyl* ratio will
depend on both pH and the metabolite concentrations. In
vivo '"*F-FMISO PET imaging confirmed the hypoxic sta-
tus of CHS because the mean tumor/muscle ratio value was
approximately 2. However, at the group level there was no
statistical difference between the 2 tissues due to large inter-
individual variations. Ex vivo immunofluorescence with
pimonidazole evidenced that hypoxic areas were heteroge-
neously distributed throughout the tumoral tissue similarly
to CEST MRIL

The assessment of pH by APT CEST is debated in the
literature. Some authors reported a decrease of the CEST ef-
fect on the pH,***” whereas others observed the opposite.'*>
Most of these APT CEST effects were obtained after per-
forming the so-called magnetization transfer ratio asymmetry
analysis. The key assumption in this data processing is that
for negative offsets, only the direct water saturation effect is
recorded.>® However, it was shown in vivo that several nu-
clear Overhauser enhancement exchanges were recorded in
the region of ~—1 to —4 ppm, no longer fulfilling the magne-
tization transfer ratio asymmetry assumpt.ion.54 Nevertheless,
most of these studies used this estimator. To avoid the inter-
ference of the nuclear Overhauser enhancement on our CEST
quantifications, our data were analyzed using the approach
inspired by Jin et al.”’ and described in section 2.3.1.

5 | CONCLUSION

To conclude, our work on Swarm rat CHS bearing mice
demonstrated the potential of imaging the different tumoral
microenvironment properties by a single CEST MRI acquisi-
tion. MRI presents the main advantage when compared to nu-
clear imaging to give high-resolution spatial information. It is
then possible to delineate accurately the metabolism-related
region of interest. Such parametric maps would allow a bet-
ter understanding of the relationship between tumor cells and
their environment, thus becoming a prerequisite to develop
more individualized therapies.
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the Supporting Information section.

FIGURE S1 Tumoral volumes measured by MRI at 15-16
days post-induction and presented as individual values with
mean + SD. Averaged volume 215.04 + 86.28 mm’®
FIGURE S2 Representative data obtained in vivo for a ROI
positioned in (blue) the tumor and (red) the muscle. (A) Mean
z-spectra for all animals; dotted lines represent + 1SD. (B)
z-spectra of a representative animal; dotted lines represent the
linear baselines applied for guanidyl (from 1.66 to 2.30 ppm) and
APT CEST (from 3.36 to 3.78 ppm) analyses. (C) Lorentzian fit
of the GAG CEST from the z-spectra shown in (B)

FIGURE S3 (A) *™Tc-NTP 15-5 SPECT-CT image of a rep-
resentative animal. From left to right: axial slice with tumor,
coronal slice with tumor, coronal slice with radiotracer body
dispersion and sagittal slice with tumor and radiotracer body
dispersion. The areas are annotated T for tumor, M for mus-
cle, B for bladder and Li for liver. (B) ""F-FMISO PET image
of a representative animal. From left to right: axial slice with
tumor, coronal and sagittal slices with tumor and radiotracer
body dispersion. The areas were annotated T for tumor, M for
muscle, DT for digestive tract. Orientations were annotated
A for anterior, D for dorsal, L for left, P for posterior, R for
right and V for ventral
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Supporting Information Table S1: Overview of the experimental design and analysis by in vivo modality.

In vivo imaging

methods

Number of

scanned animals

Number of

analyzed animals

Reasons for removals

PmTe-NTP 15-5

10

- 1 mouse without signal (radioactivity too

low)

BR-FMISO

10

- 4 mice without signal (radioactivity too
low)

- 1 mouse moved during acquisition

CEST MRI

10

- GAG CEST: 9
- APT*/Guanidyl* CEST: 7

- Bo could not be corrected for one mouse
(problem with WASSR acquisition)

- 2 mice presented an important By shift
leading to the absence of signal for the
APT analysis
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Supporting Information Figure S1: Tumoral volumes measured by MRI at 15-16 days post-induction and presented

as individual values with mean + SD. Averaged volume 215.04 £ 86.28 mm>.
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Supporting Information Figure S2: Representative data obtained ir vivo for a ROI positioned in (blue) the tumor and
(red) the muscle. (A) Mean z-spectra for all animals; dotted lines represent + 1SD. (B) z-spectra of a representative
animal; dotted lines represent the linear baselines applied for guanidyl (from 1.66 to 2.30 ppm) and APT CEST (from
3.36 to 3.78 ppm) analyses. (C) Lorentzian fit of the GAG CEST from the z-spectra shown in (B).
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Supporting Information Figure S3: (A) **®Tc-NTP 15-5 SPECT-CT image of a representative animal. From left to
right: axial slice with tumor, coronal slice with tumor, coronal slice with radiotracer body dispersion and sagittal slice
with tumor and radiotracer body dispersion. The areas are annotated T for tumor, M for muscle, B for bladder and Li
for liver. (B) '8F-FMISO PET image of a representative animal. From left to right: axial slice with tumor, coronal and
sagittal slices with tumor and radiotracer body dispersion. The areas were annotated T for tumor, M for muscle, DT for
digestive tract. Orientations were annotated A for anterior, D for dorsal, L for left, P for posterior, R for right and V for

ventral.
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Il) Présentation de I'article « Bimodality imaging as a
companion of antitumor efficacy of TH-302 in experimental

chondrosarcoma »

Pour atteindre le second objectif de ma thése, j'ai suivi, en utilisant la méme approche
multimodale, I’évolution du microenvironnement tumoral au cours du temps et évalué I'effet d'un
traitement. Ces résultats nous ont permis de rédiger un second article qui sera trés prochainement

soumis aupres du journal Theranostics.

A) Contexte et objectifs de I’étude

Les propriétés du microenvironnement tumoral sont responsables de la résistance
thérapeutique dans plusieurs types de cancer, dont le chondrosarcome. Pour ce dernier, la matrice
extracellulaire dense de type chondrogénique ainsi que la présence de faibles taux d’oxygénation au
centre des lobules tumoraux rendent difficile la diffusion des agents chimiothérapeutiques au sein du
tissu. De plus, 'hétérogénéité du microenvironnement et son probable remaniement au cours du
développement de la pathologie, ajoutent un niveau de complexité supplémentaire a sa prise en
charge thérapeutique.

Dans ce contexte, nous avons voulu évaluer la pertinence d’une approche par imagerie
multimodale pour caractériser et suivre les différents remaniements moléculaires, au sein du
microenvironnement tumoral, au cours du temps. Nous avons également évalué I'action d’une
prodrogue activable en hypoxie sur le métabolisme des cellules tumorales et sur le

microenvironnement du chondrosarcome.

B) Méthodes

Cette étude est menée chez le rat porteur d’'un chondrosarcome SWARM. Pour cela, un
fragment de chondrosarcome SWARM de rat est implanté en paratibial chez des rats sains. De j+4 a
j+35 post-implantation, le microenvironnement tumoral a été exploré par une approche d’imagerie
multimodale. Le traitement a base d’une prodrogue activable en hypoxie, I'évofosfamide ou TH-302,
a été appliqué de j+11 a j+22 post-implantation.

L’exploration de la matrice extracellulaire s’est faite in vivo par TEMP au [**™Tc]NTP 15-5 et par
gagCEST ; puis ex vivo par dosage biochimique des GAGs et par coloration histologique au bleu alcian
a j+35. Pour étudier la fraction hypoxique et I'acidification du microenvironnement tumoral, des
imageries TEP au [*8F]FMISO ont été réalisées, mais aussi des imageries par IRM CEST avec I’évaluation

du ratio de contraste APT / GuanidyICEST. A Iissue du suivi en imagerie, des immunomarquages au
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pimonidazole ont été réalisés ex vivo sur des coupes de tissus fixés afin de quantifier le nombre de
cellules hypoxiques.

Nous avons choisi également de réaliser un suivi par IRM multiparamétrique, en évaluant les
variations T, et d’ADC au cours du temps, afin d’évaluer I'impact du traitement sur la structure du tissu
tumoral. Le métabolisme glucidique et la prolifération ont été investigués par imageries TEP au
[*8F]FDG et ex vivo grace a des immunomarquages de GLUT1 et Ki-67.

Enfin, dans le but d’évaluer I'impact direct, au niveau cellulaire, du cytotoxique alkylant qu’est
le TH-302, une coloration a I’'hématoxyline éosine ainsi qu’une immunohistochimie au y-H2AX,

biomarqueur des cassures double brin de I'ADN, ont été également réalisées.

C) Principaux résultats

Le TH-302 a un effet anti-tumoral sur le modéle SWARM implanté chez le rat. En effet, une
réduction significative du volume tumoral a été observée avec le traitement, et ce, quel que soit la
méthode de mesure (pied a coulisse ou IRM). Au niveau cellulaire, dans les tumeurs traitées, des
diminutions significatives de la cellularité mais aussi du nombre de cellules prolifératives ont été mises
en évidence, respectivement, par la coloration hématoxyline-éosine et I'immunomarquage Ki-67. De
plus, une augmentation significative du pourcentage de cellules comportant des cassures double brin
de I’ADN a été observée au sein des tumeurs traitées grace au marquage y-H2AX.

Le TH-302 induit des modifications microstructurales au niveau des tumeurs traitées. En effet,
alors que dans le groupe controle, les valeurs d’ADC et de T, augmentent, celles dans le groupe traité
restent stables au cours du temps. Des différences significatives sont d’ailleurs observées entre les
deux groupes.

Le TH-302 réduit également le métabolisme glucidique tumoral chez les rats traités et une
différence significative entre les deux groupes est retrouvée in vivo en [*¥F]FDG a un stade tardif. Cette
différence est retrouvée ex vivo avec le marquage GLUT1.

Cette prodrogue activable en hypoxie a tendance a réduire également la fraction hypoxique a
I'intérieur des tumeurs traitées mais du fait de I’'hétérogénéité tumorale, aucune différence
significative n’est observée lorsque le signal est moyenné sur la tumeur que ce soit en [*¥F]FMISO ou
avec le ratio APT / GuanidylCEST. Néanmoins, en exploitant la résolution spatiale de I'IRM CEST, une
différence de distribution significative de ce ratio entre les deux groupes est observée pour le dernier
jour. La majorité des voxels dans la tumeur des animaux traités au TH-302 ont des valeurs plus élevées,
correspondant a un pH plus élevé que dans la tumeur des animaux contréles.

Enfin, du point de vue de la matrice extracellulaire, le TH-302 induit des changements au

niveau des protéoglycanes. Une augmentation significative est retrouvée dans les tumeurs traitées au
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TH-302 in vivo en [®™Tc]NTP 15-5 et ex vivo avec la coloration au bleu alcian et le dosage biochimique
de GAGs. En revanche, aucune différence n’est observée en gagCEST entre le groupe traité et le groupe

controle.

D) Principales conclusions

Cette stratégie d’imagerie multimodale nous a permis de suivre les remaniements
moléculaires du microenvironnement tumoral du chondrosarcome au cours de son développement
mais également de surveiller sa réponse thérapeutique au TH-302 sur de multiples aspects. Des
cartographies résolutives mettant en lumiére I’'hétérogénéité tumorale ont été établies par IRM CEST.
L'imagerie multimodale nous a offert la possibilité d'évaluer, au fil du temps et de maniére non
invasive, I'état structurel et matriciel, mais aussi métabolique et hypoxique, de la tumeur hétérogéne
gu’est le chondrosarcome.

Nous avons également démontré que cette molécule, prodrogue activable en hypoxie, est une

excellente candidate pour une chimiothérapie efficace dans le traitement de ce cancer.
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ABSTRACT

Rationale: The hypoxic status of cancer tumor is very disparate within tumor microenvironment. It is
considered that this hypoxia heterogeneity is highly responsible for treatment resistance leading to the
development of hypoxia-activated prodrugs (HAPs). Chondrosarcoma, a type of bone cancer, associates
heterogonous microenvironment with hypoxia regions and a resistance to chemo- and radiotherapies.
Therefore, we used an original multimodal imaging strategy to follow-up tumor microenvironment response
to Evofosfamide (TH-302) HAP therapy on a preclinical SWARM rat chondrosarcoma model.

Methods: Bimodal imaging strategy consisted of nuclear imaging and MRI on two animal groups: TH-302
treated and untreated animals. First, to monitor TH-302 effects on tumor growth and structure, we measured
T, and ADC by MRI and we used ["*F]JFDG to explore tumor metabolism. Then ['*FJFMISO and APT to
Guanidyl CEST ratio MRI evaluated hypoxic status with. Finally, extracellular matrix was explored in vivo
by [*™Tc]NTP 15-5 and gagCEST MRI. At the end of the time course, histology, immunohistochemistry,
immunofluorescence and biochemical assay were performed on the tumors to confirm in vivo observation
(HES, Ki-67, GLUT1, y-H2AX, pimonidazole, alcian blue staining and sulfated GAG (sGAG) assay)
Results: TH-302 showed a significant antitumor activity with a 75% reduction in tumor volume at the end
of the protocol (p<0.0001). Regarding cellularity and cell proliferation, HES and Ki-67 staining were also
decreased (p<0.01; p<0.05, respectively). Chondrosarcoma microstructures were also modified with TH-
302 therapy as indicated by 7> and ADC progression (p<0.0001 and p<0.01, respectively). ['*F]FDG and
GLUT]1 staining showed a decrease of -22.5% and -45.0% in tumor metabolism, respectively. Moreover,
pH values in treated tumors were higher than in control ones (APT to Guanidyl CEST ratio; p<0.05) and
hypoxic fraction was reduced too as observed with pimonidazole (p<0.01). TH-302 had an impact on
extracellular matrix with an increase in sGAG component as showed by [*"Tc]NTP 15-5 and sGAG assay
(p<0.001).

Conclusion: To our knowledge, it is the first time that TH-302 shows an in vivo antitumor activity in
chondrosarcoma. Our multimodal imaging approach allow monitoring complex exchanges between tumor
cells and their neighboring under therapy. This is key to improve the orientation of patients towards
personalized medicine in oncology.

Keywords: CEST MRI, Chondrosarcoma, Evofosfamide, Nuclear imaging, Tumor microenvironment
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INTRODUCTION

The concept of tumor microenvironment (TME) has raised considerable interest in translational
research and emerged as one of the compulsory bases for a personalized medicine in oncology [1].
Understanding the dynamic and multiple exchanges between tumor cells and their neighboring
microenvironment appears the cornerstone to overcome tumoral plasticity and patients' responsiveness to
therapy. TME includes tumor cells, stroma with fibroblasts, endothelial and immune cells, as well as non-
cellular component such as extracellular matrix with collagen and proteoglycans. Spatial heterogeneity of
the TME in solid tumors leads to non-uniform spatial distribution of nutrients, growth factors and oxygen
generating local niches of cells resistant to therapies [2,3]. Hypoxia, characterized by low oxygen/low pH,
has emerged as one of the most important properties of TME, responsible of tumor plasticity at the origin
of drug resistance [4].

To enhance therapeutic efficiency, several strategies of selective drug delivery targeting TME
biomarkers, have emerged [5-8]. The high prevalence of hypoxic regions in the resistance of tumors to
therapies has led to the emergence of hypoxia-activated prodrugs (HAPs), i.e. drugs designed to release the
cytotoxic drugin hypoxic areas only. Molecular mechanisms of the different HAP classes have in common
mono or di-electronic reduction activation by endogenous oxidoreductases in hypoxic cells, whose
expressions was demonstrated to be correlated to hypoxia levels in tumors [9-11]. Many preclinical studies
identified TH-302 (Evofosfamide) as one of the most promising HAP of isophosphoramide nitrogen
mustard class for antitumor activity. This HAP can be used either in monotherapy or in combination with
conventional chemotherapy and radiotherapy [5-13]. The success of these preclinical studies has led to
clinical studies ongoing in phase 3 [5]. Studies showed that imaging methods sensitive to tumor hypoxia
were able to predict the efficiency of TH-302 therapy. Hypoxia PET tracers, including ["*F]FAZA[14],
['®F]-HX4 [17,18], and ['*F]FMISO [16,19] were predictive of a tumor's response to TH-302. MRI contrasts
like DCE [20], IVIM-DWI or BOLD were also used to monitor the tumor microenvironment changes
associated to the therapy.

Chondrosarcomas constitute a highly heterogeneous group accounting for about 20% of bone
sarcomas. Current treatments present a limited efficiency [21-25] leading to surgery as main solution.
However, unresectable locations as well as recurrence after curettage are still an issue [26-29] .Even
immune checkpoint inhibitors, which have shown promising results in multiple solid cancer types, have
limited efficiency in chondrosarcomas [30,31]. Reasons for chondrosarcoma resistance to chemotherapy
has been largely attributed to its TME characterized by heterogeneous hyaline-dense extracellular matrix,
low pH, increased interstitial pressure and poor vascularity associated to hypoxia [22-26,32]. To reach an
efficient treatment, the use of a drug targeting the hypoxia regions, i.e. based on HAP, might be an

interesting solution. To the best of our knowledge, among the numerous preclinical studies which have

3
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assessed the therapeutic effect of TH-302 [33], none of them were focused on chondrosarcoma. Our group
was the only one to highlight the relevance of TH-302 in vitro in multicellular tumor spheroid of human
extraskeletal myxoid chondrosarcoma suggesting its relevance To treat this pathology [34].

In this paper, we decided to evaluate in vivo in a preclinical model of chondrosarcoma the antitumor
activity of TH-302 thanks to multimodal imaging. The extensively characterized grade II orthotopic
preclinical Swarm rat chondrosarcoma (SRC) model was used [35-37]. To evaluate its translational
relevance, we monitored phenotypic and functional remodeling of the TME by combining nuclear imaging
and MRI. Nuclear medicine was focused on tumoral glucose metabolism ([ *F]FDG), hypoxia ([ ¥ F]JFMISO)
and extracellular matrix proteoglycans by exploiting the proteoglycan [*"Tc]NTP 15-5 tracer[38].
Multiparametric MRI (72, ADC) and CEST MRI (gag and APT / Guanidyl CEST ratio contrasts) allowed
longitudinal monitoring of tumoral size, molecular interactions, proteoglycan quantity and extracellular pH,
respectively. At the end of protocol, histological and immunohistochemistry analyses of tumor tissues (HES,
Ki-67, GLUTI1, y-H2AX, Pimonidazole, Alcian Blue) as well as biochemical assay of sulfated

glycosaminoglycans were performed.

METHODS

Overview of the study design

An overview of the study design is available in Figure 1.

v

<
«

TH-302 treatment
( CEST MRI CESTMRI CEST MRI CEST MRI CEST MRI
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Figure 1. Study Design. Animals were randomized in 3 groups for imaging. Group 1 was assigned to
CEST MRI and [*™Tc]NTP 15-5 nuclear imaging (n=4 controls and n=4 treated). Group 2 was assigned
to ['®F]FMISO nuclear imaging (n=3 controls and n=3 treated). Group 3 was assigned to ['*F]FDG PET
imaging and multiparametric MRI (n=3 controls and n=3 treated). TH-302 treatment was performed from
d+11 to d+22.
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Swarm rat chondrosarcoma model

Experiments were conducted in accordance with the European directive 2010/63/EU after approval
by the animal ethical committee C2E2A, protocol #20398.
For reactivation, SRC fragments were defrosted in Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco
Laboratories, Gaithersburg, MD, US), then rigorously selected and manually calibrated to 3 mm?®. These
fragments were implanted on the right posterior tibia of male Sprague Dawley OFA rats (n=10; 193.3 g+
12.6 g) (Charles River Laboratories France, Saint Germain Nuelles, FR) after periostal abrasion. Isoflurane
(inhalation, 2.5%, 1 L/min, air/O,, 70/30, v/v; ISO-VET, Piramal Critical Care Limited, West Drayton, UK)
and carprofen (subcutaneous injection, 4 mg/kg; Rimadyl®, Pfizer, New-York, NY, US) were used for
anesthesia and pain management protocols, respectively. After 31 days post-surgery, tumors were resected
and immediately placed in cold DMEM, then reactivated SRC fragments of 3mm? were transplanted, in the
same way as previously described [39], on the right posterior tibia of male Sprague Dawley OFA rats (n =
35;200.8 g+£9.4 g).

TH-302 treatment and tolerance

TH-302 was bought from MedChemTronica (Sollentuna, SE) and dissoved in NaCl/EtOH, 95/5,
v/v. Animals were randomly divided into control (vehicle; n = 21) and TH-302 (50 mg/kg; n = 14) treated
groups. Treatment was administered by IP injection 5 days a week from 11 to 22 days post-transplant. Rats
were daily weighted and bodyweight changes (BWC) were calculated as:

BWend - BWdayl

BWC =
B Wday1

X 100

With BWaay1 and BWena the animal body weight the first and last day of the treatment, respectively.
Tumor growth was monitored twice a week and tumor diameters (TD) were measured by digital caliper.

The tumor volume (TV) was calculated:

2
_ TDlongest * T Dghortest

TV
2

Once a week, tumor volumes were also determined on anatomical MRI images by hand-drawn
tumor ROIs using Bspline tool on free MIPAV software (v11.0.3; National Institutes of Health, Bethesda,
MD, US) [40]. At the end of follow-up, 35 days post-transplant, rats were sacrificed and tumor and muscle

were harvested for ex vivo analyses.
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In vivo imaging

All imaging experiments were performed at “/n Vivo Imaging Auvergne” (IVIA) facility
(https://doi.org/10.18145/ivia). During these in vivo acquisitions, all animals were anesthetized by
isoflurane (inhalation, 2%, 1 L/min, air/O,, 70/30, V/V; ISO-VET, Piramal Critical Care Limited, West
Drayton, UK). All animals were secured on a dedicated bed with both breathing rate and body temperature

being monitored during acquisitions.

Nuclear imaging
[P’"Tc]NTP 15-5 planar imaging

Planar scintigraphic images were acquired using a camera (NanoScan®,Mediso Ltd, Budapest, HU)
equipped with one low energy ultra-high resolution (LEUHR) collimator. Planar acquisitions were
performed with a 20% window centered on the 140 —kev photopeak of [**T¢], 30 min after [*™T¢]NTP
15-5 iv injection (30 Mbg/animal; n = 8) by using Nucline software (v3.00.018, Mediso Ltd, Budapest, HU).
The acquisition time lasted 20 min. Each animal was submitted to 4 serial [**"Tc]NTP 15-5 imaging during
this longitudinal protocol. Analyses were performed with Interview™FUSION (v3.03.074, Mediso Ltd)
software using an 2D elliptical ROI delineated over tumoral uptake and a manually drawn ROI over muscle
of the contralateral paw. ROI sum total activities were obtained in counts/s and normalized to both the ROI

area and the injected activity. Then, tumor to muscle ratios were calculated.

["*F]FDG and ["*F]FMISO PET imaging

PET images were acquired using a small animal device (eXplore Vista®, GE Healthcare, Chicago,
IL, US). Rats (n = 6) were anesthetized and 30 MBq of ['*F]FDG or 50 MBq of ['*F]FMISO were iv injected
to study tumor glucose metabolism or hypoxia fraction, respectively. The PET imaging was performed 1h
(animals kept asleep) or 4h (animals awake) after the ['®*F]JFDG and ['"*F]FMISO, respectively by using
MMWKS® Image software (GE Healthcare). Imaging parameters for both radiotracers were a 250 to 700
keV energy window and 6 ns coincidence time window (20 min duration, 2 bed positions). Each animal was
imaged at 4 different times. After 2D OSEM reconstructions, analyses were performed with VivoQuantTM
software (v4.0 patchl, inviCRO, Boston, MA, US) using a VOI manually drawn for tumor and the muscles.
VOI sum total activities were obtained in counts/s then were normalized to both the VOI area and the

injected activity. Results were expressed as tumor to muscle ratios.
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MRI

MR images of rats were acquired on an 11.7 Tesla Bruker BioSpec system (Bruker BioSpin,
Ettlingen, DE) piloted by Paravision 6.0.1 software. Each animal was submitted to either 5 or 4 imaging
sessions for 75/ADC or CEST protocols, respectively. A 72 mm circular polarizer volume coil was used for
RF transmission and a surface array coil (2x2) positioned on both paws received the NMR signal (Bruker

BioSpin). A T>-weighted image was used to localize the tumor.

DW and T, imaging

Tumor ADC maps were performed with a DWI sequence (b1=0 s.mm™, b2=500 s.mm, b3=1000
s.mm?, direction [0,0,1]) with a TE of 25 ms and a TR of 2000 ms. The FOV was 50 mm with an axial slice
thickness of 1 mm leading to a nominal resolution of 0.33 x 0.33 x 1 mm?®. T> mapping was performed by a
spin-echo RARE sequence with effective TEs of 6.5; 19.5; 32.5; 45.5; 58.5 ms, TR 5500 ms and a RARE
acceleration factor of 2. The FOV was 50 mm with an axial slice thickness of 1 mm leading to a nominal
resolution of 0.78 x 0.78 x 1 mm?. The number of slices was adjusted to image the whole tumor. ADC
values were calculated by the image display and processing tool of Paravision 6.0.1 with a hand-drawn ROI

on the tumor.

CEST imaging

CEST acquisitions were based on a RARE sequence with an effective TE and TR of 4.756 and 4500
ms, respectively and a RARE acceleration factor of 16. The slice thickness was 1 mm and the FOV 50 mm,
i.e. the in-plane voxel size was 0.78 x 0.78 mm?. Each image was recorded from a single transient. A first
z-spectrum was recorded to correct for By inhomogeneities by using the WASSR approach [41] (saturation
pulses B; 0.3 uT, 54.8 ms gaussian pulses repeated 18 times with an interpulse delay of a 0.010 ms, and a
bandwidth of 50 Hz leading to a saturation train of 1 s; saturation offsets from + 1000 Hz with Aw 50 Hz)
followed by the CEST z-spectrum (30 min acquisition duration with saturation pulses: B; 1.5 uT, 54.8 ms
gaussian pulses repeated 72 times with a bandwidth of 50 Hz leading to a saturation train of 4 s and an
equivalent continuous wave CEST saturation of 0.6 puT; saturation offsets from + 2500 Hz with Aw 50 Hz).

CEST MRI data were analyzed with an in-house program written in MATLAB® R2017a
(MathWorks, Natick, MA, US). In brief, a ROI was manually drawn on the 7>-weighted image to delineate
the tumor and muscle on contralateral paw. Then, By shift was corrected voxel-by-voxel with the WASSR
approach. Finally, the CEST methodology applied to analyze the data depended on the saturation offset. For
gagCEST, the z-spectrum was fitted with two Lorentzian shapes per voxel in each ROI: the first one to
estimate the signal attenuation due to the water direct saturation (centered at 0 ppm) and the second one for

the hydroxyl moieties. The gagCEST signal intensity corresponded to the area of this latter Lorentzian
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shape. Regarding guanidyl and APT CEST, we applied the three-offset measurement approach proposed by
Jin et al. [42] to avoid nuclear overhauser enhancement (NOE) interferences. In practice, two limits were
chosen (1.60 to 2.40 and 3.20 to 4.00 ppm for the guanidyl and amide moieties, respectively) and a baseline
was drawn between these frequencies. The CEST effect for APT* and guanidyl* were quantified as the
difference between the baseline and the water signal at 1.96 and 3.68 ppm, respectively. The ratio of APT*
to guanidyl* was then calculated voxel-by-voxel in tumor ROI and a mean value was determined. To
evaluate tumor heterogeneity, the voxels were merged in function of their CEST values and the number of
voxels contained in each bin was represented (as percentage of the total voxel number). To set the intensity
intervals, i.e. widths of the bins, we used the Freedman-Diaconis rule and the widest bin was chosen between
the two groups (treated vs control) for a same day. Voxel number was normalized to the tumor ROI area
and weighted sum of voxel was calculated for each group and each time before being transformed in

percentage.

Histology

At the end of imaging session, 35 days post-transplant, rats were sacrificed by progressive CO,
inhalation within euthanasia chamber. Tumors and contralateral anterior muscles of the contralateral paw
were resected and cut into two samples. The first part was fixed into 10% neutral buffered formalin for 24
h and embedded in paraffin for histological analysis (alcian blue or pimonidazole staining). The second part
was frozen in liquid nitrogen for biochemical assays. Histological, immunofluorescence and
immunohistochemistry experiments were performed at the histopathology facility ANIPATH (CNRS UMR
6293 / Inserm U1103 GReD, Clermont-Ferrand, FR) and were recorded using a slide scanner (X20, Zeiss
AxioScan Z1, ZEN software, Oberkochen, DE). After staining detection and image recording, tumor slices
were analyzed on free QuPath software [43] (v0.3.0) with positive cell detection protocol. For each slices,
three rectangular ROI were placed at the periphery of different tumor lobules as illustrated in supplementary

Figure 1.

Alcian blue and Hematoxylin Eosin staining
5 pum thick sections of embedded tumors were cut and adhered to poly-L-Lysine-coated microscope
slides. After dewaxing and rehydration, slides were stained by Alcian blue (pH 1, 1% m/V, #A5268; Sigma-

Aldrich, Saint-Louis, MO, US) to visualize PGs, counterstained by nuclear red or by hematoxylin-eosin.
v-H2AX and GLUT1 immunohistochemistry

5 um thick sections of embedded tumors were cut and adhered to poly-L-Lysine-coated microscope

slides. After dewaxing and rehydration of tumor slices, antigens were retrieved (boiling citrate buffer
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solution: 10 mM, pH 6). Endogenous peroxidases were quenched (H20:: 0.3%, 30 min) and saturated (BSA:
1%, 1 h, Avidin/Biotin blocking kit #SP-2001; Vector Laboratories, Burlingame, CA, US). Slides were then
incubated overnight at 4 °C with primary antibodies (anti-phospho-histone H2A.X antibody #05-63, 1/500;
Merck-Millipore, Burlington, MA, US and anti-glucose transporter GLUT1 antibody #ab652, 1/100;
Abcam, Cambridge, UK). Biotinylated secondary antibody (1/500, BSA 0.1%, 1 h, RT; Jackson
ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA, US) was used to reveal the first antibody. Biotin was then
complexed with streptavidin-coupled horseradish peroxidase (HRP) (Vectastain® ABC-HRP kit Peroxidase
#PK-4000; Vector laboratories). Peroxidase was detected using diaminobenzidin (DAB) as per
manufacturer’s instructions (ImmPACT® DAB substrate #SK-4105; Vector laboratories). Then, nuclei

were counterstained with hematoxylin and coverslips were fixed.

Ki-67 and Pimonidazole immunofluorescence

For pimonidazole staining, an IP injection of pimonidazole hydrochloride (60 mg/kg,
Hypoxyprobe™, Burlington, MA, US) was performed one hour before sacrifing of the animals.

5 um thick sections of embedded tumors were cut and adhered to poly-L-Lysine-coated microscope
slides. After dewaxing and rehydration of tumor slices, antigens were retrieved (boiling citrate buffer
solution: 10 mM, pH 6) and slides were placed into the InsituPro VSi robot (Intavis bioanalytical
instruments, K6ln, DE). Endogenous peroxidases were quenched (H20:: 0.3%, 30 min) and saturated (BSA:
1%, 1 h). Slides were then incubated 1h at RT with primary antibodies (anti-Ki67 rabbit monoclonal
antibody #15580, 1/2000; Abcam and anti-pimonidazole mouse monoclonal antibody # HP MAb-1, 1/300;
Hypoxyprobe, Burlington, MA, US). Biotinylated secondary antibody (1/500, BSA 0.1%, 1 h; Vector
Laboratories) was used to reveal the first antibody. Biotin was then complexed with streptavidin-coupled
horseradish peroxidase (HRP) (1/500, 30 min; Vector Laboratories). Peroxidase was detected using
tyramide signal amplification (TSA) as per manufacturer’s instructions (Alexa Fluor™ 488; Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, US). Then, nuclei were counterstained with Hoechst 33342 and coverslips were

fixed. Emitted fluorescences (461 nm for Hoechst and 519 nm for TSA) were imaged and recorded.

Biochemical assay

Samples of tumors and muscles were weighed (20-50 mg), incubated overnight at 65 °C in 1 mL of
a papain extraction buffer, and then centrifuged (1000 g, 10 min). sGAG content was determined using the
dimethyl methylene blue method (Blyscan® Sulfated Glycosaminoglycan assay kit; Biocolor Ltd,
Carrickfergus, UK) as per manufacturer’s instructions. Absorbance was measured at 656 nm using Thermo

Scientific Multiskan GO device (Thermo Fisher Scientific). Experiments were performed in duplicates.
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Statistical analyses

Statistical analyses were performed on Prism software version 8.0 (GraphPad Software, San Diego,
CA, US). Data normal distributions were verified with Shapiro-Wilk tests before performing parametric
tests. For tumor volume assessment, in vivo nuclear imaging and MRI quantifications, multiple unpaired
parametric t-tests were applied. To evaluated CEST voxel distribution, Wilcoxon-Mann-Whitney tests were
used. For histological analyses, unpaired parametric t-tests or Mann-Whitney test were performed,
depending of data distribution. Multiple unpaired nonparametric t-tests were applied for biochemical assay.
Results were considered significant at p values <0.05 (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001).

Data are presented as mean value = SD.

RESULTS

TH-302 has an antitumor activity in SRC model

Figure 2A illustrates the tumor growth on both control and treated animal groups. Both digital
caliper and anatomical MRI measurements (Figures 2 B-C) showed a significant inhibition of tumoral
growth from 19 days (p=0.0084) and 26 days post-transplant (p<0.0001), respectively. Comparison of TV
between treated and controls at day 33 for caliper and day 35 for MRI measurements resulted in a
comparable reduction of the TV by -75.66% and -74.26% respectively. BWCs were -23.1% + 7.4% and
+16.0% = 2.1% for treated and control groups, respectively (Figure 2D).
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Figure 2. Antitumor efficiency of TH-302 and tolerance. (A) Axial 7>-weighted images to highlight the

tumor; TH-302 treated animal (top) and control animal (bottom). Tumor volume evolution measured by

anatomical MRI (B) and digital caliper (C). Treatment duration is represented as a grey block. (D)
Percentage of bodyweight change at the last day of the study.
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Antitumor efficiency was confirmed by histologic examination, as illustrated on Figure 3 for
representative animals. HES staining (Figure 3A) clearly evidenced a decreased cellularity with 568 + 126
positive nuclei per mm2 in TH-302 group compare to 806 + 141 for the control group (p<0.01) (Figure 3B).
Ki-67 staining, a marker of cell proliferation, was significantly decreased in treated tumors with a value of
8 + 4 positive cells per mm? in regards of 53 <+ 29 for control animals (p = 0.0221). (Figure 3D). Moreover,
we observed that Ki67 positive cells in control group were mainly located in the outer periphery of tumor
lobules (Figure 3C).
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Figure 3. Ex vivo characterization of TH-302 antitumor activity. (A) Representative images of
hematoxylin and eosin staining. (B) Quantification of hematoxylin positive cells. (C) Representative images

of Ki-67 and (D) quantification of positive cells.

Expression of y-H2AX was significantly increased (p<0.01) in treated tumors when compared to
control ones (Figure 4B), with positive cells being preferentially localized within hypoxic regions (Figure
4A). The pimonidazole staining accumulated in hypoxic cells was preferentially located at the inner
periphery, below Ki-67 staining, in control tumor lobules (Figure 4C). In treated tumor, spotted staining
with a weak fluorescence was observed. Fluorescence quantification (Figure 4D) showed significantly less

positive cells per mm? in treated than in control groups (65 =+ 24 vs 430 + 122; p=0.0011).
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Figure 4. TH-302 induces DNA damages in hypoxic regions. (A) Representative images of y-H2AX
staining followed in (B) by the quantification of highly positive cells. (C) Representative images of

pimonidazole staining (D) and its quantification

TH-302 induces changes of water mobility

During the longitudinal study, relative ADC evolution of tumoral tissue was observed to be
significantly decreased (p<0.05) in treated group compared to the control one from day 13 (Figure 5B).
Regarding the 7> relaxation time, it was constant for the treated group while it increased for the control one

leading to a significant difference between both groups from day 19 (p<0.01) (Figure 5A).
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Figure 5. SRC microstructure evolutions during TH-302 therapy. (A) 7; relaxation time and (B) relative

ADC value evolution in the tumor . Treatment duration is represented as a grey block.
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TH-302 reduces tumor glucose metabolism

As illustrated on Figure 6A, tumor accumulation of ['8F]FDG appeared homogeneously distributed
within tumoral tissue at early stages and for both TH-302 and control groups. For later stages of the protocol
(from day 28), ['®F]FDG accumulated in control animals at the periphery of the tumor. Interestingly, this
was not observed for TH-302 treated animals. The T/M ratio 1.94 + 0.04 and 2.51 £ 0.03 for treated and
control groups, respectively leading to a significant difference (p=0.0005). This was confirmed also by
GLUT1 immunohistochemistry as illustrated on Figures 6C and 6D. GLUTI1 positive cells were
significantly decreased in treated tumors (633 + 136 vs 1151 + 292 positive cells per mm? for treated and

control groups, respectively; p=0.0008).
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Figure 6. Glucose metabolism assessment during TH-302 treatment. (A) ['*F]FDG coronal images and
(B) quantification of radiotracer adsorption. (C) Representative images of GLUT1 staining. (D) GLUT1

positive cells.
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TH-302 reduces hypoxic fraction

Figure 7A shows for representative animals, the accumulation of the ['*FJFMISO tracer. At a late
stage of the pathology (from day 27), the tumor was readily observed in the control animal whereas this was
not the case for the treated animal. Quantitative analysis highlighted a lower T/M ratio for treated animals
compare to the control ones at a late stage of the study, but with no statistical significance (Figure 7B).

Figure 7C illustrates the APT / Guanidyl CEST ratio for two representative animals. A strong spatial
tumor heterogeneity was observed, more especially for controls that evidenced higher voxels with negative
ratio respectively to treated. However, mean APT / Guanidyl CEST ratio within the tumor ROI did not show
any significant difference between both groups (Figure 7D). To consider the tumor spatial heterogeneity,
all voxel intensities were grouped by class intervals for each time point and then analyzed as a distribution
(Figure 7E and supplementary Figure 2). Voxel intensities in treated tumors were significantly higher than
controls for the last time point (p=0.0304).
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TH-302 induces proteoglycan remodeling

[*™TcINTP 15-5 accumulation was observed in joints and in chondrosarcoma as early as day 5
(Figure 8A). As pathology evolved, both groups displayed an increase of radiotracer accumulation in
tumors. Nevertheless, increase of radiotracer accumulation in tumor was significantly higher in TH-302
animals as compared to controls from day 26 (p=0.0341) (Figure 8B).

gagCEST imaging is displayed on Figure 8C for a representative treated and control animal. As
pathology evolved, gagCEST signal increased in both groups, as evidenced by increasing AUC values
(Figure 8D) but without any significant difference between treated and controls. This was also confirmed
by voxel intensity distribution analysis (Figure 8E and supplementary Figure 3).

The blue alcian coloration (Figure 8F) shows that tumor from both groups contained a significant
amount of sGAGs with a cellular structure which was not comparable. Biochemical sGAG assay was
achieved to quantify sGAGs in tumoral tissues at the final time point. Treated tumors contained significantly
more sGAGs than control tumor ECMs (68.5 + 9.5 vs 92.0 £ 14.6 (p=0.00075) while sGAG quantity in
muscle for both groups were equivalent (1.8 + 0.2 vs 1.9 £ 1.0 for control and treated groups, respectively)
(Figure 8G).
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DISCUSSION

Both the poor prognostic and the lack of an efficient treatment of chondrosarcoma highlight the need of new
therapeutic approaches. Tumor hypoxia as well as a high chondrogenic matrix were identified as the two
factors driving its resistance to treatments. As some drugs are developed to specifically target one or several
of the ECM properties, it appears interesting to treat chondrosarcoma animal model with one prodrug.
Currently, TH-302 is the most promising HAP already tested in a wide range of hypoxic cancers [44], this
is why this HAP was selected.

The paratibial SRC model used in this study was a grade II CHS since its aggressiveness and chemo-
resistance status mimics its human counterpart [45]. TH-302 therapy on SRC model results in an inhibition
of tumoral growth for the treated group that can be observed from a week after the beginning of the
treatment. Treatment efficiency was confirmed by histology with a decrease by a factor of 1.5 in cell density
and by a factor higher than 6 for in cell proliferation as determined with Ki-67 positive cells quantitation.
Tumoral metabolic activity, as evidenced by ['*F]JFDG PET imaging, was reduced in treated animals for the
two last imaging sessions. Ex vivo imaging showed that glucose transporter 1 (GLUT1) was strongly
affected by treatment. This transporter highlights both glucose metabolism and hypoxia. Interestingly,
GLUT!1 transporters were homogeneously distributed within tumoral tissue in treated group whereas in
control one, they were preferentially located in the inner periphery of tumor lobules [46,47]. This
observation, correlated with the reduction of the hypoxia in treated tumors (from pimonidazole staining),
argued in favor of a reduced tumor redox status and potentially re-oxygenation of tissue during TH-302
therapy. Such conclusion was recently made in Mia-PACA-2 pancreatic xenograft models [46]. This
hypothesis is supported in vivo by ['*F]JFMISO imaging that showed a more important hypoxic statue in
control animals. Interestingly, DNA damage measured by y-H2AX were not only present in hypoxic regions
but also were observed to propagate to the whole tumoral tissue. All together, these results demonstrate that
TH-302 treatment reduced intratumoral hypoxia in SRC model and are in agreement with previous study on
nasopharyngeal carcinoma irn vivo [48].

In this SRC model, the inhibition of tumoral growth was associated with changes in TME biomarkers, e.g.
PG contain. [38] 7> relaxation time and ADC are highly related to the interactions of water molecules with
their surrounding environment and they could be affected by cellular structures, tissue density, interstitial
fluid pressure as well as biomolecules conformation and changes. The increase of both 7> and ADC in the
control animals is most likely a sign of necrotic areas in the core of the tumor. This contrast with the absence
of evolution of these parameters for the treated animals. From literature analysis, it may appear difficult to
go further as results were described as being strongly dependent on individual tumor types, organs and
therapies[49]. Literature also reports contradictory results on the effect of TH-302 therapy on ADC with an
increase of ADC under TH-302 therapy in HCT116 colon xenografts and Hs766t pancreatic models [50]
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whereas no ADC evolution was observed in SU.86.86 and Mia-Paca-2 xenografts [51]. Our results were
similar to these latter models.

Both nuclear and MR imaging were applied to study hypoxia and proteoglycan evolution during the therapy.
The information obtained from one method is complementary to the other one. Concerning the sGAG
content, the [*™Tc]NTP-15-5 imaging is sensitive to the negatively charged PG while the gagCEST images
the whole different proteoglycans [52,53]. This is probably the reason for the discrepancy between both
approaches. The explanation to support the imaging results is the following. The ECM remodeling due to
the TH-302 treatment lead to an increase of negative charge accessibility but not to an evolution of sGAG
concentration. This was also supported ex vivo by sSGAG biochemical assay showing a significant increase
of negatively charged sGAG. Further analysis by RNAseq could be performed to explore the impact of TH-
302 on the expression of sGAGs constituting the extracellular matrix.

Concerning the tumor hypoxic status, no evolution occurred during this longitudinal study. However, by
exploiting the excellent MRI resolution, the heterogeneity of the tumor can be characterized. Despite the
fact that no difference was detected at the whole tumor level by CEST MRI, the voxel intensity repartition
was significantly different for the last time point. To go further, 3D CEST MRI could be an interesting tool
to evaluate the precise impact of TH-302 therapy on the whole tumor volume. Moreover, regarding our
previous results showing that APT / Guanidyl CEST ratio decrease with a lower pH [54] we can presume
that TH-302 therapy limits the tumor acidification.

One of the limitations of our work might be the low number of animals used. However, this study was
ambitious and used many in vivo imaging approaches to obtain complementary information on the different
CHS properties. Furthermore, to limit model variability we decided to induce the CHS to all the animals at
the same time and then to proceed to the full longitudinal study in a single shot. During the study, few
animals reached an ethical limit regarding either their tumor size or their weight loss and were sacrificed.
Weight loss during TH-302 was previously described [33]. Despite these limitations, the differences
between both groups were high enough allowing us to draw strong conclusions on the TH-302 therapy

efficiency.

CONCLUSION

Our multimodal imaging strategy has allowed monitoring the impact of TH-302 on multiple aspects of CHS
microenvironment. Multimodal imaging offers the possibility to assess structural/matrix, metabolic and
hypoxic status perspective over time non-invasively. We demonstrated that this HAP drug targets the
hypoxic cells in CHS leading to TH-302 monotherapy as an excellent candidate to be an efficient

chemotherapy.
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Supporting Information

Supplementary figure 1. Examples of ROI localization for IHC and IF quantifications on QuPath software.
Three rectangular red ROIs were placed on periphery of different tumor lobules for the control group (A)
and the treated group (B). Detected cells were spotted in red.
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Ce travail de thése a porté sur la caractérisation du microenvironnement au cours de la
croissance tumorale, a I'aide de I'imagerie multimodale in vivo, et associée ou non a une thérapie.
L’objet d’étude de ce projet a été le chondrosarcome, tumeur maligne du cartilage chimio- et radio-
résistante, disposant d’'un microenvironnement riche et complexe. Parmi les éléments constituant ce
dernier, nous nous sommes intéressés a deux composantes majoritairement impliquées dans ce

phénoméne de résistance thérapeutique : la matrice extracellulaire et I’hypoxie.

Le chondrosarcome SWARM de rat a été sélectionné pour nos études puisque ce modele
posséde a la fois une matrice extracellulaire riche en protéoglycanes, et donc en GAGs, mais également
une fraction hypoxique modérée. Ce chondrosarcome est trés documenté dans la littérature car il a
fait I'objet de plusieurs études in vivo, notamment au sein du laboratoire IMoST.141325,402403 pqp
atteindre le premier objectif de thése qui était la mise au point de I'IRM CEST, un modeéle expérimental
avec un temps de pousse tumorale rapide était préférable puisque I’étude portait sur une
caractérisation a un stade donné. C'est pour cette raison que nous avons choisi un modele SWARM
chez la souris ou un fragment de chondrosarcome SWARM a été implanté en sous-cutané entre les
omoplates d’animaux immunodéprimés. En revanche, pour réaliser une caractérisation du
microenvironnement tumoral au cours d’un suivi longitudinal et évaluer I'efficacité d’un traitement,
second objectif de ce travail, il était indispensable de travailler avec un modéle expérimental de
chondrosarcome dont le temps de pousse tumorale est plus long et surtout, qui inclut la composante
immunitaire. C'est pour cela que la deuxiéme étude s’est portée sur un modéle expérimental
syngénique, le modeéle SWARM chez le rat qui consiste en lI'implantation d’'un fragment de
chondrosarcome SWARM en position paratibiale chez des animaux sains. Malgré le fait que cette
composante immunitaire n’est pas été étudiée au cours de ces travaux, nous savons qu’elle joue, elle
aussi, un rdle fondamental au sein du microenvironnement tumoral.l®” De plus, en implantant
directement le fragment de tumeur, contre lI'os du tibia, au niveau de la patte du rat, le
chondrosarcome peut ainsi se développer au sein d’un environnement osseux qui se rapproche de

celui retrouvé en clinique, chez les patients atteints de chondrosarcomes squelettiques.>®

Pour traiter les animaux, nous avons choisi de cibler la fraction hypoxique du
microenvironnement tumoral du chondrosarcome, en utilisant une prodrogue activable en hypoxie :
I’évofosfamide ou TH-302. Aucune étude, a ce jour, ne fait mention de son utilisation in vivo dans le

cadre du chondrosarcome. Son efficacité a, néamoins, été démontrée dans de nombreux cancers, ce
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qui a justifié sa sélection.3”?

efficacité de cette thérapie ayant été démontrée sur un modele animal,
une transposition vers des essais cliniques pourrait étre envisagée. En effet, la présence de cette
molécule dans plusieurs essais cliniques jusqu’en phase Il laisse entrevoir la possibilité d’un transfert
rapide vers les patients. Une des difficultés de ces études réside dans le recrutement d’un nombre de
patients suffisant. Une autre propriété du microenvironnement tumoral qui serait intéressante de
cibler, est le remodelage osseux, puisque nous savons que le développement et la progression des
chondrosarcomes squelettiques résultent, en partie, de l'interaction de la tumeur avec la niche

osseuse.r™

acide zolédronique serait alors un traitement de choix, d’autant qu’il est actuellement
étudié en essai clinique de phase | pour des patients atteints de chondrosarcomes (NCT03173976).
Nous avons également étudié I'efficacité de I'acide zolédronique, ainsi que ses effets sur le
microenvironnement tumoral du chondrosarcome SWARM implanté en orthotopique chez le rat, mais

les résultats ne sont pas présentés au sein de ce manuscrit.

Dans le but de développer des approches complémentaires d’'imagerie fonctionnelle et
moléculaire, I'imagerie spectroscopique RMN du proton semblait la piste a privilégier pour I'étude du
métabolisme tumoral et du pH.*** Malheureusement, cette technique ne peut étre appliquée aux
modeles de chondrosarcome étudiés dans ce travail. En effet, la nature dense de la matrice
extracellulaire et la faible cellularité de cette tumeur rendent impossible I'obtention d’un spectre
résolu que ce soit en imagerie ou spectroscopie localisée. Pour obtenir une information métabolique,
une autre approche de choix est I'lRM CEST.®® Nous avons donc choisi de la développer avec comme
ambition d’utiliser la dimension fréquentielle du CEST pour suivre simultanément, au cours d’une
méme acquisition, deux aspects du microenvironnement : la teneur en glycosaminoglycanes de la
matrice extracellulaire et les variations de pH retrouvées dans les zones hypoxiques. Nous avons
complété notre stratégie d’étude en intégrant I'imagerie nucléaire qui est I'imagerie moléculaire de
référence en oncologie clinique. Pour notre étude, nous avons choisi d’utiliser le [*F]FDG comme
radiotraceur du métabolisme tumoral, le [*F]JFMISO comme radiotraceur de I’hypoxie et le [®™Tc]NTP-

15-5 permettant le ciblage des charges négatives des protéoglycanes, 268403405

L'avantage de I'IRM CEST par rapport a I'imagerie nucléaire réside dans le fait qu’elle ne
nécessite pas forcément I'injection d’agent de contraste et que la résolution spatiale est plus élevée.
En revanche, I'IRM CEST image les échanges chimiques entre des fonctions d’intérét et I’eau. Elle n’est
donc pas spécifique d’'un métabolite en particulier. Ainsi, le contraste que nous quantifions autour de
1 ppm peut provenir des GAGs mais également d’autres fonctions hydroxyles, comme celles du glucose
ou du lactate.'®>% Toutefois, le chondrosarcome est décrit comme étant une tumeur faiblement

métabolique;’” nos résultats obtenus in vivo avec I'imagerie TEP au [*¥F]FDG et confirmés ex vivo par
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I'immunomarquage de GLUT1 mais aussi de Ki-67 en témoignent. Ainsi, nous pouvons émettre
I’hypotheése que la contribution des fonctions hydroxyles du glucose et du lactate, au contraste que
nous observons, reste modeste. L'IRM CEST du glucose (glucoCEST) est une méthode basée sur I'étude
de la variation du signal CEST aprés injection de glucose. Le glucoCEST se rapproche alors de I'imagerie
au [*®F]FDG, apportant une information sur la consommation en glucose des cellules tumorales (mais
nullement sur la quantité endogéne de glucose).?® Le glucoCEST n’a pas été utilisé dans cette étude
pour plusieurs raisons. Tout d’abord, c’est une approche relativement complexe a mettre en ceuvre
tant d’un point de vue expérimental que pour I'analyse des données. Ensuite, nous aurions d{ injecter
du glucose aux animaux, or nous souhaitions nous passer de toute injection pour les acquisitions IRM.
Enfin, d’'un point de vue éthique, les anesthésies subies par les animaux étaient déja longues et
régulieres lors des nombreux examens d’imagerie.

Tout comme le gagCEST, le radiotraceur [*®"Tc]NTP 15-5 a montré son intérét dans le suivi
longitudinal de la croissance tumorale avec une augmentation de la fixation lors de la croissance
tumorale. Une augmentation significative de sa captation a la suite du traitement au TH-302 a été
observée, suggérant une modification de la matrice extracellulaire, qui entrainerait une meilleure
accessibilité ou une augmentation des charges négatives. Cette hypothese est soutenue par les
résultats du dosage biochimiques des sGAGs et pourrait étre confirmée par IRM du sodium,
naturellement présent au niveau des charges négatives des protéoglycanes. Ces résultats laissent
entrevoir le potentiel du [*™Tc]NTP 15-5 pour le diagnostic précoce des chondrosarcomes et pour le

suivi longitudinal de chondrosarcomes de grade 1 et 2, les plus riches en protéoglycanes.®

La seconde caractéristique que nous avons souhaité visualiser, est I’hypoxie et par conséquent
les variations de pH. Nous avons pu cartographier la présence de zones plus ou moins acides au sein
du tissu tumoral grace a I'IRM CEST ainsi que le rapport du signal des fonctions amides sur celui des
fonctions guanidyles. En revanche, nous ne sommes pas parvenus a remonter a une valeur absolue de
pHi comme cela a pu étre le cas dans certaines études a 'aide de la SRM du phosphore 31.222 Malgré
des essais réalisés a un stade tumoral avancé, nous n’avons pas pu obtenir de signal exploitable par
SRM du 3!P. Comme pour la SRM !H, ceci peut s’expliquer par la présence d’une matrice dense et
compacte et la faible activité métabolique des chondrocytes tumoraux. De plus, nous pouvons nous
interroger quant a la pertinence d’une telle approche en spectroscopie localisée, étant donné la
répartition hétérogéne de I'hypoxie au sein du volume tumoral. Le pH obtenu n’aurait reflété qu’un
pH moyen au sein de la tumeur. Un autre moyen de cartographier le pH in vivo est possible en IRM
grace a I'acidoCEST. Cette technique consiste a injecter un produit de contraste tels que le iopamidol
ou le iopromide portant des fonctions amides sensibles au pH.*’ Cette méthode n’a pas été

investiguée car un produit de contraste devait étre injecté. De plus, ce produit de contraste possédant
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des fonctions hydroxyles, deux acquisitions CEST auraient d( étre réalisées pour cartographier les
GAGs dans un premier temps puis le pH dans un second temps. A notre connaissance, aucune méthode
d’imagerie, ne requérant pas d’injection, nous permettrait de remonter a valeur absolue de pH in vivo.

Grace a la cartographie du ratio APT/guanidylCEST, nous avons pu montrer I'importance de
I’étude de I’'hétérogénéité de I'hypoxie au sein du tissu tumoral. En effet, si I'analyse de ce ratio au
niveau de la coupe entiere ne montre pas de différence entre les animaux traités et les animaux
contrdles, nous avons cependant pu constater, grace a une analyse plus poussée des données, une
différence significative de la répartition des voxels selon leur intensité, entre les deux groupes, a des
stades tardifs. Ainsi, de par son aspect résolutif, I'IRM CEST apporte une réelle plus-value a la
visualisation de I'hétérogénéité de répartition de I’hypoxie tumorale. Cette analyse fine de la
distribution des intensités de chaque voxel semble étre une voie prometteuse pour pouvoir, a plus
long terme, stratifier les patients en fonction de leur fraction hypoxique tumorale. Cela pourrait
permettre de sélectionner les potentiels répondeurs aux thérapies de type prodrogues activables en
hypoxie. Pour réaliser cette stratification, non plus sur une seule coupe mais sur I'ensemble de la
tumeur, I'enregistrement d’images CEST, multicoupes ou 3D, serait un réel avantage. Dans de telles
approches, il est important de garder la méme efficacité de la saturation dans les différentes coupes.*%®
Des méthodes ont été récemment proposées et un projet, financé par la Ligue contre le cancer
Auvergne-Rhdéne-Alpes, est actuellement en cours au sein du laboratoire (huméro de projet R224CC).
En paralléle, nous avons choisi d’utiliser le [*F]FMISO pour visualiser I’hypoxie par imagerie TEP. Nous
n’avons pas obtenu de résultats significatifs, malgré une tendance, quant a la variation de I’'hypoxie au
cours de la croissance tumorale ou encore en réponse au TH-302. Bien qu’il fasse partie des
radiotraceurs les plus utilisés en préclinique et en clinique, pour la visualisation de I’'hypoxie, ce dernier
nécessite un temps de distribution relativement long (> 3 h) par rapport a la courte demi-vie du fluor
18 (1h 49min) entrainant, de ce fait, une perte de signal non négligeable. Il présente également un
faible rapport signal sur bruit au niveau du microenvironnement tumoral comparativement au systeme
digestif.*%>4%° A I'heure actuelle, d’autres radiotraceurs de I’hypoxie se développent, comme le
[**Cu]ATSM, avec une demi-vie plus longue (12h 42 min), défini comme le radiotraceur du stress
oxydant et indirectement de I’"hypoxie puisque I’hypoxie sévére génére un stress oxydatif.*!° Employer
le [®*Cu]ATSM pourrait &tre pertinent afin d’imager I’hypoxie du microenvironnement tumoral dans le

cadre du chondrosarcome.
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A ce jour, '|lRM CEST est une méthode de plus en plus utilisée en recherche clinique sur des
imageurs opérants principalement a 3T.1%8 Le transfert de ces travaux vers I'imagerie clinique est une
des principales perspectives de ces travaux de thése. Malgré la diminution du champ magnétique, ni
I'imagerie du pH, ni celle des GAGs, ne devraient poser de probléme d’aprés la littérature.*1412 Les
développements les plus importants résideront dans le post-traitement des données afin d’apporter
un outil clef en main aux médecins pour l'interprétation des examens et le choix de I'orientation
thérapeutique des patients. Enfin, avec I'essor des nouvelles technologies TEP/IRM, il pourrait étre
pertinent de réaliser une étude exploitant le [**Cu]NTP 15-5 récemment breveté par le laboratoire
IMoST (W02016016272A1) dans le but d’appliquer notre stratégie d’imagerie multimodale en TEP et

non plus en TEMP comme c’est le cas avec le [*°™Tc]. Les deux approches d’imagerie pourraient alors

étre effectuées sur un méme imageur et bénéficier, ainsi, d’'une meilleure caractérisation spatiale.
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Chapitre 5 : Conclusion générale

Dans la premiere partie de ce travail, nous avons mis au point une méthode d’IRM CEST multi-
fréquentielle, nous permettant de visualiser différents contrastes CEST endogeénes au cours d’une
seule et méme acquisition. Nous avons ainsi pu explorer le microenvironnement tumoral avec une
haute résolution spatiale et de maniere non invasive. Les différentes techniques d’imageries nucléaires
ont, de maniére complémentaire, participé a cette caractérisation a I'aide de différents radiotraceurs.

La seconde partie du travail a consisté a utiliser cette multimodalité pour suivre le
développement du chondrosarcome et explorer les remaniements du microenvironnement tumoral
au cours d’une thérapie anti-cancéreuse ciblée. Nous avons montré, pour la premiere fois, que le TH-

302 est efficace in vivo dans le traitement d’un modeéle préclinique de chondrosarcome.

D’un point de vue plus personnel, ce travail de thése a été multidisciplinaire. En plus de mes
compétences en biologie et en expérimentation animale, j’ai d acquérir de nouvelles compétences
professionnelles telles que la manipulation de produits radioactifs, I'acquisition en imagerie, le
traitement des données mais aussi I'analyse par différentes méthodes statistiques. Pour mener a bien
ce projet, il était primordial d’échanger régulierement afin de comprendre les besoins des experts de
chaque domaine, tels que les physiciens et les radiochimistes, pour produire des résultats exploitables.
Dans une thése, en général, et lorsqu’elle fait appel a des expérimentations animales, en particulier, la
planification est capitale. Il faut notamment prendre en compte certains délais incompressibles,
comme le temps d’évaluation par le Comité d’éthique et le MESRI de la saisine, mais aussi le temps
d’acclimatation des animaux, le temps de pousse tumorale, etc. Il existe aussi des aléas malgré une
organisation rigoureuse. La COVID-19 en fut un, m’obligeant a sacrifier tous les animaux de I'étude, 3
jours avant le début du suivi longitudinal. Ce dernier n’a pu reprendre que, trés exactement, un an plus
tard.

Mes recherches en imagerie multimodale ont été facilitées grace a la plateforme d’imagerie
« In Vivo Imaging Auvergne » (IVIA) qui regroupe toutes les techniques d’imageries médicales
précliniques et cliniques. Ce travail de thése est devenu un des projets phares de la plateforme. Sa
poursuite fera appel aux imageurs cliniques regroupés dans IVIA afin de démontrer I'intérét d’allier, au

sein d’'une méme structure, des instruments dédiés au petit animal et a ’'homme.
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RESUME

Le microenvironnement tumoral regroupe différentes composantes tres souvent impliquées
dans le phénomeéne de résistance a la thérapie pour de nombreux cancers. Une meilleure
caractérisation de ce microenvironnement, a l'aide d’une stratégie d’imagerie moléculaire et
fonctionnelle in vivo, permettrait une meilleure stratification des patients et donc une prise en charge
thérapeutique optimale et personnalisée.

Cette étude a porté sur le microenvironnement tumoral du chondrosarcome, tumeur maligne
du cartilage chimio- et radio-résistante, possédant une matrice extracellulaire dense, riche en
glycosaminoglycanes (constituants des protéoglycanes), et qui présente des zones d’hypoxie.

La premiére partie de ce travail de these a consisté a développer un contraste en IRM
métabolique dépendant de la fréquence spectrale. Il devait étre spatialement résolu et non invasif afin
de caractériser les deux aspects du microenvironnement tumoral du chondrosarcome SWARM
implanté en sous-cutané chez la souris. Le contraste choisi a été celui du transfert de saturation par
échange chimique CEST (chemical exchange saturation transfer). Les résultats obtenus en IRM CEST
ont été comparés a (i) ceux d’imagerie nucléaire, en [*"Tc]NTP 15-5 et en [*®F]FMISO, permettant de
cibler respectivement, les charges négatives des glycosaminoglycanes et I’hypoxie et (ii) ceux obtenus
par différentes approches ex vivo. Ces méthodes complémentaires d’imageries moléculaires et
fonctionnelles in vivo ont permis de visualiser le microenvironnement tumoral a un stade défini de la
pathologie

La seconde partie de ce travail a été d’évaluer la pertinence de cette stratégie d’imagerie
multimodale, pour suivre I'évolution et les remaniements du microenvironnement tumoral d’un
chondrosarcome SWARM implanté en orthotopique chez le rat, au cours d’'une thérapie anti-
cancéreuse ciblée. Une prodrogue activable en hypoxie, le TH-302 (évofosfamide) a été selectioné.
L'approche multimodale, décrite dans le paragraphe précédent, complétée par d’autres analyses, a
permis de montrer la pertinence d’une stratégie d’'imagerie utilisant plusieurs modalités pour évaluer
I'efficacité du TH-302. Une réduction du volume tumoral d’environ 75%, mais aussi des diminutions du
métabolisme glucidique et de la fraction hypoxique ont pu étre observées, ainsi que des modifications

de la matrice extracellulaire au cours de la croissance tumorale.

Mots clés : Chondrosarcome, CEST, Hypoxie, Imagerie multimodale fonctionnelle, Imagerie nucléaire,
IRM, Matrice extracellulaire, Microenvironnement tumoral, Prodrogues activables en hypoxie,

Protéoglycanes.



